
根瘤菌和内生菌根混合接种

对三叶草增产的效应
’
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(中国农科映土族犯料研究所 》

豆科作物接种根瘤曹
,

通过固定大气氮素供给作物氮素营养
,

增加产量
,

这一事实已得

到公认
。

现在
,

泡囊丛枝内生菌根 ( V A M )增加作物产量的研究也已引起广泛的兴趣 .tI 幻
。

一 、

v A M的菌丝体长而密
,

在土壤中伸长至根外几厘米的区域
,

帮助根系吸收水分和营养
,

其中最主要的是磷
,

也吸收锌
、

铂 、 硼
、

铁
、

铜
、

硫等其它元素〔。
。

豆科作物混合接种根瘤菌和 V A M
,

其中根瘤菌固定大气氮素
,

V A M扩大根系吸收各种

营养元素的范围
,

在缺磷的土城中往往能为作物摄取充足的磷
,

而作物本身则制造并供应碳

水化合物及各种有机营养
,

这三者间的相互作用
,

无论在田间或温室均已有研究低 毛〕。

前人的实验指出
:
根瘤菌和V A M混合接种比单一接种效果好

。

多数报导认为在缺磷土壤

上
,

无论灭菌或不灭菌
,

接种V A M效果大于接种根瘤菌
。

甚至有些报导认为
,

在缺磷土壤上

没有菌根感染的豆科作物接种根瘤是无效的〔习
。

本实验就瑞士牧草一年收割多次的习惯
,

采用定期切割的方法
,

研究三叶草不同生长时

期
,

根瘤菌及菌根所起的作用
,

并比较了在沙土及沙壤土上的生长效果
。

一
、

材料与方法

试脸分别于 1 9 8 1年和 1 9 8 2年在温室进行
。

(一 )土滚性质 列于表 1
。

(二 )试脸处理

试验 1 :
两种土坡

,

分别为灭菌 (蒸汽 12 1℃灭菌 2 小时
,

下同 )与不灭菌
,

再进行根瘤菌

单独接种 ( R )
,

V A M单独接种 ( M )
,

根瘤菌和V人M混合接种 ( R M ) 与不接种对照 ( C ) 四种

处理
,

进行盆钵试验
,

每盆装土 3 00 克
。

每一处理设 5 盆
, 收割并测定地上植株重量及养分

含童
。 .

另设 5盆
,

植株收割时期同上
,

但每月用一盆采取根样
,

以检查根瘤及 V A M 感染状

况
。

试姐 2 : 一种沙土
,

进行灭菌处理
,

接种处理为 R
、

M
、

R M和 C四种
.

采用 35 x 35 、
15

立方厘米 (长 x 宽 x 高 )的石盆
,

每盆盛土 15 公斤
,

每处理重复魂次
。

(三 )供被作物

供试作物为三叶草 ( T r `fo 湘二
。
le xe ,击 ` u柳 )

,

种子用98 %浓 H :
5 0

`

表面消毒 3 分钟
,

然后立即用无菌水冲洗两次
,

用无菌摄子点播
。

试验 1每盆 5 株
,

试验 2 每盆 48 株
。

( 四 )雍. , 俐
:

.该试脸系作青在珊士联邦农业研 究所 rD
。
S比 u e PP指导下进修时进行的

。
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表 1 试 验 土 壤 基 本 性 质
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速效笼
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注 , (l ) 土旗 I为沙 土
,

l 为沙城 土
。

(2 ) 速效泥用 1 % A IK s( 0 ` ) : 浸提
,

燕馏法 浏定
, 速效礴为 B ar y 法

, 速效钾用 1万 N H 4 0 H 提取
,

火焰光

度计翻定
。

、

根瘤菌 R 从oz bl’ “ m tr `fo il 。二 17 4 是由瑞士联邦农业研究所从三叶草 ( T r

l’oj I`“ 协 a
le

-

劣an dr l’u m ) 根瘤分离出的纯种
。

在处理 R和 RM 中
,

种子经消毒后用根瘤菌菌液拌种
。

(五 )菌根搜种荆

V A M抱子取自当地牧草地
,

经鉴定属于 G白二 su 一二05 5 “ 。 。

抱子用湿筛法筛取直径 63 至

功0卜的抱子于滤纸上
,

并计数班子数量
。

试验 1 中
,

用 70 %酒精喷雾对抱子行表面消毒
,

3

分钟后用无菌水喷洗
,

将附有抱子的滤纸剪开
,

使每份滤纸约含黄色
、

红色及褐色抱子共 50

个
,

将此滤纸垂直埋入盆中心
。

试验 2 中
,

用链霉素
、

土霉素各 10 o PP m 的溶液浸泡抱子 4 小

时
,

将抱子悬液倾入漏斗
,

抽除溶液
,

置抱子于滤纸上
,

计数后剪取滤纸成条状
,

垂直埋入盆

内
,

距植物根约 3 厘米
。

每盆约接种 1。。。个黄
、

红及褐色的抱子
。

(六 )收获

试验 1及试验 2 均在植株生长 2
、

3
、
4 个月时进行收割

,

头两次从地面 5 厘米处割下
,

第

三次制下全部地上部分
。

然后于 60 ℃烘干
,

称植株干重
,

再磨细
,

过筛
,

依次测 定氮
、

磷
、

钾含量
。

测定方法
:
用 H :

5 0
.

—
H C IO

`
消化后

,

以燕馏法定氮 , 流动注射分析仪铂兰法定

磷 , 火焰光度计法定钾
。

(七 )结启
、

固氮及菌根感染率检奋

结瘤与固氮
:
试验 1在三叶草生长 1个月时取一盆采集根样

,

检查根瘤数
,

生长 2
、

3
、

4 个月时各取一盆
,

称取根瘤重量
。

试验 2 在三叶草生长 4 个月全株收获时
,

用 乙炔还原法

测定根瘤固氮酶活性
。

菌根感染率检查
:
试验 1 在三叶草生长 1

、

2
、

3
、

4 个月时
,

用上述检查过根瘤的根样

进行V A M感染率的检查
,

剪取侧根
,

`

除去其顶尖 1厘米
,

剪下第二段大于 1 厘米作为待查样

品
,

每盆取样品三份
,

分别染色
。

染色法
:
加 10 % K O H溶液使没过根

,

于 50 ℃沙浴上加热 15

分钟
,

冷却
,

倾去 K O H溶液
,

加 0
.

2%锥虫兰酚液染三分钟
,

倾去染色液
,

在酚液 ( 1 00 克酚
,

10 。毫升乳酸
,

10 。毫升甘油和20 0毫升燕馏水棍合而成 )中过夜
。

检查法
:
在每份染色样品中

随机取样
,

用三块载玻片
,

先在载玻片背面划两道距离为 1 厘米的平行线
,

再将染好色的根

段放在载玻片的正面上
,

每片10 条
,

以盖玻片盖好并压紧
,

用显徽镜检查根与平行线交叉点

是否有感染
,

并以 O至 5 等份记载其感染程度 (图 1 )
。

计算法
: 以二 二

y4
2
的公式计算感染百

分比
, 二为感染率

, y 为感染程度
,

从 O至 5 共分成 6 级
。

2刁名
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图 1 V A M感染率的检查法

二
、

试验结果

试脸 1 结果 (表 2 )表明
: 三叶草生长 2 个月时

,

各处理的植株干重
,

单接根瘤菌 ( R ) 的

与根瘤菌
、

菌根混接 ( R M )的接近 , 对照 ( C )又与单接菌根 ( M )的接近
,

前两者又明显 比后两

者高
。

3 个月时
,

产里高低顺序为 RM > M > R > C
。

4 个月时
,

在未灭菌土坡中为 RM ) M )

R 澎 C , 在灭菌土坡中则为 R M > M > R ) C
。

其总产盆顺序为 R M夕 M澎 R ) C , R少 C
,

其中

RM约为C的两倍
。

两种土城性质对产盆影响不显著
。

植株氮
、

磷
、

钾含量大致为 RM :
一

M “

R > C
。

从根瘤生长来看 (表 3 )
,

植株生长一个月时
,

均以 R
、

R M瘤数最多 (二者之间差异不显

著 ) , 在不灭菌沙土中 R比 C大 6
。

7倍
,

不灭菌沙城土中R比C大 2泞倍
。

在灭菌沙土中
,

由于外

界环境含根瘤菌
,

对照 ( C )也有少盈根瘤生长
,

R具有大 t 根痛
。

在灭菌沙城土中
,

C 无根

心
,

R有大量根瘤
。

表 2 试验1
.
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表 3 试验 1
.

三叶草根瘤生长量及 V A H感染率 (5 株 /盆 )

根瘤数

(个 )

( 1 个月 )

根 瘤鲜重 (克 》 V A M感染率 (% )

土城处理
2 个 月 3 个 月 一 4 个月 1 个月 2 个 月 3 个月 4 个 月
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月1OJ月̀
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.
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。

0

3
。
6

5
。
4

6
。

7

3
。
1

2
。
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随着植物生长
,

不灭菌土壤中
,

接种根瘤菌的 R和R M与不接种的 C和M相比
,

根瘤重量

差异逐渐减小
,

R M根瘤重量最大
,

M其次
。

灭菌沙壤土一直未受外界根瘤菌污染
,

始终没有

生长根瘤
。

值得注意的是不论沙土或沙壤土
,

未灭菌处理中
, 4 个月时 M 的根瘤重量都大于

R
,

沙土灭菌处理的
,

因受污染而长根瘤
,

到 4 个月时M 的根瘤重竞明显地超过 R
。

表 3结果还表明
:
灭菌土壤中都不发生V A M感染

。

而在未灭菌土壤中均发生感染
,

作物

生长 1个月时R M和M间差异不大
,

但明显高于 C和 R
。

在沙土中R M和M的 V ^ M感染率分别

为 7
.

5%和 7
.

1%
,

而 C和 R分别为 2
.

2%和 2
.

7% , 在沙坡土中 RM和M的 V A M感染率分 别 为

17
.

8%和 16
.

。%
,

C和R分别为 5
.

3%和 4
.

。%
,

此时 RM和M的区别不大
,

随着植物的生长
,
4

个月时
,

R M处理中V A M感染率明显超过 M
,

M又高于 R及 C
。

两种土壤性质对根瘤及V A
-

M 感染率的影响在后期差异不明显
。

试验 2 的结果和试验 1 很接近
: 三叶草生长 2 个月时

,

表现接种根瘤菌有效
。

3 个月时

接种 V A M有效
。

无论是植株干重或氮
、

磷
、

钾含量均依次为R M > M ) R ) C
。

RM 的固氮酶

表 4 试验2
.
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活性也最高
,

儿乎为 R的两倍
,

`

处理 C 和M 由于外界根瘤感染
,

也结少量根瘤
,

但固氮酶活

性很低 (表 4 )
。

三
、

讨 论

用分期收割的方法
,

研究了三叶草的产量
、

养分含量和根瘤发育与V A M感染率之间的关

系
。

上述各参数与两种土坡的性质关系不大
。

试脸 1 和 2 的结果表明
,

由于根瘤菌感染早
,
V A M感染晚

,

生长 2 个月时
,

三叶草的产

t 以 R和 RM为高
,

说明根瘤生长是产量增加的原因 , 生长 3个月时
,

产量顺序为RM ) M >

R > C
,

说明菌根的共生促进了三叶草增产 ; 生长 4 个月时
,

产量顺序为 RM > M > R 澎 C
,

说

明蔺根单独接种也能增加三叶草产量
,

单接种根瘤菌而无菌根共生
,

在后期无增产作用
,

只

有根瘤菌和菌根双接种才能自始至终保持高产
。

国外有些报道认为
:
在缺磷的土坡上

,

如果没有菌根感染
,

接种根瘤菌是徒然的〔幻
。

我

们的实脸表明
,

在这种条件下
,

单接种根瘤菌
,

对三叶草生长前期还能起到增产作用
。

这是

由于植株在幼小时
,

对土城磷素需求量不大
,

故根瘤菌能暂时发挥作用 , 其次
,

某些根瘤菌

能适应低磷条件
。

B
·

M os se ( 1 9 7 7) 报道过
:
她曾发现在一种对磷有固定作用的土壤中

,

只含

土著根瘤菌
,

且无菌根
,

但植株生长
、

结瘤
、

固氮都很好
,

认为可能是这种土著根瘤菌能较

好地适应低磷条件〔幻
。

我们所用的根瘤菌株 R h
.

tr `fo ll’ “ 。 17 4 正是从低磷土壤中分离到的
,

它可能是一种能适应低磷条件的菌株
。

但尽管如此
,

它的固氮效能
,

只有在V A M存在时
,

才

能更好地发挥
。
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