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`

许 月 蓉

( 中国科学院南京土壤研究所 )

在研究根瘤菌生态学时
,

通常需要测定接种的根瘤菌株在土壤中的数量变化
,

以了解其

存活和消长情况
。

植株感染法则是常用的方法
,

但此法手续冗繁
,

周期长
,

近来有渐为耐药

菌株和某些选择性培养基分离计数法所替代之势
,

但有些选择性培养基并不能完全阻止杂菌

的生长
,

尤其是那些铺展性强的真菌能抑制根瘤菌的生长
,

从而影响计数 ; 另一方面
,

有些

选择培养基所用的抗菌素因药源紧
,

价格贵
,

而在使用上受到限制
,

本文推荐的选择培养基

则可克服上述各缺点
。

一
、

材料和方法

(一 )培养基和抑菌剂

1
.

基础培养基
:

用根瘤菌培养基
* *

加硫酸盐链霉素 (每升培养基加硫酸盐链霉素。
.

5

克
,

浓度为 s o o p p m )
。

2
.

通用选择培养基 基础培养基加放线酮 (每升培养基加放线 酮 0
.

巧 克
,

浓度为 1 50

P P m )
。

( 3) 本文推荐的选择培养基 由基础培养基及五氯硝基苯 (可湿性粉剂
,

含有效成份 70 % )

多菌灵 (可湿性粉剂含有效成份 10 % )和结晶紫等三种抑菌剂组成
。

其中除结晶紫外
,

其余抑

菌剂均在培养基灭菌后冷却至约 60 ℃时加入
,

混匀
,

制成平板
,

于 45 ℃烘箱中除去表面冷凝

水
,

备用
。

(二 )供试菌株

1
.

耐 S O 0 p p m 硫酸盐链霉素的曹子根瘤菌 S一 7 1 3 0
。

2
.

菌落中央有一个白色 的小圆点的若子根瘤菌 6 0 3 4
。

(三 )供试土壤

水稻土 (采 自无锡和南京 )
、

黄棕壤 (采自南京和 山东 )
、

红 壤 (采自江西 )及灰壤 (采自山

东 )
。

( 四 )试验方法

将菌龄 5 一 7 天的 S一 7 1 3。菌株斜面培养物
,

加灭菌水 3 毫升及一滴分散剂 (吐温 80 )
,

充

分振荡摇匀
,

制成菌悬液
。

吸取 0
.

05 毫升菌悬液移入 10 %的土壤悬液中
,

振荡 15 分钟
,

吸取

此液 0
.

05 毫升于琼脂平板上
,

用刮刀均匀涂抹
,

28 ℃培养 7天左右计数
。

本 文承 李良说 同志指正
,

谨致谢意
。

根瘤菌培养基成份如下
:

葡萄糖 1 0克 ,
K ZH P O

4 0
.

5克 ,

酸 溶液 2 毫升 , 醉母 奋 0
.

4一 1
.

0克 ,

N
a

C l o
.

i 克 ,
M g S O

` ·

7H z 0 0
.

2克 , C a C 0 s l
.

5克 , z %铝 酸钠 溶液 2 毫升 ; l % 硼

1 / 2 0 0刚果红 5 毫升 ; 琼脂 20 克
, 水 1 0 0 0毫升

,
p H 调至 7

.

0
。
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二
、

结果和讨论

(一 )选择培养基的组成

介 培养试验结果 (表 1
、

2) 表明
: ( 1 )含有五氯硝基苯的培养基对真菌有明显的抑制作用

,

尤

其是对根霉
、

毛霉和木霉真菌效果更佳
,

但对青霉
、

曲霉的抑制作用较少
。

在 3 00 毫升 基 础

培养基 中加入。
.

1一 0
.

6克五氯硝基苯的条件下
,

其抑制真菌的能力几无差异 ; ( 2) 含有多菌灵

的基础培养基其抑制真菌的能力高于含五氯硝基苯的基础培养基
,

多菌灵含量愈高抑制作用

愈大
,

但此培养基对根霉
、

毛霉和木霉等铺展性强的真菌几乎没有抑制效果
;

( 3) 含有结晶紫

表 1 含 抑 菌 剂 的 培 养 基 对 土 壤 真 菌 数 量 的 影 响 个 /克干土
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30 。逸升荃础培养荃加入的抑菌剂量

表 2 5一 7 1 3。根瘤菌株在含结晶紫的培

养基平板上的数量 (个 /克干土 )

的基础培养基对细菌的抑制能力随其浓度而

异
,

浓度高时
,

所有细菌几乎均不能在其上生

长
; 浓度低时

,

对任何细菌均无杀伤能力
; 只

有在浓度适中时
,

即浓度在 3
.

4一 6
.

s p p m 时

抑制作用方有选择性
。

根据上述试验结果
,

本文所推荐的选择

培养基的组成规定为
:

每 3 00 毫升基础 培 养

基加入 1 %结晶紫溶液 0
.

1一 0
.

2 毫升 ; 五氯

硝基苯 (可湿性粉剂 ) 0
.

1 克和多 菌灵 (可湿

性粉剂 ) 0
.

1克
。

(二 )选择培养基的优点

一ù一
.145.10。?.102
。

一一哎Jl匕99
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一ōóno11,二孟任卜卜ù斗一+一+十一十一一O-

一q口一ó̀毯O口一ó

一的口n口nJnjj性一

培 养 荃 类 型

基础 培养基

通用 培养基

含结 品紫 1
.

7P p m 的培养基

含结晶紫 3
.

4 p p m 的 培养基

含结 晶紫 6
.

s p p m 的 培养基

含结 晶紫 10
.

2 p p m 的培 养荃

注 : 又 表示菌落平均数 (个 /皿 )
,

S 表示标准差
,

C
.

V
.

表 示变异 系数

1
.

抑制真菌生长 从 S一 7 1 3 0根瘤菌株及各种土壤悬液接种在基础培养基
、

通用培养基

和本文推荐的选择培养基的平板上的根瘤菌和土壤真菌的生长情况 (表 3 )来看
,

以选择培养

基抑制真菌的能力最强
,

从而为 S一 7 1 3 0根瘤菌的生长发育提供了有利的环境
,

因 而数量 较

多 ; 而通用培养基和基础培养基的抑制真菌能力较差
,

真菌迅速生长发育而影响了根瘤菌的

生长
。

试验还表明 (表 4 )
,

在选择培养基平板上
,

真菌的数量不仅少
,

而且其单菌落长势也受

到抑制
。

从 四种土壤中分离到的真菌菌株
,

分别接种在基础培养基和选择培养基平板上
,

其

中竟有 70 %的菌株不能在选择培养基平板上生长 ; 其余虽能生长
,

但菌落较基础培养基平板

上的小得多
,

菌丝亦不发达
。

2
.

有利根瘤菌的生长与计数 S一 7 1 3 0根瘤菌在选择培养基平板上 的回收量界于通用培
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表3 土壤真菌
、

S一7 13 0 根瘤菌在三种培养基平板上的数量

供制 土坡悬
液 的 土 壤
名 称

土壤采集

地 点

水 权 土

水 权 土

黄 棕 圾

黄 棕 地

黄 棕 坡

灰 坡

红 地

无锡

南京

南京

山东

山东

御

注
:

表 4

基基 础 培培 通 用 培培 选 择 培培 塞 础 培培 通 用 培培 选 择 培培

养养 基基 养 墓墓 养 基基 养 爹爹 养 基基 养 基基

222 0 1
.

555 1 25
.

8 222 0
.

7 999 X X XXX X K XXX 6
.

1 666

555 8
.

1 333 2
.

3 999 0
.

3 000 X X XXX X X XXX 8
.

3 777

111 0
.

5 222 2
.

8 777 1
.

1333 3
.

9 666 3 0
.

0 555 2
.

8 333

111 3
.

5 888 1
.

9 333 0
.

9 999 X X XXX 1 8
.

6 111 5 1
.

4 000

111 3
.

3 777 3
.

9 444 1
.

7 777 X X XXX 1
.

6 666 2 6
.

9 444

根根霖
、

木毒铺满满 9
.

7 777 1
.

5 555 X X XXXXX 5
.

9 555

222 5
.

3 888 000 000 X X XXXXX 0
.

4 777

“ X x x ”
表示真菌多

,

根瘤菌无法计 数

四种土壤的真菌在基础培养基和选择培养基平板上的生长量
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,

养基和基础培养基之间 (表 5 )
。

前者为 53 个 /皿
,

而后二者分别为 62 个 /皿和 4
.

5个 /皿
。

另一

方面
,

从选择培养基平板上分离的根瘤菌株与原接种的 S一 7 1 30根瘤菌株的免疫血 清凝集反

应同属阳性反应
,

表明选择培养基是适用于根瘤菌计数的
。

表 5 根瘤菌 S一 7 1 3 0在选择培养基上的回收量 (个 /皿 )
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注
:

X 表示 菌落平均数 (个 /皿 )
,

S 表示标准差
,

C
.

V
.

表示变异系 数 .
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的吸附因而很容易随水淋失有关
。

表 5 在 缺 钾 不 缺 镁 土 壤 上 镁 肥 对 水 稻 吸 钾 量 的 影 响 K %

处处 理理 9 8 1 1年年 19 8 2年年 { 19 8 3 年年

早早早 稻稻 晚 稻稻 早 稻稻 晚 稻稻 早 稻稻

NNN P ( 1 )))0
.

6 999 0
.

9 777 1
.

0 000 1
.
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8 333

NNN P M g (2 )))0
.

6 999 0
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8 000 0
.

9 000 1
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.
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NNN P K (3 )))1
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.
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.
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.
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3 999 1
.

5 222 2
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3 333 2
.

0 222 2
.
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.
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.

5 888 0
.
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.
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700000 1
.
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.
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`

分析
,

地形低平的槽平土不宜用此法计算
,

而坡地一台土比较适宜
。

地块选择尽量做到土层

下有平整的隔水岩层
。

2
.

关于 负蒸发的处理问题
。

机械地运用公式计算
,

是会出现蒸散量在某一时段为 负 的

不正常现象
。

只要时段末期土壤含水量大于该时段降雨量与初期土壤含水量之和
,

负值就会

出现
。

在我们实际观测的资料中就不止一次出现过
,

主要集中在秋冬季的槽平土和一 台土
,

当

低温高湿或降雨多的条件下
,

土壤含水量过高时
,

则出现 负蒸发值
,

这显然是不正确的
。

这

. 可能是由于外来水补给造成的
;
或者是由于前后两次取样时

,

样本并不是在同一含水量墓础

上而将它们真正的差值掩盖掉造成的 ; 或者二者兼而有之
。

遇到这种情况时
,

我们只好采取

延长计算时段来消除
。

这也是造成计算蒸散量偏低的又一重要原因
。

如果采取前后 时段蒸散

量的中值或者令其该时段蒸散量为零也许会更好些
。
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三
、

结 语

本文推荐的根瘤菌选择培养基有抑制真菌和细菌生长
,

便于根瘤菌计数
,

且不影响其回

收量的优点
。

但是
,

不同的根瘤菌菌株对结晶紫的忍耐能力各异
,

此培养基用于耐药根瘤菌

. 计数时
,

结晶紫的浓度应经试验确定
。
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