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摘 要

’

在红壤地 区栽 培绛三 叶草
,

接种根瘤菌是重要的增产措施
。

作物根际效应
、

土壤含水量及根瘤菌 自身 的耐酸

能力是影响根瘤菌在该土壤中存活的主要条件
。

绛三叶草 ( T ir fo il u m i cn ar an ut m L
.

)是欧美普遍种植的越年生豆科绿肥
,

也是澳大利

亚牧场开发时期引种较多的一种高产优质的豆科牧草
,

70 年代引入我 国
。

引种试验证明
,

绛

三叶草具有早熟
、

高产
、

适应性强和抗病虫等特性
,

适宜于我国大面积推广种植
。

而接种根

瘤菌则是引种三叶草成功的关键
。

本工作研究了红壤地区绛三叶草接种根瘤菌的增产效益和根瘤菌在土壤中存活的 条 件
,

为提高该地区三叶草和根瘤菌的共生固氮效益提供依据
。

材料和方法

(一 )供试菌株

1
,

接种菌株
。 .

将从不同地区采集到的绛三叶草植株
,

按常规方法分离根瘤 菌〔1〕
。

用砂

培方法
,

将所有的菌株进行入侵和结瘤有效性试验
,

从中选得优良菌株
“

W u9 5
” *
和

“ 40 2”

作

为田间和盆栽试验的菌剂菌株
。

2
.

耐药菌株
。

用含药梯度平板法〔 2 〕选得共生固氮性状不低于亲株的自然耐药突变菌株
“

S一 13 一 2 ”
(耐 S Oo p p m硫酸盐链霉素 )作为接种菌回收率的测定

。

(二 )供试土壤

盆栽试验土壤采自浙江金华上华茶场 田间试验区
。

土壤为 已垦殖利用五年的第四纪红色

粘土
, p H S

.

2 ; 含氮量 0
.

0 4 % ; 速效磷低
,

约为 4 p p m ( P Z O
。

)
。

(三 )盆栽试验

盆栽试验分三个处理即对照 (不施肥
、

不接菌 ) ; 施磷肥不接菌 ; 施磷肥接菌
。

每个处理

重复四次
。

每个盆钵 (直径 12 x 15 厘米 )装混合均匀的风干土 12 5 0克
。

施肥处理的盆钵
,

每盆

加钙镁磷肥 (含 P
:

O
。

12
.

49 % ) 。
.

5克和过磷酸钙 (含 P Z O
。

15 % ) 1
.

25 克
。

种子 (播前进行表面

灭菌 )穴播
,

每盆三穴
,

每穴定苗 4 株
,

接菌数每穴约为 3 亿
。

始 (四 ) 田间试验 试验分三个处理
:

*

W
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处理 1
.

(对照 )施有机肥
,

不施磷肥
,

不接菌
;

处理 2
.

施有机肥和磷肥
,

不接菌
;

处理 3
.

施有机肥
、

磷肥并接菌
。

每个处理重复 3 次
,

随机排列
。

小区面积为 6 义 1
.

s m ( o
。

。 1 3 5亩 )
。

施肥小区每区施钙镁

磷肥 0
.

7斤 (合 50 斤 /亩 ) ; 厩肥 40 斤 (合30 担 /亩 )
;
菌剂 4 克 (合3 00 克 /亩 )

。

播种量每小区 40 克

(合 6 斤 /亩 )
。

1 9 8 4年 9 月 1 4日播种
。

1 9 8 5年 4月 2 1日盛花期收割
,

共生长 2 2 0天
。

(五 )培育试验

]二 测定根际效应的培育试验
。

将 20 克干土装在塑料管中 (直径 2
.

8 x 10
。

7厘米 )
,

加水
,

播

种待测作物 (绛三叶草
、

紫云英和小麦 )的种籽 2一 3 粒
。

播后 7 天间苗
,

使每管 保 持 一 株

苗
,

并接种耐药标准菌株
“

S一 13 一 2 ” ,

以不种作物的土壤为对照
。

以后每隔一定时间用平板

稀释法测定土壤中根瘤菌菌数
。

分离培养基为酵母膏葡萄糖 + 5 0 o p p m硫酸盐链霉素 + 6 PP m结

晶紫
。

2
.

土壤水分对根瘤菌存活的影响
。

取 10 克土壤 (P H 6
.

5) 三份
,

分别装入小玻管中
,

经 15

磅湿热灭菌 1 小时
,

在无菌条件下接种一定数量的三叶草根瘤菌悬液
,

使土壤含水量分别保

持 75 % (淹水 ) ; 25 % (湿润 ) ; g % (风干 )
。

置于室温
,

用称量法保持恒湿
。

分别于培育后第

2 0
、

6 0
、

1 0 0和 12 0天测定活根瘤菌数
。

3
.

菌株耐酸能力测定
。

称 10 克土壤二份
,

将土壤 p H分别调至 4
.

4和 6
.

4 ,

置 5 00 毫升的三

角瓶中
,

加水 10 毫升
,

经 15 磅湿热灭菌 1小时
,

在无菌条件下
,

接种一定数量的待测菌液
,

定

期用平板分离法计算菌数
。

诊
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二

、

结果和讨论

(一 )绛三叶草的接种根瘤菌效果

盆栽和 田间试验结果都证明
,

三叶草接种根瘤菌的效果是很明显的
。

盆栽试验中施磷接

菌处理与施磷处理相比
,

绛三叶草的株高
、

分枝数
、

瘤数
、

植株干重以及植株含氮量和固氮

量都以接菌处理者优 (表 1 o) 田间试验的苗期调查结果 (表 2 )表明
,

凡施磷肥又接菌的处理
,

表 1 接 种 根 瘤 菌 对 绛 三 叶 草 生 长 影 响 (盆栽生长期 18 了天 )

高

厘米 )

分 枝 瘤 数 千 重
(个 /株 ) (个 /株 ) (克 /盆 )

植株含 N N /盆 固 N 址
( % ) (毫克 ) (必克 /盆 )

株(
理处

照 4
.

8 0

7
.

4 1 1

1 5
.

9 4
.

2

1
.

4 9 2
.

1 9 3 2
.

7

2
_

2 4* 2
.

7 5 6 1
.

6

1 0 1 1 0
.

9 5* * 3
.

0 9 3 3 8

肥肥磷 菌磷施施接

* P < 0
.

0 5 冰串 P < 0
.

0 1

表 2 接 种 根 瘤 菌 对 绛 三 叶 草 苗 期 生 长 的 影 响 (田间试验
,

播后 80 天 )

,
.

株 高 分 枝 瘤 数

(厘米 ) (个 /株 ) (个 /株 )
植株 干重

(克 / 1 00株 )

植株含 N

( % )

固 氛 量
(克八 0 0株 )

观 肥 6
.

7 3
.

4 0
.

8 1 7
.

1 1
.

1 0

屁肥 + 磷

厩肥 十 磷
接 留

8
.

1

12
.

8

3
.

5 1
.

4

5
.

2 6 8
.

0

2 5
.

9 1
.

3 0

6 3
.

0 1
.

8 5
.

0
.

8 7 9

13 6



绛三 。}
·

草的株高
、

分枝
、

瘤数
、

植株含氮量都是明显高于未接苗处现
。

趋势与盆栽结果相一致
。

在盆栽或田间试验中凡接菌的植株
,

其根系有大量的粉红色的有效根瘤 ; 不接菌的植株根系

无根瘤或只有少量 自色无效根瘤
。

由于有效根瘤在三叶草上营共生固氮作用
,

改善植株苗期

的氮素营养
,

故接菌植株生长茂盛
,

叶色深绿色 , 不接菌植株矮小
,

叶色红黄
。

田 间试验结

果 (表 3 )表明
,

施肥接菌处理区
,

地上部鲜

草产量每亩达 4 4 2 0斤
,

折合干草产量 7 48 斤 /

亩
;
施肥处理区每亩鲜草产量达 1 8 0 7斤

,

折 一

接种根瘤菌对绛三叶草花期生长

的影响 (田间试验
,

生长 2 20 天 )

合干草产量每亩 3 0 ]
.

斤
,

接菌增产 1招
。

3 %
,

按地上部产量估计
,

三叶草和根瘤菌营共生

固氮所获得的纯氮为 13
.

4斤 /亩
。

红壤酸度较高 (P H .4 5一 5
.

5 )
,

土壤中的

活性铁
、

铝易与磷酸根离子结合为难溶性的

磷酸铁
、

铝
,

降低了土壤中磷的有效性
,

因

鲜 草
(斤 /亩 )

千 草
(斤 /亩 )

植株
碑 户̀ 、 , 留 U 产入

酉 八 ,

已
, , 粤户 、 , 门 1 、 丫 `乙 , 讹 .. 、

, n l 、 、 夕 1 1 卜1 1 、 p U 孟、 产 1 1 闪 产

、 2 0 产

3ù理表一

厩 肥

磷 + 厩肥

磷 + 厩肥

接 菌

1 3 8 1

1 8 0 7

4 4 2 0

2 0盆
.

2 2
.

5 4 5
.

3 0 1
.

0 城
, 2

.

9 0 9
.

7 4 5
.

5才
,水 3

.

0 0 2 2
.

韶,* P ( 0
.

0 1

1 9

0 2

4 1 3
.

4

* p < 0
.

0 5

而有效磷含量极低
。

在红壤地区种植三叶草
,

必须提供足够的磷肥
。

在田间和盆栽试验中
,

绛

三 叶草施用磷肥后干草增产效果分别达 4 7
.

5 %和 5 0
.

3 %
。

而不施磷肥的对照处理
,

植株则停

止生长甚 至死亡
,

共生固氮作用当然也受到了抑制
。

所以
,

施用磷肥成了关系到红壤地区绛

三叶草和根瘤菌能否营共生固氮作用的关键措施
。

综上所述
,

在从未种植绛三叶草的红壤丘陵地区
,

适量施磷并接种根瘤菌
,

有利于三叶

草生长和根瘤菌繁殖
,

两者能建立良好的共生关系
,

发挥较大的共生 固氮效益
。

这不但对增

加该地区土壤覆盖度减少丘陵土壤冲刷和补充土壤有机质
,

提高土壤氮素含量等都有较大的

现实意义 ; 而且对提高旱地作物和多年生经济林木 (桔
、

茶 )的优质高产更具有直接效益
。

此

外
,

对增辟肥源和青饲料来源
,

促进农牧业综合发展
,

建立良好的生态体系也有较好的作用
。

(二 )影响三叶草根瘤菌在土壤中存活的因素

1
.

根际效应
。

由于作物根系分泌物的刺激作用
,

三叶草根瘤菌可 以在豆科植物或非豆科

植物根际大量繁殖 〔 3〕
。

绝大多数非豆科植物对根瘤菌的根际效应小于豆科植物以〕
。

三叶草根

瘤菌在绛三叶草 (寄主作物 )
,

紫云英和小麦根际的数量
,

列于表 4
。

由表可见
,

接菌 30 天后
,

三

叶草根际的菌数由 5
.

2 x 10 “
个 /克干土增加到 2 8

.

O x 10 “
个 /克干土 ; 接菌 14 天后

,

紫云英根际

的菌数由 5
.

2 x 10 “
个 /克千土

,

增加到 2 6
.

l x 10
“

个 /克干土
;
小麦根际

,

接菌 30 天后 由5
.

2 x 10 “

个 /克干土增加到 15
.

0 “ 10
“

个 /克干土
;
不种作物的土壤中接菌 14 天后菌数由 5

.

2 “ 1 0 “
个 /克

干土下降至 2
.

8 火 1。“
个 /克干土

,

60 天后下降至零
。

说明寄主作物和豆科作物的根际对三叶草

根瘤菌的刺激作用 比非豆科植物强
。

作物的根际效应是促使根瘤菌在土壤中生长
、

繁玖的一

种积极因素
。

但是
,

对长期不种植寄主作物的红壤来讲
,

非豆科植物的根际效应
,

对保持根

表 4 三叶草根瘤菌在不同作物根际

的数量变化 ( x
’

! O”
/克干土 )

} 测 定 天 数

根 际 种 类

1 4 3 0 6 0

无根际 (对 照 )
.

绛三叶草根 际

紫云英根际

小麦根际 5
.

2 8
.

3 一 14

瘤菌在土壤中存活与繁殖
,

也起着重要作用
。

2
.

土壤水分对根瘤菌存活的影响
。

据报

道
,

三叶草根瘤菌能在风干土中存活达 19 年

之久 〔 5〕
。

但是
,

从农业观点来看
,

风干土壤

既不利于作物生长
,

也不利于三叶草根瘤菌

的存活
。

由图 1 可见
,

根瘤菌在红壤中的存

活 (土壤 p H 为 6 )数量 随土壤水分的减少而

不降
。

将当年接种过耐药菌株
“

S一 13 一 2 ”

13 7



。 朽% 含水量

x5 2 % 含水量

. 9% 含水量

表5 土壤水分对三叶草根瘤菌存活

和结瘤的影响( 生长55 天 )

土壤水 分
根 瘤菌数见 根 瘤数及 接种菌 回收率

( 活菌数 /克干土( )个 /株 )( % )

甲̀
孟
ù

7
八U 叮曰O 曰O 曰厅八矛舀一 bó b

场_

一
扮

卜~ 一~ 一一~ 咭

7 9%

2 2 %

8%0 2 69 8
.

2

图1

20 60 00 1

时间( 天 )

土壤水分对根瘤菌存活的影响

的三叶草盆栽土壤( pHS
.

2 )的含水量分别保

持在 7 9%( 淹水状态 ); 22 %( 湿润状态 ); 8%

( 风干状态 )一年
,

然后用耐药平板测定土壤

根瘤菌数量
。

并将不同含水量的土壤继续种

植三叶草
,

55 天后
,

测定根瘤数和接种菌的
。

阳
Lselrì

,口,ó1二(
or.。一à叔佃细界

回收率 (表 5 )即可看出
,

含水量为 8 % 时
,

根瘤菌存活数大大下降
,

影响了第二年寄主植物的

结瘤
,

植株根系的瘤数明显下降
。

与淹水土壤相 比 ( 79 %含水量 )
,

虽然湿润土壤 (2 2 %含水

址 )中存活菌数也大为下降
,

但还能使寄主保持良好的结瘤性状
,

其结瘤数为 63 个 /株
,

接近于

淹水土壤植株的结瘤数 6 7个 /株
。

表明菌剂施用一年后
,

如果土壤水分接近 22 % 时
,

土壤中

存活的菌数仍足以使第二年寄主作物有较高的结瘤量
。

3
.

三叶草根瘤菌的耐酸能力
。

土壤酸度是影 响根瘤菌存活的另一个重要因素
。

三 叶 草

根瘤菌虽然具有一定耐酸能力
,

但是当土壤 p H值低于 4
.

5时
,

就很难在土壤中存活
。

在人为

培养基上约有 84 %的菌株不能耐酸 (P H 4
.

2 ) 〔 6〕
。

我们测定了 4 6个菌株在红壤中 (P H 5
.

2) 的

耐酸情况
,

其中有 65 %的菌株因不能耐酸而死亡
。

同时还测定了 6个优 良菌 株在不 同 p H值

( p H 4
.

4和 6
.

4) 的同一土壤中的存活情况
,

其中有两个菌株在 p H 4
.

4的土壤中
,

经 60 天后存活

ǎ。[。。一à象扭扭异

数急剧下降或死亡
;
有四个菌株在不同 p H

值土壤中存活数量保持恒定 (图 2 )
,

表示菌

株间的耐酸能力差异较大
。

盆栽试验结果还

表明
,

凡接种耐酸菌株的绛三叶草
,

其植株

于物质重为不接菌的 6 倍 ; 而接种不耐酸菌

株的植株
,

其干物质重为不接菌的 4 倍
。

这

可能与耐酸菌株在酸性土壤中存活数量较多

有关
。

F ar n k 认为
,

不同菌株的耐酸能力是

不同的
,

具有耐酸能力的菌株同时也具有固

氮能力〔 7〕。

看来
,

为了提高绛三 叶草共生 固

氮效率
,

必须选育耐酸能力高的菌株
,

以适

应红壤的酸性环境
。

参 考

,’l 3一 2
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.
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.

4

P H 4
.

4

图 2

文 献

2 0 4 0 6 0

时间 (天 )
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