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具味田普茎瘤菌培养基的

最适碳源和氮源
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摘 要

具噪 田著茎瘤菌在甘油
、

醉母青培养基 上
,

培养 2 ~ 3 天
,

菌落可达 2 毫米左右
,

苗落呈乳白色突起
,

生长

茂盛
,

大小整齐
,

在斜面上培养 48 小时后
,

菌苔丰富 ,液体培养 2 4小时
,

菌液明显变浊
。

经测定
,

代 时为 n 4 分

钟
。

具咏田著 ( S
o s b。爪 a or 对 ar 才a) 具有营共生固氮作用的茎瘤和根瘤

,

是一种固氮量较高的

一年生豆科作物〔卜 3〕
。

现已发现有两种菌能与具咏田曹营共生固氮作用
,

一种叫A加hr i : 。 b佃。 ,

能使寄主作物形

成茎瘤和根瘤 ; 一种叫hR i加 d细 m只能使寄主形成根瘤
。

前者的专性很强
,

它只在具味田普
_

L

形成根瘤和茎瘤
。

所以
,

凡是引种具咏田背都需接种 A oz
r h i oz b l’u ,

。

据初步观察
,

A oz kr i加 lb’ “ m在葡萄糖
、

酵母膏培养基上生长不良 , 在乳酸钠
、

珑拍酸钠
、

醉母膏培养基 c4 〕上则菌落较小
,

仅为 1 毫米左右
。

这究竟是该菌株固有的特性? 抑或与培养

基碳源
、

氮源种类有关? 为此
,

我们对19 种碳源和 .ll 种氮源分别进行对比试验
,

目的在于选

择最适合A : or hi :
ob iu m要求的碳源和氮源

,

为制备最佳的合成培养基提供依据
。

一
、

材料与方法

(一 )材料

1
.

菌株A功 hr `加 ib 。 川 我所生物固氮组分离
。

2
.

无碳源基础培养组成
:

K : H P O
` ·

3 H : 0 0
.

5 9 ; M g S O
` ·

7 H
z
N 0

.

2 9 ; N a C I

0
.

2 9 ;
C

a C O
。 1

.

5 9 , 醉母青 1 9 ; 硼酸 2 0m g ; 相酸钠 2 0m g ; p H 7
。

0 ; 水 1 0 0 0m l
,

加 1 39 琼脂粉即为固体培养基
。

3
.

供试碳源
:

( i ) 葡萄糖 ; ( 2 ) 麦芽糖 ; ( 3 ) 蔗糖 , ( 4 ) 木糖 , ( 5 ) 菊糖 , ( 6 ) D一果

糖
;
( 7 ) 乳糖

,
( s ) 棉子糖 ; ( 9 ) 山梨糖 , ( 1 0 ) 1一鼠李糖 ; ( 1 1 ) l一阿拉伯糖 , ( 1 2 ) 淀粉 ,

( 1 3 ) 甘油 , ( 2 3一 5 ) 甘油 5 9 ; ( 2 4 ) 甘露 醉 , ( 1 5 ) 乙酸 钠 , ( 1 6 ) 柠 橄 酸钠 , ( 1 7 ) 乳 酸

钠 , ( 1 9 ) 珑拍酸钠 ; ( 2 9 ) 无碳 , ( 2 0 ) 谷氮盐钠 ; ( 2 1 ) 乳酸钠 5 9
、

珑拍酸钠 5 9
、

谷氛酸

钠 0
.

5 9
。
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以上碳源除 ( 5) 一 ( 1 3) 和 (2 1) 以每毫升培养基加入的毫克量计算外
,

其它都按每毫升培养

基加入 10 毫克标准配制
。

,

1
.

无氮源基础培养基组 成
:
甘油 5 9 , K : H P O

` ·

3 H
:
0 0

.

5 9 ;
M g S O

` ·

7 H
:
O

0
.

2 9 ; N a C I 0
.

1 9 ; C a C O 1
.

5 9 ; 硼酸 2 0m g ; 铂酸钠 Z o m g ;
水 z 0 0 o m l ; p H为 7

.

0 ;
加 1 3 9

琼脂粉即为固体培养基
。

5
.

供试氮源
:

(1 ) 硫酸按
; (2 ) 硝酸按

;
( 3) 硝酸钾

; (4 ) 草酸按
; (5 ) 谷氨 酸 钠 ; (6 )

尿素 ; ( 7 ) 酵母膏 ; ( s ) 氯化按
; ( 9 ) 蛋白陈

; ( 1 0 ) 硝酸钠 ; ( 1 1 ) 磷 酸 氢二按
; ( 1 2 ) 无

氮
。

以上氮源除 ( 7 )按每毫升培养基中含酵母膏 1毫克
; ( 9 )含蛋 白陈 1毫克外

;
其它都按

每毫升培养基加入 1毫克纯氮配制
。

(二 ) 方法
1

.

菌落生长情况的观察
。

液体培养待菌液变浊时
,

用稀释平板法计数
,

重复 2 次
,

于 28 ℃恒

温室中培养 4 夭
,

取出观察菌落生长情况
,

分不生长 ( 一 ) ; 微量生长 ( 十 )
;
生长中等 ( + 十 ) ,

旺盛生长 ( + + + ) 4 等级
。

2
.

菌数的测定
。

分别接一环菌到不 同碳源的酵母膏培养液 中和不同氮源的甘油培养液中

进行培养
,

用稀释平板法在甘油
、

酵母膏琼脂

培养基上计数
。

3
.

具 咏田昔茎瘤菌生长代时的 测 定
。

培

养基为甘油
、

酵母 膏 培 养 液
, p H为 7

.

。 。

起

始接种量为 0
.

1 ,

( A 4 2 O )
,

28 ℃培养
,

在长过

程中定时取样
,

用国产 7 21 分光光 度 计 测 定

4 2 On m 波长的吸光值
,

绘制出生长曲线
,

以吸光

值增长 1倍所需的时间作为 A “ hr i oz b iu m 的

代时
。

表 1 具嚎田有茎瘤菌对不同碳源的

利用概况 ( 1 0 5 7 )

编号 碳源名称
生长
情况

蔺落直径
( t o r。 )

数 t
(个 / lm )

二
、

结果和讨论

( 一 )对碳源的利用

具嚎田普茎瘤菌对不同碳源 的利用试验结

果 (表 1 )表明
,

甘油为具嚎田曹茎瘤菌的最适

的碳源 (每公升用 5 克甘油测定菌数 ) ; 可利用

的碳源有乳糖
、

棉子糖
、

鼠李糖
、

果糖
、

淀粉
、

甘露醇
、

谷氨酸钠 (菌数测定以甘露醇为代表 ) ;

利用有限的碳源有葡萄糖
、

麦芽糖
、

蔗糖
、

阿拉

伯糖
、

乙酸钠
、

唬拍酸钠 (菌数测定以葡萄糖为

代表 ) ; 不能利用的碳源有山梨糖
、

木糖
、

柠檬

酸钠
、

乳酸钠 (菌数测定以乳酸钠为代表
。

)

(二 )对氮派的利用
. 具味田苦茎瘤菌对醉母青

、

蛋白脉
、

谷纸

酸钠等氮源利用最好 (表 2 ,

菌数测定以醉母青

( T 转第 3 2 5页 ) _

有萄精

麦芽精

蔗枯

木精

菊锗

D一果 精

乳搪

棉子锗

山梨旅

L一民李特

L一阿拉伯箱

淀粉

甘油

甘油

甘璐醉

乙酸钠

柠檬酸钠

乳酸钠

珑拍酸钠

C K 无碳

谷笼酸钠

乳酸怕
、

珑
拍酸钠各 5

克
、

谷氨酸

钠 0
.

5克

< 1

< i

< 1

+ 十

+

+ +

+ 十

+ +

+

十 十

+ 十 +

十 十 +

+ +

+

1

< 1

1

1

1

< 1

1

2

2

1 (产酸 )

< 1

4 7 8
.

8 x 10 8

4 7 8
.

8 x 10 8

4 7 8
.

8 x 1 0 8

3 6 3
.

3 x 10 s

2 2 5
.

4 x 1o。

4 7 8
.

8 x 1 0 8

2 2 5
.

4 x 10 0

2 2 5
.

4 x 1 0 .

3 5 3
.

3 x 1 0 s

2 2 5
.

4 x 1 0 .

4 7 8
.

8 x 1 0 8

2 2 5
.

4 x 1 0 ,

2 4 8
.

4 x 1 0 1 0

2 4 8
.

4 x 1 0 1 0

2 2 5
.

4 x 1 0 .

4 7 8
.

8 x 1 0 8

3 5 3
.

3 x 10 s

3 5 3
.

3 x 1 0 8

4 7 8
.

8 x 10 8

+ +

十 十

2 2 5
.

4 x 10 .

2 2 5
.

4 x 10 .

12345769810111312141516171819ZQ2122
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〔9〕

〔 1 0〕

〔 1 1〕

万洪宫
,

灌溉水的碱害指标及其与上奥碱化的关 系
,

万 洪富等
,

黄淮海平原土坡碱化 分级的 初步研究
,

土坡学进展
,

第 3 期
,

i 一 x o页
, 1。 , 0

.

土坡学报
,

第 2 0卷
,

第 2 期
, 12 9一 13 9页

,
19 5 3。

俞仁培等
,

碱化土坡分级的探讨
,

中国盐渍上分类论文集
, 1 28 一 1 34 页

,

江苏科技出版社
, 19 8 8。
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二
` _户 . , ` 甲

( 上接第3 1 5 页 )

为代表 )
,

磷酸氢二按
、

尿素
、

硝酸钾
、

硝酸钠
、

硫酸按和硝酸按等为可利用的氮源 (菌数测定

以硝酸按为代表 ) ;
草酸钱和氯化按等为不能利用的氮源 (菌数测定以草酸钱为代表 )

。

表 2 具嚎田臂茎瘤菌对不同氮源的利用概况 ( 1 9 8 8 )

氮源 种类 生 长 情况 菌落直径
(m m )

数 量
(个 /m l )

备 注
阳号

编

硫酸钱

硝酸钱

硝酸钾

草酸铁

谷氮酸钠

尿 素

酵母膏

氯化按

蛋白脉

硝酸钠

磷酸氢 二按

无氮

< 1

+ 十

< 1

3 天出现菌落

3 天 出现菌落

3 天 出现菌落

+ 十 +

十 十 十

1~ 2

< 1

2

10 1 x 10 8

6 6 0 x 10 7

1 0 1 x 1 0月

3 2 0 又 10 3

2 4 8 x 1 0 1 0

10 1 x 1 0 8

2 4 8 x 1 0 1 0

3 2 0 x 1 0 3

2 4 8 x 1 0 1 0

3 2 0 x 1 0 3

66 0 x 1 0 7

2 天 出现菌落

3 天 出现菌落

2 天 出现菌落

+ + 十 5 ~ 2 2 天 出现菌落

十 十 3 天 出现菌落

3542979810且12

声

根据上述试验结果
,

我们认为下列合成培养基较适合于具咏田著茎瘤菌的需要
:

甘油 5 9 ; K
Z
H P O

; ·

3 H
Z 0

.

5 9 ; M g S O
4 ·

7 H
Z
O 0

.

2 9 ; N a C I 0
.

1 9 ; C a C O
3

1
.

5 9 , 硼酸 Z o m g ;
铂酸钠 2 0m g ;

酵母膏 1 9 ;
水 l o 0 0m l

,

培养基的最 终 p H 7
.

0
。

加琼 脂粉

1 39 即为固体培养基
。
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