
三叶草根瘤菌耐药突变

菌株共生固氮有效性的研究

曹景勤 陈碧云 姚惠琴

(中国科学院南京土攘研究所 )

自 15 94年 Ba la ssa
首先证明细菌的耐药性可通过 D N A转移给子代以来

,

耐药突变菌株 便

广泛应用于根瘤菌的遗传和生态方面的研究〔1〕
。

目前
,

免疫血清技术和耐药标记技术均 已成功

地用于鉴别土壤中根瘤菌的不同品系
。

与免疫血清技术相比
,

虽然耐药标记技术具有简单
、

快

速和经济的特点
,

但是
,

已有的工作证明
,

根瘤菌的突变菌株极易丧失其原有亲株所具有的

结瘤能力和共生固氮有效性
。

关于三叶草根瘤菌耐链霉素突变菌株与共生固氮有效性的关系
,

各研究者的认识极不一

致
,

有人认为
,

耐药突变菌株可以完全丧失其固氮有效性和结瘤能力 〔幻 ,

也有人认为不会丧

失固氮有效性以 3
、
4 〕 。

本文就三叶草耐链霉素突变菌株在绛三叶草上的共生固氮有效性和 入

侵性问题进行了初步的研究
。

嚎
一

、

材料和方法

(一 )供试菌株 供试菌株计有 1 3一 2
、

3 5
、

4 0
、

4 3
、

魂0 2
、

4了
、

4 9
、

6 0
`
和 W u “

’

等 9 株
。

(二 )寄主作物 绛三叶草 ( T
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1 0 0 0毫升
。

以上配制的液体培养基
,

加 13 克琼脂粉即为固体培养基
。

用于平板分离时还需加入

5毫升 0
.

5% 刚果红溶液
。

( 四 )耐药突变菌株的筛选 将固氮能力强的优良菌株活化后
,

接种于培养基斜面上
,

待

生长至丰满后
,

刮取一环接种到 5 毫升葡萄糖
一
酵母膏液体培养基中

,

置 28 ℃恒温室中培养
,

并经常摇动
。

当培养液 由清变浊时
,

取一滴混浊液涂布在含 50 0微克硫酸盐链霉素 (华北制药

厂生产 )的培养基平板上
,

置 28 ℃恒温室中培养
。

挑取单菌落在含药平板上纯化
,

将纯菌移至

无药斜面培养基上保存
。

(五 )培育试验

1
.

斜面结瘤试验 在 5 x 30 厘米试管中
,

加入 1 00 毫升无氮培养液
一

琼脂
,

制成斜面
。

切

去其顶端部分琼腊
,

使成一个平台
,

在其上播种带有根瘤菌的已萌芽的三叶草种子两粒
,

待三

叶草出苗后
,

逐日观察成瘤速度和结瘤情况
。

2
.

砂培试验 在 3 00 毫升高型烧杯 中加入 30 0克石英砂及 90 毫升无氮培养液 (其组成为
:

*
由江苏省淮阴地区农科所提供

。

* 冰 系华中农学院 1 9 8 3年根瘤菌
—

豆科植物训练班试验菌株
。
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3份营养液加 1份水稀释后备用
。

)
,

烧杯 口用牛皮

纸扎好
,

经湿热灭菌 ( 12 1℃
,

40 分钟 )后
,

播入接菌种子
,

每杯播 3 穴
,

出苗后每穴留 1棵植

株
,

置温室中生长
。

3
.

盆栽试验 将 1 2 5。克第四纪红色粘土 (采自浙江上华茶场
, p H S

.

2 ; 全 N o
.

o 41 % ; 有

效磷低 )装入小号瓷钵中
,

加入 1
.

25 克过磷酸钙 ( P
:
O

。

15 % )和 0
.

5克钙镁磷钾肥 ( P : O
。 1 2

.

4 9 ;

K 。 0 1
.

76 % )
,

充分搅拌均匀
,

加 2 40 克水
。

播入三叶草种子
,

播前已分别接种优良菌株W
u

9 5
、

4 0 2
、

4 3和耐药突变菌株 S一 1 3一 2
、

S 一 3 8和 S一 47 (每盆接菌数约 30 亿 )
,

生长 1 67 天收获
。

测

定三叶草的干物重
、

株高和分枝数
。

4
.

田间小区试验 试验是在上华茶场的第四纪红色粘土红壤早地上进行的
。

分两 个 处

理 ; 有机肥 + 磷肥区和有机肥 十磷肥 + 耐药突变菌株区
,

每处理重复 3 次
,

小区面积为 gM
“ 。

播种三叶草
,

生长 22 0天收获
。

测定三叶草株高
、

鲜草重和植株含氮量等
。

二
、

结果与讨论

(一 )耐药突变菌株的共生固氮有效性和入侵能力 表 1 结果表明
,

耐药突变菌株的入侵

能力
、

固氮酶活性和结瘤数与亲株大致相同
,

甚至略高于后者
,

说 明菌株并未因耐药而改变

其固有的特性
。

表 1 耐药突变菌株的入侵能力结瘤能力和固氮酶活性与亲株的比较
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菌 株 号 入仅所 需天 数 结瘤数 (个 /株 ) 固氮酪活性
*
(m u g分子 C : H盯株 /分钟

耐药菌株 亲 株 耐药菌株 亲 株 } 附药菌株

1 3一 2

吞7

3 8

通0

4 9

1 1

1 3

1 2

1 2

1 1

株
.

亲ǔ

* 按中科院上海植生所
“
固氮研究 中乙炔还原定及测定简易法

” 函定
。

(二 )耐药突变菌株的竞争结瘤能力

1
.

耐药突变菌株的竞争结瘤能力 在灭菌的条件下
,

将耐药突变菌株和亲株等量 棍 合

后
,

将其接种在绛三叶草种子上
,

进行砂培
。

待植株根部出现根瘤后
,

取瘤分别在无药平板

和含药平板上测定菌数
,

结果列于表 2
。

结果表明
,

突变菌株即使与亲株混合后
,

突变菌株的

回收率仍可高达 7 3
.

5%
,

说明耐药突变菌株竞争结瘤能力高于亲株
。

表 2 耐药突变菌株和亲株竞争结瘤能力比较

菌权之号

·

无药平板上 出耐药平板上 出
.

回收 率
}现的菌敬 (个 ) 现的菌敌 (个 ) (% )

2
.

耐药突变菌株和非耐药菌株之间 的 竞

争结瘤能力 为了比较耐药突变菌株与非耐药

菌株竞争结瘤能力
,

将耐药突变菌株 S 一 1 3一 2

和普通菌株W u9 5及 43 等量混合
,

然后接种于绛

三叶草种子
,

进行砂培
, 6 1天后测定各自的结

瘤能力
。

结果列于表 3
。

n口八甘力̀八甘

勺几

-
-

月,.

ùn几U巴d
3

条株6 0 :
亲株60 十突变菌林时
突变自林6 0 }

6 0

6 8

3 0



由表 3 可见
,

耐药突变菌株 s 一 1 3一 2 分别

与非耐药菌株W u9 5和 43 混合接菌后
,

它们的竞

争结瘤率分别为 8 3
.

3和 9 6
.

6%
,

说明 S
一 1 3一 2

的竞争结瘤能力明显地高于W u9 5和 43 菌株
。

关于突变菌株具有较强的竞争结瘤能力的

现象
,

M a r g a r e t E
.

B r o w n 〔 5〕曾作如下 的解

释
:
由于豆科植物根际有大量的细菌

、

真菌和

表 3 耐药菌株和非耐药菌株的结瘤能力比较

菌 株 号
无药平板 出
现菌数 (个 )

含药平板 出
现菌数 (个 )

回收 率
(% )
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放线菌的存在
,

而产生了各种抗菌素
,

但这些抗菌素并不影响耐药突变菌株的大量繁殖
,

因而

耐药突变菌株成了作物根际占优势的微生物
,

故而竞争结瘤能力较强
。

但是
,

本文中的耐链

霉素突变菌株的入侵能力是否也与此有关
,

尚需作进一步的研究
。

(三 )绛三叶草接种耐药突变菌株的增产效果 盆栽及大田小区试验结果都表明
,

绛三叶

草接种耐药突变菌株后
,

其鲜草产量 (或干物重 )及固氮量高于未接种者
。

表 4结果表明
,

与对

照相 比
,

接种耐药突变菌株的植株其干物重增加 14 6一24 6
.

8% ; 株高增加 5 一 7 厘米 ; 分枝

增加 1 ~ 2 个 /株
。

接种优良菌株的植株
,

其干物质重较对照增加 17 8
.

。~ 3 38
.

0% ; 株 高 增 加

7
.

5~ 8
.

2厘米
;
分枝增加 0

.

9~ 2
.

7个 /株
,

表明突变菌株的接菌效果与优 良菌株相近
。

表 4 绛三叶草接种耐药菌株的效果 (盆栽试验 )
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表 5 是绛三叶草苗期接种突变菌株的田间小区试验结果
。

结果表明
,

绛三叶草在苗期接

种突变菌株能明显提高三叶草的共生固氮效率
,

改善三叶草的氮素营养
,

增加植株干物质的

累积
,

为壮苗越冬
,

早春先发打下了良好基础
。

接种菌株的三叶草较未接种者
,

其百株干物

质重增加 5 3
.

7 %
,

冬前固氮量增加 12 2
.

4%
。

表 5 绛三叶草苗期接种突变菌株的效果 (田间小区试验 )

处 理
’

{瓜 }

项 目

植株千物 重 植株含据盘 固 犯 t

高
(厘米 ) 克 / 1 0 0株 增长率 (% )

有机肥 + 磷

有机肥 + 磷 + 突变菌株*

2 5
.

9

3 9
_

7

1 0 0

15 3

N %

1
.

10 9

1 6 0 9

}
一

些些竺色阵型三竺
- 一

}
一
妙妙兰

.

, 0
·

2 8 7 2

1 一 } 一
j 0

.

6 3 8 7 } 0
.

3 5 1 5 } 1 2 2
.

4

表 6 接种耐药突变菌株对绛三叶草产 l 的影响

处 理 株高 (厘米 )

地上部鲜草产 t

(斤 /亩 )

接 菌 效 果

增产 (斤 /亩 ) 增长率 (% )

有机肥 + 磷

有机肥 + 磷十 突变 菌株

3 8
.

9

4 9 2

1 8 0 7

2 7 1 9

*
S
一
47

、

S
一
13

一 2
、

S
一
38 三个菌株的混合接种



棉花施肥效应的经济分析

王 黎

(山东农业大学 )

一
、

分析依据

作物施肥效应是指作物对所施用肥料在产量上的反应
。

通过对试验数据的统计
,

即可拟

合出反映作物产量和施肥水平关系间的施肥效应曲线 (或曲面 )
。

人们根据肥料效应曲线 (或曲

面 )方程可以对肥料的经济效益进行各种分析
,

并求出最高产量施肥量
、

最佳经济施肥量
、

不

同利润率的施肥量以及最大利润率的施肥量等
,

可作为农业生产上提供施肥建议时的参考
。

但是
,

肥料效应函数只是一定条件下肥料用量与作物产量间相互关系的反映
,

它将随条件

而变化
。

因此
,

在使用肥料效应方程推荐各种肥料用量时
,

必须考虑其使用条件
。

否则
,

将

毫无意义或甚至导出错误的结论
。 ’

:

1 9 8 2一 1 9 8 5年
,

笔者参加了
“

山东省棉花综合开发试验
“

及
”

黄淮海中低产田棉花开发试

验
” 。

曾在山东省西北部潮土区 (包括盐化潮土 )
,

进行了棉花氮肥试验 (以百斤过磷酸钙为底肥

和磷肥试验 (各处理施用等量氮素追肥 )
,

以及氮磷肥配合试验
,

六年累计试验总数共 43 个 (其

中有 12 个试验设三次重复
,

其余为多年多点无重复试验 )
。

氮肥试验设对照
、

每亩纯氮 12 斤
、

24 斤和 36 斤四个处理 ; 磷肥试验设对照
、

每亩纯磷 ( P
: 0

5

) 8 斤
、

16 斤
、

24 斤四个处理
;

`

氮磷

恻

从三叶草的产量来看
,

接种耐药突变菌株的效果也是令人满意的
。

表 6 结果表明
,

在营

养条件相似的情况下
,

接种者较未接种者鲜草产量增加 91 2
.

5斤
,

增产率高达 5 0
.

5%
。

三
、 z

J
、

结

1
.

耐药突变菌株的入侵力
、

固氮酶活性和结瘤数与亲株大致相同
。

2
.

耐药突变菌株接种至绛三叶草上
,

可以提高绛三叶草的结瘤率
、

固氮量和鲜草 (或干

物质 )的产量
。

3
.

耐药突变菌株较能忍受高剂量抗菌素的影响
,

并可通过含药平板测定其在土壤中的消

长情况
。

. `
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