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根瘤菌剂的培养与应用

黄 隆 广

(江苏省农业科学院 )

根瘤菌和豆科植物共生固氮
,

在农业实践中一直当作用地养地和提高产量的一项措

施
。

据估计
,

它们每年可从固氮达 90 X I 。“
吨 (1)

。

据苏联 19 7 8 年报告
,

在应用根 瘤 菌

作为种子接种剂方面
,

大豆根瘤 菌的应用 占全苏大豆总面积 ” %
,

豌豆 占 2’ %
,

若 子

占 9% 〔2〕
。

澳大利亚和新西兰的应用面积亦很大
,

并把根瘤菌作为常规措施应用
,

每 年

都有不少研究报告
,

澳大利亚 1 9 7 8一 1 9 7 9年就超过 1 05 篇川
,

美国还有几家根瘤菌剂公

司
。

可见
,

根瘤菌的应用是很 普遍的
。

但是效果常受到菌剂质量的影响
。

我国曾经大面积进

行使用
,

声势浩大
,

但是 生一定程度上菌剂质量不稳定
,

缺少系统检查
,

以致在持续发展上

受到障碍川
。

因此 菌剂生产是重要一环
,

本文介绍国外对这 方面研究的进展情况
。

一
、

根瘤菌剂的培养

根瘤 lXl 生产不像其它微生物那样
,

只是要它 的生命代谢产物
,

或 蛋白质
,

生产根瘤

菌不仅要求有大量含菌数
,

而且必须对豆科植物接种能使植物结瘤
,

并进行固氮
。

因此
,

在生产过程 中绝不能使 其原有性能 遭到改变
。

培养基 根瘤 菌虽是异养性微生物
,

通常要求营养不是太高
,

植物浸提液亦可作为

管养成分
。

现在
,

工厂生 平都用酵母浸提液培养基
,

大多数根瘤 菌容易利用单糖和双糖

作碳源
,

而 某些慢生型 限瘤 菌
,

像羽扇豆大豆很瘤菌
,

比较喜欢五碳糖 (阿拉 伯 糖 )
,

蔗搪或 廿露醇
,

甘油
。

碳源 均有效利用决定着通 气
、

灭菌方法
,

以及碳源 !〕勺特性
,

例如
,

半乳糖或呵拉 泊搪为过 虑灭菌和加热灭 菌就有差别
。

培养基加入放线 当酮 ( A c t id i o n e ) 0
.

0 02 % 可以抑 制真菌的污 染
,

加 入 刚 果 红

。
.

0 2 5克 / 饭仆就很容易二刊色 尺多 效污染
L

为微生物
。

浓度 加到 0
.

1克 /立升
,

可 以选择

抗革兰氏阳 生为二m 翁; 加人臭 芽里酚 兰 (5 m l 0
.

5% 酒 情溶液 )
,

可以区别产酸和 不 产

酸的根瘤 菌
;
加入青霉素 1 00 单位 /毫玲

,

可以减少污染
,

并不影响其有效性 〔6〕
。

崖缩反店养时河 可从 成少污染
,

应加速根瘤 菌的生 长繁殖
。

适当增加 一些酵母浸提液

是有好处为
,

但浓度过 量亦会抑制生长
。

通气 根瘤 菌是 仔气性版生物
,

培养条件必须通气
,

发酵罐生产必须有通入灭菌空

气和 脆伴装置
,

这样 才能 遨到迅速生长繁殖
。

氧分压在 。
.

1 5a t m 时对根瘤菌呼 吸 是 适

宜的
,

o
.

l at m 时
,

亦生长良好
。

国外的经验
,

20 升培养基每分钟要通入 1 升空 气
。

从
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文献看
,

空气流量是 0
.

5一1 2。升 /升培养基
·

时
,

这个范围都可以
。

亦有 用 5 升空 气 /升
。

时是较适合的
。

如生产三叶草根瘤菌 T A I
,

根瘤菌数 从 o
.

l x 10 ”
繁殖到 3

.

5 x l 。军升
,

1 升培养基 1 小时要通入空气
`

1 一 5 升 l1[ 〕〔6〕
。

p日问题 根瘤菌适宜 的 p H 是 7
.

0一 7
.

2
。

当利用廿露醇后
,

快生型根瘤菌会产 酸
,

在 “ 小时 1 00 毫升培养基酸度可以达到 。
.

I N 2 一 3 毫升
,

在微弱缓冲液的培养中
,

首

楷
、

三叶草
、

豌豆和菜豆的根瘤菌 9弓小时培养
,

并不引起 p H 多大变化
, 1“ 小时首藉

根瘤菌 p H 才从 6
.

8 降低到 6
.

4 ,

其它根瘤菌并不降低 p H
。

通常产 酸 表 明 遭受杂菌尔产
J

污 染
。

温度 根瘤菌培养在 26
“

一 28 ℃ 是适合的
。

B盯 t o n
培养首稽根瘤菌是用 30 一 32 ℃

,

因为它们较喜欢稍高的温度
。

减少杂 菌污染加速根瘤菌生长
,

接种量应加大
,

一般是 1%
,

使每毫升开始培养 的

菌数达到 1 0 6
一 10 了

个细胞
。

快生型 36 一 72 小时繁殖量可 以 达 到 最大
,

慢 生 型 则 要

1 08 一 192 小时
,

前 者繁殖一 代是 4 小时
,

后者是 6 一 12 小时
。

S ik n
en

r
等在生产 三叶

,

草根瘤菌 T A I 的观察
:

生长 24 小时后总数达到 5
.

2 x l o 9 / , m l
,

有 6 5% 细胞能存 活
,

在 纽s 小
`

I寸总数增加到 执 。 ` 1 0
一

/ m l
,

仅 3%存活
。

Llp 3
.

4 、 1 0 9
对 d

.

2 义 1 0 9 /m l 酵母浸出

浓的来燎和浓度 明显影响到总数与存活的比率
。

按种剂类型 j音养好的菌液欧洲直接进行拌种 (我国常 J「1琼 脂菌剂加水稀释使用 )
,

但必须立 即使用
,

不然死 亡率很高
,

2 夭仅有 2 ` ,

石能在种子表而 有
一

活卿
。

优点是 简 单 方

便
,

缺点是不耐储藏
,

运输困难
,

如一时不能及时应用
,

菌 龄 衰 老
,

不 仅 数量减少
,

而 大 大 影响接种效果
。

冷冻干燥菌粉在一些国家亦有应用
,

但拌种后 死 亡率 相 当 高

( V i n c e nt 1 9 6力
。

通 常 认 为采用吸附剂是一较好的方法
,

7 天仍有 30 一 70 % 存活帅
,

吸

附剂种类很多
,

有用木炭
、

褐煤粉
、

蔗糖
、

膨润上
、

纤维粉
、

甘蔗渣
、

椰皮纤维粉
、

稻

壳
、

莫杆粉加木炭
、

上壤堆肥混合物
、

麦杆粉
、

滑石粉
、

泥炭等等
。

但是
,

泥炭和含有

扫L质 录高的
_

L壤是用得 比较广泛的
。

蔽簇夯急之
,

l及附剂的材料应具备以下条件
:

( 1 ) 对根瘤菌无毒
,

( 2 ) 具有强的 吸 附

性能
,

( 3 ) 易于粉碎和灭菌
,

( 4 ) 对种子具有良好的粘着力
,

( 5 ) 价廉
。

`
一

片一个良好的吸附剂经根瘤 菌吸附拌合后
,

如果在 3 一 5 星期中根瘤 菌数量增加 10 倍

左右
,

即根瘤 菌可以在吸件全剂上生长繁殖
。

这里介绍一些例子
,

如荷兰 的 生 产 用 4 2% 垂壤土
,

33 % 泥 炭
,

2 0
` )

石首 藉 粉
,

6
` ’ (

; C a C O
3 ,

很瘤菌可以生长繁殖到 1 0` “个细胞 /克
。

C 。 r z〕 y ( 1 9 7 5 ) 〔8〕)月玉米芯 1 0 0 0 公斤
,

石灰石 2 7 公斤
,

过磷酸钙 9 公斤
,

硝 酸 按

1 2 公斤
,

同样可以得到好的结果
。

澳大利亚
、

美国都采用泥炭
。

泥炭在烘干的过程中应注意温度不宜超 过 1 00 ℃
,

否

则泥炭降解时对根瘤菌会产生毒性物质
,

但 B盯 t o n 的方法通过 65 0℃ 热风干燥
,

快速

冷却
,

则不会形成毒素
。

泥炭太酸应用 C a C O 3
中 和 至 p H 6

.

5一 7
.

0 ,

用 N H 4O H
、

N a ZC O 3 、
K Z C O 3

对 根

瘤菌有害
。
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泥炭粉碎不宜太粗太大
,

一般应在 10 一 40 微米左右
,

亦有通过 20 。 筛孔的
,

印度是通过

6 0 筛孔〔7〕。

泥炭应消毒灭菌
,

不然会影响根瘤菌的进一步生长繁殖
。

国外常用热风干燥灭菌
、

蒸汽灭菌
、

下射线和化学灭菌
。

美国用热风干 燥 6 50 ℃ 灭

菌
,

泥炭含水量很快从 6 0% 降到 8 一 9 %
,

趁热锤研粉碎装袋备用
,

可以达到满 意 效

果
。

蒸汽灭菌在 121 ℃ 4 小时
,

泥炭装瓶 2 ,3/ 可以迸行 3小时
。

荷兰
、

捷克斯洛伐克 都是采

用瓶装的灭菌方法
。

化学上的灭菌用氧化乙烯 C H ZC H: O气体消毒
,

第一要穿透 彻底
。

第

厂二处理后要将氧化乙烯排尽
,

但效果上往往出现差异
,

很难达到预期要求
。

不是在泥炭中

穿透不彻底就是排毒未尽
,

因此有许多困难
,

处理后杂菌量有的达到 1 。” 个细胞 1/ 克泥

炭
。

在澳大利亚常用 了射线灭菌
,

将泥炭装在 。
.

05 m m 规格的低密度聚乙烯袋内
,

丫照射

量是 5 x l 护拉德 (测量电离幅射吸收量单位 ) 灭菌亦很不彻底
,

甚 至 10 x 10 “
拉 德 也

不能达到要求
,

杂菌污染可达到 1护 /克泥 炭
。

他们认为杂 菌量虽然存在
,

但不会 造 成

严重影响
。 下射线应用方便

,

是一个可选择的方法
,

但成本较高
。

灭菌好的泥炭用培养的菌液 (每毫升含菌量不低于 1 x l护个细胞 ) 进 行 接 种
,

混

合均匀
,

使湿度保持在 40 一 6。 ;百
。

即 p F 在 `
.

15 一 2
.

69
,

置 26 ℃ 下进一步培养
,

在阴凉

干燥地方保存
,

如果包装 良好
,

菌剂水份没有什么损失
,

26 个星期菌量并不减少
。

二
、

菌剂质量检查和标准

菌剂质量是决定使用效果的关键
。

从外形看一般不易区分质量的好坏 (除非霉变产生

恶臭变酸
,

或失水严重干裂 )
,

只有通过分析测定的检查手段才能确定
。

许多国家对此都

没有专门单位进行检查把关
,

如乌拉圭
、

捷克斯洛伐克
、

苏联
、

荷兰
、

罗德西亚
、

澳大利

亚 … … 等
。

女I,澳大利亚有 一 中 心 机 构
,

全 称 A u s t r a l i a n I n o c u l a n t R e s e a r c h a n d

C Q nt r ol s e r
vi

c e ,

简称 A 工R C S
,

由政府政财支持
,

对菌剂检查建立一定 法 制
。

主 要

负 责 选 育 菌种和试验菌种的有效性
,

供应菌种
,

检查在拌人泥炭前的含菌量
,

各地 产

品含菌量的测定
。

要求含菌量每克不应低于一亿个细胞
。

拌种后 每 粒 种 子 至 少 要 有

10 00 个根瘤菌
。

这种检查工作至 1 9 7 7 年止已进行 19 年
。

美国是各工厂有 自己的检测系

统
,

标出自己的产品规格
。

其常规检查是在播种前 2 一 3 星期进行预接种
,

接着在无根

瘤菌的上壤中种植
,

观察接种效果
,

从结瘤状况反映质量的好坏
。

捷克斯洛伐克的标准

是 1 克上壤泥炭混合的菌剂应含有 3 亿个根瘤菌
。

荷兰是 4 0 0 0一 2 5 0 0 0 X 10 “ / 1克壤土
一

泥

炭
一

首藉混合物吸附剂
,

新西兰是 1 00 x l 护 /克吸附剂
,

苏联是 50 一 1 0 0 X 10 “
/克吸附剂

,

美国接近 3 0 0 x l护 /克吸附剂
。

三
、

根瘤菌的应用技术

根瘤菌的应用虽然可以直接施于土壤
,

在条播机和种子同时一起下田
,

而习惯上是

拌种
。

不管是拌种或直接下 田
,

它们在干燥条件下都会迅速死亡
,

所以
,

在某些情祝还
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要采用特殊的接种措施
。

例如地三叶
、

白三叶和一些首藉种子的外衣含有某些抗菌素物
质

,

对根瘤菌的存活造成不良影响
。

还有拌有杀菌剂的种子都是同样有 害
,

土 壤 的 酸

度
、

盐碱度
、

以及温度
、

湿度等等都影响接种效果
。

下面是一些特殊 的接种技术
。

( 1 ) 石灰包衣
: 当豆科植物种子拌有酸性肥料

,

以及土壤 p H较低时
,

石灰包衣主要

对 根瘤菌起到保护作用
。

包衣是在滚筒内制造
,

先用纤维素胶和植物树脂或 阿 拉 伯 胶

( 50 公斤种子用 5 升胶 ) 使种子弄湿
,

接 着拌上泥炭菌剂
,

最后裹上石灰即成
。

值得注意的是
,

羽扇豆
、

三叶草和某些热带豆科植物不能耐石灰的高 p H
。

用磷灰 石

粉或其它一些中性粉是较适合的
。

其次
,

这些阿拉伯胶都大大增加成本
,

国内常用的是

面 粉糊
,

效果亦很好
。

( 2 ) 接种剂包衣
: 当土壤呈 中性或微酸性

,

并存着较多的无效的土著根瘤 菌 时
,

要战胜这些土著根瘤菌可采用接种剂包衣药办法
。

首先在种子上用阿拉伯胶 ( 1 升 / 15 公

斤个种子 )
,

然后用根瘤菌接种剂拌合
。

此种方法对土著根瘤 菌具有高的竞争 能 力
,

同

时在播种后对土壤干旱和高温可耐达 2 一 3 星期
。

( 3 ) 其它包衣
:

近来有各种包衣种子 出售
,

如采用粘土
、

炭 粉
、

石 膏
、

C a C 0 3 、

微 量元素
、

杀虫剂等
,

其中包含有泥炭根瘤菌接种剂
,

牌号名 目 繁 多
,

如 P r il l 。 。
et

、

C a l p r i l
、

R h i z o
一 k o t e 、

N u
一 k o t e 、

G o l d e o a t 等
。

这 些 都 是 为 了 创造更好的有利

条件
,

使植物更好生 长
,

能结 成更多的根瘤
。

目前
,

尚缺少材料证 明
,

这些包衣根瘤菌

存活时 l’de 比石灰包衣长多少
,

好处有 多大
。

此外
,

还 用液体 菌液灌浇和制成固体颗粒 菌剂
,

施人种子附近
,

利用靠近种子的有

利位置便于浸染结瘤 〔6〕
。

应该提出
,

根瘤菌接种实际上是细菌生态学的一种具体应用
。

根瘤菌占土壤中微生

物总数是极少极少的
。

土嚷中就以细菌而言
,

我们对操阳板浆白土测定
,

每 克干 土计

2
,

24 7
,

00 0 个
,

而根瘤菌 (以若子根瘤菌计算 )每克干土 6 50 个 , 根际上
、

以扬州长江 冲

积上豌豆为例
,

一克根际上含菌 1 0
,

7 19
,

0 00 个
,

豌豆根瘤菌 73 0个
,

同样是有限 的
。

通 过

接种可以提高它们的数量
,

增强其竞争性
,

特别是拌种
,

每粒种子保证 1 0。。 个
,

相 对

集 中在种子附近
,

给侵染结瘤创造了有利条件
,

与土著根瘤菌竞争是一等的战略位置
。

根瘤 菌接种在上准中的死亡率与植株幼苗 发 芽 时 间快慢对结瘤有 关
。

可 以 减 少

接种剂 的死亡率
,

或增加接种量
,

以及提高种子发芽速度
。

即缩短发芽时间
,

就可以在

植物根际 增加根瘤 菌数
。

由上可见
,

保证土壤 中有较高的根瘤菌
,

菌剂质量无疑是重要的
,

生产过程实确是

一个关键环节
。
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中美大豆科学讨论会第二次会议概况

中美大豆科学讨论会第二次会议
,

于 1 9 8 3 年 7 月 28 日至 8 月 2 日在吉林省长春市

长 白山宾馆举行 (第一次在美国伊利诺斯州俄尔班那市的伊利诺斯州立大学内举行 )
。

我

国参加会议的代表
,

包括黑龙江
、

吉林
、

辽宁
、

山东
、

江苏
、

山西
、

安徽
、

湖北
、

湖南等

分个省 (市 ) 59 人
,

连同工作人员共约多 1 00 多人
。

向大会交付论文为 60 篇
。

其 中在大

会上宣读的为 43 篇
。

美 国 参 加
,

人 数 为 即 人
,

宣读论文 17 篇
。

经中美双方商定
,

会

议 日程为
:

开头两天举行全体会议
,

包括开幕式和大会宣读论文 ; 一天去公主岭参加吉

林省农科院大豆研究所落成典礼
,

并参观该所试验设备和试验田
;
后两天半 划 分小 组

( 即分遗传育种
、

栽培生理
、

病虫草害和加工利用四个组 )
,

进行小组宣读论 文 和 学 术

交流
,

分 专业深入讨论交流中美双方共同关心的科学技术问题
。

这次会议开得较好
,

开得很成功
,

中美双方科学家一致表示满意
。

中美大豆科学讨

论会第二次会议之前
,

中方曾两次专门召开了筹备会议
。

吉林省政府和吉林省农科学院

领导
,

对这次会议非常重视
,

省政府副秘书长为大会秘书长
,

开亲自主持大会开幕式
:

而保证会议 自始至终顺利进行
。

(常耀中 )


