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封面图说: 内地多呈灌木状的沙棘,在青藏高原就表现为高大的乔木,在拉萨河以及雅鲁藏布江沿岸常常可以看到高大的沙棘

林和沼泽塔头湿地相映成趣的美丽景观。
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南苜蓿高效共生根瘤菌土壤的筛选

刘晓云1,*,郭振国1,李乔仙2,刘桂霞1,薛世明2,王易鹏3

(1 . 河北大学生命科学学院,河北省微生物多样性研究与应用重点实验室,河北保定摇 071002;

2. 云南省草地动物科学研究院,云南昆明摇 650212;3. 西南林学院保护生物学院,云南昆明摇 650224)

摘要:利用云南德宏盈江县 3 种类型的土壤,对分离自云南楚雄、德宏等地的 SWF67523、SWF67409、SWF67456 等 12 株根瘤菌

菌株进行了南苜蓿接种效果的研究。 结果表明,在所有供试菌株中,菌株 SWF67523、SWF67409、SWF67394 表现最为优良,结瘤

率较高的菌株是 SWF67523、SWF67501、SWF67394 和 SWF67350,结瘤率均达到 95% 以上;而菌株 SWF67523、SWF67409 和

SWF67394 对植株株高影响最大;菌株 SWF67409、SWF67523 和 SWF67394 对提高植株干重贡献最大,其中菌株 SWF67409 比空

白对照增产 106. 5% ;供试菌株对含氮量的影响也很显著,接种菌株 SWF67409、SWF67523 和 SWF67394 的苜蓿植物含氮量相比

其他菌株较高,影响显著。 综合以上结果,发现来源于盈江南苜蓿的根瘤菌菌株 SWF67523 较其他菌株表现突出,同时发现根

瘤菌菌株的接种效果受土壤因子的影响,在含有效钾中等的土壤平原镇域上,接种根瘤菌的南苜蓿地上部分干重普遍高于其他

两种有效钾含量为较缺的土壤,说明根瘤菌菌株与宿主和土壤环境存在密切关系,在适合的宿主和生活环境中将会发挥最大的

共生固氮作用。
关键词:根瘤菌;南苜蓿;土壤;筛选;植物干重

Screening of highly鄄effective rhizobial strains on Alfalfa (Medicago polymorpha)
in soil
LIU Xiaoyun1,*,GUO Zhenguo1, LI Qiaoxian2, LIU Guixia1, XUE Shiming2, WANG Yipeng3

1 College of Life Sciences, Key Laboratory of Microbial Diversity Research and Application of Hebei Province, Hebei University, Baoding, 071002, China

2 Yuannan Academy of Grassland and Animal Science, Kunming 650212, China;

3 School of Conservation Biology, Southwest Forestry University, Kunming 650224, China

Abstract: Alfalfa (Medicago polymorpha) is an annual herbal plant in the pea family Fabaceae, has the highest feeding
value as forage for its soft and highly digestible fiber and high protein content fiber up to 24. 5% . Therefore, it
recommended to cultivate widely and productively as an ideal forage plant. Inoculated with rhizobia, alfalfa (Medicago
polymorpha) can formed effective symbiotic system to fix nitrogen, and subsequently produce high plant growth dry weigh.
The inoculation effect on alfalfa (Medicago polymorpha) was performed in three different type of soils from Yingjiang county
of Yunnan province by using twelve distinct rhizobial strains such as SWF67523, SWF67409, SWF67456, SWF67394,
SWF67501, etc. respectively which were isolated from root nodules of Medicago polymorpha,M. sativa and M. lupulina
from Yingjiang and other area of Yunnan. The results showed that the rhizobial nodulation rate, plant height, dry weight
and total nitrogen content of plant were all increased significantly after harvested in condition that plant were inoculated with
rhizobia (P<0. 05), the rhizobial nodulation rate are up to 98. 41% , 97. 78% , 97. 50% and 96. 56% by inoculated with
strain SWF67523, SWF67501, SWF67394 and SWF67350, respectively; Contrasting to the control, the plant height
increasing 40. 2% , 27. 3% and 25. 0% by SWF67523, SWF67409 and SWF67394 respectively; The dry weight per plant



http: / / www. ecologica. cn

was raised up 106. 5% by inoculated with SWF67409 and raised 100. 1% , 78. 3% and 74. 3% by the other strains
SWF67523, SWF67394 and HBU07001 respectively; Besides, the inoculated strains increased the nitrogen content
obviously as well, the alfalfa plant have higher nitrogen content by inoculated with strain SWF67409, SWF67523 and
SWF67394 than other test strains. Among 12 strains grew in three types of soils revealed by the whole production of the
plant inoculation, strain SWF67523,SWF67409 and SWF67394 were more effective than others; Of the three strains, the
performance of indigenous strain SWF67523 from its host of alfalfa (Medicago polymorpha) grew in Yinjiang exceeded the
other strains estimated by plant growth. From this result, we could concluded that high effective nodulation and nitrogen鄄
fixation rhizobial strains could be screened from indigenous strains associated with its host legume; on the other hand, we
also confirmed that there exist a great specificity between rhizobia and plant of alfalfa (Medicago polymorpha). Moreover,
we founded that rhizobia strains were interacted with soil. This conclusion was revealed by the fact that the inoculated alfalfa
plant grows in high potassium content available soil as Pingyuan town域obtained high plant dry weigh than that grow in other
two lower potassium content available types soils. In future, the high effective rhizobial strains obtained in this study will be
applied in fields for widely cultivating alfalfa (Medicago polymorpha) and will greatly improve agricultural efficiency.

Key Words: rhizobia; Medicago polymorpha; soil; screening; plant dry weigh

南苜蓿是 1 年生草本豆科植物,其草质柔嫩,粗蛋白含量可高达 24. 5% ,具有较高的饲用价值,是大面积

推广种植牧草和产业化的理想对象。 目前,对南苜蓿共生的根瘤菌研究资料欠缺,在宿主共生性方面,仅有的

研究发现,苜蓿根瘤菌(Sinorhizobium medicae)可与南苜蓿(M. polymorpha)有效共生[1];在应用方面,只有国

外的 Charman[2]和 Denton[3]等人所做的田间接种试验,发现接种根瘤菌可以使南苜蓿与根瘤菌形成有效共生

体系,并可显著提高植物干重。 我国对于其他豆科作物的根瘤菌应用研究较多[4鄄6],对紫花苜蓿根瘤菌菌剂

的研究也已卓见成效[7鄄10],而对南苜蓿根瘤菌的研究近于空白,仅有对其生长及生物学特性进行介绍的少量

资料,更缺乏进行南苜蓿种植和大面积生产所需的高效根瘤菌菌株及菌剂的研究,在对“中国豆科牧草根瘤

菌资源的采集保藏及利用冶研究中,也未见对南苜蓿根瘤菌资源的研究[11]。 鉴于此,本研究对云南楚雄及德

宏地区的南苜蓿根瘤菌资源进行了普遍挖掘,经过对根瘤菌菌株的生理生化以及结瘤固氮等前期研究,选择

了 9 株分离自南苜蓿的根瘤菌菌株作为主要供试菌株,并辅以 3 株分离自紫花苜蓿和天蓝苜蓿的根瘤菌菌

株,作为比较不同宿主来源的根瘤菌菌株的高效共生性。 试验利用南苜蓿推广地云南德宏盈江县的 3 个不同

地点的土壤,对南苜蓿进行高效共生根瘤菌菌株的筛选,为进一步进行该地区菌剂研究提供科学依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 菌株、苜蓿品种及土壤来源

经过对分离自云南楚雄、德宏等地区的南苜蓿(Medicago polymorpha)、紫花苜蓿(M. sativa)及天蓝苜蓿

(M. lupulina)根瘤菌的分离、保存,以及菌株的生理生化、抗逆性以及结瘤能力测试,选择了 12 株根瘤菌菌株

进行土壤筛选试验,菌株编号及来源见表 1。

表 1摇 供试根瘤菌菌株编号及来源

Table 1摇 The test strains,its host and origin
菌株号
Strains

宿主植物
Host plant

来源地
Origin

菌株号
Strains

宿主植物
Host plant

来源地
Origin

SWF67501 南苜蓿 M. polymorpha 云南楚雄 SWF67523 南苜蓿 M. polymorpha 云南德宏
SWF65100 南苜蓿 M. polymorpha 云南昆明 SWF67524 南苜蓿 M. polymorpha 云南德宏
SWF67340 南苜蓿 M. polymorpha 云南楚雄 SWF67350 南苜蓿 M. polymorpha 云南楚雄
SWF67456 南苜蓿 M. polymorpha 云南楚雄 SWF67450 紫花苜蓿 M. sativa 云南楚雄
SWF67394 南苜蓿 M. polymorpha 云南楚雄 HBU07001 紫花苜蓿 M. sativa 山西大同
SWF67409 南苜蓿 M. polymorpha 云南楚雄 SWF66437 天蓝苜蓿 M. lupulina 云南文山
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摇 摇 供试苜蓿品种为南苜蓿(M. polymorpha),植物种子由云南省草地动物科学研究院提供。
土壤采自云南德宏盈江县的平原镇及弄璋镇,去掉表层 3—5 cm 土壤后进行取样,主要为 5—30 cm 的耕

作层,土壤类型为稻田土,平原镇玉与平原镇域土壤均来自平原镇,取土壤地点相距 30 km。
土壤来源及理化性质见表 2。

表 2摇 土壤来源及理化性质

Table 2摇 The soil sources and its properties

来源地
Sources

经度 E
Longitude

纬度 N
Latitude

海拔 / m
Elevation

pH 值
pH

有机质 / (g / kg)
Organic matter

全氮 / (g / kg)
Total Nitrogen

有效磷 / (mg / kg)
Available P

速效钾 / (mg / kg)
Available K

平原镇玉 97毅54忆 24毅42忆 825. 6 5. 62 57 1. 403 37. 75 91

平原镇域 97毅55忆 24毅44忆 825. 8 5. 51 52 1. 073 32. 70 120. 5

弄璋镇 97毅53忆 24毅39忆 804. 8 5. 31 48 1. 003 33. 45 76

1. 2摇 试验方法

1. 2. 1摇 菌株的培养

将菌株接种于 YMA 培养基(甘露醇 10 g / L,酵母粉 0. 8 g / L,K2HPO4 0. 25 g / L,KH2PO4 0. 25 g / L,MgSO4

0. 12 g / L,NaCl 0. 10 g / L,琼脂粉 15 g / L,pH 值 6. 8—7. 2)培养,平板划线纯化,镜检纯度合格后,挑单菌落接

种于 YEM 液体培养液培养基,于 28 益培养箱中培养 72 h,备用。
1. 2. 2摇 土壤处理

将土壤压碎去杂,充分混匀,称取 2. 0 kg 置于种植花盆中,种植前适量浇水,使土壤浸润,保持一定湿度。
1. 2. 3摇 种子处理及接种

精选饱满健康的苜蓿种子首先用 95%乙醇处理 5 min,再用 0. 1% 升汞处理 5 min,无菌水冲洗 7—8 次

后,将种子平铺于内含无菌纱布和少量无菌水的灭菌培养皿中,28 益催芽 1—2 d,待幼根长至 1 cm 左右时即

可种植。
用灭菌镊子将种苗放入无菌培养皿中用菌液浸泡 15 min,然后栽植于已浇透水的花盆中,每个花盆栽植

10 株,并将剩余菌液浇于种苗周围,根据测定菌液的 OD 值(姿=600nm),接种时保证每棵种苗接菌量达到 1. 0
伊109个以上,不接菌者为空白对照。
1. 2. 4摇 盆栽实验设计

本研究利用 3 种土壤类型,选用 12 株根瘤菌菌株,采用完全随机试验设计,以盛有 2. 0 kg 土壤的花盆为

种植单位,每个处理重复 3 次,共 39 个组合。
培养温室温度为(22依3) 益、光强 7000—8000 lx、光照时间 14 h,根据花盆中失水状况定期浇水。

1. 2. 5摇 观测

培养至 40 d 左右,可观察到植物开花,当开花植物接近总种植量的一半时开始观测结果,观测项目包括

植物结瘤的结瘤数、固氮酶活性(乙炔还原法),株高(从子叶痕处至离生长点最近的展开叶顶端),并测定地

上部分干重(以第 1 片子叶叶痕处作为划分标准,植物样品先在烘箱中 120 益杀青 40 min,后于 60 益烘干至

恒重),地上部分植株的含氮量(凯氏定氮法)。
1. 3摇 数据处理与统计分析

通过统计软件 SPSS 13. 0 对实验数据进行单因素和双因素方差分析(One鄄way or Two鄄way ANOVA);在满

足方差齐性的情况下,再利用 Tukey 检验进行多重比较,确定各因子内部不同水平平均值之间的差异显著性。
2摇 结果与分析

通过对南苜蓿进行 3 种土壤、12 株根瘤菌菌株接种的盆栽试验,获得了南苜蓿植株的结瘤率、株高、干重

及含氮量等数据,并同时对南苜蓿所形成根瘤的固氮酶活进行了测定,经过对菌株、土壤单因素以及菌株和土

壤双因素方差分析,获得方差分析结果(表 3)。 根瘤菌菌株、土壤及二者的相互作用对南苜蓿植株生长性状

6304 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

的方差分析。

表 3摇 根瘤菌菌株、土壤及二者的相互作用对南苜蓿植株生长性状影响的方差分析

Table 3摇 ANOVA analysis of the growth of M. polymorpha affected by rhizobial strains,soil and their interactions

变量
Variable

菌株 Strain

F P

土壤 Soil

F P

土壤伊菌株 Soil伊Strain

F P

结瘤率 Nodulation rate 37. 80 <0. 01 1. 41 0. 25 4. 07 <0. 01

株高 Plant height 7. 96 <0. 01 4. 73 <0. 05 4. 42 <0. 01

干重 Dry weight 16. 32 <0. 01 38. 96 <0. 05 4. 48 <0. 01

含氮量 Nitrogen content 18. 09 <0. 01 2. 14 0. 13 7. 69 <0. 01

固氮酶活 Nitrogenase activity 4. 56 <0. 01 8. 71 <0. 05 2. 72 <0. 05

2. 1摇 根瘤菌菌株对南苜蓿生长性状的影响

通过均值分析,获得了接种根瘤菌菌株的南苜蓿的生长测定性状数据,详见表 4。 接种不同根瘤菌菌株

后结瘤率、地上部分株高、干重、茎叶含氮量和固氮酶活。 由表 3 获知,根瘤菌菌株对南苜蓿的结瘤数、株高、
干重和含氮量及固氮酶活影响均极显著(P<0. 01), 在 12 个供试菌株中,结瘤率较好的菌株是 SWF67523、
SWF67501、SWF67394 和 SWF67350,分别为 98. 41% 、97. 78% 、97. 50%和 96. 56% ,同处于一个统计分析显著

性子集与其他菌株具有显著性差异, SWF67409 略低,为 84. 59% ;对植株株高影响较显著的菌株是

SWF67523、SWF67409 和 SWF67394,分别使株高增加 40. 2% 、27. 3% 和 25. 0% ;对植株干重影响较显著的菌

株依次是 SWF67409、SWF67523、SWF67394、HBU07001、SWF67450 及 SWF67456,其中菌株 SWF67409 相比空

白对照增产达到 106. 5% ,其他分别为 110. 5% 、100. 1% 、78. 3%和 74. 3%等;供试菌株对含氮量的影响也很

显著,菌株 SWF67409、SWF67523、SWF67394 的含氮量相比其他菌株较高,而菌株 HBU07001、SWF67450 仅次

之。 相关分析表明,固氮酶活与地上部分干重及总氮量几乎不存在线性相关,相关系数分别是 0. 044 和

0郾 0098. 说明在进行高效根瘤菌筛选时,固氮酶活性只能作为一个参考指标,为菌株的固氮活性进行定性。

表 4摇 接种不同根瘤菌菌株后结瘤率、地上部分株高、干重、茎叶含氮量和固氮酶活

Table 4摇 Nodulation rate, plant height, Dry weight, and total nitrogen per plant inoculated with different rhizobial strains

菌株号
Strains

结瘤率
Nodulation rate

/ %

地上部分株高
Plant height
/ (cm / 株)

地上部分干重
Dry weight
/ (mg / 株)

总含氮量
Nitrogen content)

/ (mg / 株)

固氮酶活(乙烯还原量)
Nitrogenase activity
/ (nmol·g-1·h-1)

SWF67523 98. 41依1. 59a 23. 27依1. 41a 74. 19依7. 75ab 17. 87依3. 31a 13. 55依3. 57a

SWF67501 97. 78依2. 22a 19. 88依0. 922b 53. 18依10. 22bcde 11. 24依2. 64cde 12. 58依2. 98b

SWF67524 51. 11依14. 20c 16. 65依0. 89cde 35. 11依4. 55e 5. 90依0. 86f 12. 33依4. 45b

SWF67350 96. 56依2. 29a 18. 56依0. 97bcd 47. 55依3. 19cde 8. 73依0. 61def 16. 86依2. 35c

SWF65100 53. 10依7. 22c 16. 06依0. 95de 41. 81依7. 09cde 7. 91依1. 31ef 16. 87依3. 72d

SWF67340 30. 47依2. 97d 16. 87依0. 74cde 41. 92依6. 34cde 8. 67依1. 54def 8. 44依3. 68e

SWF67409 84. 58依6. 18ab 21. 13依0. 62ab 76. 58依3. 89a 19. 20依1. 05ab 8. 27依3. 43e

SWF67437 21. 96依3. 95d 15. 20依0. 83e 38. 86依3. 07de 7. 02依0. 49ef 15. 50依3. 37f

SWF67450 70. 25依6. 41b 19. 84依0. 64b 61. 07依2. 96abcde 14. 59依0. 80abc 13. 54依3. 05a

SWF67456 78. 57依8. 25b 20. 14依2. 10b 55. 45依3. 91abcde 13. 77依2. 01bcd 19. 46依1. 72d

HBU07001 76. 25依4. 11b 18. 81依1. 44bc 64. 83依3. 97abcd 14. 77依1. 42abc 22. 62依0. 15g

SWF67394 97. 50依2. 22a 20. 74依1. 11b 66. 12依4. 25abc 17. 38依2. 39ab 14. 58依3. 35h

CK 28. 83依5. 12d 16. 60依0. 90cde 37. 08依3. 29e 6. 02依0. 90f 1. 53依0. 12k
摇 摇 根据 Tukey 检验,不同的小写字母表示同一列不同处理,存在显著差异(P<0. 05)

从供试菌株对接种南苜蓿生长性状影响的统计分析总体来看,分离自南苜蓿的菌株 SWF67523、
SWF67409、SWF67394 表现优于其他菌株,说明与南苜蓿共生的根瘤菌菌株表现优于来源于其他宿主苜蓿种

类的菌株,这也说明根瘤菌的宿主专一性和对宿主以及对生态环境的适应性。 分离自山西大同紫花苜蓿的菌
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株 HBU07001 和分离自云南楚雄紫花苜蓿的菌株 SWF67450 在提高植物干重和含氮量上,也优于其余菌株,
但其结瘤率不高,可能接种这两种菌株后,促进了土壤中根瘤菌的相互作用和土著根瘤菌的结瘤固氮作用,从
而增加了植物的生物量和含氮量,而按照菌剂生产的标准来看,根瘤菌的结瘤率是一个非常重要的指标,因此

这两种菌株不能单独作为根瘤菌菌剂的菌株而进行生产。
2. 2摇 根瘤菌菌株与土壤相互作用对南苜蓿生长性状的影响

接种根瘤菌后,不同的土壤类型对 12 株根瘤菌接种的南苜蓿植株的总体株高、干重影响是显著的,但对

植物的结瘤率和含氮量影响不显著(P>0. 05),见表 3,说明根瘤菌菌株与这 3 种土壤具有相似的亲和力,这 3
种土壤均适合根瘤菌的繁殖和生长,并普遍提高了植物的氮素含量,但同一菌株在不同土壤类型中干重的表

现有差异,由表 5 接种不同根瘤菌菌株后在 3 种土壤上生长的南苜蓿地上部分的干重,及图 1 可知,在同一菌

株接种的条件下,3 种土壤中生长的植物的干重表现具有显著差异,如接种菌株 SWF67523 后,植物干重提高

最多的是在平原镇域土壤上,为 122. 6% ,与其他两种土壤具有显著差异(分别为 105. 6% 和 67. 07% );而接

种菌株 SWF67409 后,植物干重提高的最多的也是在平原镇域土壤为 178. 5% ,在平原镇玉是 84. 1% ,弄璋镇

为 78. 0% ;菌株 SWF67394 也不例外,其他菌株大多数也是在平原镇域土壤获得的植物干重与平原镇玉持平

或高于其他两个类型的土壤,说明土壤与菌株具有交互作用,统计结果也说明土壤与菌株具有交互影响。
由 3 种土壤的氮磷钾和有机质含量水平来看(表 2),平原镇域和平原镇玉营养物质含量都略高于或接近

弄璋镇,而有效钾的含量明显高于弄璋镇土壤,尤以平原镇域土壤含有效钾最高,明显高于其他 2 种土壤,钾
能加速植物对 CO2的同化过程,能促进碳水化合物的转移、蛋白质的合成和细胞的分裂,如果植物缺钾,根系

生长受阻碍,叶片的发育也遭到抑制。 而本研究中,接种根瘤菌后,植物的干重普遍在平原镇域土壤得到提高

最多,可能与钾促使细胞分裂和促进生物物质合成有关[12]。

表 5摇 接种不同根瘤菌菌株后在 3 种土壤上生长的南苜蓿地上部分的干重

Table 5摇 Dry weight obtained in three soil sources per plant inoculated withdifferent rhizobial strains

菌株编号 Strains
不同土壤来源的植株干重值(mg / 株)

弄璋镇 平原镇玉 平原镇域

SWF67523 60. 53 ±3. 36abc 59. 08 ±4. 66ab 103. 00 ±8. 15a

SWF67501 30. 43 ±1. 54fg 38. 08 ±6. 2bc 91. 03 ±11. 1ab

SWF67524 26. 97 ±7. 66fg 31. 77 ±6. 95bc 46. 59 ±6. 09d

SWF67350 39. 8 ±3. 5defg 52. 78 ±4. 91abc 50. 05 ±6. 26cd

SWF65100 21. 65 ±3. 52g 39. 27 ±7. 98bc 64. 52 ±10. 23abcd

SWF67340 24. 96 ±4. 18efg 55. 42 ±8. 8abc 45. 38 ±12. 11d

SWF67409 64. 49 ±1. 42abc 80. 04 ±5. 38a 85. 21 ±4. 85abc

SWF66437 31. 87 ±2. 96efg 35. 32 ±1. 54de 49. 39 ±4. 00cd

SWF67450 51. 42 ±0. 26bcde 67. 26 ±2. 95a 64. 52 ±4. 97abcd

SWF67456 43. 6 ±4. 73cdef 54. 73 ±2. 04abc 68. 01 ±2. 77abc

HBU07001 52. 32 ±0. 78bcd 71. 21 ±3. 28a 70. 97 ±7. 79abcd

SWF67394 57. 39 ±8. 68bcd 68. 20 ±7. 51a 72. 77 ±4. 85abc

对照 CK 36. 23 ±4. 6defg 28. 74 ±4. 80c 46. 27 ±2. 84d

摇 摇 根据 Tukey 检验,不同的小写字母表示同一列不同处理,存在显著差异(P<0. 05)

3摇 讨论与结论

3. 1摇 筛选高效菌株基质的选择

南苜蓿适宜在亚热带及热带地区种植,但在南苜蓿的种植推广中发现,一些热带和亚热带地区不能很好

地种植南苜蓿,尤其是云南德宏州的盈江县,该地区普遍养殖水牛,水牛奶因其奶品质接近人奶,蛋白质及乳

脂率含量均较高,被誉为“奶中之王冶,水牛养殖已成为当地新近发展的一个产业[13鄄14],但由于缺乏提高蛋白

质含量的粗饲料———苜蓿,其奶品质的提高比较困难,因此盈江县对于南苜蓿的需求十分迫切。 南苜蓿是豆
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图 1摇 3 种不同类型的土壤接种不同的根瘤菌菌株对植物干重的影响

Fig. 1摇 The effects of Alfalfa plant (M. polymorpha) Dry weight by inoculating different rhizobial strains in three distinct soils

科植物, 豆科植物的大面积栽培需要人工接种根瘤菌,陈文新院士也多提到,在一个地区, 如果从未种植过

或 5 a 以上没有种过某种豆科植物, 则土壤中很难有与该种豆科植物相匹配的根瘤菌[15], 因此在少施氮肥

的条件下,如果没有有效的共生根瘤菌进行结瘤固氮提供给植物营养,植物很难在该地定植成功。 南苜蓿推

广地多属没有种植过南苜蓿的土壤,因此本研究选择盈江县土壤作为南苜蓿共生高效根瘤菌筛选的土壤基

质,旨在以自然土壤条件为筛选土壤基质,得到能够快速应用当地土壤的高效根瘤菌菌株,因此土壤未进行灭

菌处理。 未进行灭菌的土壤,接种的根瘤菌可能受到土壤中土著根瘤菌等生物因子的影响,但只有在自然条

件下,才能根据接种根瘤菌对植物的实际促进作用来准确选取竞争结瘤能力比土著菌强的菌株,本研究也将

继续对接种根瘤菌的占瘤率进行研究,分析在其他生物因子存在的情况下,接种根瘤菌菌株的共生性。 以往

的研究,将土壤进行灭菌,当进行大田试验时,实验室筛选的根瘤菌生长环境与自然土壤条件差异太大,以至

于存在筛选的菌株竞争结瘤能力逊于土著根瘤菌,使研究和生产脱节,而 Bosworth 的研究[16] 就说明了这

一点。
3. 2摇 来源于原宿主原土壤环境的根瘤菌菌株具有较强的竞争能力

苜蓿根瘤菌一般都具有较强的宿主专一性,所以本研究采用分离自云南楚雄的南苜蓿根瘤菌和来自推广

地盈江分离的南苜蓿根瘤菌,并同时采用分离自紫花苜蓿和天蓝苜蓿的根瘤菌菌株对南苜蓿的共生高效根瘤

菌进行土壤筛选研究,旨在筛选高效固氮根瘤菌菌株,并同时揭示来源于其宿主的根瘤菌、其他宿主的根瘤

菌、土著根瘤菌与土壤和宿主之间的关系。 通过该研究发现接种菌株 SWF67523 的南苜蓿的生长指标总体较

为突出,该菌株是来自于盈江土壤生长的南苜蓿的菌株,是由土壤中的土著根瘤菌与植物结瘤而形成的,其本

源来自于生长在推广地的土壤上的南苜蓿根瘤,而 SWF67524 与 SWF67523 来源相同,但其测试各指标均较

低,说明土著菌经过筛选后,是可以筛选到高效菌株的,通过接种,使其具有种群的优势,从而具有较强的竞争

结瘤能力,菌株的竞争结瘤能力是接种成功的关键[17鄄18],钟文文等[19] 也利用分子标记 cel B 基因从土著根瘤

菌中筛选出与盛世苜蓿品种相匹配的有效性高、竞争性强的高效苜蓿根瘤菌株。 在该研究中,菌株

SWF67523 的接种效果要好于来自于楚雄的南苜蓿根瘤菌菌株,也好于分离自紫花和天蓝苜蓿的根瘤菌菌

株,说明其与其原宿主具有较好的亲和性,并能很好地适应当地的土壤。 黄芳[20] 的研究也说明了这一点,他
们发现同一大豆与根瘤菌组合在不同土壤中的产量差异显著,推测接种根瘤菌菌剂效果不明显很可能是由于

研究者忽略了土壤对于菌株的生长适应性。
3. 3摇 土壤养分与根瘤菌接种效果之间的关系

土壤的磷和钾的含量对根瘤菌的结瘤和结瘤植物的生长都非常重要,苗淑杰等[21]的研究表明,磷和根瘤
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菌对大豆生长和结瘤形成有交互作用,低磷明显抑制根瘤原基发育形成根瘤,进而减少了低磷处理形成的大

豆根瘤数量,也减少根瘤的生物量;增加适宜的磷浓度,可增加植株生长量、根瘤数、根瘤干重、固氮活性,而氮

积累量均随磷浓度增加而显著增加[22]。 蒙炎成[23] 等人研究了在广西喀斯特地区大豆接种根瘤菌与施钾对

生物生产效率的影响,发现两者都能增加大豆的有效分枝, 提高有效荚百分率和大豆生物生产效率,接种根

瘤菌同时施钾效果更好,接种根瘤菌配合施钾肥增产幅度达到 23. 8% ,而氮含量高有时是抑制植物根瘤的

形成。
参照第二次全国土壤普查分级标准,所选择的土壤的有机质均为丰富,而平原镇玉的土壤的全氮为较丰

富,其他两个土壤为中等;速效磷均为较丰富,而速效钾只有平原镇域为中等,其他两个土壤为较缺。 根据这

个评价,可以看出平原镇域土壤是较适合根瘤菌生长的,在本研究中,接种根瘤菌在平原镇域土壤生长的苜蓿

干重大多数都较其他两个土壤为高, 说明根瘤菌促进植物生长与土壤因子密切相关。
此外,从接种南苜蓿的结瘤率来看,根瘤菌菌株与土壤也存在相互作用,但是,菌株的占瘤率可能与接种

植物的结瘤率存在差异,接种某种根瘤菌所获得的根瘤可能不是接种该菌株形成的,如接种菌株 HBU07001
和 SWF67450 后,南苜蓿结瘤率在 70%以上,而这两种菌株在结瘤试验中,与南苜蓿的结瘤率在 30%左右,因
此尚需要进行根瘤菌的分子标记研究来检测其占瘤率,考察接种根瘤菌在自然土壤中的竞争结瘤能力和结瘤

有效性,获得与南苜蓿共生的高效根瘤菌菌株。
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