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马尾松(Pi
。: : m as s

on ian a L a m b
.

)是我国亚热带地区主要用材树种之一
,

具有分布面积

广
、

生长快
、

经济效益高等优点
。

它又是典型的外生菌根树种
,

抗逆性强
,

适应性广
,

是我

国荒山绿化的先锋树种
。

研究表明
,

马尾松苗木菌根感染率不同
,

对其造林成活率有着明显

的不同
,

且菌根化苗木造林后缓苗期短
,

生长快
,

株高
、

茎粗
、

新梢高度均大大超过无菌根

化苗木[ 11
。

因此
,

马尾松苗木菌根化是十分必要的
。

用高效益的优良菌种对马尾松苗期进行人工接种
,

是培育菌根化壮苗的重要措施
。

在对

马尾松菌根真菌调查研究和优良菌株筛选的基 础 上￡‘一2 卫,

选择 了彩 色豆 马 勃 〔尸矛: ol ith as

红nc to ri 。 : (Per s) 伪 ke r & Co uc h〕液体培 养菌丝体作为接种剂得到了较好的效果
,

马尾

松苗木菌根感染率达75
.

7 %
。

为了扩大培 养马尾松菌根菌(P
。

t)
,

对其增殖技术条件进行了

研究
,

目的是确定最佳方案
,

为生产马尾松菌根菌剂提供依据
。

1 材料和方法

1
。

1 菌株

彩色豆马勃 尸
。 tfn e oo : i: : (简称 P

。

t )是从马尾松林内采集
、

分离的(亚林)5 6 9 0 2菌株
。

1
.

2 培养甚

改良的菌根菌合成培养基tsl
。

1. 3 接种培养

取 P
。

t 菌菌丝接种于盛有 100 m l培养液的250 m l三角瓶中
,

在H S各 1型弧型往返生物 液

体培养振荡台上振荡培养
,

接种量为3
.

2 m g (干) / 1 0 0 m l菌丝
,

每个处理重复 3 次
,

培养周

期为30 天
。

1
。

3
.

1 温度试验 分别在15 ,
20

,

25
,

30
,

35
,

40 ℃共 6 个梯度条件下恒温培养
。

1
.

3
.

2 p H 值试验 在 p H 值为2
。

5~ 8
。

o范围 内
,

间隔。
.

5为一梯级共设12 个梯度处理
,

灭菌

后备用
。

1
.

3
.

3 碳源试验 在 p H 值为5
.

6
、

温度为20 一 25 ℃条件下
,

以单搪类葡萄糖
、

果糖
,

双 糖

类麦芽糖
、

蔗糖
,

多糖类可溶性淀粉
、

糊精为碳源
,

加上对照共设 7 个处理
。

本文于 1 9 9 1年 1 月1 2 日收到
。

* 本研究系
‘

七五
,

国家科技攻关项 目
.

菌根在林业上应用
—

马尾松菌根研究
”

内容的一部分
。
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1
.

3
.

4 氮源试验 用无机态氮
:

(N H
‘
)
:
5 0

‘ 、

K N O 3 、 C a (N 0
3
)卜 N H

一
N o a和有机态氮

:

酒

石酸钱
、

尿素
、

蛋白膝及酵母浸汁为 N 源
,

共设 8 个处理
,

在 p H 值 5
.

6
、

温度20 ~ 25 ℃条

件下振荡培养
。

1
.

4 苗丝体生物最洲定

分别取试验后的培养液经抽提
、

过滤
、

清洗
, 105 ℃烘干至恒重

,

计算每百毫升培 养 液

中菌丝干物质重量
。

1
.

5 培养液 p H 位刹定

取25 m l墙养液
,

用S PM
一10 型数字式 p H 计测定

。

2 结果与讨论

2
。

1 沮度与 P
.

t 菌菌丝体增殖

在25 ℃与 30 ℃条件下
,

菌丝体 2 ~ 3 天便开始萌动
,

增殖速度快
,

菌丝浓密
,

菌 落 正

常
。

2 5 ℃时菌丝体日平均增长量为l
。

2 m m
,

随着温度的降低或升高
,

菌丝体萌动时间推迟
。

在温度降低或升高 10 ℃ (15 ℃
、

35 ℃ )条件下
,

菌丝体日增长量是25 ℃时菌丝增长量的十分

之一
。

温度在 10 ℃ 时
,

从接种到菌丝萌动需18 天
,

且生长缓慢
,

菌丝长势稀
、

弱 , 温度在40 ℃

时
,

菌丝体根本不萌动(表 1 )
。

裹 1 不同沮度下 P
.

t , 生长愉况

堵养溢度

(℃ )

萌动始时

(d )

苗落直径

墓 内颜色 菌丝颜 色
菌丝 增长皿

(m m / d )
气 生 菌 丝 形 态

(e m )

�U2八nUUS月JO口�Oq自.

⋯
,勺山dZ嘴l

黄黄黄黄黄黄

棕

棕褐揭金杳杳1 8

9 ~ 1 1

6 ~ 7

3 ~ 4

2 ~ 3

浅 褐 色

祖 黄 色

暗福黄 色

揭 黄 色

黄 褐 色

黄 揭 色

1 1 9 2

0
.

03 5

心
.

12 5

0
.

26

1
.

2

0
.

3 75

0
.

1 25

菌丝长势稀朋
、

t 少

菌丝较密
、

绒状爬 壁差

菌丝浓密
、

盛齐萦状爬璧

菌丝浓密
、

絮状或甸甸爬璧

菌丝浓密
、

报状整齐爬壁

菌丝 浓密
、

短绒状整齐

0尸舀八U�匕n甘一�,土,叮自人,口内JCJ

4 0 一 一 一 一 一 一
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一
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一一- 一- 一一- - 一-
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一
. . . . . . . . 口 . 门. . . . . . . . . . . . 目 . . . . 口 . . . . . . . 口 . 曰 . . . . . . . . . . . . . . . . . 口 . . .

2
。

2 pH 值与 P
。

t 菌菌丝休增殖

p H 值 是影响菌丝体新陈代谢的重要因素
,

在 p H 2
.

5 ~ 8 的范围内 P
.

t 菌 均能生长
,

但菌

丝球的大小
、

形态及菌丝体生物量各有不同
。

p H 值4
.

0一 5
.

5适合 P
.

t菌 菌 丝 体的增 殖
,

每

1 00 m l培养液中菌丝增殖量为65
.

2~ 7 7
。

1 m g (干重 ) ,

增殖倍数为20
.

37 ~ 24
.

09 倍
,

其最佳

p H 值为5
.

5( 表 2 )
。

我们还发现在p H 值2
.

5 ~ 5
.

5范围内
, P

.

t 菌 菌丝体增殖量随着 p H值的

增大而增加
,

呈极显著正相关
, , = 0

.

9 5 2 4 ( r 。
.
。。 = 0

。

7 5 4
, : 。

,

。: “ 0
.

8 7 4 )
,

PH 值 ( x ) 与菌丝体

干重 (妇的回归关系为 习 = 一 7
.

3 16 6 + 16
.

5 0 8 幻 而在 p H 值6
.

0~ 8
.

0范围内
,

菌丝体增殖量

是随p H 值的增加而减少
,

呈极显著负相关
, : = 一 0

.

9 9 5 7 ( , 。
.

。。 = 0
.

8 7 5
, : 。

.

。、 = 0
.

9 5 9 )
,

理论

回归方程为 夕二 2 0 2
.

8 5 一 2 3
一

9 1 8 劣
。

还要提及的是 p H 值4
。

5以下的培养液经高压灭菌后 p H 值略有增大
,

p H 值 5
。

O以上 的培

养液经高压灭菌后p H 略减小
,

p H 值大于7
.

0的培养液经高压灭菌均产生沉淀物
,

液体颜色呈
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铁锈色
,

这是由于在碱性高温条件下
,

培养液中一些物质发生化学反应所致
,

P
.

t 菌菌丝 截
-

生长较差
。

表 2 各 p H 值液培养 P
.

t 菌菌丝体增殖情况

培葬液 pH 值 培 养 液 颜 色 菌 丝 球 形 态

灭菌前 灭菌后 培养前 培养后 颜 色
直 径
(e m )

培养后 菌丝休

培养液 干 重 增殖倍数

PH 值 (m g )
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2
。

5 6

3
。

0 5

3
.

5 5

4
.

0 4

峨
。

5 2

4
.

9 6

5
.

4 5

5
.

9 8

‘
。

3 8

6
.

5 3

6
.

8 7

无色透明 无色透明

无色透明 白黄透 明

无色透明 土黄透明

无色透明 浅福 黄透明

无色透明 揭黄透明

无色透 明 黄福透明

无色透明 黄揭透明

无色透明 黄祖透明

浅黄透 明 黄福透明

浅锈黄有沉淀 上黄透明

黄锈 色有沉淀 浅土黄透明

铁锈 色有沉淀 黄色透明

黄棕揭

黄棕褐

黄棕褐

黄棕褐

0
.

2 ~ 1
.

5

0
.

5 ~ 2

0
.

5 ~ 2

1 ~ 3

1 ~ 3

1 ~ 3

1 ~ 3

1 ~ 3

1 ~ 2

0
.

5 ~ 1

0
.

5 ~ 1

0
.

5 ~ 1

绒球少长绒

绒球细长绒

长毛绒球

长毛绒球

长毛绒球

大长绒球

大长 绒球

绒球片状

线球片状

短 蜜绒球

短密绒球

短密绒球

黄黄黄褐褐金褐褐黄黄

黄黄色白白白

50SQOQ0150的SQ01500047盯23
6口445566777

在菌丝体增殖过程中由于新陈代谢所产生的有机酸 (醋酸
、

唬拍酸
、

草酸等) 的积累
,

也

会使培养液p H 值降低 t4]
,

但初始p H 值与培养后培养液的 p H 值之间是极显著的正相关关系
,

, = 0
.

9 7 0 1 ( , 。
.

。5 = 0
.

5 7 6
, : 。

.
。: = 0

.

7 0 6 )
,

理论回归方程为夕 = 0
.

1 8 4 2 + 0
.

8 18 g x
。

我们在文

中所采用的 p H 值是指培养液灭菌前的初始 p H 值
。

2
.

3 碳源与 P
.

t 菌菌丝体增殖

碳源是菌丝体最重要的营养来源
,

它不仅能提供碳素以作为合成碳水化合物和氨基酸的

原料
,

而且也是重要的能量来源
。

在基础培养液中分别加入葡萄糖
、

果糖
、

麦芽糖
、

蔗糖
、

可溶性淀粉
、

糊精等作碳源
,

其菌丝球的形态
、

大小各异
。

菌丝生物量 (除果糖外 )均比对照

增加
,

以葡萄糖作碳源
,

菌丝球多
,

且大
,

形态正常
,

每 100 m l培养液菌丝干重达62
.

7 m g,

增殖 1 9
.

6倍
,

是对照的 16 倍
,

效果最好
。

双糖中以麦芽糖作碳源为好
,

仅次于葡萄糖( 表 3 )
。

本试验中 P
.

t菌菌丝体对各种碳源利用情况排序是
:
葡萄糖> 麦芽搪> 糊 精> 可溶性淀粉>

CK > 果糖
。

可溶性淀粉作为大分子化合物不能直接被 P
。

t 菌菌丝吸收利用
,

需经淀 粉酶 分

解
,

因而效果较差
,

而 P
。

t 菌对果搪所提供的碳源反应最差
,

其机理有待进一步探讨
。

表 3 不同碳滚培养液对p
。

t菌增殖生长的影晌

营 养 液 颜 色 菌 球 形 态 菌丝千重

碳想种类
接种前 堵养后 饭色

直 径
( e m )

(m g ) 增殖
倍致

24劝

有 萄 箱

果 精

麦 芽 糖

蔗 精

可溶性淀粉

溯 精

CK

无色透明

褐棕色透明

无色透明

无色透明

微乳白色

无色透 明

无色进明

祖色透明

黄色透 明

黄棕色透明

黄棕色透明

白黄色 乳状

黄棕色稍乳

无色透明

黄揭色

土黄色

黄棕色

黄棕色

土黄色

土黄色

土黄色

1 ~ 2

0
.

5 ~ 1

0
.

5 ~ 1
.

5

0
.

5 ~ 1
.

5

0
.

5 ~ 1

0
.

5 ~ 1
.

5

0
.

5 ~ 1
.

5

长毛绒球状

不规则片状

近似球形
,

二菌丝长短不齐

绒球片状

片状
,

菌丝细弱

绒球
、

片状不规则

片 状

6 2 7

2
.

3

4
。

7

1 6
.

4

4
.

4

19
。

6

0
。

7 2

7
.

7

4
.

1

1
.

5

5
.

1

1
。

4
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氮源与 P
.

t 菌菌丝体增殖

氮素是菌丝体合成蛋 白质和核酸的重要营养物质
,

P
。

t 菌能利用的氮源很 多
,

在其生长

过程中
,

无机态氮源最易被吸收利用
,

菌丝体增加量大
,

其中以氨态氮 为 最 好
, 1 00 m l培

养液菌丝体干重达5 1
.

6 m g
,

增殖2 3
.

4 5倍 ; 硝态氮次之
。

P
.

t 菌对有机态氮分解利用能力较

差
,

以尿素
、

蛋 白陈为氮源的培养基
,
P

.

t 菌菌丝生长差
,

菌丝球小
,

菌丝 短
,

说明所提供

的这些氮源难以利用
,

尤其是酵母浸 汁提供的氮源
,

P
.

t菌几乎不能利用
,

其 菌丝体不萌动

(表 4 )
。

二表 4 P
.

t 菌液培氮派选排试验结果

背 养 液 颜 色 菌 球 形 态 菌 丝 干 爪

氮源种类
接种前 培 养 后 直 径

(c m )
形 状 (m g ) 增殖倍 数

(N H ; ) : 5 0 ;

K N 0 3

C a (N O s ):

N H 一N O :

酒石酸筱

尿 素

蛋 白 陈

醉母浸汁

无色透明

无色透明

无色透明

无色透明

无色透明

无色透明

褐黄透明

黄色乳状

棕揭透 明

暗棕褐透明

浅褐棕透 明

黄棕透 明

棕褐透 明

产生 白色沉淀

褐黄透 明

棕褐色

棕褐色

褐棕色

黄棕色

棕褐色

自 色

褐黄色

1

lee Z

1 ~ 2

1

0
.

5 ~ 1

0
.

5

0
.

5

丝 片 状

绒 球 状

绒 球 状

绒 球 状

毛绒球状

不规则片状

不规则片状

5 1
.

6

3 5
.

5

3 4
.

5

2 3 45

1 6
.

1 4

3 9

3 7

3

{:

3
.

1 1
.

40

一 菌丝不起动至污

3 小 结

通过对马尾松菌根菌
—

P
.

t 菌液体培养的温度
、

p H 值
、

碳源
,

氮源等试验 得 知
:

P
.

t菌

菌丝体在 10 ~ 35 ℃时均能生长
,

适宜的温度是20 ~ 30 ℃
,

25 ℃是其生长最佳温度
。

P
.

t菌菌丝

喜酸性环境
,

且适应范围较宽
,

最适 p H 值为 5
.

5
。

培养用的碳源以葡萄糖最好
,

果糖最差
。

在对氮源的利用上
,

是无机态氮优于有机态氮
; 无机态氮中

,

按态氮优于硝态氮
,

以硫酸铁

效果最好
。

在进行以上内容研究的同时
,

还进一步对碳氮比
、

矿质元素
、

维生素等组合配比进行了

筛选试验
,

已确定了马尾松菌根菌
—

P
.

t菌增殖的最佳培养基
、

培养条件及菌剂生产工艺
,

以 七内容将于另文报道
。
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“

浙江省林木良种选育技术推广和

繁育体系的建立
”

通过鉴定

由浙江省种苗站牵头
,

组织中国林科院亚林所
、

浙江省林科所
、

浙江省林学院
、

浙江林校和 良种 基地

的科技人员协同攻关
。

坚持以科研为先导
,

基地建设为中心
,

推广为手段
,

实现造林良种化为目标
,

建 立

起一个 良种科研
、

生产
、

管理和推广四大系统为支往的完整的林木良种繁育体系
。

十八年来
,

推广 应用27

个树种有关种源选择
、

种子园
、

引种
、

无性繁殖技术和基因资源保存
,

利用 46 项科研成果
,

建立28 个 林木

良种基地 17 9 23 亩
,

生产 良种 43
.

9万k g
,

优良穗条 1 687 万根
,

亩木3 54 万株
,

在全国 17 个省 (区 )
、

浙江 省

70 个县(市 )推广 良种造林
,

面积达40 5万亩
,

取得极显著的经济效益和社会效益
。

良种选育技术推广和 繁育

体系的建立
,

使科研
、

生产和推广工作的运行机制发生了深刻的变化
,

加快了科研成果转化为生产力的 速

度
,

科研成果应用率达到 95
。

7 %
,

促进了良种基地稳产和丰产
,

目前杉木良种基地单产居全国领先水 平
,

实现了杉木
、

按树
、

油茶
、

油桐
、

乌柏和柏木等树种造林良种化
,

提高了其他主要造林树种良种化 水平
,

加速了全省造林良种化进程
。

经省科委批准
,

1991 年12 月 7~ 8 日
,

由浙江省林业厅科教处主持
,

邀请了中国林科院副院长洪菊生研

究员
、

林业部种苗管理总站站长王琪高级工程师
、

北京林业大学沈熙环教授
、

东北林业大学张培呆教授 和

南京林业大学王章荣教授等12 位国内著名的遗传育种和管理专家
,

对项目进行了鉴定
。

专家们一致认 为
:

该项目在推广实施过程中技术配套, 组织严密
,

措施得当
,

基地规划布局合理
,

研究 目的明确
,

管理体 系

科学
,

技术档案完备
,

质量把关严格
,

推广效益显著
,

为在一个省开展 良种繁育和推广创出了一条新路
。

(赵娜年)


