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丛枝菌根真菌的增殖技术比较分析
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摘要 � 以三叶草作宿主植物,采用单孢接种和多孢接种,接种摩西球囊霉、地表球囊霉、地球囊霉、缩球囊霉和

网状球囊霉,在土培、沙培和液培 3 种条件下进行增殖.收获后分别测定丛枝着生率、泡囊的数量和产孢量等

重要的生产指标.研究结果表明, 土培法、沙培法、液培法都可用来生产接种剂, 但生产效果存在显著差异, 所

测定的各个指标在液培条件下都较高,沙培法次之,土培法最低.参试的 5 个菌种都对三叶草表现出亲和性,

其中摩西球囊霉和地表球囊霉各项指标都较高, 适于生产菌剂;多孢接种较单孢接种具有显著的数量优势,单

孢接种可用于菌种纯化.
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据统计, 80%以上的陆生植物都能够与丛枝菌根真菌( Ar buscular mycorr hiz a Fungus,简称AMF)

形成共生体.研究表明,丛枝菌根不仅可促进植物对营养元素的吸收,还能提高植物的抗病、抗逆能力,

有利于植物的生长, 对农林业生产具有重要的意义
�1�

.然而,丛枝菌根真菌目前还不能进行纯培养, 必须

与植物共生才得以繁殖. 目前,盆栽法仍是普遍应用和大力推广的一种方法. 本研究将 5种丛枝菌根真

菌在宿主植物三叶草上进行单孢接种和多孢接种,比较不同培养条件下其发育繁殖能力的差异,探索菌

根真菌培养方法和接种方法的最佳结合,发展丛枝菌根真菌传统增殖技术.

1 � 材料与方法

1. 1 � 试验容器及装置

3种方法均采用容积为200 mL 的培养管,使用前用质量分数为 0. 003的高锰酸钾溶液消毒 3 h,然

后流水冲洗.土培法和沙培法在培养架上进行;液培法采用专用的静止液培槽.

1. 2 � 增殖宿主植物及 AMF供试菌种

增殖宿主, 选用牧草植物红三叶草( Tr if olium p ratense L. ) . AM F 的供试菌种有,摩西球囊霉( G.

mosseae Gerdemann & T rappe)、地表球囊霉( G. ver sif orme Berch)、地球囊霉( G. geosp or um Walker)、

缩球囊霉( G. constr ictum T rappe)、网状球囊霉( G. reti culatum Bhat tacharjee & M ukerji)

1. 3 � 孢子和种子的表面消毒

将孢子浸泡在体积分数为 0. 02的氯氨 T 和 200 mg � L - 1链霉素溶液中 15 m in, 然后用无菌水冲

洗数次.将三叶草种子用体积分数为 0. 75的乙醇进行表面消毒,然后用无菌水反复冲洗,置于催芽箱中

催芽.

1. 4 � 供试基质及营养液

土壤采自西北农林科技大学林学院苗圃地的垆土,过 2 mm 的筛, 湿热灭菌 3 h并放置 2 d后备用.

取建筑用河砂过 3 mm 筛后,流水冲洗直到洗液不再浑浊为止,干热灭菌 2 h 备用. 营养液采用修改的

Hoagland营养液
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1. 5 � 培养方法

本研究采用土培法、沙培法、液培法 3种培养方法.土培法以土壤为基质,沙培法和液培法以河砂为

基质,以三叶草为宿主培养上述 5种丛枝菌根真菌,另设对照.每个培养处理下采用两种接种方法,单孢

接种、多孢接种,对照除外.共设 30个处理, 3个对照,均重复 10次.

1. 6 � 管理方法
土培法和沙培法的培养管放置在生长室内的培养架上,土培法用手动喷雾器喷水, 沙培法每 2 d用

半强度的营养液浇灌一次.培养过程中,注意调换培养管的位置.液培法的培养管放在静止培养台上,向

培养槽内加入大量元素, 使营养液质量分数减少到 0. 10. 培养液的深度以浸没 1/ 3培养管为宜, 在培养

过程中,及时补加半强度对应营养液.生长期间温度维持在 20~ 28 � , 光照时间为每天 15 h.每天 8点

到 23点, 用日光灯补充光照. 7 d后定苗,每管择优留苗 3株,将其余植株的地上部分剪去.

1. 7 � 收获及测定�4�

培养 105 d后,分别收获三叶草的地上和地下部分, 基质保留待筛取孢子.测定丛枝形成率 �、每厘

米根段泡囊数量 k1(个)、每个培养管产孢量 k2 (个) .

2 � 结果与分析

2. 1 � AMF在三叶草上形成丛枝和泡囊的能力

丛枝是真菌侵入植物根系皮层细胞后,其菌丝连续二分叉式生长, 形成所谓的树枝或花椰状结构.

丛枝结构是确定丛枝菌根真菌侵染根系形成共生的必要条件,所有的丛枝菌根真菌侵染根系都能形成

丛枝.从功能来看,丛枝是真菌和植物之间物质交换的场所.试验中观察到,一些丛枝结构几乎占据了整

个细胞,而大部分只占据了细胞中很小的空间(不到 1/ 3) .泡囊由菌丝顶端(也可间生)膨大成的球形、

圆柱形、椭圆形结构,可在根系皮层细胞内或细胞间生长发育, 直径为 30~ 50 �m 或 80~ 100 �m. 并非

所有的丛枝菌根真菌都能产生泡囊,但本研究中所选用的 5个菌种都可产生泡囊.试验中观察到不同属

种的丛枝菌根真菌, 往往形成不同形态、大小和数量的泡囊.有研究表明,具有泡囊的根段可作为接种物

用,而不形成根内泡囊的侵染根段则无侵染能力. 从形成菌根的根段中分离出的泡囊仍保持较高的侵染

势,而菌丝则不能.不同培养方法、不同接种方法和不同丛枝菌根真菌在三叶草根系的丛枝着生率和泡

囊数量,如表 1所示.

表 1� 不同培养条件下 AMF在三叶草上发育繁殖状况的测定结果

培养方法
G. mosseae G. ver sif orme G. geos p orum G. constr ictum G. reticulatum

�/ ( % ) k1 /个 k2/个 �/ ( % ) k1/个 k2/个 �/ ( % ) k1/个 k2/个 �/ ( % ) k1 /个 k2 /个 �/ ( % ) k1 /个 k2 /个

土培
单孢 18. 2 7 - 16. 7 6 - 11. 2 4 - 8. 1 2 - 5. 8 3 -

多孢 36. 3 13 103 33. 8 12 97 30. 0 9 86 28. 2 7 64 23. 3 7 43

沙培
单孢 23. 1 10 - 20. 9 11 - 17. 6 5 - 11. 8 4 - 13. 2 6 -

多孢 53. 2 18 132 50. 1 20 137 39. 4 13 97 26. 8 9 72 28. 3 10 87

液培
单孢 36. 3 12 35 34. 5 14 28 25. 2 11 24 16. 5 6 - 23. 7 8 20

多孢 63. 2 25 185 59. 8 29 196 57. 6 21 156 33. 4 15 118 44. 1 18 120

2. 1. 1 � 接种方法对丛枝形成和泡囊数量的影响 � 单孢接种和多孢接种丛枝菌根真菌都形成了丛枝和

泡囊,但在数量上差异较大,如表 1所示.采用单孢接种的一些植株, 其根段被侵染, 在显微镜下可以观

察到入侵点,根外菌丝、胞间菌丝, 甚至胞内菌丝, 却未见丛枝结构的形成. 此时,丛枝菌根真菌和植物的

共生关系尚未建立, 可以说两者暂时是寄生关系, 真菌对植物的有益作用微乎其微. 这种现象与菌种有

关,它主要发生在一些侵染率较低的菌种,如 G. constr i ctum 和G . r et iculatum.另外, 它与孢子的发育密

切相关,而且多发生在土培条件下.这可能是在液培条件下,合理的营养促进了孢子的发育.这种�寄生�

关系持续的越久,对植物的生长越不利.未形成泡囊的根段不能用作接种物,鉴于此,采用单孢接种方法

生产接种剂.一方面考虑培养条件,比如合理补加营养元素, 促进真菌在植物根系内的发育; 另一方面,

可以适当延长培养时间. 从这两个指标来看, 多孢接种优于单孢接种,但多孢接种的效果并不是单孢接

种的简单加和. 这说明接种的多个孢子之间, 可能存在空间竞争或抑制作用. 接种效果和接种孢子数量
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之间,一定存在最佳的平衡.

2. 1. 2 � 培养方法及菌种对丛枝形成和泡囊数量的影响 � 培养方法对丛枝和泡囊形成的趋势大致相同.

以 G. versi f orme为例,在液培条件下, 丛枝侵染率和泡囊数量皆最高, 沙培次之, 土培最低,且差异显

著,如表 2所示.但也有例外,如土培条件下 G . r eti culatum 丛枝侵染率高于沙培,但泡囊密度在沙培条

件下较高.这说明丛枝和泡囊两者的形成互相没有影响. G. ver sif orme在液培条件下, 每厘米长的根段

上形成 29个泡囊,高于其他各菌种,尽管它的丛枝侵染率在同样培养条件下低于 G. mosseae.不同菌种

在三叶草根系内,形成丛枝和泡囊的能力差异均显著(表 2) . 丛枝着生率从大到小依次为 G. mosseae,

G. versi f orme, G. geosp or um, G. constr ictum, G. r et iculatum(土培) ; G. mosseae, G. ver sif orme, G. geos�
porum, G. r et iculatum , G. constr ictum (沙培和液培) . 泡囊数量从大到小依次为 G. mosseae, G. v ersi�
f orme, G. geosp or um , G. r et iculatum, G. constr ictum(土培) ; G. versi f orme, G . mosseae, G. geosp or um,

G. reti culatum, G. constr i ctum(沙培和液培) .试验中发现, 菌根侵染率和丛枝侵染率的各菌种变化较一

致,而泡囊密度却与它们差异较大.这可能是因为泡囊作为�繁殖器官�,与丛枝和内生菌丝这些�营养器
官�在各菌种形成的过程和能力不同.

表 2 � 测定结果方差分析表

指标 方差来源
自由度 临界值 平方和 均方误差 F 值 显著性

单/多 单/多 单 多 单 多 单 多 单 多

�/ ( % )

培养条件 2 4. 46 598. 3 1 140. 9 299. 1 570. 4 52. 4 20. 0 * *

菌种 4 3. 84 429. 8 1 085. 9 107. 4 271. 5 18. 8 9. 5 * *

误差 8 - 45. 6 227. 9 5. 7 28. 5 - - - -

总和 14 - 1 073. 7 2 454. 7 - - - - - -

k1 /个

培养条件 2 4. 46 84. 1 368. 5 42. 1 184. 3 31. 9 64. 7 * *

菌种 4 3. 84 86. 3 225. 6 21. 6 56. 4 16. 4 19. 8 * *

误差 8 - 10. 5 22. 8 1. 3 2. 9 - - - -

总和 14 - 180. 9 616. 9 - - - - - -

k2 /个

培养条件 2 4. 46 1 526. 5 15 056. 5 763. 3 7 528. 3 13. 2 68. 5 * *

菌种 4 3. 84 231. 7 9 995. 7 57. 9 2 498. 9 1. 0 22. 7 - *

误差 8 - 463. 5 879. 5 57. 9 109. 9 - - - -

总和 14 - 2 221. 7 25 931. 7 - - - - - -

2. 2 � AMF在三叶草上的产孢量测定
丛枝菌根真菌的厚垣孢子,具有顽强的生命力.其不仅是分类鉴定工作的重要依据,而且是丛枝菌

根真菌的主要繁殖体.测定结果如表 2所示.

2. 2. 1 � 接种方法对产孢量的影响 � 单孢接种和多孢接种对产孢量的影响是非常显著的.本研究培养期

短,在土培、沙培条件下, 由于初接种物太少, 单孢接种的产孢量极低,每个培养管最高仅达 9~ 12个,在

此忽略不计.但这并不说明单孢接种不能用于使丛枝菌根真菌得到增殖.这些少量的孢子可以重复侵染

宿主,如此循环下去,最终也可得到高纯度大量接种物.这也正是单孢接种接种在科研和小规模生产中

广泛应用的原因.本研究中,多孢接种在培养期内产孢量较高,如 G. mosseae在液培条件下,每个培养管

产孢达 185个, 达到了我们在短期内快速增殖孢子的目的. 所以, 当对纯度要求不高, 而需大量接种物

时,应考虑采用这种接种方法.在一定范围内,接种的孢子越多, 产孢量越高,培养时间越长,产孢量也越

高.因此, 在一定条件下, 最大产孢量与最少接种孢子数,最短培养时间与最大产孢量之间都存在着一个

最优组合.

2. 2. 2 � 培养方法对产孢量的影响 � 培养条件主要通过两方面来影响丛枝菌根真菌的产孢量. ( 1) 在不

同培养条件下, 丛枝菌根真菌的侵染发育能力不同;而某一菌种在宿主植物根系上侵染率时, 其产孢量

相应就高. ( 2) 在不同培养条件下,植物的生长存在差异, 尤其是根系的长度对产孢量有着间接的影响.

所以,综合分析表明, 3种培养条件下的产孢量排序是液培法> 沙培法> 土培法, 且差异显著.

2. 2. 3 � 菌种对产孢量的影响 � 丛枝菌根真菌的产孢量,主要取决于真菌本身产孢的生物学特性及宿主

植物的亲和性. 所以,菌种对产孢量起着决定性的影响.从表 2可以看出, G. v er sif orme产孢量较高, G.

261第 3 期 � � � � � � � � � � � � � � 王晓琴: 丛枝菌根真菌的增殖技术比较分析



mosseae次之, G. g eosp orum高于G . r ecti latum 和 G. const ri ctum.后两者产孢能力差异不明显, 且随培

养条件有所改变.如果仅从产孢量来看,前三者是我们在三叶草上生产接种物首选的菌种.而且,从其他

两种菌种在不同培养条件下的产孢量来看,我们在扩繁丛枝菌根真菌孢子、生产丛枝菌根真菌菌剂时,

一定要同时考虑到宿主、菌种和培养条件.

2. 3 � 3种培养方法生产成本的比较

在实际生产中, 土培法和沙培法完全可以不用任何容器, 基质平铺在所选场地即可进行. 而液培法

不仅需要培养器,还需要做专用的液培槽. 沙培法和液培法均需多种化学药品, 来配制大量培养液. 所

以,从生产成本来看,液培法花费的人力、物力远远大于土培法和沙培法. 如果仅一次性使用, 建立液培

系统是一种劳民伤财的做法. 在进行大规模生产时,不仅要考虑待选方法的优越性, 更要结合具体情况,

兼顾生产成本.

3 � 结束语

本研究证实生产效果与接种的孢子量不存在线性关系,多孢接种的生产效果不是单孢接种的简单

加和.本研究结合当前实际生产现状,选择了 3种培养方法进行了比较, 并在三叶草上筛选了增殖丛枝

菌根真菌的优良菌种,基本达到了研究的最初目的.
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Comparing the Propagation Technologies of

Arbuscular mycorrhizal Fungi

Wang Xiaoqin
( College of Material Science and Engineerin g, H uaqiao University, 362021, Quanzhou, China)

Abstract � T aking clo ve as the host plant and adopting sing le�spo re vaccination and mult i�spo re vaccination, the author

enabled glomus. Mosseae, G. ver sif o rme, G. geosp orum, G. constr ictum and G. r eticulatum t o be pr opagated in soil, sand

and liquid r espectiv ely ; and measured their r espective arbuscular infection rat e, v esicalar quantity and spo re pr oduction af�

ter harvest. As show n by the study, A rbuscular myco rrhiz al Fung i inoculum can be produced under the condit ions o f

so il, sand o r liquidation but ther e existed sygnificant differ ence in productive effect. all indices were in the highest under

liquid cultivation, the nex t under sand cultivation and the last under soil eultivation; 5 fungal species par ticipating in the

test showed affinity to clove, in which G. mosseae and G. ver sif o rme show ed preponder ance in inoculum production; multi�

spor e vaccination show ed quantitat ive pr eponderance in reproduct ion as compa red w ith sing le�spo re vaccinat ion, but the

latter can be used for purifying the fungi.

Keywords � A rbuscular mycorrhiz al Fung i, clo ve, propagation t echnolo g y, cultur al method
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