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丛枝菌根真菌研究中土壤灭菌方法综述

谢 越!杨高文!周翰舒!张英俊
#中国农业大学草地研究所"北京
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摘要!丛枝菌根真菌与植物根系的共生关系是当今微生物领域的研究热点之一"建立无丛枝菌根真菌的对照则

是此研究的难点"本研究综述了高温灭菌法#

!

射线灭菌法#化学熏蒸法#苯菌灵抑制法和物理割断法
'

种常用

方法"每种方法各有利弊!高温灭菌法#

!

射线灭菌法和化学熏蒸法适用于室内试验!但前两者对土壤理化性质

有一定的影响!化学熏蒸法会破坏环境$苯菌灵抑制法和物理割断法适用于室外试验!其中前一种方法会破坏环

境!需严格控制药剂用量!后一种方法虽环保!但可能影响土壤中水分和营养成分的交换"因此!研究者应根据研

究环境和目的选择适宜的方法"
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植物与丛枝菌根真菌#

+9:

$共生现象在自然

界中分布十分普遍%从
(=='

年第
(

篇关于菌根的

研究到现在"人们对这种共生关系的探索还在不断

进行中&

(

'

%在植物生长过程中"

+9:

会影响幼苗建

植&

";%

'

(植物生长&

#;'

'和繁殖&

<

'

%很多研究指出"

+9:

可以提高植物对养分的吸收&

!;(&

'

"影响水分的

代谢&

((

'

"提高植物的产量&

(";('

'

"改善作物品质&

(<;(!

'

"

增加植物抗性&

(=;""

'

%从生态学角度上来看"不同植

物对不同
+9:

的依赖性不同"导致植物间竞争力

发生改变"从而影响到植物群落的多样性&

"%;"#

'

%与

此同时"植物也会作用于
+9:

并影响
+9:

的生物

量和多样性&

"';"<

'

"而植物根系分泌物可以促进根系

周围的
+9:

菌丝分支&

"!

'

%如今"美国(澳大利亚

以及欧洲不仅在植物个体水平上对
+9:

进行研

究"也扩展到了植物群体水平上"而我国在植物群体

水平上的研究还相对匮乏&

"=

'

%

在
+9:

研究中"无
+9:

对照是研究
+9:

作

用的关键"因为只有通过与无
+9:

条件下植物的

生长反应相比较"才能反映
+9:

对植物的作用%

在对土壤进行灭菌的过程中"最理想的状态是获得

在灭菌过程中没有引起任何土壤理化性质变化"并

且杀灭了所有
+9:

的灭菌土壤&

"4

'

%只有在这样

的灭菌土壤中进行试验"才能不引入对试验结果产

生干扰的其他因素%欧美国家对已有的建立无

+9:

的方法进行了探究&

%&;%(

'

"而我国缺乏对其方

法的研究%现有方法或多或少都会对土壤理化性质

以及土壤微生物群落产生影响%本研究将对现在常

用的几种设置无
+9:

对照的方法进行综述"旨为

研究者根据目的选择适宜的方法提供依据%

!

!

常用方法

目前"在
+9:

研究中"常根据试验条件将灭菌

方法分为室内灭菌法和室外灭菌法%室内灭菌法包

括高温灭菌法(

!

射线灭菌法和化学熏蒸法%高温

灭菌法是通过高温来杀灭土壤中的微生物"从而达

到无菌状态)

!

射线灭菌法是依据
!

射线能量高(穿

透力强的特点"采用
-6

<&放射出
!

射线"使细胞内

各种活性物质例如
>3+

之间的
-$-

键发生断裂"

从而达到杀死土壤微生物的目的)化学熏蒸法常采

用化学试剂#如氯仿(甲醛或甲基溴$对土壤进行熏

蒸"从而杀灭土壤生物%室外灭菌法包括杀真菌剂

苯菌灵抑制法和物理割断法%苯菌灵是一种广谱(

高效的内吸性杀真菌剂"它通过抑制真菌的细胞分

裂来达到灭菌效果)物理割断法是将丙烯腈
;

苯乙

烯
;

丁二烯#

+?0
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个孔"然后用
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E

的筛子封住管孔及管底"使植物根部

无法通过网筛而细菌等可以通过%然后将管埋入野

外试验地中"每周旋转管
#'O

以切断进入管内的外

源菌丝%

!!

各种方法都有自己的优点和缺点以及不同的适

用条件"表
(

为常用几种方法的比较%在实际应用

中"应根据具体情况选择对土壤和环境影响较小的

方法%

表
!

!

常用建立无
"#$

对照方法比较

%&'()!

!

*+,

-

&./0/+1+23+,,+1,)45+604+)04&'(/051+17"#$

方法

9HCK6J

优点

9HCPGC

不足

>PFQRFBS

适用条件

0IGCFR7HB6@JGCG6@

高温灭菌法

+IC6B7FTG@

M

操作简单"成本低"无环境

污染

2FU

A

6

V

HPFCG6@

"

76QG@

V

IC

"

@6B6@CFEG@FCG6@

引起土壤理化性质和生物特性变

化"影响其他生物
-KF@

M

HBKHEGBF7

"

V

KUGBF7F@JRG676

M

GBF7

V

P6

V

HPCGHU6W

U6G7

"

FWWHBC6CKHPBPHFCIPHU

室内试验!原生菌群和外源
+9:

1@J66PHD

V

HPGEH@CU

!

6PG

M

G@F7+9:

B6EEI@GC

A

F@J@6@;6PG

M

G@F7+9:

!

射线灭菌法

!

;GPPGJGFCG6@

避免高温对土壤的伤害"

无环境污染

+T6GJKFPE@HUUWP6EKG

M

K

CHE

V

HPFCIPHC6U6G7

"

@6B6@;

CFEG@FCG6@

需专业人员操作"成本较高"对土壤

性质有部分影响"影响其他生物

2D

V

HPCU@HHJHJ

"

KG

M

KG@

V

IC

"

V

FPCGF7

HWWHBCU6@

V

P6

V

HPCGHU6WU6G7

"

FWWHBC

6CKHPBPHFCIPHU

室内试验!原生菌群和外源
+9:

1@J66PHD

V

HPGEH@CU

!

6PG

M

G@F7+9:

B6EEI@GC

A

F@J@6@;6PG

M

G@F7+9:

化学熏蒸法

-KHEGBF7WIEG

M

FGC6@

操作简单"成本低

2FU

A

6

V

HPFCG6@

"

76QG@

V

IC

污染环境

-6@CFEG@FCG6@

室内试验!原生菌群和外源
+9:

1@J66PHD

V

HPGEH@CU

!

6PG

M

G@F7+9:

B6EEI@GC

A

F@J@6@;6PG

M

G@F7+9:

苯菌灵抑制法

?H@6E

A

7

操作简单

2FU

A

6

V

HPFCG6@

污染环境"可能影响其他生物

-6@CFEG@FCG6@

"

EF

A

FWWHBC6CKHP

BPHFCIPHU

室外试验!原生菌群

XICJ66PHD

V

HPGEH@CU

!

6PG

M

G@F7+9:

B6EEI@GC

A

物理隔断法

0HTHPF@BH6WK

AV

KFH

无环境污染

36B6@CFEG@FCG6@

操作较为复杂"可能影响土壤中物质

交换

YFPJ6

V

PHFCG6@

"

EF

A

FWWHBCCPF@UGC6@6W

UIRUCF@BH

室外试验!原生菌群

XICJ66PHD

V

HPGEH@CU

!

6PG

M

G@F7+9:

B6EEI@GC

A

8

!

室内灭菌法

88!

高温灭菌法
!

高温灭菌通常在
("&Z

下灭菌

%&EG@

到
#K

不等%有研究指出&

%&

'

"采用高温灭菌

对土壤进行灭菌的最短时间为
"&

%

%&EG@

"时间越

长给土壤带来的伤害越大%

>FPRFP

和
/FSLGF@

&

%(

'报

道了高温灭菌(化学熏蒸(微波灭菌以及紫外线灭菌

几种灭菌方式对土壤微生物和化学性质的影响"发

现上述方法中高温灭菌法对减少微生物量作用最

好%

高温灭菌法会影响土壤的理化性质#

V

Y

值(阳

离子含量(团聚体等$

&

%&

"

%";%%

'和生物特性#呼吸作

用$%由于高温灭菌法改变了土壤的理化(生物性

质"那么势必产生对植物的毒副作用"因此一般经过

高温灭菌的土壤需要放置一段时间"以使土壤里可

挥发的毒素释放出来%对于毒副作用产生原因的说

法各不相同%有学者对高温灭菌土壤的营养元素进

行分析发现"灭菌后土壤中可溶性锰含量会增

加&

%%;%'

'

"并认为这是植物毒副作用形成的原因%

[67W

等&

%<

'在对不同土壤类型的试验中还发现锰含

量增加了
'

倍而铁的含量却下降了%

*6TGPF

和

?6QH@

&

%!

'在其试验中采用土壤洗出液培养植物"发

现毒副作用主要来源于可溶性的物质"并认为土壤

对植物的毒副作用可能是来自于有毒的有机物的形

成)

>FPRFP

和
/FSLGF@

&

%(

'也认为对土壤理化性质的

改变来源于可溶性有机酸的释放%然而
0EGCK

和

0EGCK

&

%'

'通过将高温灭菌和没有处理过的土壤混合

之后与没有处理的土壤进行比较"发现高温灭菌土

壤不存在对植物生长以及菌根真菌侵染的影响%

许多研究提出接种微生物#真菌和细菌$可以减

轻高温灭菌所引起的土壤对植物的毒副作用&

%!

'

%

+7;\KF7GH7

&

%=

'采用花生#

!"#$%&'%

()

*

+

#,#

$为材料

报道了施用土壤微生物提取液可以促进
+9:

的孢

'"!
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$

&'

!

"&("

子形成和对花生的侵染率"从而促进了花生的生长%

然而"

9F@GF@

等&

%4

'对番茄#

-

(

$*

)

,"'&$*.,'$/0,.1

234

$生长与
+9:

的关系中却得出了相反的结论%

尽管目前关于土壤其他微生物对
+9:

的作用机理

以及相互作用还未研究清楚"但是其他微生物会干

扰
+9:

的表现和生态生产力是肯定的&

#&

'

%因此"

在对
+9:

与植物的关系研究中"设计无菌根真菌

对照试验时"灭菌土壤应该加入筛除了
+9:

的土

壤浸提液"以消除缺少其他微生物对试验结果的影

响%

由于高温灭菌法杀灭了土壤中所有微生物"因

此可用于原生土壤中
+9:

群落对植物影响的研

究"也可以通过灭菌之后再接种特定菌种来研究特

定
+9:

菌种或菌群与植物的关系%在许多研究中

还可以看到高温灭菌法对
+9:

的灭菌作用是很有

效的%但高温带来的毒副作用是无法避免的"因此"

减少毒副作用对试验结果的干扰是试验设计中不可

忽视的一个环节%很多研究者在研究中采取灭菌土

与接种结合的对照来减小毒副作用的干扰"同时灭

菌后土壤应敞开放置一段时间来释放其中的有毒物

质%总的来说"高温灭菌法存在一些不足"但由于其

操作简单(成本低"仍然在菌根研究中被广泛应用%

由于其操作条件的限制"该方法较为适用于室内试

验"对野外试验来说并不可取%

888

!

射线灭菌法
!

有些
+9:

试验也会采用
!

射线灭菌法&

#(;#"

'

%采用不同剂量的辐射"将会产生

不同的灭菌效果&

#%;#'

'

%例如"大多数土壤在放射量

为
(&S]

A

时会减少放线菌(真菌和无脊椎动物的

量)在
"&S]

A

时"主要的细菌就会死去)当放射量

增加到
!&S]

A

时"具有抗辐射能力的细菌也会死

去%

!

射线灭菌法的优点在于"它采用的是低温灭

菌方式"所以排除了高温给土壤带来的伤害"因此许

多学者认为它是最有效的灭菌方式%

!

射线灭菌法会引起土壤一些化学性质的改

变%但许多研究指出"它对土壤的理化性质和生物

活性影响小于高温灭菌方式&

#<;#=

'

%

9B/FPH@

等&

#4

'

指出
!

射线灭菌后的土壤仍然存在着酶活性并且该

土壤对番茄是没有毒性的%

0F76@GIU

等&

%"

'对高温

灭菌和
!

射线灭菌两种方式对土壤理化性质进行了

比较"结果显示
!

射线灭菌法对可溶性有机物和电

解质的影响小于高温灭菌法"且经
!

射线灭菌后的

土壤其微生物要比高温灭菌土壤中生长得更好%

!

射线灭菌法会影响土壤的化学性质"例如硝态氮与

铵态氮的比例&

#<

'

%

9B3FEFPF

等&

##

'通过对
101

#

1@;

UCGCICHW6P0BGH@C

A

WGB1@W6EFCG6@

$数据库过去
'&

年

的相关文献考证发现"

!

射线灭菌法是相比于高温

灭菌法(化学灭菌法的一种高效的(没有化学污染的

灭菌方法"并提出风干土壤后进行灭菌处理可稳定

土壤的化学性质%同时"对比
!

射线灭菌后接种

+9:

的土壤与没有处理过的土壤"发现前者的效

果比后者低
'̂

"这可能是由于灭菌导致的土壤营

养元素改变造成的%但是"

!

射线灭菌法由于成本

高"需要专业人员操作以及其操作的安全性"在以往

的研究中此法的采用不及高温灭菌法普遍%

!

射线灭菌除了对土壤中原生
+9:

群落与植

物关系的研究外"同样也可以通过灭菌后再接种来

研究特定
+9:

菌种或群落和植物关系%现在"

!

射线灭菌方法对土壤性质产生的影响是否会引起对

植物的毒副作用还尚无定论%同时"由于
!

射线灭

菌法灭菌时对其他微生物群落也有所影响"因此在

对土壤原生
+9:

研究的试验设计中"设计灭菌土

与接种的对照以及施以不含
+9:

的土壤浸提液是

很有必要的%

!

射线灭菌法虽然对土壤的影响小于

高温灭菌法"但由于操作条件的安全性以及高成本"

它也不适用于野外试验%

889

化学熏蒸法
!

?P66SHU

等&

'&

'指出"氯仿熏蒸

增加了土壤中铵和有机碳的含量%但
>FPRFP

和

/FSLGF@

&

%(

'在研究中指出"化学熏蒸法对土壤的伤

害介于高温灭菌法和
!

射线法之间%很多科学家对

化学熏蒸法都提出了具体的操作指导&

'(

'

%但由于

各种化学试剂本身的理化性质和毒性"熏蒸法都需

要对熏蒸后土壤进行通气"以减少化学试剂在土壤

中的残留以及对土壤的伤害%化学熏蒸法操作比以

上两种方法简单"且灭菌效果也不错"许多研究者都

采取此方法来获得无
+9:

的对照组&

'";'%

'

%但是"

由于化学试剂的毒性以及对环境的污染作用"例如

甲基溴会分解出溴"这对臭氧层有破坏作用"导致现

在很多人对化学熏蒸法并不提倡"并且许多方法在

国外已经被禁止使用%因此"本研究将不对该方法

进行详细描述%

<"!
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室外灭菌法

由于上述方法在操作上的局限性"所以它们在

室内盆栽试验时更为适用%但盆栽试验在试验环境

上与真实的环境相差很大"其试验结果并不能真实

代表
+9:

在环境中的作用%在进行野外试验时"

需要操作更为简单(工作量小的方法%因此"将介绍

以下两种在野外试验中常用的方法%

98!

苯菌灵抑制法
!

苯菌灵是目前
+9:

原位试

验中最常用的灭菌方法%在我国
+9:

的研究中"

也有学者将该法用于室内盆栽试验以获得低
+9:

处理&

'#

'

%苯菌灵的施用量以及施用频率将决定其

灭菌效果"而
)HJHPUH@

和
0

A

7TGF

&

''

'认为苯菌灵的灭

菌效果也与施用时间有关%基于上述决定因素"

\FKG7I6C6

等&

#'

'对土壤取样时间和苯菌灵施用量进

行了研究"他指出苯菌灵的施用量为
"&E

M

+

S

M

$(

土壤时足以创建一个无
+9:

的对照"而最有效的

苯菌灵施用时间是在播种前%同时"苯菌灵的降解

速度也会影响其对
+9:

的抑制作用"降解速度会

受到微生物活动以及水分含量的影响"在无植物栽

培的土壤中苯菌灵一些分解物的半衰期从
"

周到
!

周不等&

'<

'

%现在"大多数试验多采取每
"

%

%

周施

用一次苯菌灵来降低苯菌灵的失效&

'!;'=

'

%

X

,

-6@;

@6P

等&

'=

'发现"苯菌灵对
+9:

的抑制作用也会随

着苯菌灵施用的深度而降低%

\FPF@GSF

等&

"%

'提到"

苯菌灵对于
+9:

的侵染的抑制作用可能会因为植

物群落的不同而发生变化%

)HJHPUH@

和
0

A

7TGF

&

''

'

也指出"苯菌灵对
+9:

的抑制作用也会因为菌种

的不同而有所差异%

YFPC@HCC

和
[G7U6@

&

'4

'

(

0EGCK

等&

<&

'都认为施

用苯菌灵对于野外试验来说非常有用"并且
YFPC;

@HCC

和
[G7U6@

&

'4

'认为在野外试验中施用苯菌灵优

于其他方法%苯菌灵被认为是最好的杀菌剂"因为

它能有效减少
+9:

的侵染&

<(;<%

'

"并对植物和其他

非目标生物的副作用最小&

<#

'

%

X

,

-6@@6P

等&

'=

'报

道"反复施用苯菌灵只会稍微增加土壤毒性)

\FKG;

7I6C6

和
5HUCRHP

M

&

<'

'也通过试验证明"施用苯菌灵

不会产生植物毒素%

YFPC@HCC

和
[G7U6@

&

'4

'指出苯

菌灵对土壤的营养元素
3

的影响小于
!

射线灭菌

法且不会升高土壤
)

的含量&

<<

'

%但是"苯菌灵并不

是在所有试验中都有良好的抑制表现&

<!

'

%近年来"

出现了苯菌灵的一些替代杀菌剂"例如托布津和多

菌灵%有研究报道"托布津对
+9:

侵染有抑制作

用"但并没有提出它可以成为有效的苯菌灵的替代

物&

<=

'

%因此"苯菌灵依然是使用最为广泛的杀真菌

剂%

据报道"施用苯菌灵可能会对土壤性质和其他

生物造成影响%

[H7UK

等&

<4

'通过对施用苯菌灵的

土壤进行测定"发现施用苯菌灵的土壤比无处理的

土壤的
V

Y

值低而氧化还原能力强"这样可以抑制

+9:

的呼吸作用"从而达到抑制
+9:

活性的作

用%由于苯菌灵的生物毒性"苯菌灵可能对寄生真

菌&

!&

'和线虫有抑制作用"如果苯菌灵对病原微生物

和线虫有影响"那么施用苯菌灵可能会促进植物的

生长"从而干扰试验结果%与此相反"有人提出苯菌

灵对其他非目标生物"如藻类或细菌的抑制作用很

小&

!(

'

%

:GCCHP

和
3GBK67U

&

<#

'以及
YFPC@HCC

和
[G7;

U6@

&

'4

'也提出苯菌灵主要作用于
+9:

%虽然苯菌

灵在对
+9:

的抑制作用上表现不错"但它和化学

熏蒸法一样对环境有一定的破坏作用&

!"

'

%

尽管存在以上还未经证实的问题"但是由于其

操作方便且对
+9:

抑制作用效果较好"苯菌灵抑

制法仍然被大多数人所认可并广泛应用于野外试验

中&

<"

"

!%;!#

'

%但是"如何施用苯菌灵才能稳定并提高

苯菌灵对
+9:

的抑制作用"减少其对环境的影响"

目前还没有一个具体的指导%在今后的研究中"如

何减少
+9:

对其他微生物潜在的抑制作用是试验

设计中需要考虑的因素%由于苯菌灵属于内吸性杀

真菌剂"是否可以在试验前幼苗建植时就对植物施

以苯菌灵"从而达到减轻对其他生物的影响可以在

以后的研究中进行探讨%此外"寻找一种新的(对

+9:

专一性更好的苯菌灵替代物也是解决问题的

一个方法%

988

物理割断法
!

如何实施野外试验且对环境无

害是许多学者迫切想解决的问题%根据多年对

+9:

的研究"

_6K@U6@

等&

!'

'设计了一种利用物理原

理来设置无
+9:

环境的方法*采用内径为
(=EE

(

外径为
"EE

的
+?0

管"在管外四周开
#

个窗户"

总面积大约为管外表面积的
'&̂

"然后将孔径为
%'

$

E

的筛子粘到管内以及管底"使得植物根部无法

通过网筛而细菌等可以通过"在试验中将灭好菌的

!"!
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#

5678"4

"

368&'

$

&'

!

"&("

土壤填入管中"然后将管埋入野外试验地中"并每周

将管旋转
#'O

以切断外源菌丝进入管内%这个装置

需要注入事先灭好菌的土"因此仍然会存在其他灭

菌方法带来的危害%

这个方法优于其他方法的地方在于"在原位试

验中"它可以保证植物在无菌土壤中生长的同时还

可以与外界环境进行营养元素和水分的交换"使试

验可以在更接近真实的自然条件下进行%同时"试

验证实该方法将
+9:

侵染率从
''̂

降低到了

(&̂

&

!'

'

%在随后的研究中"许多学者对该方法进行

了一些细微的改变"使得该方法可以用于
+9:

的

其他研究方向中%例如"

_6K@U6@

等&

!<

'将这个方法

运用于
+9:

对营养元素的转运研究中)

-KH@

M

和

?FIE

M

FPC@HP

&

!!;!=

'通过此法切断葡萄#

5&2&'6&.&

7

1

,"#

$藤和金花菜#

8,9&$#

+

*%&'

)

&9#

$之间的菌丝"

进而研究了两种植物间的氮素转换)

36CCG@

M

KFE

等&

!4

'和
96

A

F@6

等&

=&

'都根据物理隔断方法研究了

菌根呼吸作用)

>IF@

等&

=(

'采用此法研究了土壤扰

动和植物残留物对
+9:

侵染和菌丝生长的影响%

但是"

_6K@U6@

&

!'

'同时提出这个方法也会导致

破坏土壤与网筛界面上的团聚体以及降低这个区域

土壤的孔隙度"会对
)5-

管与周围环境的水分和营

养元素交换造成一定的影响%然而"采用这个方法

展开原位试验不用担心像化学方法一样带来的环境

问题"且可以有效控制
+9:

的侵染%

:

!

总结与展望

从以上综述可以看出"在今后的研究中应根据

不同的研究对象采用不同的灭菌方法%高温灭菌法

和
!

射线灭菌法由于杀灭了土壤中所有的生物"因

此可通过外缘接种
+9:

来研究特定真菌或菌群与

植物关系)而化学熏蒸法(苯菌灵抑制法和物理割断

法一般用于土壤原生
+9:

的研究%

同样"不同的试验条件也应采取不同的灭菌方

法%在室内试验中"

!

射线灭菌法比高温灭菌法对

土壤理化性质影响较小%因此"在条件允许的情况

下"

!

射线灭菌法比高温灭菌法所带来的对土壤的

影响更小"从而对试验结果的干扰更小更好"但两种

方法由于操作限制不太适用于野外试验)化学熏蒸

法的灭菌效果不错"但是其污染性使其备受争议%

在室外试验中"苯菌灵抑制法可能会影响到土壤中

其他生物"但对土壤理化性质影响较小"且其抑制效

果不稳定%物理割断法对其他微生物和环境没有影

响"但其可能会在网筛界面和土壤之间形成孔隙"从

而影响水分和营养元素的交换%

由于人们对
+9:

研究兴趣的日益浓厚"相信

不久的将来上述方法将得到改进%在以后的试验设

计中"减少或避免这些因素对试验的干扰是必须考

虑的%高温灭菌法和
!

射线灭菌法可以通过加入土

壤浸提液来减轻对土壤微生物的影响"但不能避免

其对土壤理化性质的影响)在苯菌灵抑制法中"若要

使灭菌效果有效且不对环境造成伤害"必须在试验

前进行预试验"严格确定苯菌灵的施用量和频率%

另外"提高苯菌灵的内吸性或在幼苗期使用苯菌灵"

或许可以减少苯菌灵的用量"但这需要进一步验证%

同时"寻找对环境无影响的苯菌灵替代品"或研发可

通过植物叶片吸收的(对植物和环境无害的化学试

剂则可避免对土壤生物和环境的负面影响%物理割

断法在旋转时会产生空隙从而影响物质的交换"可

对试验装置进行改进以减少旋转所产生的空隙%总

的来说"寻找能抑制
+9:

的活性(新型环保的化学

试剂是改进灭菌方法发展新趋向"这将对室内室外

试验都有很大的促进作用"这将进一步推动丛枝菌

根真菌的研究%
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