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  摘  要   选择贵州省三种典型的植烟土壤 ) ) ) 中性紫色土、黄壤和黄色石灰土为对象, 研究了烤烟

根际微生物群落结构及其动态变化。结果表明,在烤烟生长过程中,根际细菌的数量在团棵期最低, 然后逐

渐增加,现蕾期达到峰值, 进而又逐渐减少;放线菌和真菌数量从团棵期到成熟期呈增长趋势。土壤类型不

同,根际细菌和放线菌的数量不一样, 黄壤> 黄色石灰土> 中性紫色土; 真菌数量, 中性紫色土> 黄壤> 黄

色石灰土。烤烟根际微生物的种群多样性及其变化在不同土壤中表现也不一样,相对于黄壤和黄色石灰

土,在中性紫色土中, 根际微生物的优势种群数目较多,根际细菌和放线菌种群更具多样性, 而且较稳定,表

明其群落结构更为合理,这可能与中性紫色土上的烟草青枯病发生率较低有一定关系。
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  烤烟是我国重要的经济作物,烤烟的产量与质

量和烤烟病害的发生程度密切相关[ 1]。研究表明,

作物病害的发生,尤其是土传病害的发生与根际微

生物的数量、区系组成和群落结构关系密切[ 2~ 7]。

对烤烟根际微生物的研究报道着重于施肥施药等耕

作措施对烤烟根际微生物数量和对根际真菌区系组

成及前作、病毒病害等对真菌区系影响方面的研

究[ 8~ 16] ,缺少较全面的对大田烤烟不同生育期,不

同植烟土壤上根际微生物的研究。

我们在贵州烤烟的生产实践中发现, 黄壤短时

间的连作烤烟就会使其发生严重的青枯病, 即使在

长时期内不再种植烤烟, 也难于恢复正常;而在中性

紫色土上,多年连作烤烟之后,烟草青枯病的发病率

仍很低,如果轮作其他作物,中性紫色土可在短期内

恢复正常; 黄色石灰土的情况居于上述二者之间。

在中性紫色土上生长的烟叶质量通常优于其他土壤

上的烟叶质量[ 17]。

为此,选择贵州省三种典型的黄壤、黄色石灰土

和中性紫色土为对象,研究烤烟在不同生育时期、不

同类型植烟土壤上的根际微生物数量、区系组成和

群落结构等的变化与差异, 丰富烤烟根际微生态方

面的内容,并为研究烤烟根际微生物与土传病害发

生发展之间的关系,以及这种关系对烤烟产量品质

的影响提供理论基础。

1  材料与方法

111  样品采集与根际土悬浊液制备
  试验在贵州省烟草科学研究所实验农场进行,

以多年种植烤烟的泥岩发育的中性紫色土、砂岩发

育的黄壤和黄色石灰土为研究对象,土壤基本理化

性质见表 1, 其分析方法参见文献[ 18]。烤烟品种

为贵州广泛种植的 K326,并对实验地烤烟进行相同

的施肥、施药、灌溉等田间常规管理,分别在烤烟的

团棵期、现蕾期和成熟期, 田间采集烤烟的根际土

壤。在每种土壤上, 随机选取 15株健壮烤烟, 先去

掉 0~ 5 cm 的表土,然后取出 5~ 40 cm 土层中的根

系, 轻轻抖动除去粘附在根表面的土壤,混合5株根

系为一样品, 用灭菌的塑料纸包扎密封, 带回实验

室。称取 810 g 新鲜根系, 置于盛有 100 ml无菌水
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的三角瓶中,振荡 15 min,捞出根系获得烤烟的根际 土壤悬浊液
[ 19]

,用于有关微生物的测定。

表 1 土壤基本理化性质
Table 1  Basic physical and chemical properties of the soils

土壤

Soil
pH

有机质

Organic

matter

(g kg- 1)

全氮

Total

N

( g kg- 1)

全磷

Total

P

( g kg- 1)

全钾

Total

K

( g kg- 1)

碱解氮

Alkalytic

N

( mg kg- 1)

速效磷

Readily

available

P

(mg kg- 1)

速效钾

Readily

available

K

(mg kg- 1)

粒级 Fractions

1~ 0105 mm 0105~ 0101 mm < 01001 mm

         ( % )

中性紫色土

Neutral purplish

soil

7168 10130 0191 0165 22197 89 4135 193 9197 32111 16132

黄壤

Yellow earth
5196 32191 1171 2128 13159 216 6614 206 6190 18193 34171

黄色石灰土

Yellow rendzina
7113 47176 1191 2114 14168 193 117 152 11118 28173 18129

112  根际微生物的分离计数
采用稀释平板法,在牛肉膏蛋白胨琼脂培养基、

改良高氏一号培养基和马丁氏(Martin)培养基上,分

别对烤烟根际细菌、放线菌和真菌进行分离计数。

并以在最高稀释度平板上出现的 5~ 10个菌落的菌

株作为根际中的优势菌株
[ 19]
。

用已经在 105 e 的烘箱中烘了 6~ 8 h的、至恒

重的滤纸过滤根际土悬浊液, 获得的根际土进行与

滤纸相同的处理,烘干至恒重, 得到根际土的干重,

从而获得微生物计数的基本单位 CFU g- 1干土

( CFU, colony forming unit)。

113  根际微生物种群的鉴定方法

根际细菌进行革兰氏染色、好氧性测定、葡萄糖

氧化发酵反应、芽孢染色、氧化酶反应、过氧化氢酶

反应、M1R反应、V1P 反应、甘乳醇和乳糖发酵反应,

并测定是否具有分解脲素、淀粉和明胶,产H2S和吲

哚,以及利用柠檬酸盐的能力。通过这些形态和生

理生化反应进行初步鉴定[ 20]。

根际放线菌和真菌于 28 e 分别培养 11 d和 6 d,

采用显微形态观察, 初步分类[ 20~ 22]。

114  群落结构特征计算

分离频率( Isolation frequency ) = 某土样中某种

群的分离数/土样总菌数。

种群多样性( Community diversity) [ 23] : Shannon多

样性指数 H = - E p i logp i , Simpson 多样性指数

D = 1- E p
2
i , McIntosh 多样性指数 Dmc = (N -

E N
2
i ) / (N - N ) ; 其中 p i 为分离频率, N 为某

样本微生物个体数, N i 为 i 种群微生物个体数。

2  结果与分析

211  烤烟根际微生物数量及其变化

  如图 1、图2、图 3所示, 烤烟根际微生物数量为

细菌> 放线菌> 真菌。但土壤类型不同, 微生物的

数量也不一样。烤烟根际的细菌和放线菌数量在黄

壤中最多, 中性紫色土中最少, 前者分别是后者的

2123倍(细菌)和 1197倍(放线菌) , 两种土壤之间的

差异达到显著水平( p < 0105)。尽管三种土壤根际
中的真菌数量差异不显著, 但其在中性紫色土中最

多, 黄色石灰土中最少。从根际微生物(细菌、放线

菌和真菌)的总数看,黄壤最多,黄色石灰土次之,中

性紫色土最少。

烤烟根际微生物的数量随生育期不同也有变

化。在烤烟生长过程中, 根际细菌的数量在团棵期

最少,然后逐渐增加,现蕾期达到峰值,进而减少,现

蕾期和其余两个时期(团棵期和成熟期)的根际细菌

的数量差异极显著( p< 0101)。根际放线菌和真菌数
量在成熟期达到最多,并与前两个时期(团棵期和现

蕾期)的根际放线菌和真菌的数量差异极显著( p <

0101)。此外,土壤类型对烤烟根际微生物数量的变

化也存在一定程度的影响,试验中,烤烟根际微生物

数量的变化在中性紫色土中较稳定,在黄壤和黄色

石灰土中变化较剧烈。

植物根系的分泌物和脱落物是根际微生物的主

要营养源和能源, 对根际微生物的数量和组成具有

决定性作用。烤烟从团棵期到现蕾期,处于旺长阶

段, 根系分泌作用强烈, 而细菌对根系分泌物的利用
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图 1  烤烟根际细菌数量动态变化

Fig11 Dynamics of bacteria in the rhizosphere of f lue-cured tobacco

图 2 烤烟根际放线菌数量动态变化
Fig12  Dynamics of actinomycetes in the rhizosphere of flue- cured tobacco

图 3  烤烟根际真菌数量动态变化
Fig13  Dynamics of fungi in the rhizosphere of f lue-cured tobacco

率和敏感性远远超过放线菌和真菌,所以在现蕾期,

出现细菌数量高峰;而从现蕾期至成熟期, 烤烟处于

衰败阶段,根系分泌作用减弱,并出现有害代谢产物

的累积,导致根际环境的恶化,细菌对此很敏感, 导

致数量剧减, 其对营养源和能源的竞争也剧烈下降,

使得放线菌和真菌能够得到相对较多的营养源和能

源,从而有利于抗逆性较强的放线菌和真菌的繁殖

增长。表明烤烟可以通过根的分泌作用来调节根际

微生物数量,使根际微生物的变化与作物的生育期

相一致。

另外,把试验的结果与三种土壤耐烤烟连作的

能力和连作后烟草青枯病发病的程度结合起来, 发

现在黄壤中, 烤烟根际细菌和放线菌数量最多, 这与

Miller等[ 2]认为在作物根际中,较多的细菌数量容易

使作物发生病害的观点相符, 而与李洪连等
[ 3]
关于

在棉花根际中,真菌和放线菌的数量与作物对病害

的抗性呈正相关的结论有所差异。

212  烤烟根际优势微生物种群

烤烟根际微生物的群落在种群组成上具有多样

性。试验分离获得 165株细菌、123株放线菌和 100

株真菌,其中 331株菌鉴定到属, 另 57株菌未能鉴

定确切,涉及细菌的 14个属, 真菌的 11 个属, 放线

菌中链霉菌属的 8个类群。

19株根际优势细菌中, 11株为假单胞杆菌(见

表 2) ,这与其高分离率( 2917%) 是相对应; 但具有

高分离率( 2515% )的芽孢杆菌, 却只有 2株菌为优

势菌株,且均分离自中性紫色土。前人研究认为假

单胞杆菌和芽孢杆菌为土壤典型的发酵类型微生

物
[ 24]

, 它们对植物根系的分泌物和脱落物反应迅

速, 生长繁殖很快,从植物根际中可以广泛的分离出

来, 因而通常具有很高的分离率。另外,在中性紫色

土中分离到 8株根际优势细菌,为 3株假单胞杆菌、

芽孢杆菌属和气单胞菌属细菌各 2株, 1 株微球菌

属细菌; 而从黄壤和黄色石灰土中分离获得的 11株

根际优势细菌中, 8株为假单胞杆菌; 可以看出, 相

对黄壤和黄色石灰土而言, 在中性紫色土中根际细

菌优势种群的分布和组成更为均匀。

白孢类群和吸水类群为烤烟根际放线菌的优势

类群,其分离率分别为 3313% 和 3019%; 其次为金

色类群、灰褐类群和烬灰类群, 它们的分离率为

5%~ 10%。有报道认为, 青海保护地里的辣椒根际

放线菌以链霉菌为主,其优势类群为金色类群, 其次

为白孢类群和灰褐类群
[ 25]

; 而春小麦根际中的链霉

菌主要是白孢类群和金色类群, 其次是灰褐类
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群
[ 26]

;这与本试验结果有一定差异, 表明根际微生

物种群区系的组成具有植物基因型的差异。

14株根际优势真菌中, 11株为青霉属, 这与其

高分离率( 28% )相一致, 表明青霉属真菌是烤烟

根际的优势真菌; 毛霉属、木霉属、腐霉属、镰刀菌

属和曲霉属的分离率介于 6% ~ 9% 之间。对真菌

而言, 平板稀释法是一种孢子真菌的分离方法, 应

用这种方法分离到的真菌几乎全部为丝孢纲的半

知菌, 所测得的结果也大致相同, 青霉属、木霉属、

曲霉属和镰刀菌属是各种作物根际中的常见真

菌[ 27~ 29]。

表 2 烤烟根际优势微生物
Table 2 Dominant microorganisms in the rhizosphere of flue- cured tobacco

微生物

Microorganisms

 

菌株鉴定

Ident if ication

 

中性紫色土

Neut ral purpl ish soil

黄壤

Yellow earth

黄色石灰土

Yellow rendzina

团棵期

Rosette

stage

现蕾期

Budding

stage

成熟期

Mature

stage

团棵期

Rosette

stage

现蕾期

Budding

stage

成熟期

Mature

stage

团棵期

Rosette

stage

现蕾期

Budding

stage

成熟期

Mature

stage

总数

Sum

细菌 Pseudomonas 1 $ 2 2 1 1 2 1 1 11

Bacteria Xanthomonas $ $ $ $ $ $ 1 $ $ 1

Aeromonas 1 1 $ $ $ $ $ $ $ 2

Alcaligenes $ $ $ 1 $ $ 1 $ $ 2

Bacillus 1 $ 1 $ $ $ $ $ $ 2

Micrococcus $ 1 $ $ $ $ $ $ $ 1

放线菌 Albosporus 1 1 2 $ 1 $ $ $ $ 5

Act inomycetes Hygroscopicus 1 $ $ 2 $ $ $ 2 2 7

Aureus $ 1 1 $ 1 1 $ $ $ 4

Cinereus $ $ $ $ $ $ 1 $ $ 1

Gri seofuscus $ $ $ 1 $ $ $ $ $ 1

真菌 Penicillium 1 1 1 2 2 1 1 1 1 11

Fungi Aspergillus $ $ $ $ $ $ 1 $ $ 1

Trichoderma $ $ $ $ $ $ $ 1 $ 1

Circinella $ $ $ $ $ $ 1 $ $ 1

213  烤烟根际微生物的种群多样性

烤烟根际微生物的种群多样性随烤烟的生长而

出现变化(见表 3)。从团棵期到成熟期,根际细菌种

群多样性逐渐减小;真菌种群多样性逐渐增大;而放

线菌种群多样性变化趋势因土壤不同而异, 在黄壤

中,其多样性随烤烟生长而增大,在紫色土中的变化

与前者相反,在黄色石灰土中的变化又有差别,其多

样性在团棵期最大, 成熟期次之, 现蕾期最小。由于

根系的分泌物和脱落物对微生物具有选择和富集的

作用,影响根际微生物的组成,烤烟生长过程中,根系

的分泌物和脱落物的种类和数量出现变化, 这必然会

导致烤烟根际微生物出现种群多样性的变化。

此外,生物多样性是衡量生态系统稳定和健康

的一个重要指标[ 30] ,一般而言,生境条件越适宜,群

落稳定性就大,其多样性也越高, 即生物群落的多样

性可以用来衡量环境的优劣。在烤烟根际中, 细菌

和放线菌种群多样性为中性紫色土> 黄壤> 黄色石

灰土,真菌种群多样性为黄色石灰土> 黄壤> 中性

紫色土, 而且相对于黄壤和黄色石灰土,在中性紫色

土中,不同生育期的细菌和放线菌种群多样性的变

化较稳定,根际真菌数量最多和真菌/细菌数量的比

值最大, 根际微生物的优势种群数目最多, 分布较平

均, 可以认为, 在中性紫色土上, 烤烟根际微生物的

群落结构更为合理。进而联系到在中性紫色土上的

烟草青枯病发生率较低这一田间情况,说明烤烟合

理的根际微生物群落结构可能对烟草青枯病的发生

发展有一定抑制作用。这与 Nishiyama 等
[ 4]
、Shiomi

等[ 5]关于在微生物多样性高和群落结构比较合理的
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番茄根际中, Ralstonia solanacearum 的生长繁殖受到

一定程度的抑制,这可能是青枯病在特定土壤上发

病率较低的主要原因的结论基本相同, 也与 Outi

等
[ 6]
、Bekwe 等

[ 7]
认为土壤真菌数量多和真菌/细菌

数量的比值高可以较好地指示土壤的健康程度的观

点相一致。

表 3 烤烟根际微生物种群多样性
Table 3  Population diversity of microorganisms in the rhizosphere of flue- cured tobacco

微生物

Microorganisms

 

多样性指数

Diversity Index

 

中性紫色土

Neutral purpl ish soil

黄壤

Yellow earth

黄色石灰土

Yellow rendzina

团棵期

Rosette

stage

现蕾期

Budding

stage

成熟期

Mature

stage

团棵期

Rosette

stage

现蕾期

Budding

stage

成熟期

Mature

stage

团棵期

Rosette

stage

现蕾期

Budding

stage

成熟期

Mature

stage

细菌 Bacteria Shannon 01835 01887 01531 01893 01826 01465 01862 01691 01441

Simpson 01813 01853 01680 01844 01814 01648 01851 01770 01582

McIntosh 01756 01801 01579 01773 01723 01543 01811 01675 01458

放线菌 Shannon 01618 01588 01523 01389 01594 01727 01616 01473 01583

Act inomycetes Simpson 01722 01680 01602 01459 01694 01755 01710 01582 01695

McIntosh 01665 01579 01487 01361 01640 01689 01639 01515 01597

真菌 Shannon 01527 01661 01654 01752 01880 01836 01736 01736 01837

Fungi Simpson 01656 01765 0176 01781 01860 01828 01800 01800 01836

McIntosh 01640 01774 01746 01736 01915 01811 01808 01808 01793

3  结  论

试验表明, 烤烟根际微生物的数量、群落结构、

优势种群和种群多样性及它们的变化受生育期和植

烟土壤类型的影响。不过, 影响根际微生物的因素

很多,包括植物类型、生育期及长势、土壤类型、土壤

处理、叶面处理、环境因素和微生物的相互作用等,

这些影响因素的影响程度, 以及通过什么途径施加

影响等问题,还有待进一步研究。此外,蔡燕飞等通

过施用某些特定的有机肥, 调控土壤微生物的群落

结构, 从而提高了土壤质量, 减少番茄青枯病的发

生[ 31~ 33]。表明可以通过一些耕作措施, 调控作物

根际微生物的群落结构, 从而达到控制土传性病害

的发生程度,这为将来的研究提供一个参考和方向,

对烤烟的生产实践也具有一定的指导意义。
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COMMUNITY STRUCTURES OF MICROORGANISMS AND THEIR DYNAMICS

IN THE RHIZOSPHERE OF FLUE- CURED TOBACCO

Zhan Fangdong1, 3  Lu Yingang1  Guan Guojing2  Tang Yuanju2  Zhang Yongchun2  Huang Jianguo1­

( 1 Resource and Environment Department of Southwest Agricultural University , Chongqing  400716, China )

( 2 Tobacco Science Research Institution of Guizhou Province, Fuquan, Guizou  550500, China )

(3 Resource and Environment Department of YunnanAgricultural University , Kunming  650201, China)

Abstract   Yellow earth, yellow rendzina and neutral purplish soil are typical soils for tobacco cultivation in Guizhou

province and selected for studying community structures of microorganisms and their dynamics in the rhizosphere of flue- cured

tobacco. During the growing periods of tobacco plants, the lowest count of bacteria was found at the rosette stage. Thereafter, it

increased and peaked at the budding stage and then decreased till the mature stage. Actinomycetes and fungi showed a constantly

increasing tendency from the rosette stage to thematurestage. The count of bacteria and actinomycetes in the rhizosphere differed

between the soils, which are in the sequence of yellow earth > yellow rendzina > neutral purplish soil. In regard to the count

of fungi, there existed the following tendency: neutral purplish soil > yellow earth > yellow rendzina. The microorganism popu-

lation diversities and their dynamics in the tobacco rhizosphere also varied from soil to soil. In purplish soil, the number of dom-i

nant microbial populations in the rhizosphere was greater than in the other two soils, and the population diversities of bacteria and

act inomycetes were even greater and more constant, suggest ing that the community structures of microorganisms in neutral pur-

plish soil were more reasonable than in both yellow earth and yellow rendzina, which was probably related to the low incidence of

tobacco bacterial wilt in the neutral purplish soil.

Key words   Flue-cured tobacco;Rhizosphere microorganism; Population diversity; Community structures
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