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摘 要  土壤连作后导致土壤微生物生态失衡、病原微生物富集、有益微生物减少，土壤微生物从细菌主导型向真菌主导型转化，使病原菌更容易侵染植物而引发植物的各种土传病害。施用微生物有机肥可以将失衡的微生物区系恢复到健康的状态，从而可以起到防治土传病害的作用。本文围绕连作引起的土壤中各大类微生物数量和种类的变化以及连作土壤施用微生物有机肥修复后其微生物数量和种类的变化进行了综述，并通过与传统技术比较，介绍了454高通量测序研究方法的优越性，指出了其在土壤微生物区系研究中的重要性。
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保护地栽培和大田经济作物种植已经成为我国高效农业的主体部分，农民为了得到最大的经济效益，长期在同一块土地上种植同一高产经济作物，使得土壤连作障碍此起彼伏，很多土壤土传病害十分严重，经济作物的连作障碍问题是全球农业集约化生产的瓶颈[1]。一些农民采用土壤化学消毒方式来消除由土传病害引起的连作障碍问题，不仅显著增加投入成本，更严重污染了土壤和农作物，直接威胁着经济作物的食品安全[2]。政府严禁用化学品进行土壤消毒，但农业生产中又缺乏更好的替代办法，因此亟需寻找一种环境友好型的方法来替代化学农药消毒法。
大量研究表明，施用有机（类）肥料对土传病害具有防治作用[3-4]，尤其是将有机肥与功能微生物（生防菌、促生菌等）相结合制成微生物有机肥后施用，效果更好[5-6]。过去有报道利用生防菌剂防治土传病害有一定的效果，但是效果很不稳定，防治率在一般50%以下[7-8]。其中很大的原因可能是生防菌剂施用后，由于土壤环境不利于所施入的生防菌，尚未发挥作用就已死亡。有机肥与生防菌的结合使得生防菌施用后能利用有机肥中的营养，促进生防菌在植物根际定殖，从而发挥生物防治的作用。据报道，一些微生物有机肥对土传病害的防治率可以达到70%以上[9-10]，虽然没有化学农药防治率高，但是从国家农产品安全的角度出发，微生物有机肥显然是一个更好的选择。并且通过对微生物有机肥配方和生产工艺的改良以及施用方法的优化，有些微生物有机肥对土传病害的防治率可以达到80%以上[11-12]。

微生物有机肥防治土传病害的防治机理众说不一[13-15]。本文围绕经济作物连作导致土壤微生物区系恶化和施用微生物有机肥对连作土壤微生物区系进行调控和逐步修复等方面进行综述，同时介绍了454测序技术给土壤微生物研究带来的革新及其应用，为揭示微生物有机肥防治土传病害的微生物生态学机理研究提供参考。
1 连作后土壤微生物区系变化
植物连作后，由于长期受同一类根系分泌物的影响，土壤微生物群落会发生选择性富集，导致土壤微生物群落数量发生变化。
1.1 连作后土壤微生物数量变化
土壤中各大类（细菌、真菌、放线菌）微生物的数量一直是衡量土壤中微生物区系状况的一个重要的指标。用土壤悬液系列稀释涂布培养的方法可以对土壤中可培养的细菌、真菌、放线菌以及一些特定的菌群进行计数[16]，通过比较可以得知连作对土壤中可培养微生物数量的影响。
1.1.1连作后土壤中细菌、真菌和放线菌的数量变化    很多研究表明，连作后土壤中细菌和放线菌的数量急剧下降，真菌的数量显著上升。Robert[17]发现土豆连作后土壤细菌和放线菌数量下降，真菌数量上升。王茹华等[18]研究了嫁接对茄子根际微生物种群数量的影响，得出连作条件下，茄子根际细菌和放线菌数量减少，真菌数量增加。封海胜等[19]在对花生连作影响土壤及根际微生物区系的研究中发现，花生连作真菌随连作年限的增加而大量增加，细菌和放线菌随连作年限的增加而大量减少。连作4年，土壤中真菌数量较当年新取土增加220%。连作3年，土壤中的细菌数量较当年新取土减少54.9%。，放线菌数量较当年新取土减少50%以上。
也有一些研究结果表明，连作后土壤中细菌与放线菌的数量先上升后下降，真菌的数量持续上升。马云华等[20]研究日光温室连作黄瓜根区微生物区系时发现，土壤细菌和放线菌数量均随种植年限的增加而先上升后下降：之前5年明显上升，以后急剧下降；真菌数量随年限的增加呈线性增长。董艳等[21]研究种植年限和种植模式对设施土壤微生物区系的影响时发现，随着大棚种植年限的增加，土壤细菌、放线菌数量和微生物总数均呈现先增加后降低的趋势，土壤真菌数量则随种植年限的增加而增加。

而吴洪生[22]发现西瓜连作5年后，土壤中放线菌总数上升，较非连作土增加81.2％。郭利等[23]研究烟草对连作烟田土壤微生物的影响时发现，在连作15年内，放线菌数量随着连作年限的延长而增大。Postma等[24]发现花椰菜连作后，土壤中放线菌的数量没有明显变化。
1.1.2 连作后土壤中病原菌的数量变化    连作会引起病原菌的富集，使得病原菌数量显著上升。吴洪生[22]和凌宁等[25]均发现西瓜连作后，土壤中尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）数量显著上升。van Os等[26]研究鸢尾根腐病时发现，在普通土壤以及经杀菌剂或者淹水处理过的土壤上种植鸢尾后，发病率显著上升，连续种植，根腐病病原菌腐霉（Pythium sp.）数量明显升高。陈宏宇等[27]发现大豆连作后感染病害的几率增大，根际积累的病原微生物镰刀菌（Fusarium sp.）数量明显升高。
1.1.3连作后土壤中其他菌群的数量变化    Postma等[24]发现花椰菜连作后，荧光假单胞菌(Psendomonas fluorescens)的数量显著上升，尤其是连作5年后，土壤中荧光假单胞菌的数量达到5.27~5.45 lg cfu g-1土，而非连作土中荧光假单胞菌的数量只有4.70~4.98 lg cfu g-1土。而Robert[17]研究发现土豆连作后土壤中荧光假单胞菌的数量下降，同时木霉（Trichoderma sp.）的数量也有所下降。陈宏宇等[27]的研究结果表明，大豆连作后使大豆根结瘤能力下降，固氮菌数量显著减少。而郭利等[23]的研究表明，在连作15年内，固氮菌数量随着连作年限的延长而增大。马云华等[20]研究日光温室连作黄瓜根区微生物区系时发现，氨化细菌为优势细菌生理类群，较硝化细菌和纤维素分解细菌高出两个数量级。随着连作年限的增加，氨化细菌、纤维素分解细菌数量先升后降，以第5年时最高，而硝化细菌数量持续下降。
总之，连作扰乱了土壤微生物生态平衡，引起土壤中微生物选择性富集，细菌的数量总体下降，真菌的数量显著上升，病原菌数量急剧增大，土壤微生物从细菌主导型向真菌主导型转化，使病原菌更容易侵染植物而引发植物的各种土传病害。然而以上结果都只是通过平板培养的方法对土壤中可培养的一些微生物进行计数，实际上1 g土壤中大概含有1010个微生物，其中可培养的微生物只占1%左右[28-29]，由于平板培养计数法只能反映可培养微生物的数量变化，所以得到的计数的结果一般均在1 g土壤108个以下。随着分子技术的发展，目前已经可以用定量PCR的方法对一些特定的菌群进行定量分析，例如对细菌[30]、氨氧化细菌[31]、木霉[32]以及一些植物病原菌（镰刀菌类[33]、茄科劳尔氏菌（Ralstonia sp.）[34]）等，有的甚至可以精确到亚种[35]和生理小种[36]的水平。理论上讲，用此方法可以计得包括可培养与不可培养的所有微生物的数量，与平板培养计数相比，结果更加可靠，更能真实地反映土壤中微生物的数量及其变化。
1.2 连作后土壤微生物种类差异

连作前后土壤微生物种类差异的研究主要是通过土壤悬液稀释涂布培养后，挑单菌落进行的，再根据菌的生理生化特征进行鉴定。

吴洪生[22]从西瓜连作与非连作土壤中分离得到12种细菌的纯培养，14种放线菌的纯培养，20种真菌的纯培养，其中Kurthia Trevisa是连作后消失的菌种，草腐霉（Pythium aphanidermatum）和卡地腐霉（Pythium multisporum）是连作土中特有的真菌种类。
然而有些研究得到的结果并没有那么显著的差异，数量的变化并未引起种类的变化。刘亚锋等[37]研究黄瓜连作对土壤微生物区系的影响时发现，真菌种类数量并没有变化，只是一些真菌的种内数量发生了变化。头茬土壤中主要真菌种群有10种，其中木霉、烟曲霉（Aspergillus fumigatus）、青霉(Penicillium sp.)、毛霉（Mucor sp.）和地霉（Geotrichum sp.）数量较多，为主要真菌类群。黄曲霉（Aspergillus flavus）、链格孢菌（Alternaria sp.）、轮枝孢霉（Verticillium sp.）和葡萄孢菌（Botrytis sp.）数量较少。连作使真菌各种群数目发生较大波动，毛霉菌、 根霉和青霉数目略有降低；木霉和烟曲霉数目下降幅度较大；地霉和葡萄孢菌数目变化不大；黄曲霉、轮枝孢霉和链格孢菌数目则有小幅度上升。
自20世纪90年代开始，除了用平板培养分离筛选的方法对土壤微生物进行研究外，依靠现代分子生物学手段，理论上我们可以对土壤中所有的微生物进行研究，包括那些不可培养的微生物。
胡元森等[38]通过变性梯度凝胶电泳（DGGE）的方法分析黄瓜连作后，土壤中微生物区系的变化，发现与非连作土相比，黄瓜连作土的DGGE图谱中有一些条带的灰度降低了，但并没有消失，说明连作并未造成土壤菌群大量丢失，菌群构成仍比较稳定。吴凤芝等[39]通过随机扩增多态性DNA(RAPD)分析了黄瓜连作后土壤中微生物群落多样性的变化，研究表明连作后土壤中多样性指数、丰富度及其均匀度指数均随着黄瓜种植年限的增加而降低，得出连作可能造成其土壤微生物物种的丧失和某些单一物种的富集。
总体而言，对连作障碍发生的微生物生态学机理的研究，目前大多集中在土壤中三大类微生物数量及其丰富度的研究上，对于连作与非连作土壤中具体微生物种类及其数量或者比例的差异还没有系统全面的研究。并且，只是用真菌、细菌和放线菌的多样性来衡量土壤微生物区系的状况显得不具说服力，因此需要突破传统研究方法的瓶颈，对土壤微生物进行更深入的研究。

2 微生物有机肥调控土壤微生物区系

微生物有机肥施入土壤后，引起了土壤微环境的变化，同时又引入了一些外源微生物，打破了土著微生物动态平衡，最终引起整个土壤微生物区系发生变化。
2.1 微生物有机肥调控土壤微生物数量
2.1.1 微生物有机肥对土壤真菌、细菌和放线菌数量的影响    微生物有机肥可以增加土壤中细菌与放线菌的数量，而使真菌的数量相对减少。Shukla等[40]发现，施用由木霉和葡糖醋杆菌（Gluconacetobacter sp.）复配的微生物有机肥后，甘蔗根际土壤中细菌数量由3.8×107 cfu g-1土增至1.4×1010 cfu g-1土，真菌和放线菌数量分别由5.8×103和5.3×103 cfu g-1土上升至3.9×105和3.4×104 cfu g-1土；何欣等[41]研究了微生物有机肥对香蕉根际与土体土壤中微生物数量的影响，结果表明，与对照土壤相比，施用微生物有机肥后，香蕉根际土壤中细菌和放线菌数量分别增加了1.56倍~1.76倍和1.34倍~1.50倍，真菌数量减少了19.2%~52.2%；与此同时，土体土壤细菌和放线菌数量分别增加了6.25倍~6.98倍和1.38倍~2.10倍，真菌数量减少了23.3%~31.5%。
2.1.2 微生物有机肥对土壤病原菌数量的影响    微生物有机肥可以抑制病原菌的生长，从而有效抑制植株根际土壤中病原菌数量的增长。Cao等[42]将枯草芽孢杆菌(Bacillus subtillus)和木霉复配加入至有机肥中研究其对黄瓜枯萎病的防治效果，平板计数结果表明施用微生物有机肥60 d天后，黄瓜根际土壤中尖孢镰刀菌的数量为1.2×103 cfu g-1土，而对照植株根际土壤中尖孢镰刀菌的数量为1.48×105 cfu g-1土，同时用定量PCR的方法进行了验证，得到施用微生物有机肥的处理中，黄瓜根际土壤中尖孢镰刀菌的数量为4.8×105 copy g-1 土，而对照处理为1.3×107 copy g-1。同时也有研究发现，施用微生物有机肥后，只是在一定时间内延缓根际土壤中病原菌数量的增长。
Zhao等[43]的研究表明，施用微生物有机肥后10~60 d内，土体土中病原菌的数量从3.2×104 cfu g-1下降至4.0×103 cfu g-1，而甜瓜根际土中病原菌的数量呈先升后降的趋势，施用后第10天，病原菌的数量为4.0×103 cfu g-1，20 d后增加至4.0×104 cfu g-1，而施用60 d后又下降至4.0×103 cfu g-1。而对照处理，无论是土体土还是根际土中，病原菌的数量一直处于上升趋势，分别从1.3×105 cfu g-1和7.9×104 cfu g-1增长至2.5×106 cfu g-1和3.2×106 cfu g-1。
研究结果表明，发病率或发病指数与土壤中病原微生物的数量成正比[44]，因此控制土壤中病原菌的数量显得尤为重要。施用微生物有机肥可以有效降低或者控制土壤中病原微生物的数量，提高有益微生物的数量，逐步扭转连作造成的土壤微生物从细菌主导型向真菌主导型转化，将土壤微生物区系逐步向健康的状态转变，从而使植物不受病原菌侵扰，起到防治土传病害的作用。

2.2微生物有机肥对土壤微生物种类的影响

施用微生物有机肥可以丰富土壤中细菌的种类，增加土壤中细菌的多样性。张慧等[45]通过DGGE的方法分析了微生物有机肥对棉花连作土壤中微生物区系的影响，发现施用微生物有机肥后，细菌DGGE指纹图谱的条带数显著增加，说明施用微生物有机肥后丰富了土壤中细菌的种类。
也有研究表明，施用微生物有机肥后，土壤中细菌丰富度变化不大，只是有些种群消失了，同时又出现了一些新的种群。罗佳[46]通过DGGE分析了微生物有机肥对棉花根际土壤细菌区系的影响，通过对图谱条带的分析发现，与对照土壤相比，施用微生物有机肥后，有些细菌种群消失，同时又有一些新的细菌种群出现，图谱同源性差异在55%左右，但是，总体上棉花根际土壤中细菌多样性指数变化不大。

施用微生物有机肥会降低土壤中真菌的多样性，逐步逆转由连作造成的土壤真菌化趋势。Luo等[47]通过DGGE分析了微生物有机肥对棉花根际土壤真菌区系的影响，发现施用微生物有机肥的处理，DGGE真菌图谱条带明显减少，说明微生物有机肥减少了棉花根际土壤中的真菌的种类。经割胶、克隆和测序后发现，与连作土壤相比，在微生物有机肥处理的连作土壤中Chaetosartorya cremea、Cladosporium cladosporioide、Phialocephala repens、Sagenomella sp.、Clitopilus prunulu、Cryptococcus laurentii、Sparassis brevipes这7种类型的真菌消失了。
另外，Jilani等[48]报道，施用微生物有机肥后，玉米根际固氮微生物Azotobacter sp.，Azospirillum sp.和Azoarcus sp.的数量明显增多，说明施用微生物有机肥可能还能增加土壤中一些有益微生物的数量。
因此，从目前的研究来看，土壤微生物区系是可以通过施用微生物有机肥进行调控的。施用微生物有机肥可以增加土壤中细菌的多样性，而降低土壤中真菌的多样性。
3 454测序技术分析土壤微生物区系
对于土壤微生物多样性的研究，大多是基于培养，DGGE和构建克隆文库，尤其是后两者，均是基于Sanger测序法的传统分子生物学研究方法。但是，由于DGGE可用于分析的片段太短，导致最后对微生物分类地位的确定不够具体精确[49]，并且一些相近的微生物无法被区分开来。而构建克隆文库耗时、耗财又耗力，只有在分析的克隆数目足够多的情况下，才可以比较完整地反映种群组成的情况[50]。
454测序技术融合了以上两个方法的优点，同时弥补了它们的缺陷。454测序平台可以对混合物直接进行测序，因此无需构建克隆；且通量高，与传统方法相比，可以节约98%以上的时间，使大量构建基因信息库进行比较分析成为了可能。并且通过在样品两端加上识别接头，可以将多个样品混在一起测序，这样大大节约了测序成本[51]。另外到2011年5月，454测序读长可以延长至800bp，这将是继454测序平台发布后，454测序给环境微生物生态多样性研究带来的又一次里程碑的革新。
通过对454测序结果的分析发现，一般一个土壤样品，需要达到几万甚至几十万条的测序量，才能反映出土壤中绝大部分的微生物类群[52]，而过去Sanger测序构建基因文库所得到的结果，测序量一般在几十到一两百[53] ，少数研究中能达到一两千，库容远远达不到要求，不仅很难检测到痕量的微生物，而且会使土壤中微生物的原始种群信息失真，大大降低了结果的可信度。因此通过454测序平台研究土壤微生物的多样性是更好的选择。
4  结 语

经济作物连作后土壤微生物生态平衡被打破，土壤微生物区系病态化，通过施用微生物有机肥可以调控土壤微生物区系，使病态土壤逐步恢复往日的“容貌”，从而达到防治连作土传病害的目的。这是一项资源节约、环境友好，有利于农业可持续发展的重要技术，其应用前景十分广阔。

利用454测序技术进行土壤微生物区系的评估弥补了传统培养中微生物多样性信息丢失的弊端。并且，454测序通量高，灵敏度好，可以检测到土壤中痕量的微生物，能够更真实可靠地反映土壤微生物的原始组成情况。随着454测序读长的延长，在生物信息学的帮助下，对土壤中微生物分类地位的确定可以更加精确。因此，454测序技术对于更深入研究土壤微生物多样性将具有里程碑的作用。

综上所述，454测序技术为我们构建健康或高产土壤的微生物区系提供了技术保障，而多功能微生物有机肥的不断问世则使调控土壤微生物区系成为真正的可能。在防治土传病害方面，只要掌握以防为主、防治结合的原则，将微生物有机肥作为健康土壤的“保健品”和病态土壤的“良药”来使用，必将对我国土壤生物肥力和性状的保持起到良好的作用。

参 考 文 献

[1] 杨兴明, 徐阳春, 黄启为, 等. 有机(类)肥料与农业可持续发展和生态环境保护. 土壤学报, 2008, 45(5): 925-932. Yang X M, Xu Y C, Huang Q W, et al. Organic-like fertilizers and its relation to sustainable development of agriculture and protection of eco-environment (In Chinese). Acta Pedologica Sinica, 2008, 45(5): 925-932

[2] 张福山, 徐学荣, 林奇英, 等. 植物保护对粮食安全的影响分析. 中国农学通报, 2006, 12: 505-510. Zhang F S, Xu X R, Lin Q Y, et al. An analysis on impacts of plant protection on food security (In Chinese). Chinese Agricultural Science Bulletin, 2006, 12: 505-510

[3] Hoitink H A J, Stone A G, Han D Y. Suppression of plant diseases by composts. Hort Science, 1996, 32: 184-187
[4] Serra-Wittling C, Houot S, Alabouvette C. Increased soil suppressiveness to Fusarium wilt of flax after addition of municipal solid waste compost. Soil Biology and Biochemistry, 1996, 28: 1 207-1 214
[5] Hoitink H A J, Boehm M J. Biocontrol within the context of soil microbial communities: A substrate-dependent phenomenon. Annu Rev Phytopathol, 1999, 37: 427-446
[6] Chen C, Bauske E M, Musson G., et al. Biological control of Fusarium wilt on cotton by use of endophytic bacteria. Biological Control, 1995, 5(1): 83-91
[7] Srivastava R, Khalid A, Singh U S, et al. Evaluation of arbuscular mycorrhizal fungus, fluorescent Pseudomonas and Trichoderma harzianum formulation against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici for the management of tomato wilt. Biological Control, 2010, 53: 24-31
[8] Singh A, Srivastava S, Singh H B. Effect of substrates on growth and shelf life of Trichoderma harzianum and its use in biocontrol of diseases. Bioresource Technology, 2007, 98: 470-473
[9] Zhang S S, Raza W, Yang X M, et al. Control of Fusarium wilt disease of cucumber plants with the application of a bio-organic fertilizer. Biology and Fertility of Soils, 2008, 44(8): 1 073-1 080
[10] Wu H S, Yang X M, Fan J Q, et al. Suppression of Fusarium wilt of watermelon by a bio-organic fertilizer containing combinations of antagonistic microorganisms. Biological Control, 2009, 54: 287-300
[11] Yogev A, Raviv M, Kritzman G, et al. Suppression of bacterial canker of tomato by composts. Crop Protection, 2009,28: 97-103

[12] Ling N, Xue C, Huang Q W, et al. Development of a mode of application of bioorganic fertilizer for improving the bio-control efficacy to Fusarium wilt. Biological Control, 2010, 55(5): 673-683
[13] Craft C M, Nelson E B. Microbial properties of composts that suppress damping-off and root rot of creeping bent grass caused by Pythium graminicola. Appl Environ Microbiol, 1996, 62: 1 550-1 557
[14] Zhang W, Han D Y, Dick W A, et al. Compost and compost water extract-induced systemic acquired resistance in cucumber and Arabidopsis. Phytopathology, 1998, 88: 450-455

[15] Postma J, Montanari M, van den Boogert P H J F. Microbial enrichment to enhance the disease suppressive activity of compost. European Journal of Soil Biology, 2003, 39: 157-163
[16] 许光辉, 郑洪义. 土壤微生物分析手册. 北京：中国农业出版社, 1986: 91-136. Xu G H, Zheng H Y. Manual of analysis of soil micro-organics (In Chinese). Beijing: China Agriculture Press, 1986: 91-136

[17] Robert P L. Characterization of soil microbial communities under different potato cropping systems by microbial population dynamics, substrate utilization, and fatty acid profiles. Soil Biology and Biochemistry, 2003, 35: 1 451-1 466

[18] 王茹华, 周宝利, 张启发, 等. 嫁接对茄子根际微生物种群数量的影响. 园艺学报, 2005, 32(1): 124-126. Wang R H, Zhou B L, Zhang Q F, et al. Effects of grafting on rhizosphere microbial populations of eggplants (In Chinese). Acta Horticulturae Sinica, 2005, 32(1): 124-126
[19] 封海胜, 张思苏, 万书波, 等. 花生连作对土壤及根际微生物区系的影响. 山东农业科学, 1993(1): 13-15. Feng H S, Zhang S S, Wan S B, et al. Effect of successive peanut cropping on the soil and rhizosphere microbial diversity (In Chinese). Shandong Agricultural Sciences, 1993 (1): 13-15

[20] 马云华, 魏珉, 王秀峰. 日光温室连作黄瓜根区微生物区系及酶活性的变化.应用生态学报, 2004, 15(6): 1 005-1 008. Ma Y H, Wei M, Wang X F. Variation of microflora and enzyme activity in continuous cropping cucumber soil in solar greenhouse (In Chinese). Chinese Journal of Applied Ecology, 2004, 15(6): 1 005-1 008

[21] 董艳, 董坤, 郑毅, 等. 种植年限和种植模式对设施土壤微生物区系和酶活性的影响. 农业环境科学学报, 2009, 28(3): 527-532. Dong Y, Dong K, Zheng Y, et al. Different planting years and patterns affect soil microflora and enzyme activity on protected land (In Chinese). Journal of Agro-Environment Science, 2009, 28(3): 527-532

[22] 吴洪生. 西瓜连作土传枯萎病微生物生态学机理及其生物防治. 南京: 南京农业大学资源与环境科学学院, 2008. Wu H S. Microbial ecology mechanisms on Fusarium wilt of watermelon and its biological control in Fusarium infested soil under long-term monoculture system (In Chinese). Nanjing: College of Resources and Environmental Science, Nanjing Agricultural University, 2008

[23] 郭利, 王学龙, 陈永德, 等. 烟草连作对烟田土壤微生物的影响. 湖北农业科学, 2009, 48(10): 2 443-2 445. Guo L, Wang X L, Chen Y D, et al. Effect of tobacco continuous cropping on soil microflora (In Chinese). Hubei Agricultural Sciences, 2009, 48(10): 2 443-2 445

[24] Postma J, Scheper R W A, Schilder M T. Effect of successive cauliflower plantings and Rhizoctonia solani AG 2-1 inoculations on disease suppressiveness of a suppressive and a conducive soil. Soil Biology and Biochemistry, 2010, 42: 804-812
[25] 凌宁, 王秋君, 杨兴明, 等. 根际施用微生物有机肥防治连作西瓜枯萎病研究. 植物营养与肥料学报, 2009, 15(5): 1 136-1 141. Ling N, Wang Q J, Yang X M, et al. Control of Fusarium wilt of watermelon by nursery application of bio-organic fertilizer (In Chinese). Plant Nutrition and Fertilizer Science, 2009, 15(5): 1 136-1 141
[26] van Os G. J, van Ginkel J H. Suppression of Pythium root rot in bulbous Iris in relation to biomass and activity of the soil microflora. Soil Biology and Biochemistry, 2001, 33(11): 1 447-1 454

[27] 陈宏宇, 李晓鸣, 王敬国. 抗病性不同大豆品种根面及根际微生物区系的变化Ⅱ连作大豆(重茬) 根面及根际微生物区系的变化. 植物营养与肥料学报, 2006, 12(1): 104-108. Chen H Y, Li X M, Wang J G. Chang of microflora in the rhizoplane and rhizosphere of different disease resistance soybean cultivars Ⅱ. Change of microflora in the rhizoplane and rhizosphere of soybean under continuous cropping condition (In Chinese). Plant Nutrition and Fertilizer Science, 2006, 12(1): 104-108
[28] Amann R I, Ludwig W, Schleifer K H. Phylogenetic identification and in situ detection of individual microbial cells without cultivation. Microbiological Reviews, 1995, 59: 143-169
[29] Torsvik V, Sørheim R, Goksøyr J. Total bacterial diversity in soil and sediment communities-A review. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 1996, 17(3): 170-178
[30] Park E J, Chang H W, Kim K H, et al. Application of quantitative real-time PCR for enumeration of total bacterial, archaeal, and yeast populations in kimchi. Journal of Microbiology, 2009, 47(6): 682-685
[31] Limpiyakorn T, Kurisu F, Yagi O. Development and application of real-time PCR for quantification of specific ammonia-oxidizing bacteria in activated sludge of sewage treatment systems. Appl Microbiol Biotechnol, 2006, 72: 1 004-1 013
[32] Cordier C, Edel-Hermann V, Martin-Laurent F, et al. SCAR-based realtime PCR to identify a bio-control strain (T1) of Trichoderma atroviride and study its population dynamics in soils. Journal of Microbiological Methods, 2007,68: 60-68

[33] Reischer G H, Lemmens M, Farnleitner A, et al. Quantification of Fusarium graminearum in infected wheat by species specific real-time PCR applying a TaqMan probe. Journal of Microbiological Methods, 2004, 59(1): 141-146

[34] Weller S A, Elphinstone J G, Smith N C, et al. Detection of Ralstonia solanacearum strains with a quantitative, multiplex, real-time, fluorogenic PCR (TaqMan) assay. Appl Environ Microbiol, 2000, 66(7): 2 853-2 858
[35] Lin Y H, Chen K S, Chang J Y. Development of the molecular methods for rapid detection and differentiation of Fusarium oxysporum and F. oxysporum f. sp. niveum in Taiwan. New Biotechnology, doi:10.1016/j.nbt.2010.05.005
[36] Lin Y H, Chang J Y, Liu E T, et al. Development of a molecular marker for specific detection of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4. Eur J Plant Pathol, 2009, 123: 353-365
[37] 刘亚锋, 孙富林, 周毅,等. 黄瓜连作对土壤微生物区系的影响Ⅰ——基于可培养微生物种群的数量分析. 中国蔬菜, 2006(7): 4-7. Liu Y F, Sun F L, Zhou Y, et al. The effects of continuous cucumber cropping on microbial communities structure Ⅰ: Based on quantitative analysis of culturable microbial population (In Chinese). China Vegetables, 2006(7): 4-7
[38] 胡元森, 吴坤, 李翠香, 等. 黄瓜连作对微生物区系的影响II——基于DGGE方法对微生物种群变化分析. 中国农业科学, 2007, 40(10): 2 267-2 273. Hu Y S, Wu K, Li C X, et al. Effect of continuous cropping of cucumber on soil microbial populationⅡ——Variation analysis based on DGGE approach (In Chinese). Scientia Agricultura Sinica, 2007, 40(10): 2 267-2 273

[39] 吴凤芝, 王学征. 设施黄瓜连作和轮作中土壤微生物群落多样性的变化及其与产量品质的关系. 中国农业科学, 2007, 40(10): 2 274-2 280. Wu F Z, Wang X Z. Rotation affects soil microbial diversity and cucumber quality on protected land (In Chinese). Scientia Agricultura Sinica, 2007, 40(10): 2 274-2 280

[40] Shukla S K, Yadav R L, Suman A, et al. Improving rhizospheric environment and sugarcane ratoon yield through bio-agents amended farm yard manure in udic ustochrept soil. Soil and Tillage Research, 2008, 99: 158-168

[41] 何欣, 郝文雅, 杨兴明, 等. 生物有机肥对香蕉植株生长和香蕉枯萎病防治的研究. 植物营养与肥料学报, 2010, 16(4): 978-985. He X, Hao W Y, Yang X M, et al. Effects of bioorganic fertilization on growth and controlling Fusarium wilt disease of banana (In Chinese). Plant Nutrition and Fertilizer Science, 2010, 16(4): 978-985

[42] Cao Y, Zhang Z H, Ling N, et al. Bacillus subtilis SQR 9 can control Fusarium wilt in cucumber by colonizing plant roots. Biology and Fertility of Soils, 2011. (accepted)
[43] Zhao Q Y, Dong C X, Yang X M, et al. Biocontrol of Fusarium wilt disease for Cucumis melo melon using bio-organic fertilizer. Applied Soil Ecology, 2011, 47(1): 67-75

[44] Harris A R, Ferris H. Interactions between Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum and Meloidogyne spp. in Vigna unguiculata. 1. Effects of different inoculum densities on Fusarium wilt. Ptant Pathology, 1991, 40: 445-456
[45] 张慧. 防治棉花黄萎病微生物有机肥的研制及其生物效应. 南京: 南京农业大学资源与环境科学学院, 2008. Zhang H. Development of a bio-organic fertilizer against cotton Verticillium wilt and their effect on the soil-cotton system (In Chinese). Nanjing: College of Resources and Environmental Science, Nanjing Agricultural University, 2008

[46] 罗佳. 微生物有机肥防治棉花黄萎病的作用机制. 南京:南京农业大学资源与环境科学学院, 2010. Luo J. Control of Verticillium wilt disease of cotton plants with the application of a bio-organic fertilizer and its working mechanism (In Chinese). Nanjing: College of Resources and Environmental Science, Nanjing Agricultural University, 2010

[47] Luo J, Ran W, Hu J, et al. Application of bio-organic fertilizer significantly affected fungal diversity of soils. Soil Science Society of American Journal, 2010, 74(6): 2039-2048
[48] Jilani G, Akram A, Ali R M, et al. Enhancing crop growth, nutrients availability, economics and beneficial rhizosphere microflora through organic and bio-fertilizers. Annals of Microbiology, 2007, 57(2):177-183
[49] 邢德峰, 任南琪. 应用DGGE研究微生物群落时的常见问题分析. 微生物学报, 2006, 46(2): 331-335. Xing D F, Ren N Q. Common problems in the analyses of microbial community by denaturing gradient gel electrophoresis(DGGE) (In Chinese). Acta Microbiologica Sinica, 2006, 46(2): 331-335

[50] 车玉伶, 王慧, 胡洪营, 等. 微生物群落结构和多样性解析技术研究进展. 生态环境, 2005, 14(1): 127-133. Che Y L, Wang H, Hu H Y, et al. Research progresses on analytical technologies used in microbial community structure and diversity (In Chinese). Ecology and Environment, 2005, 14(1): 127-133

[51] Acosta-Martínez V, Dowd S, Sun Y, et al. Tag-encoded pyrosequencing analysis of bacterial diversity in a single soil type as affected by management and land use. Soil Biology and Biochemistry, 2008, 40: 2 762-2 770
[52] Sun Y J, Cai Y P, Liu L, et al. ESPRIT: estimating species richness using large collections of 16S rRNA pyrosequences. Nucleic Acids Research, 2009, 37(10): e76

[53] Maron P A, Lejon D, Carvalho E, et al. Assessing genetic structure and diversity of airborne bacterial communities by DNA fingerprinting and 16S rDNA clone library. Atmospheric Environment, 2005, 39(20): 3 687-3 695  
ANALYSIS, REGULATION AND HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING OF SOIL MICROFLORA IN MONO-CROPPING SYSTEM
Xue Chao  Huang Qiwei  Ling Ning  Gao Xuelian  Cao Yun  Zhao Qingyun  He Xin  Shen Qirong†
（Jiangsu Key Lab for Organic Solid Waste Utilization, Najing Agricultural University, Nanjing 210095, China）

Abstract  Mono-cropping for years often leads to disbalance of the soil microbial ecology with soilborn pathogens enriched but the number as well as the species diversity of beneficial microorganisms decreased. As a result, the dominancy of soil microorganism community is shifting from bacteria to fungi, making the plants more susceptible to pathogen invasion and hence to various soil-borne diseases, such as Fusarium wilt. Application of bio-organic fertilizers can reconstruct the soil microbial community and suppress soil-borne diseases. A summary is presented of changes in populations and diversity of some major groups of microorganisms caused by years of mono-cropping and the effects of application of bio-organic fertilizer restoring the soil microbial community and an introduction is given to the advantages of 454 high-sequencing method as a powerful tool for analysis of microbial structure through its comparison with the traditional methods.
Key words  Bio-organic fertilizer; Regulation; Soil microflora; Mono-cropping; Soilborn disease; 454 sequencing
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