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[bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK42]摘 要  利用生物有机肥结合相应的农艺措施进行生物防控是近年来的研究热点。分别采用常规施肥（T1）、常规施肥+生石灰（T2）、常规施肥+L-25生物有机肥（T3）、常规施肥+生石灰+ L-25生物有机肥（T4）四个处理来探究生物防控烟草青枯病的效果。结果表明：2014年T4处理在烟草全生育期的防控效果显著高于T2和T3处理，在90 d后防控效果分别是T2和T3的6.26倍和1.99倍。经过三年修复，青枯病综合防控效果高达61.3%。2013年和2014年T4处理产量显著高于其他各处理。2013年生物有机肥各处理的拮抗菌在70 d之前均显著高于各自对应的病原菌数量，2014年T4病原菌数量则始终处于106 cfu g-1数量级以下，其他处理在烟草移栽90 d后病原菌数量均增长至107 cfu g-1以上。T4处理的根际土壤微生物物种丰度水平、运算分类单位（OTU）、香农多样性指数（Shannon index）均高于T1处理，主成分与聚类分析表明T3和T4处理的微生物区系结构相似，明显不同于T1处理。综合的生物防控措施可以有效防控重病区青枯病，对烤烟产量产值具有明显的提高作用，并能有效改良土壤微生物区系，具有良好的推广应用前景。
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[bookmark: _Toc230501069]烟草青枯病是由茄科劳尔氏菌（Ralstonia solanacearum）引起的一种以土壤传播为主的毁灭性细菌性烟草病害，烟草青枯病是影响贵州烟叶生产的最主要的细菌性病害[1]。近年来，随着科技进步和人们环保意识的加强，生物防控方法逐渐引起了人们的重视，目前对青枯病病原菌的防控都停留在实验室中拮抗菌对病原菌的平板拮抗作用，直接应用于温室试验或田间试验的防控效果甚微，Anuratha和Gnanamanickam[2]将平板筛选得到的荧光假单胞杆菌直接用于田间试验，其对番茄青枯病的防控率仅为36%左右。
拮抗菌单独施入土壤后不易定殖，提高拮抗菌在土壤根际的定殖成为生物防控的研究重点。目前主要采用施用拮抗菌结合有机肥或经过2次发酵制成生物有机肥调节土壤微生态、改善土壤微生物多样性、抑制病原菌的生长或提高植物自身抗性，从而抑制病害的发生[3-4]。Qiu等[5]利用生物有机肥显著降低黄瓜枯萎病的发病率并改善土壤的微生物群落结构；Zhao等[6]利用SQR21拮抗菌的生物有机肥降低西瓜枯萎病真菌尖镰孢菌的数量级进而达到防控效果；Wu等[7]利用解淀粉芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌制成生物有机肥施用抑制病原菌的生长取得很好的防控效果；Ding等[8]研制的BIO-36和BIO-23生物有机肥防控马铃薯青枯病防控效果分别可以达到96%和91%。但由于环境的复杂性及单一防控措施的局限性对病害发病严重田块的防控效果并不理想[9]，比如李红丽等[10]研制的抑制烟草青枯病生物有机肥在2005年的抑制烟草青枯病效果不显著。采用综合防控的方法能够消除单一措施带来的短板效应，是实现土传病害生物防控的有效措施之一[11-12]。
本研究采用综合防控手段对烟草青枯病发病严重的烟田进行三年长期定位修复，并通过研究土壤中病原菌与拮抗菌的消长关系及土壤微生物区系变化特征，探索综合防控对烟草青枯病的有效防控修复机理。
1  材料与方法
1.1 供试材料
烟草品种采用云烟85，该品种品质好但易感青枯病。拮抗菌采用前期自健康烟草根际土壤分离筛选到的L-25（短短芽孢杆菌，Brevibacillus brevis），L-25经中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心保藏（CGMCC No.3175）[13]。有机肥载体为菜粕酶解的氨基酸有机肥与牛粪以1:1（质量比）混合，含有机质338 g kg-1、氨基酸43.0g kg-1、N 42.0 g kg-1、P2O5 22.6 g kg-1和K2O 10.8 g kg-1。
1.2 抑制烟草青枯病型生物有机肥的制备
将拮抗菌L-25接种于牛肉膏蛋白胨液体培养基，三角瓶装液量为1/5，30℃、170 r min-1振荡48 h。将上述发酵液6000×g离心10 min，收集菌体按5%接种量接种于灭菌后的有机肥载体。调节有机肥含水量为40%，发酵5～6 d，定期翻抛。发酵结束后，通过荧光定量PCR测定L-25生物有机肥有效活菌数及拮抗菌数量，重复3次（表1） [14]。
表1 拮抗菌二次发酵前后微生物数量
Table 1 Counts of microbes before and after the secondary fermentation of antagonistic bacteria (cfu g-1)
	肥料处理 Fertilizer treatments
	细菌
Bacteria
	放线菌
Actinomycetes
	真菌
Fungi
	拮抗菌
Antagonists

	有机肥（二次发酵灭菌前）
Organic fertilizer (OF, before secondary solid fermentation)
	1.31±0.21×108b
	1.27±0.35
×105b
	1.94±0.08
×105a
	4.12±0.21
×103b

	L-25生物有机肥（二次发酵后）
L-25 Bioorganic fertilizer (BOF25, after secondary solid fermentation)
	1.91±0.48×109a
	2.12±0.11
×108a
	2.07±0.74
×105a
	1.91±0.55
×109a


[bookmark: OLE_LINK80][bookmark: OLE_LINK81]注：同列数据后字母不同代表各处理间差异显著（p<0.05）Note：Values in the same column followed by different letters are significant differences (p<0.05)
1.3 田间试验设计
	分别于2012―2014年在贵州省黔南州长顺县广顺镇石洞村（26.03°N，106.45°E）连续开展三年长期定位修复试验。所选的长期定位修复试验点试验前青枯病发病率达到100%，连续10年以上种植烤烟，当年已经决定不再种植烟草。田间试验共设四个处理：常规施肥（T1）：只施用975 kg hm-2的烟草专用复合肥料（N:P2O5:K2O=10:15:25）；常规施肥+生石灰（T2）：在T1处理基础上在移栽前20天施用600 kg hm-2生石灰调节土壤pH；常规施肥+L-25生物有机肥（T3）：在施用817.5 kg hm-2烟草专用复合肥料基础上加施375 kg hm-2的L-25生物有机肥，磷和钾不足的部分分别用过磷酸钙和硫酸钾补齐；常规施肥+生石灰+ L-25生物有机肥（T4）：在移栽前20天施用600 kg hm-2生石灰调节土壤pH，施肥处理与T3相同。
供试土壤类型为普通黄色湿润铁铝土。pH 5.45，有机质48.6 g kg-1，全氮2.29 g kg-1，碱解氮158 mg kg-1，有效磷48.9 mg kg-1，速效钾543 mg kg-1。每处理4个重复区组，每区组120株烟株，加保护行等共占地0.05 hm2。田间管理及追肥的施用与当地其他烟田相同。
1.4 田间试验病害调查及相关性状测量
分别于烟草移栽后40~90 d，每隔10 d观测烟草发病情况并测定根际土壤微生物病原菌与拮抗菌数量及群落结构和功能多样性，烟叶采摘并烘烤后计算各处理产量。
青枯病调查分级标准（以株为单位）：调查病情指数以及防控效果，采用刘艳霞等[14]方法进行测定。病情指数与防控效果的计算如下：




烟草移栽后约60～70 d，叶片开始自下而上逐渐成熟，根据烟叶成熟情况由下至上分次采收并放于烤房中烘烤，烘烤后计算其产值量[15]。
1.5 土壤病原菌与拮抗菌数量的检测
	土壤基因组DNA采用土壤欧米伽DNA提取试剂盒（Soil DNA Isolation Kit，Omega）提取，采用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA的纯度和浓度。以样品DNA作为扩增模板，分别用病原菌（R. solanacearum）特异引物（flicF: GAACGCCAACGGTGCGAACT；flicR: GGCGGCCTTCAGGGAGGTC）与拮抗菌（B. brevis）的特异性引物（Bre-F: AGACCGGGATAACATAGGGAAACTTAT；Bre-R: GGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC）在荧光定量PCR仪（StepOne Plus Real-time PCR System, ABI，美国）上进行扩增反应，反应结束后确认扩增曲线和融解曲线，记录每个样品的Ct值，并将Ct值代入标准曲线方程，计算出样品模板的初始基因拷贝数，最终换算出每克干土的茄科劳尔氏菌或短短芽孢杆菌的基因拷贝数[12]。
荧光定量PCR结果显示，茄科劳尔氏菌的扩增效率达到91.0 %，短短芽孢杆菌的扩增效率达到100%，标准曲线R2>0.99。茄科劳尔氏菌标准曲线方程为Ct=-3.56C0+38.7，短短芽孢杆菌标准曲线方程为：Ct=-3.32C0+37.2。
1.6 根际土壤微生物区系检测
[bookmark: OLE_LINK78][bookmark: OLE_LINK79]移栽90 d后采集根际土壤，将烟株慢慢连根拔起，轻轻震荡掉附着的土块，将根连同根上震荡不掉的土壤置于10 ml灭菌水中，超声波震荡15 min后得到的土壤即为根际土壤[16-17]。
[bookmark: _GoBack][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]上述提取的土壤DNA，取适量的样品于离心管中，使用无菌水稀释至1 ng μl-1。以稀释后的基因组DNA为模板，根据测序区域的选择，使用带标签序列（Barcode）的特异引物，使用纽英伦生物技术（New England Biolabs）公司的高保真（Phusion® High-Fidelity）含有GC缓冲液的PCR混合液（Master Mix with GC Buffer）。使用高效和高保真的酶进行扩增，确保扩增效率和准确性。引物对应区域：16S V4区引物为515F-806R。PCR产物使用2%浓度的琼脂糖凝胶进行电泳检测；根据PCR产物浓度进行等浓度混样，充分混匀后使用2%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物，使用赛默科学公司（Thermo Scientific）的凝胶回收试剂盒（GeneJET）回收产物。
使用纽英伦生物技术（New England Biolabs）公司亿美达（Illumina）的超DNA文库制备试剂盒（NEB Next® Ultra™ DNA Library Prep Kit for Illumina）进行文库的构建，构建好的文库经过量子位（Qubit）定量和文库检测，合格后，使用MiSeq进行上机测序。基于个人基因组分析测序平台（MiSeq Personal Sequencing System，Illumina，美国）[18]，利用双末端测序（Paired-End）的方法，构建小片段文库进行双末端测序。
测序得到的原始数据，存在一定比例的干扰数据，为了使信息分析的结果更加准确、可靠，首先对原始数据进行拼接、过滤，得到有效数据。然后基于有效数据利用Uparse[19]软件（Uparse v7.0.1001，美国）对所有样品的全部有效标签序列聚类，以95%的一致性（Identity）进行运算分类单位（Operational taxonomic units, OTUs）聚类和物种分类分析，并将OTU和物种注释结合，从而得到每个样品的OTUs和分类谱系的基本分析结果[20]。再对OTUs进行丰度、多样性指数等分析，同时对物种注释在各个分类水平上进行群落结构的统计分析。最后在以上分析的基础上，可以进行一系列的基于OTUs和物种组成的聚类分析、主成分分析（Principal component analysis，PCA）等[21]。
1.7  数据处理
[bookmark: OLE_LINK112][bookmark: OLE_LINK114][bookmark: OLE_LINK113]试验数据采用Microsoft Excel 2003处理，显著性分析采用SPSS Base Ver.13.0统计软件 （SPSS, IL, Chicago, 美国）进行，最小显著差异法（LSD）或邓肯（Duncan）新复极差进行多重比较（p<0.05）。
2结 果
2.1 烟草青枯病的综合防控效果
2013年对照T1在生育末期青枯病发病率达到100%，而T4处理发病率远远小于对照（图1）。采用生物防控综合措施后，2012年移栽53 d后各处理烟株全部暴发青枯病，各处理间的防控效果无显著差异（表2）。2013年T4处理在烟草全生育期的防控效果显著高于T2和T3处理，在烟草生育90 d后仍分别较T2和T3高78.1%和18.2%。2014年T4和T3处理的青枯病发生较对照推迟40 d，T4处理在60 d后防控效果显著高于T3和T2处理，在90 d后防控效果分别为T2和T3的6.26倍和1.99倍。
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[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]注：T1，常规施肥；T4，常规施肥+生石灰+ L-25生物有机肥。下同Note: T1,conventional fertilization treatment;T4,conventional fertilization + liming + L-25 Biomanure treatment.The same below
图1 烟草青枯病综合防控田间防效（2013年）
Fig.1 Tobacco bacterial wilt controlling effect of the integrated control measures 
[bookmark: OLE_LINK48]表 2 综合防控烟草青枯病防控效果动态变化
Table 2 Dynamics of controlling effect of the integrated control measures on tobacco bacterial wilt
	年份
Year


2012


2013


2014

	
	
	处理
Treatment
	综合防控烟草青枯病防控效果
Control efficiency in field experiments (%)

	
	
	
	
	30 d
	40 d
	50 d
	60 d
	70 d
	80 d
	90 d

	
	
	
	T2
	3.10±0.8c
	0 c
	0 b
	0a
	0a
	0a
	0a

	
	
	
	T3
	5.10±1.9b
	2.10±0.5b
	0 b
	0a
	0a
	0a
	0a

	
	
	
	T4
	9.20±3.9a
	4.20±1.2a
	0.90±0.2a
	0a
	0a
	0a
	0a

	
	
	
	T2
	56.3±5.4b
	54.2±2.7b
	53.1±6.2c
	50.3±5.1c
	46.2±2.2c
	40.3±0.8c
	40.2±1.7c

	
	
	
	T3
	70.6±7.1a
	72.1±4.9a
	70.3±2.0b
	68.5±3.7b
	63.2±1.7b
	60.7±1.7b
	60.6±5.3b

	
	
	
	T4
	76.5±4.2a
	77.3±6.2a
	75.0±1.2a
	73.8±1.8a
	73.9±3.8a
	71.6±4.3a
	71.6±1.5a

	
	
	
	T2
	67.4±5.6b
	73.2±3.7b
	70.3±2.1c
	70.9±3.7b
	68.5±4.4b
	11.1±1.4c
	9.8±4.2c

	
	
	
	T3
	100a
	100a
	95.7±1.8a
	68.5±5.3a
	68.3±2.9b
	37.5±4.1b
	30.8±2.2b

	
	
	
	T4
	100a
	100a
	82.7±2.5b
	87.6±6.1a
	85.2±7.7a
	83.4±5.7a
	61.3±7.3a


注：T2，常规施肥+生石灰；T3，常规施肥+L-25生物有机肥；T4，常规施肥+生石灰+ L-25生物有机肥。T1，作为对照计算其他处理防控效果。同列数据后字母不同代表同年各处理间差异显著(p<0.05)。下同Note: T2,conventional fertilization + liming treatment; T3,conventional fertilization + L-25 Biomanure treatment. T4,conventional fertilization + liming + L-25 Biomanure treatment. T1 as a control to calculate control efficiency of other treatments.Values in the same column followed by different letters are significantly different in the same year (p<0.05). The same below
2.2烟草青枯病的综合防控试验产值量
由于2012年移栽60 d后各处理烟株全部暴发青枯病，各处理间的产值量均为零（表3）。2013年T4处理产量显著高于其他各处理，分别为T1、T2和T3处理的3.71倍、1.61倍和1.13倍，T4、T3和T2处理的产值分别为T1的3.44倍、2.62倍和1.87倍。2014年T4处理产量和产值显著高于其他处理，T1与T2的产量和产值之间无显著差异，且均显著低于T3处理。
表3 综合防控试验产值量
Table 3 Tobacco yield and output value of different treatments
	处理
Treatment
	烟草产量
Tobacco yield(×102 kg hm-2)
	
	烟草产值
Tobacco output value (×103 Yuan hm-2)

	
	2012年
Year2012
	2013年
Year 2013
	2014年
Year 2014
	
	2012年
Year 2012
	2013年
Year 2013
	2014年
Year 2014

	T1
	0
	3.59d
	5.79c
	
	0
	5.91d
	4.81c

	T2
	0
	8.23c
	6.18c
	
	0
	11.0c
	5.23c

	T3
	0
	11.8b
	8.54b
	
	0
	15.5b
	11.5b

	T4
	0
	13.3a
	12.4a
	
	0
	20.3a
	19.2a


2.3 土壤病原菌与拮抗菌的消长关系
从图2中可以看出，修复1年时（2012年）各处理病原菌数量在烟草移栽30 d后居高不下，一直保持在107 cfu g-1土以上，而T2、T3和T4处理的拮抗菌数量全生育期基本呈直线下降，最后降为104 cfu g-1土；经过2年修复后（2013年），T1处理的病原菌数量在30 d后即达到107 cfu g-1土，经过生物有机肥处理的T3和T4处理病原菌数量呈现缓慢上升的趋势，但生物有机肥各处理的拮抗菌在70 d之前均显著高于各自对应的病原菌数量，在80 d，T3和T4处理的病原菌数量与拮抗菌数量之间无显著差异，而T2处理的病原菌数量是拮抗菌的1.49倍，呈显著差异； 2014年T1和其他处理病原菌数量在50 d前呈现缓慢上升趋势，在50 d后T1处理病原菌数量迅速上升，T2处理病原菌数量在70 d后才呈现上升趋势，而T4病原菌数量则始终处于106 cfu g-1土数量级以下，在烟草移栽90 d后，各处理除T4外土壤中病原菌数量均增长至107cfu g-1土以上。拮抗菌的数量在全生育期呈现逐渐降低的趋势，T2处理病原菌与拮抗菌的数量交汇时间在72 d，T3处理的交汇时间为78 d，而T4的拮抗菌数量在90 d后仍然高于病原菌数量，达到1.23×106 cfu g-1土，随着生物修复防控时间的延长，拮抗菌的数量降低速度趋于缓慢。
[image: ]
注：Rs-T1，T1处理病原菌；Rs-T2，T2处理病原菌；Rs-T3，T3处理病原菌；Rs-T4，T4处理病原菌；Ant-T1，T1处理拮抗菌；Ant-T2，T2处理拮抗菌；Ant-T3，T3处理拮抗菌；Ant-T4，T4处理拮抗菌Note : Rs-T1, Ralstoniasolanacearum (Rs) in Treatment T1; Rs-T2, Rs in Treatment T2; Rs-T3, Rs in Treatment T3 treatment; Rs-T4, Rs in Treatment T4; Ant-T1, Antagonistic bacteria in Treatment T1; Ant-T2, Antagonistic bacteria in Treatment T2; Ant-T3, Antagonistic bacteria in Treatment T3; and Ant-T4, Antagonistic bacteria in Treatment T4
[bookmark: OLE_LINK69][bookmark: OLE_LINK70]图 2 不同年限间土壤中病原菌与拮抗菌的消长关系
Fig. 2 Populations of pathogens and antagonistic bacteria in soils in different years
2.4根际土壤微生物物种丰度及群落构成主要影响因素
	从不同处理土壤微生物物种丰度水平上看（图3），T1与T4处理的微生物门水平分布差异明显，T1处理的Planctomyces、Sphingobium、Rhodanobacter、Gemmata、Candidatus_Nitrososphaera和Stenotrophomonas六个门为丰度水平较高的种群，而Chitinophaga、Niastelia、Methylotenera等门相对丰度水平较低；T4处理丰度水平较高的种群只有Nitrospira和Novosphingobium，较低的只有Phenylobacterium门，其他微生物门之间丰度差异较小，分布水平相近，整体微生物群落处于平衡、均匀的状态。
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[bookmark: OLE_LINK72][bookmark: OLE_LINK71]图3 不同处理物种丰度聚类图
Fig. 3 Species abundance cluster map relative to treatment
主成分分析（PCA）是一种从复杂的多维变量数据中提取主要变量，并进行可视化的方法。对β多样性进行PCA分析后，T3与T4处理土壤微生物多样性关系较近（图4），均处在左下半部，T2处理的土壤微生物多样性在像限的左上部，而T1处理与T2、T3和T4处理之间关系较远，处于像限的右上部。
 (
第二主成分
PC2(33.26%)
) (
第一主成分
PC1 (35.73%)
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[bookmark: OLE_LINK76][bookmark: OLE_LINK77]Fig.4 Principal component analysis(PCA) analysis of β diversity relative to treatment
3讨 论
有机肥与功能微生物（生防菌等）相结合制成微生物有机肥后施用，对各种土传病害的防控体现出很好的效果[22]。在本试验中，与对照（T1）相比，单施用生石灰处理（T2）对青枯病90 d的防控效果分别为40.2%（2013年）和9.8%（2014年），防控效果十分不理想，单施用L-25生物有机肥（T3）对青枯病90 d的防控效果分别为60.6%（2013年）和30.8%（2014年），但综合防控T4处理的防控效果最高分别达到75.2%（2013年）和61.3%（2014年）。由此可见，在本试验中单一地采用生石灰或者生物有机肥处理均不能有效防控青枯病的发生，通过生石灰和施用生物有机肥这2项农艺措施结合后可以改良土壤结构，促进烟草根系深扎，进而提高植物抗逆性[23]。生石灰调节土壤pH减少土传病原菌的数量 [11]（图2），进而达到很好的生物防控效果。此外，通过田间试验发现施用生物有机肥处理能延缓青枯病的发病时间，2013年与2014年青枯病初发期分别推迟30 d和40 d。这主要由于采用的拮抗微生物均从烟草根际土筛选获得，在烟草根际具有很强的定殖能力；同时拮抗菌以有机肥为载体，经过二次固体发酵后施入土壤中，在前期对病原菌起到较好的抑制作用[24]，进而推迟烟草植株发病时间。
各处理防控效果随烟草生育期先增加后降低，这是由于生物有机肥在初期抑制了烟草青枯病的发生，具有延缓发病的功效。而随时间增加，对照烟株基本已经枯萎死亡，发病率和病情指数均不再变化，后期处理青枯病仍有少量发生，因此防控效果会逐渐下降。相比较而言，T3和T4处理2014年烟草生育前期防控率均高于2013年相应处理，而到后期又低于2013年，这主要是由于2013年移栽30 d后多为高温（>30℃）高湿（>80%）气候，2013年青枯病在30 d就发生，此时T3和T4处理病原菌数量呈现缓慢上升的趋势，但其拮抗菌数量在70 d之前均显著高于病原菌（图2），在90 d后病原菌数量仍未达到发病浓度107 cfu g-1[12]，进而防控效果在60%以上；但在2014年移栽70 d后进入高温高湿气候，此时T4和T3的拮抗菌数量减少到与病原菌数量持平或者低于病原菌数量，且病原菌数量达到发病浓度107 cfu g-1，进而导致青枯病的发生，因此2014年表现为T3和T4处理前期的防控效果较高，后期有所下降。施用拮抗菌二次发酵的生物有机肥结合农作措施，使根表和根际土中的病原菌数量降低到发病浓度以下，是生物防控的主要机理之一[25]。
在高通量测序中选取样品中土壤微生物物种相对丰度排名前35进行横纵向聚类（图3）[19]，主要展现的是优势物种相对丰度在各个样本之间的差别。由于本试验田处理前为烟草青枯病发病率100%的土壤，故劳尔氏菌属丰度水平在物种丰度聚类图中得以体现；而本试验施用的L-25拮抗菌随着时间的延长数量逐渐降低，尤其在烟草生育后期的根际土壤中L-25菌属的相对丰度排在35种微生物物种之外，故在物种丰度聚类图上未体现，随着处理时间的延长可能会在高通量测序物种丰度聚类图中找到该菌属，而本文选用引物fliCF/ fliCR和Bre-F/Bre-R建立了劳尔氏菌和短短芽孢杆菌荧光定量PCR 体系进行检测，与陈巧玲等[26]的结果一致。
综合防控措施对土壤中青枯病病原菌有较好的抑制作用，主要是因为其有效改善土壤微生物平衡，恢复被破坏的土壤生态系统，从而建立起复杂而健康的土壤微生物体系[27]。拮抗菌在有机肥协助下形成“基质–菌群”生态系统，更有利于调节土壤微生态环境，可改变根际土壤微生物生态特征和物理化学特征，从而起到防病、抑病的作用[28]。本试验中采用的PCA分析是从多维数据中提取出最主要的元素和结构进行分析，较物种相对丰度的聚类更加说明问题[29]，其结果表明T3和T4处理微生物区系在同一范围内，说明两处理土壤微生物结构、功能等多样性基本处于相同的水平；而T1处理在PCA分析中距离T4处理最远，因而土壤微生物结构、功能等多样性最不相同，这一结果与张慧等[30]和Lang等[31]类似。当土壤肥力水平提高、微生态环境得到改善、微生物活性增强时，土壤微生物群落功能多样性会提高[32]，青枯病生物综合防控技术能较好地恢复土壤微生物达到健康区系的水平，具有很好的应用前景[33-34]。
4结 论
施用抑制烟草青枯病型生物有机肥配合生石灰防控措施，可以有效降低青枯病发病率，增加烟叶产量和产值，降低土壤中病原菌浓度，有利于病害土壤生态系统向健康可持续发展的方向转化，进而达到对重病烟区烟草青枯病良好的防控效果。
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