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植物生长延缓剂对黄花菜根际土壤微生物群落的影响(
孟 璐，马 涛†，岳新丽，王 慧，李小玉
（山西农业大学高寒区作物研究所，山西大同 037006）

摘 要：为明确植物生长延缓剂对微生物群落的影响机制，选取经过喷施500 mg(L-1多效唑、500 mg(L-1烯效唑的黄花菜根际土壤，通过 16S rRNA 和内部转录间隔区（ITS）扩增子的建库测序技术，分析了根际细菌群落对植物生长延缓剂的响应。结果表明，多效唑和烯效唑处理对黄花菜根际微生物群落香农指数和Chao 1指数影响不显著，但提高了根际土壤细菌的总操作分类单元（OTUs）和特有OTUs数量。在门分类水平下，多效唑处理增加了有益微生物如变形菌门、放线菌门和酸杆菌门的相对丰度，同时也增加了真菌子囊菌门的相对丰度。在属分类水平下，多效唑处理后土壤镰刀菌属的相对丰度明显增加，较对照增加9.68%；烯效唑处理后黑蛋巢菌属的相对丰度增加明显，较清水对照增加25.13%。植物生长延缓剂处理可提高黄花菜根际细菌群落的丰富度和多样性，改变土壤微生物种群结构。
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Effects of Plant Growth Retardants on Rhizosphere Microbial Community in Hemerocallis citrina
MENG Lu, MA Tao†, YUE Xinli, WANG Hui, LI Xiaoyu 
(High Latitude Crops Institute, Shanxi Agricultural University, Datong, Shanxi 037006, China)
Abstract:【Objective】Hemerocallis citrina Baroni, an important cash crop in China, has become a pillar industry in Yunzhou District, Datong City, Shanxi Province. Plant growth retardants could effectively delay the flowering period of H. citrina and regulate its growth and development. However, the effect of plant growth retardants on soil microbiota remains unexplored. Thus, this study aimed to clarify the impact of plant growth retardants on soil microbial community structure. 【Method】 This study was conducted in 2023 in Datong City, Shanxi Province. Plant growth retardants uniconazole (S3307) and paclobutrazol (PP333) were sprayed on H. citrina with three treatments: uniconazole 500 mg L-1 and paclobutrazol 500 mg L-1, water was used as the control, and each treatment was repeated three times. The rhizosphere soil was collected from each plot at the full bud stage, and the fine roots, plant residues, stones, and other debris were removed through a 10-mesh sieve. Then the response of the rhizosphere bacterial community to plant growth retardants was analyzed using 16S rRNA and internal transcribed spacer (ITS ) amplicon sequencing technology. 【Result】The results showed that paclobutrazol and uniconazole treatments had no significant effect on the Shannon index and Chao 1 index of the rhizosphere microbial community. However, both treatments increased the total operational taxonomic units (OTUs ) and unique OTUs of the rhizosphere soil bacteria. At the phylum level, paclobutrazol treatment increased the relative abundance of beneficial microorganisms such as Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, and Ascomycota. Under the genus level classification, the relative abundance of Fusarium in soil after paclobutrazol treatment was significantly increased by 9.68%, whereas uniconazole treatment increased the relative abundance of Cyathus by 25.13% compared with the control. 【Conclusion】 Plant growth retardant treatments have the potential to improve the richness and diversity of rhizosphere bacterial communities as well as change the population structure of soil microorganisms in the rhizosphere of H. citrina.
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黄花菜（Hemerocallis citrina Baroni）属阿福花科，是中国重要的经济作物，其多种营养成分的含量高于常见种类的蔬菜，属于高蛋白、低热量并且富含维生素及矿物质的绿色保健蔬菜[1]，目前已成为山西省大同市云州区的支柱产业。
植物生长延缓剂通过影响植物分生组织的分裂和伸长来调控作物生长发育，按照抑制赤霉素生物合成中的化学特性和作用阶段不同可分为三类：（1）鎓类化合物，如缩节胺和矮壮素等[2]；（2）含碳杂环化合物，如多效唑和烯效唑等[3-4]；（3）酰基环乙烷衍生物，如丁酰肼等[5]。使用植物生长延缓剂推迟作物花期是常规的农艺措施，其成本低且效果明显。研究表明，使用烯效唑（S3307）可增加叶片厚度和光合作用，提高抗旱性，还可提高可溶性糖和脯氨酸含量，缓解盐胁迫[6-7]。喷施多效唑（PP333）可降低植物株高，促进茎粗增长，增加产量[8-9]。烯效唑还可使水仙初花期延迟，花期延长，花朵直径增大[10]。喷施多效唑会延长芍药花瓣原基分化期[11]，推进柠檬秋花的花芽分化进程[12]。本团队在前期研究中已证明植物生长延缓剂对黄花菜花期推迟效果明显[13]，但延缓剂的施用可能影响根际微生物群落，进而改变土壤生态功能，如养分传递和能量循环、病害抑制和植物健康等[14-15]，最终导致黄花菜品质和产量下降。
土壤微生物是维持土壤肥力的关键，是衡量土壤健康的重要指标[16]，其新陈代谢活动会直接影响土壤的物质和能量循环。根际微生物主要通过影响植物根系形态、抗逆性等对植物的生长发育产生影响[17-18]。根际细菌可产生和降解吲哚乙酸（IAA），有利于根系的生长及土壤养分和水分的吸收[19]。不同作物主要通过根系分泌物、植物残渣和共生体控制土壤养分、碳元素输入及土壤结构，进而直接或间接地调控根际微生物群落结构[20]。土壤微生物的群落结构和组成是评价植物生长调节剂对土壤生态安全性的重要指标[14-15]。王超群[21]研究发现施用矮壮素会降低党参的土壤微生物多样性，影响物种组成结构。还有研究证明多效唑施用会降低土壤微生物的生物量，对土壤微生物的活性造成不利影响[15]，土壤细菌的数量还会随多效唑浓度的增加呈线性降低趋势[22]。长期使用多效唑不仅会影响土壤微生物多样性，使土壤中细菌、真菌和放线菌数量降低，同时对土壤中脱氢酶活性和活菌丝长度产生负面影响[23]。虽已有部分研究，但关于植物生长延缓剂对黄花菜土壤中微生物影响的报道仍然存在不足，仍不清楚延缓剂对黄花菜种植土壤中微生物多样性的影响及延缓剂的使用安全性。
因此，本研究利用 16S rRNA 和内部转录间隔区（ITS）扩增子的建库测序技术，分析多效唑和烯效唑施用对黄花菜根际土壤微生物群落结构和多样性特征的影响，为评价植物生长延缓剂的使用安全性、建立科学高效的应用体系以及使用后期土壤的可持续发展提供科学依据，为农业生产过程中植物生长延缓剂的合理施用提供理论支撑。
1
材料与方法 
1.1
田间试验
    本研究于2023年在山西省大同市云州区吉家庄乡（39°03′N，112°34′E）进行，选用两种植物生长延缓剂——烯效唑（S3307）和多效唑（PP333），试验共设3个处理：500 mg·L-1烯效唑和500 mg·L-1多效唑，以清水为对照，每处理3个重复。采用随机区组设计，每个地块与相邻地块之间隔开50 cm。从黄花菜抽薹（2023年6月20日）开始，每7天对黄花菜叶片喷施1次植物生长延缓剂，共施用4次。在黄花菜盛蕾期（2023年7月25日）通过五点取样法采集土壤：挖取黄花菜根系及土壤后通过抖落法收集根际土壤，过10目筛后液氮速冻并保存在-80 ℃下。土壤质地为黏壤土，pH 8.3，有机质15.0 g·kg-1，全氮1.15 g·kg-1，碱解氮29.4 mg·kg-1，有效磷10.77 mg·kg-1，速效钾178.4 mg·kg-1。
1.2
DNA提取
按照文献[24]的方法对黄花菜土壤样本DNA进行提取：使用 E.Z.N.A. Soil DNA Kit（Omega Bio-tek, Inc., 美国）试剂盒提取土壤样本基因组 DNA后检测DNA质量和浓度并储存。
1.3
16 s rRNA和ITS基因扩增和测序
按照文献[24]的方法对16s rRNA和ITS基因进行扩增和测序：真菌测序区为ITS1，PCR 扩增引物为ITS1（5′- CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’）/ITS2（5′- TGCGTTCTTCATCGATGC 3′）；扩增细菌16S rRNA 基因的 V3~V4 区使 用 通 用 引 物 338F （ 5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ ） 和 806R （ 5’- GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）。 PCR产物使用 NEB Next Ultra II DNA Library Prep Kit （New England Biolabs, Inc., 美国）建库试剂盒进行文库构建，在 Illumina Miseq/Nextseq 2000/Novaseq 6000（Illumina, Inc., 美国）平台测序。
1.4
数据预处理和生物信息学分析
按照参考文献[25]的方法对数据进行预处理和生物信息学分析，使用Vsearch v2.13.3软件uparse算法对优质序列进行可操作分类单元（OTU）聚类，将OTU代表序列与Silva138和Unite 8.2数据库进行比对，得到每个OTU 对应的物种分类信息。再使用Mothur v1.48.0软件计算微生物α多样性（Chao1和香农Shannon指数），使用R(v3.6.0)的eshape2、ggplot2包进行分析和作图。方差分析采用SPSS Statistics 22.0软件调用邓肯（DUNCAN）新复极差法进行多重比较（P<0.05）。
2
结 果 
2.1
不同植物生长延缓剂处理的土壤微生物α多样性指数
表1为不同植物生长延缓剂处理下黄花菜根际土壤的微生物α多样性指数。整体而言，植物生长延缓剂不影响黄花菜根际微生物的α多样性。土壤微生物群落的物种多样性和均匀性可通过香农指数和辛普森指数来反映，清水对照和延缓剂处理后的香农指数、辛普森指数无显著差异，说明延缓剂处理对土壤微生物群落的均匀性和多样性影响较小。
表1  黄花菜土壤细菌和真菌群落多样性指数
Table 1 Diversity index of soil bacterial and fungal communities of Hemerocallis citrina 
	微生物
	处理
	Chao 1指数
	观测物种
	香农指数
	辛普森指数

	Microorganisms
	Treatment 
	Chao 1 index
	Observed_species
	Shannon index
	Simpson index

	细菌
	CK
	5 705±97a
	4 544±38a
	10±0.05a
	0.95±0.01a

	Bacteria
	PP333
	5 363±200a
	4 493±115a
	10±0.04a
	0.92±0.00a

	
	S3307
	5 604±125a
	4 466±51a
	10±0.08a
	0.93±0.00a

	真菌
	CK
	835±49a
	733±41a
	4.9±0.07a
	0.8±0.02a

	Fungus
	PP333
	686±76a
	580±82a
	4.1±0.28a
	0.8±0.02a

	　
	S3307
	645±36a
	532±38a
	3.8±0.48a
	0.8±0.05a


注：CK，清水对照；PP333，多效唑；S3307，烯效唑。同一列不同小写字母代表细菌或真菌不同处理间差异显著（邓肯检验），P < 0.05。下同。Note：CK, water control； PP333, paclobutrazol； S3307, uniconazole. Different lowercase letters in the same column indicate significant differences among different treatments of bacteria or fungus at 0.05 level (Duncan’s test). The same below.
2.2 不同植物生长延缓剂处理的土壤微生物β多样性
基于Bray-Curtis距离来进行主坐标分析（PCoA）。在细菌的PCoA图中，PCoA1 解释了24.73%的方差，PCoA2解释了20.06%的方差（图 1a），各处理间距离较远且置换多元方差分析（PERMANOVA） P<0.05（P=0.013），CK在PCoA2轴上为正值，与多效唑相反，表明3个处理间土壤细菌群落结构差异较大。在真菌的PCoA图中PERMANOVA 的P<0.05（P=0.001），PCoA1 解释了39.55%的方差，PCoA2解释了24.46%的方差（图 1b）。
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图1 不同处理下黄花菜根际土壤细菌（a）、真菌（b）微生物群落主坐标分析（PCoA）（操作分类单元，OTU） 
Fig.1 Principal coordinate analysis (PCoA) of bacterial (a) and fungal (b) microbial communities in the rhizosphere soil of Hemerocallis citrina under different treatments (operational taxonomic units level, OTU)
2.3 不同植物生长延缓剂处理对土壤微生物种类的影响
土壤细菌高通量测序共获得9 992个OTUs，其中清水对照、烯效唑和多效唑分别有6 719个、6 859个和6 951个OTUs （图2a），3个处理共有的OTUs 4 336个（43.39%），特有OTUs比例分别为10.88%、12.45%和14.61%。土壤真菌高通量测序共获得1 443个OTUs，其中清水对照、烯效唑和多效唑分别有1 133个、863个和941个OTUs（图2b），3个处理共有的OTUs535个（37.07%），特有OTUs比例分别为16.84%、6.51%和10.19%。在延缓剂处理后黄花菜根际特定微生物表现出一定差异。清水对照特有细菌种类最少（1 087种），但真菌种类最多（243种）。与对照相比，多效唑和烯效唑处理增加了细菌多样性，降低了真菌多样性。
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图2 不同处理下黄花菜根际土壤细菌（a）和真菌（b）OTUs 韦恩图
Fig. 2 Venn diagrams of bacterial OTUs (a) and fungal OTUs (b) in the rhizosphere soil of Hemerocallis citrina under different treatments
2.4 不同植物生长延缓剂处理对土壤微生物群落物种组成的影响
黄花菜根际土壤微生物群落结构层次明显，优势细菌门有变形菌门（Proteobacteria，CK：23.38%；S3307：22.03%；PP333：23.56%）、放线菌门（Actinobacteria，CK：21.79%；S3307：19.81%；PP333：24.87%）、酸杆菌门（Acidobacteria，CK：11.25%；S3307：10.78%；PP333：12.49%），共占约 52.64%~60.93%（图3a），多效唑处理能增加变形菌门、放线菌门和酸杆菌门的相对丰度。除了优势细菌门之外，还有绿弯菌门（Chloroflexi，CK：8.75%；S3307：11.21%；PP333：9.28%）、拟杆菌门（Bacteroidota）、浮霉菌门（Planctomycetota）、厚壁菌门（Firmicutes）、微菌门（Verrucomicrobia）和芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）也对延缓剂处理有一定程度的响应。
黄花菜根际土壤的优势真菌门有子囊菌门（Ascomycota，CK：74.60%；S3307：61.02%；PP333：84.57%）和担子菌门（Basidiomycota，CK：7.00%；S3307：28.19%；PP333：2.90%），共占81.60%~89.21%（图3b）。多效唑处理增加了子囊菌门的相对丰度，减少了担子菌门的相对丰度。而烯效唑处理结果与多效唑相反，烯效唑处理减少了子囊菌门的相对丰度，增加了担子菌门的相对丰度。
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图 3 不同处理下黄花菜根际土壤细菌（a）和真菌（b）门水平群落组成
Fig. 3 Bacterial community composition (a) and fungal community composition (b) in the rhizosphere soil phylum of Hemerocallis citrina under different treatments
如图4所示，在属水平上，各处理相对丰度排名前8位的细菌优势菌属主要有节杆菌属（Arthrobacter）、鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas）、Skermanella、微枝形杆菌属（Microvirga）、Vicinamibacteraceae、RB41、苔藓杆菌属（Bryobacter）、芽孢杆菌属（Bacillus）。各处理相对丰度排名较前的优势真菌菌属主要为镰刀菌属(Fusarium)、黑蛋巢菌属（Cyathus）、被孢霉属(Mortierella)、Tricharina、Lobulomyces、Sporormurispora等，多效唑处理后土壤黑蛋巢菌属的相对丰度增加明显，较对照显著增加25.13%。
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图 4 不同处理下黄花菜根际土壤细菌（a）和真菌（b）属群落组成
Fig. 4 Bacterial community composition (a) and fungal community composition (b) in the rhizosphere soil genus of Hemerocallis citrina under different treatments
2.5 不同植物生长延缓剂处理的土壤微生物显著性差异菌群
利用线性判别分析（LEfSe）成功筛选到了显著性差异菌群（图5），用于解释延缓剂引起的差异。土壤真菌共发现5个分类单元发生显著性改变，包括2个目（Microascales和Thelephorales）和3个科（Loboceae、Bionectriaceae和Microascaceae）。土壤细菌共有14个分类单元发生显著性改变，包括3个纲（Acidimicrobiia、Bdellovibrionia 和Bacilli）、4个目（Propionibacteriales、Bacillales、Haliangiales 和Tistrellales）、7个科（Nocardioidaceae、Bacillaceae 和 Haliangiaceae 等）。
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图5 不同处理下细菌（a）和真菌（b）差异物种的分支 
Fig.5 Branches of bacterial differential species (a) and fungal differential species (b) under different treatments
3
讨 论  
前人研究结果表明，植物生长延缓剂——多效唑可减少土壤微生物的生物量，对土壤微生物的活性造成负面影响[15]。不同剂量多效唑处理后的土壤微生物多样性会发生改变，细菌的数量随多效唑浓度的增加呈线性降低，微生物多样性指数则呈现先增加后降低的趋势[22]。长期使用多效唑会使芒果园土壤中的细菌（包括放线菌）、真菌数量降低，对土壤中脱氢酶活性和活菌丝长度也会产生负面影响[23]。本文研究结果发现，多效唑和烯效唑处理均增加了黄花菜根际土壤细菌数量，提高了黄花菜根际土壤细菌的总OTUs和特有OTUs数量，其中清水对照、烯效唑和多效唑分别有6 719个、6 859个和6 951个OTUs（图2）。本研究结果与前人研究略有差异，这可能与延缓剂浓度和使用时间及方法有关，本研究中延缓剂喷施在植物叶片上且仅在一年中喷施了4次，并未形成长期效应。同时延缓剂处理降低了土壤真菌数量（图2），任海英等[26]的研究也得到了相似的结果，高浓度多效唑处理杨梅后，根表土的细菌多样性和丰富度明显升高，真菌多样性和丰富度明显降低。
本研究在对细菌和真菌门水平分析发现，多效唑处理可增加变形菌门、放线菌门、酸杆菌门和子囊菌门的相对丰度（图3），这与前人研究结果[26]一致；而烯效唑处理可增加担子菌门的相对丰度（图3）。有报道指出变形菌门与土壤抗病性密切相关，可促进植物生长、固氮和提高土壤肥力，其丰度的提高有利于促进土壤养分循环[27-29]，而酸杆菌门具有嗜酸性，在土壤中可驱动物质循环和生态环境的构建，均有改善土壤根际环境的作用。子囊菌门有较快的生长速度和利用营养物质的能力，在养分高的土壤中丰度高，有利于土壤营养物质循环，增加土壤中有机质含量[30-31]。担子菌门在土壤中具有分解木质纤维素、促进有机质的分解和转化的作用[32]。
 对细菌属水平结构组成分析发现，多效唑处理下节杆菌属、鞘氨醇单胞菌属的相对丰度较清水对照分别增加了1.1%和0.2%（图4）。陈舒婷等[33]研究表明，鞘氨醇单胞菌属可促进植物生长和抵御病菌侵染植物，其丰度提高可为促进植物生长发育提供有利环境，提高土壤中全磷的含量[34]，增强植物抗逆能力。本研究中多效唑处理下土壤镰刀菌属的相对丰度较对照增加9.68%（图4），镰刀菌属为致病菌，会引起萎蔫病和根腐病[35]，说明多效唑处理下有提高镰刀菌属等病原菌相对丰度的风险。烯效唑处理后的镰刀菌属相对丰度略有降低，而黑蛋巢菌属的相对丰度增加明显，较对照增加25.13%（图4）。多效唑和烯效唑的使用改变了黄花菜根际微生物群落结构，但对黄花菜抗病功能的影响尚需进一步深入研究。
4结 论  
本研究结果显示了植物生长延缓剂对黄花菜根际微生物群落的影响。多效唑和烯效唑处理可增加黄花菜根际土壤细菌的总OTUs和特有OTUs数量，但降低了真菌多样性。多效唑处理增加了变形菌门、放线菌门和酸杆菌门的相对丰度，同时也增加了真菌子囊菌门的相对丰度，而烯效唑处理则减少了子囊菌门的相对丰度，增加了担子菌门的相对丰度。研究结果为植物生长延缓剂的安全使用及土壤微生态调控提供了依据。
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