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$$摘$要$$盆栽试验设置了五个处理$对照".##&施用普通有机肥".*#&施用 6phA< 号微生物有机肥

".+#&石灰处理土壤后施用 6phA< 号微生物有机肥".=#&石灰和碳铵处理土壤后施用 6phA< 号微生物有机

肥".!#!用 1440和平板计数法研究了根际土壤微生物群落的多样性!旨在探讨微生物有机肥及微生物有机

肥结合土壤改良剂对烟草青枯病的防治效果和对烟草根际土壤细菌群落多样性的影响' 结果表明$连作土

壤中!施用普通有机肥".*#不仅不能防治烟草青枯病!还提高了烟草青枯病的病情指数!而施用微生物有机

肥处理".+&.= 和 .!#对烟草青枯病的防治效果分别达 II(<aR?<(;a(施用微生物有机肥可显著改变根际

微生物区系结构$.* 处理的根际土壤细菌和放线菌数量较 .# 处理略有增加!真菌数量则较 .# 处理增加了

#(# 倍(.+ 和 .= 处理的根际土壤细菌分别较 .# 处理增加了 +(! 倍和 I(# 倍!同时!放线菌数量分别增加了

+(< 倍和 +(! 倍!而真菌数量分别下降了 II(*a和 <"(#a(.! 处理的根际土壤细菌和放线菌数量较 .# 处理

分别增加了 #+(I 倍和 !(# 倍!真菌数量下降了 <!("a(各处理的细菌群落多样性均较 .# 处理增加' 初步研

究表明!连作病害土壤用石灰和碳铵预处理后再施用 6phA< 号微生物有机肥能有效防控烟草青枯病和减缓

连作生物障碍!其作用机制主要通过改变微生物区系和降低病原菌数量实现'

关键词$$烟草青枯病(微生物有机肥(微生物区系分析(连作土壤(土壤改良剂

中图分类号$$6#!=(+?$$$$文献标识码$$,

$$烟草属于双子叶植物纲 "1CJ&UD'S]&9S8S#茄科

"6&'898JS8S#植物!具有很高的经济价值!是烟区农

民收入&地方财政和国家税收的重要来源之一
)#*

'

烟草 青 枯 病 是 由 茄 科 劳 尔 氏 菌 " C61@:0'(6 @0E

16'6=26->9#

)*A+*

引起的维管束病害!是一种毁灭性

土传细菌病害
)=AI*

!其分布广&危害重
)<*

!严重影响

烟草的产量与品质
)?*

'

目前防治烟草青枯病的方法主要包括提高烟

株的抗性&实施耕地控制和药剂防治等
);*

' 提高烟

株抗性是防治青枯病最经济有效的方法!但烟株的

抗性受很多因素影响!例如我国的主栽品种 l+*I!

随着种植期延长!病菌致病力发生变化!其抗性正

在丧失
)#"*

' 化学药剂防治青枯病虽然能起到一定

的作用!但是长期大量施用化学药剂容易使细菌产

生抗药性!引起土壤质地的变化!造成环境污染和

烟草的药剂残留!严重影响人体健康
)I*

' 生物防治

由于其对环境&生态和人畜的安全性而受到了国内

外研究者的广泛关注
)##*

!如丁传雨等
)#**

报道的

>52A+I 有机肥和 >52A*+ 有机肥防治效果分别达到

;Ia和 ;#a!李双喜等
)#+*

的研究表明土壤中施入

微生物有机肥!既能改善根际微生态环境!增加微

生物数量!促进根系生长和对养分的吸收!又能改

变土壤微生物区系!增强西瓜抗病性' 研究表明!

若从病害的原位土壤中分离筛选出对病原菌具有

拮抗效果的微生物制成微生物有机肥来防治土传

病害!在防病的同时还可以改善和修复土壤生态环

境!减少化肥和农药的使用!实现烟草生产的可持

续发展
)#=*

' 此外!土壤改良剂能对土壤理化性质产

生改变!影响土壤微生物!降低病原菌数量
)#!A#I*

'

本研究从烟草土传青枯病发病严重的大田健

康植株根际土壤中筛选到一株拮抗烟草青枯病菌

的细菌!经鉴定为芽孢杆菌属!将该拮抗菌制成微
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生物有机肥!结合石灰&石灰和碳铵等土壤改良方

法应用于烟草上!不仅可以很好地防治烟草土传青

枯病害!还可以对连作障碍土壤进行生态修复'

!"材料与方法

!#!"供试材料

试验烟草为红花大金元!土壤改良剂为石灰和

碳铵!均为贵州烟草科学研究所提供'

盆栽土壤为连续种植烟草的大田连作土壤"取

自贵州省福泉市皂角井长期种植红花大金元且青

枯病发病率高达 #""a的连作土壤#'

拮抗菌为本实验室筛选的一株高效拮抗细菌

6phA<!经鉴定为 A6=(11>@69<101(H>246=(2'@' 本试验

所用肥料为实验室研制的普通有机肥和微生物有

机肥' 普通有机肥为氨基酸有机肥料和猪粪堆肥

按一定比例混合而成!微生物有机肥则是在有机肥

的基础上加入拮抗菌 6phA< 经二次固体发酵而成'

普通有机肥含有 )"(=#< M_M
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*
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!
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*

2"(";+ M_M

O#

!微生物有机肥含有 )"(="I M_M

O#

&

/

*

2

!

"(*?I M_M

O#

&l

*

2"("?I M_M

O#

!6phA< 数量达

到 ? x#"

?

ĴG M

O#

肥料'

!#$"试验设计

盆栽试验在贵州省烟草科学研究所温室进行

"! 月 #+ 日 R? 月 *# 日#!试验设置 ! 个处理!#" 个

重复!每盆装 #" _M烟草连作病土' ! 个处理分别

为$##.#$按常规施用当地烟草专用无机复合肥"!"

M株
O#

!)\/

*

2

!

\l

*

2比例为 ?\#"\**#(*#.*$在 .#

的基础上加 #(!a自行研制的普通有机肥(+#.+$在

.# 的基础上加 #(!a自行研制的微生物有机肥(=#

.=$在移栽前对土壤用石灰"#"" M盆
O#

#进行处理!

用薄膜覆盖 #" ]!揭膜使土壤透气 + ]!然后按.+ 处

理(!# .!$在移栽前对土壤用石灰和碳铵 "石灰

#"" M盆
O#

e碳铵 !" M盆
O#

#进行处理!用薄膜覆盖

#" ]!揭膜使土壤透气 + ]!补足与 .# 相同的 )/l

肥"尿素 *(#= M盆
O#

!磷酸二氢钾 ;(=? M盆
O#

!硫酸

钾 #=(+# M盆
O#

#!再加 #(!a微生物有机肥'

!#*"病情调查

自移栽后 =" ] 出现第一株发病植株起!每天记

录病情状况!并每隔 ! ] 详细调查记录直至烟草成

熟期' 烟草青枯病的发病率&病情指数和防治效果

按下式计算$发病率 [处理发病植株r调查植株总

数 x#""a!病情指数按照中华人民共和国烟草行业

标准烟草病害分级及调查方法
)#<*

调查$" 级$全病

无病(# 级$茎部偶有退绿斑!或在有条斑一侧有少

数叶片凋萎(* 级$茎有黑色条斑!但尚未达到顶部!

或病侧 #r* 以上叶片凋萎(+ 级$茎部黑色条斑到达

株顶部!或病侧 *r+ 以上叶片凋萎(= 级$病株基本

枯死' 病情指数 [)

"

"病情级数 x此级菌株数# r

"最高级数 x总株数#* x#""!防治效果 ["对照病

情指数 O处理病情指数# r对照病情指数 x#""a'

#(= 根际微生物区系计数

试验结束后每个处理随机选取生长一致的 + 个

盆钵植株!取其根际土混合!用稀释平板法对微生

物区系进行计数' ),&高氏一号和马丁氏培养

基
)#?*

!分别用于根际土壤中的细菌&放线菌和真菌

总数测定'

!#,"P/27;66-

!#,#!$土壤样品采集$$分别在移栽后第 < 天"移

栽后约 < R#" 天为还苗期 #&第 *! 天 "移栽后约

#" R+"天为伸根期#&第 !" 天"移栽后 +" RI" 天为

旺长期#&第 ;" 天"移栽后 I" 天以后为成熟期#采

集土壤样品!每个处理随机选取 + 个重复!采其根

际土'

!#,#$$/-jA1440方法$ $ /-j引物采用 #I6

Tj),基因 %+ 区引物 4-A++?c和 !#?j

)#;*

"4-A

++?c$!�A-4---4--4-4-4-44-444-4444-444

44-,-444444,-.--.,-444,44-,4-,4A+�!

!#?j$!�A,..,--4-44-.4-.44A+�#' /-j体系包

括 *(!

"

'#" x/-j fG^̂ST" 含 有 PM

* e

#! *

"

'

*(! BB&'3

O#

])./BC̀UGTS!"(+

"

'的 0̀ .8g Y&'DA

BST8FS" ! k

"

'

O#

!.8l8j8#!引物各 "(!

"

'!模板

#

"

'!最后加入 ]]Z

*

2补足至 *!

"

'' /-j反应程

序$;=X预变性 < BC9!进入热循环!包括 ;=X变性

+" F!I#X退火 +" F!<*X延伸 +" F!共 +! 个循环!最

后 <*X延伸 < BC9' 1440条件$1440电泳仪为1A

J&]S突变检测系统 ">C&Aj8]#!所用的聚丙烯酰胺

凝胶浓度为 ?a!变性梯度为 ="aRI"a!?"%恒温

I"X!# x.,0中电泳 #I K!银染后扫描!采用 pG89A

UCUD29S">C&Aj8]#分析结果'

!#K"数据处理

6K899&9AQCS9ST多样性指数"M#

)*"*

的计算是基

于 1440条带的位置和条带的强度!而条带的强度

则通过条带的峰面积来表示' 计算公式为$ M &

W

"

L

(

'9L

(

&W

"

"K

(

,K#'9"K

(

,K#!式中!K

(

为

峰面积!K为所有峰的总面积'

试验数据采用 6/66#+(" FU8UCFUCJF&̂UL8TS进行

方差分析'



# 期 $$王丽丽等$ 微生物有机肥结合土壤改良剂防治烟草青枯病 #!!$$

$"结果与分析

$#!"不同处理对烟草青枯病的防治效果

从表 # 可看出!.# 和 .* 处理的烟株发病率

均为 #""a!说明施用烟草专用无机复合肥和普

通有机肥在烟草青枯病发病率上没有差异!.*

处理的病情指数反而增加!说明普通有机肥对防

治烟草青枯病没有效果' 与 .# 和 .* 处理相比!

.+ 处理可以显著降低烟草青枯病的发病率!其

发病率为 !"a!防治效果为 II(<a!说明施用微

生物有机肥对防治烟草青枯病具有显著效果'

而 .= 处理的烟草青枯病发病率仅 ="a!防治效

果达到 ?#(?a' .! 处理烟草青枯病的发病率仅

*"a!防治效果达到 ?<(;a' 表明对于土传病害

严重的土壤!先进行土壤预处理!然后再施用微

生物有机肥能有效控制连作土壤烟草青枯病的

发生'

表 !"不同处理对烟草青枯病的防治效果

%&'()!"0̂ ŜJUF&̂]Ĉ̂STS9UUTS8UBS9UFJ&9UT&''C9MU&f8JJ&f8JUSTC8'LC'U

处理

.TS8UBS9U

发病率

59JC]S9JS"a#

病情指数

1CFS8FSC9]S̀ "a#

防治效果

-&9UT&'Ŝ̂SJU"a#

.# #"" ?*(! %

.* #"" ?!(" O*(;

.+ !" *<(! II(<

.= =" #!(" ?#(?

.! *" #"(" ?<(;

$#$"不同处理对烟草根际土壤微生物区系的影响

由表 * 可知!与 .# 相比!.* &.+ &.= 和 .! 处

理的细菌和放线菌数量均有所增加!.* 处理的

真菌数量较 .# 有所增加!而 .+ &.= 和 .! 的真菌

数量均有所下降' .* 处理细菌和放线菌数量较

.# 略有增加!真菌数量增加了 #(# 倍!表明普通

有机肥的使用也能在一定程度上促进根际微生

物的生长(.+ 和 .= 处理的根际土壤细菌分别较

.# 增加了 +(! 倍和 I(# 倍!放线菌数量分别增加

了 +(< 倍 和 +(! 倍!而 真 菌 数 量 分 别 下 降 了

<"(#a和 II(*a!表明施用微生物有机肥能很

大程度上改变土壤微生物区系(.! 处理的根际

土壤细菌和放线菌数量较 .# 分别增加了 #+(I

倍和 !(# 倍!真菌数量下降了 <!("a' 表明用石

灰和碳铵预处理土壤后!再施用微生物有机肥能

显著改变连作土壤区系'

表 $"不同处理对烟草根际土壤中微生物区系的影响

%&'()$"0̂ ŜJUF&̂]Ĉ̂STS9UUTS8UBS9UF&9 F&C'BCJT&fC8'Y&Y&G'8UC&9 C9 U&f8JJ&TKCE&FYKSTS

处理

.TS8UBS9U

细菌

>8JUSTC8" x#"

<

ĴG M

O#

F&C'#

真菌

cG9MC" x#"

=

ĴG M

O#

F&C'#

放线菌

,JUC9&BDJSUSF" x#"

!

ĴG M

O#

F&C'#

.# =(< s=(*J I(? s"(;8f #(? s#(If

.* !(= s*(=J #=(+ s;(+8 *(< s*("f

.+ *#(+ s!(?fJ *(" s#(*f ?(! sI(=8f

.= ++(+ s=(!f *(+ s#(If ?(# s!(#8f

.! I?(< s*"(#8 #(< s"(*f #"(; s#("8

$$注$平均值 s标准差' 同列数值后不同字母表示差异达 !a差异水平 )&US$PS89Fs60(%8'GSF̂&''&LS] fD]Ĉ̂STS9U'SUUSTFC9 UKSF8BSJ&'GB

BS89 FCM9ĈCJ89U]Ĉ̂STS9JS8U!a 'SNS'

$#*"不同生育期各处理烟草根际土壤细菌群落多

样性变化

$#*#!$烟草还苗期根际土壤细菌群落多样性变

化$$对烟草还苗期根际土壤细菌群落进行了

1440图谱分析"图 #,#!细菌群落在种类和数量上

均发生了变化!各处理中均有青枯菌的存在!但是

从丰度看各处理间无明显差异' 对各处理的 1440

图谱进行相似性分析"图 *,#!结果表明!.# 和 .*
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单独成为一个族群!.= 与组成一个族群的 .+ 和 .!

组成一个族群!表明在还苗期!使用微生物有机肥

的处理其微生物群落结构和对照及使用普通有机

肥的处理已经有显著不同'

$#*#$$烟草伸根期根际土壤细菌群落多样性变

化$$在烟草伸根期对根际土壤细菌群落进行

1440分析"图 #>#!结果表明!! 个处理均检测到了

青枯菌的存在!但是从丰度看各个处理间仍没有明显

的差异' 各处理的 1440图谱相似性分析结果"图

*>#表明在伸根期 .# 单独为一个族群!与其他处理

间差异巨大(.* 和 .+ 两者组成一个族群(而 .= 和

.! 与其他处理之间的差异较大!表明用石灰或石

灰A碳铵进行预处理对土壤细菌群落具有重要影响'

$#*#*$烟草旺长期根际土壤细菌群落多样性变

化$$对旺长期烟草根际土壤细菌群落进行 1440

分析"图 #-#!结果表明!在 ! 个处理中均有青枯菌

的存在!但是各处理间青枯菌数量有较明显的差

异!.# 和 .* 青枯菌条带较亮!.+ 的青枯菌条带次

之!而 .= 和 .! 的青枯菌条带较弱' 说明 6phA< 有

效抑制了烟草旺长期青枯病原菌的生长与繁殖!若

用石灰或者石灰A碳铵对其进行预处理!其抑制效果

更加明显' 对各处理的 1440图谱进行相似性分

析结果"图 *-#表明!.# 和 .* 的相似性较高!两者

组成为一个族群(.+ 和 .= 两者组成一个族群(而

.! 为单独一个族群!表明.! 的细菌多样性与其他 =

个处理的差异很大'

$#*#+$烟草成熟期根际土壤细菌群落多样性变

化$$在烟草成熟期!对烟草根际土壤细菌群落进

行 1440分析"图 #1#!对各处理的 1440图谱进

行相似性分析 "图 *1# !结果表明!.# 和 .* 组成

一个族群!.+ 和 .= 组成一个族群!.! 与组成一个

族群的 .+ 和 .= 组成一个族群!说明使用普通有

机肥对微生物种群结构影响不大!而使用微生物

有机肥显著影响了微生物种群结构' 同时 ! 个处

理间均有青枯菌的存在!.# 和 .* 青枯菌条带最

亮!.+ 其次!.! 最暗' 说明 6phA< 有效抑制了烟

草青枯病原菌的生长与繁殖!若用石灰或者石灰A

碳铵对其进行预处理!其效果更加明显!其中石灰A

碳铵A微生物有机肥处理抑制效果较石灰A微生物

有机肥处理效果明显'

$#*#,$烟草不同生育期不同处理土壤细菌类群的

多样性指数$$表 + 数据表明$在烟草生长的 = 个

生育期!! 个处理的细菌群落多样性指数最低的均

为 .#!.* 的细菌群落多样性略高于 .#!表明使用有

机肥可以促进细菌多样性的增加' .+ 的细菌多样

性指数又高于 .*!表明微生物有机肥对细菌多样性

的促进作用较普通有机肥明显' 由于石灰的消毒

作用!.= 的细菌多样性指数在还苗期较 .+ 略低!但

在其他时期 .= 处理的细菌多样性指数均高于 .+!

表明石灰对土壤的消毒作用是短暂的!随后在微生

物有机肥的作用下土壤微生物区系得到了重建!而

且多样性更加丰富' .! 的细菌群落多样性指数在

各个时期均为最高!分别为 *(!+*&*(I+?&*(<+; 和

*(<+I!说明石灰和碳铵预处理土壤后再施用微生物

有机肥可以显著改变连作烟草土壤的微生物群落

结构!增加细菌多样性'

图 #$根际土壤细菌群落 1440图谱

cCM(#$1440YT&̂C'SF&̂UKSf8JUSTC8'J&BBG9CUDC9 U&f8JJ&TKCE&FYKSTSF&C'



# 期 $$王丽丽等$ 微生物有机肥结合土壤改良剂防治烟草青枯病 #!<$$

图 *$根际土壤细菌群落 1440图谱相似性分析

cCM(*$1440FCBC'8TCUD898'DFCF&̂UKSf8JUSTC8'J&BBG9CUDC9 U&f8JJ&TKCE&FYKSTSF&C'

表 *"烟草不同生育期不同处理根际土壤细菌多样性$0V&JJEJ7:W)J)@指数"

%&'()*"6K899&9AQCS9STC9]S̀ &̂UKSf8JUSTC8'C9 UKSTKCE&FYKSTSC9 ]Ĉ̂STS9UUTS8UBS9UF8U]Ĉ̂STS9UMT&LUK FU8MSF&̂UKSY'89UF

生育期

4T&LUK FU8MS

6K899&9AQCS9ST指数 6K899&9AQCS9ST59]S̀

.# .* .+ .= .!

还苗期 6SS]C9MTSNCNC9MFU8MS *(=** *(=<* *(!#; *(!"? *(!+*

伸根期 j&&UFYTS8]C9MFU8MS *(=;* *(!?I *(!;" *(!;I *(I+?

旺长期 c8FUMT&LC9MFU8MS *(=+# *(=?! *(!=# *(!?! *(<+;

成熟期 P8UGTC9MFU8MS *(*"* *(*+? *(!"* *(!;? *(<+I

*"讨论与结论

众多研究表明!采用拮抗菌和有机肥发酵后施

用的方法!有机肥为拮抗菌提供了足够的营养物

质!使其容易在土壤中定殖!从而有效抑制病原菌

的生长
)*#A***

' 本研究中微生物有机肥的施用可以

显著降低烟草青枯病的发病率!与陈巧玲等
)*+*

的研

究结果一致'

单独施用微生物有机肥虽然能显著降低烟草

青枯病的发生!但是对于病害严重的长年连作土

壤!其防治效果仍不能将病原菌控制在不发病或不

会引起重大经济损失的阈值内' 长期以来!国内外

对土壤改良剂进行了大量深入的研究!施用土壤改

良剂能够改善土壤的理化性质和对微生物群落产

生巨大的影响!为作物的生长提供了良好的环

境
)*=*

!再通过微生物有机肥对病原菌的抑制作用!

从而达到降低病害的发生' 本研究将土壤改良剂

和微生物有机肥结合起来!期望取得更好的防治效

果!结果表明施用土壤改良剂的处理防治效果较单

独使用微生物有机肥的处理高!其中 .! 的防治效

果最高!达到 ?<(;a' 1440图谱中病原菌丰度也

表明!.! 处理病原菌数量较 .# 处理显著减少'

土壤微生物是土壤活的有机体!是最活跃的土

壤!在土壤生态系统中占重要位置
)*!*

!是土壤质量的

重要组成部分
)*I*

!连作障碍的形成与连作土壤细菌&

放线菌等数量明显下降!病原菌数量明显上升!土壤

微生态环境趋向恶劣有关
)*<A*?*

' .+&.=&.! 处理显著

增加了根际土壤中细菌的数量!其中 .! 对细菌数量

的影响最大!.! 还显著增加了放线菌的数量(真菌数

量的下降!可能与 6phA< 有关!因为实验室条件下

6phA< 亦能抑制赤星病&灰霉病等真菌!此外石灰处

理改变了土壤的 YZ!使其不适合真菌的生长
)*=*

'

研究表明!拮抗菌与有机肥共同施用不仅可以

起到防病作用!而且可以使连作土壤微生物区系向

着更为健康!更为合理的方向发展' 1440图谱及

土壤细菌类群的多样性指数分析表明 .+&.= 和 .!
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均能够降低烟草根际土壤中病原菌数量!增加细菌

群落的多样性!其中以 .! 影响最大!其原因可能

为$石灰及石灰和碳铵预处理!改变了土壤理化性

质
)*=*

!改变了连作土壤中病原菌的生存环境!对土

壤起到了一定的还原作用!其中石灰A碳铵预处理效

果较石灰好!加倍促进了微生物有机肥对根际细菌

群落的修复!但具体的作用机制还需要进一步研究'
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