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封面图说: 噶龙山南坡的高山湖泊———喜马拉雅山南坡的嘎龙山光照强烈、雨量充沛,尽管是海拔 4500 多米的高寒地区,山上
的草甸依然泛着诱人的翠绿色,冰川和雪山的融水汇集在山梁的低洼处形成了一个又一个的高山湖泊,由于基底的
差别和水深的不一样,使得纯净清澈的冰雪融水在湖里呈现出不同的颜色,湖面或兰或绿、颜色或深或浅,犹如一块
块通体透明的翡翠镶嵌在绿色的绒布之中。 兰天下面,白云落在山间,通往墨脱的公路像丝带一样随随便便地缠绕
着,一幅美丽的自然生态画卷就这样呈现在你的面前。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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无致病力青枯雷尔氏菌对烟草根系土壤
微生物脂肪酸生态学特性的影响

郑雪芳,刘摇 波*,蓝江林,朱育菁,车建美,苏明星
(福建省农业科学院农业生物资源研究所, 福州摇 350003)

摘要:为了探讨无致病力青枯雷尔氏菌对烟草根系土壤微生物群落结构的影响,测定了接种无致病力青枯雷尔氏菌 RS鄄1403 和

清水对照的烟草根系土壤的磷脂脂肪酸(Phospholipid Fatty Acids, PLFAs),比较分析两种处理下的烟草根系土壤微生物 PLFAs
组成、含量、微生物群落结构及多样性的差异,以期从微生物群落水平解析 RS鄄 1403 菌株胁迫对烟草青枯病的免疫抗病机制。
结果表明,与对照相比,RS鄄1403 菌株胁迫下烟草根系土壤微生物 PLFAs 的组成及含量发生了变化,分为 5 种变化类型,分别为

下降型、无变化型、增加 50%以下类型、增加 50%—100%类型,增加 100%以上类型,其中指示放线菌的 10Me16颐0 含量降低,为
下降型,增加 100%以上类型的 PLFAs 均指示革兰氏阴性菌。 进一步分析表明,接种 RS鄄1403 菌株能改变烟草根系土壤微生物

群落结构,促进细菌和真菌的生长,抑制放线菌的生长。 接种 RS鄄 1403 菌株能提高烟草根系土壤的群落优势度 Simpson 指数、
群落丰富度 Shannon 指数和均匀度 Pielou 指数,增加土壤的微生物群落多样性。 对 RS鄄 1403 菌株胁迫下烟草根系土壤微生物

亚群落分化的比较分析,显示 RS鄄1403 菌株处理组与对照组亚群落分化不同,当兰氏距离为 2. 56 时,可将处理组和对照组均分

为 4 个亚群落,但它们的各亚群落组成及特征不同。 聚类分析表明,基本上可将取样期内的 RS鄄1403 菌株胁迫处理和清水对照

的烟草根系土壤分别聚在两个不同的类群中,说明 RS鄄1403 菌株能明显改变烟草根系土壤微生物群落结构。
关键词:无致病力青枯雷尔氏菌;根系;土壤微生物;磷脂脂肪酸

Effect of the avirulent strain of Ralstonia solanacearum on the ecological
characteristics of microorganism fatty acids in the rhizosphere of tobacco
ZHENG Xuefang, LIU Bo*, LAN Jianglin, ZHU Yujing, CHE Jianmei, SU Mingxing
Agricultural Bio鄄Resources Research Institute, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350003, China

Abstract: The present paper dealt with the effect of the avirulent strain RS鄄 1403 of Ralstonia solanacearum on the
ecological characteristics of microorganism fatty acids in the rhizosphere of tobacco. The tobacco plants were treated with the
avirulent strain RS鄄 1403 in the concentration of 1. 0 伊 106 cfu / mL with water as control in the semi experiments. The
rhizosphere soil was sampled at different days etc. 5d, 10d, 15d, 20d and 25d after treatment. The phospholipid fatty
acids (PLFAs) of the soil samples were detected by. GC of Agilent6890N. Pattern, content and structure of the microbial
PLFAs in tobacco rhizosphere soil were evaluated and the difference between treatment and water control were compared to
analyze the immune disease鄄resistant mechanism of the strain RS鄄1403 against tobacco bacterial wilt disease at the microbial
community level. The results showed that the microbial PLFAs pattern and content in the tobacco rhizosphere soil were
changed under the stress of the avirulent strain RS鄄1403. The fluctuation of microbial PLFAs could be divided five types,
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e. g. declining type, unchanging type, <50% increasing type, 50%—100% increasing type, and >100% increasing
type. Among which, the reduction of 10Me16 颐0 indicative to actinomycetes represented the decreasing type, all of the
PLFAs in >100% increasing type indicated to G- bacteria. The statistical analysis showed that the inoculation of RS鄄1403
could change the microbial community structure in the tobacco rhizosphere soil due to improving the growth of bacteria and
fungi and inhibiting the reproduction of actinomycetes. Inoculation of the stain RS鄄 1403 could increase the microbial
community diversity in the soil, in which, the enhancement of SHANNON index of community dominance, Simpson index
of community abundance and Pielou index of uniformity was revealed. The differentiation of microbial sub鄄community in the
tobacco rhizosphere soil under the stress of the strain RS鄄 1403 was also evaluated with cluster analysis. The results
displayed the significant difference existed between RS鄄1403 treatment and water control. The rhizosphere soil microbe both
in treatment and control could be divided into four sub鄄communities at 2. 56 Lance鄄distance, which were different in the
constitutes and characters of PLFAs. The tobacco rhizosphere soils in the RS鄄1403 threatening treatment and water control
could be mainly clustered in to two different groups by using cluster analysis, it was clear that the RS鄄 1403 could alter
remarkably microbial community structure in the rhizosphere soil of tobacco.

Key Words: avirulent strain of Ralstonia solanacearum; root system; soil microorganisms; phospholipid fatty acid
(PLFAs)

烟草青枯病是烟草上一大毁灭性土传病害,致病菌为青枯雷尔氏菌(Ralstonia salanacearum) [1]。 自 1880
年有报道以来该病在世界上分布极为广泛,在我国南方烟区普遍发生,其中广东、福建、浙江、湖南、贵州、四川

等省发生较为严重[2]。 目前对植物青枯病的防治尚未有理想的药剂[3鄄4],由于烟草青枯病原菌为兼性寄生,
品种抗性利用难度很大[5鄄6],使得该病害的防治一直是一大难题。

无致病力青枯雷尔氏菌在植物青枯病防治中具有重要的生防应用潜力[7]。 它利用生物诱导抗性的原

理,在植株苗期接种病原弱株系,经过侵入、定殖,在植株体内形成营养和位点竞争[8],构建植株体内微生态

平衡,诱导植株产生抗病能力,从而阻碍病原菌的蔓延,形成植物疫苗的作用,抑制病害发生。 作者经多年研

究获得一株性状稳定无致病力青枯雷尔氏菌(plant vaccin avirulent strain RS鄄1403),对番茄、茄子、烟草等茄科

作物的盆栽苗试验防效均达 70%以上,具有较好应用潜力。 虽然国内外许多研究已证明利用病原菌无致病

力菌株进行生物防治,在植物病害防治方面具有很好的作用效果[7,9鄄10],但是,对这种作用效果的机理了解甚

少。 青枯病发生与植株根系土壤微生物群落结构关系密切[11],作者试图利用无致病力青枯雷尔氏菌浇灌烟

草根系防治青枯病,从胁迫后的烟草根系土壤微生物脂肪酸生态学特性的变化,来分析其对烟草根系土壤微

生物群落结构影响,解释其作用机理,相关的研究未见报道。
对土壤微生物群落多样性的研究通常采用传统培养物进行培养和分离,传统培养分离的微生物只占总数

的 0. 1%—10% ,不能全面反映土壤微生物多样性信息。 磷脂脂肪酸(Phospholipid Fatty Acids, PLFAs)图谱

分析是近几年来发展的研究土壤微物群落结构的一种新方法,它可定量分析微生物群落的生物量和群落结

构,该方法在土壤的微生物群落组成和种群变化方面研究得到越来越广泛的应用[12-14],用于揭示植被、植物

栽培及土地管理方式、有机污染物、重金属、季节变化、气侯条件及其它方面等诸多因素对土壤微生物群落结

构和生物量的影响。
本研究通过对烟草接种无致病力青枯雷尔氏菌,分析其在烟草根系土壤和植株体内的定殖特性,取得了

理想的烟草青枯病防病效果,引入磷脂脂肪酸(PLFAs)生物标记分析青枯雷尔氏菌无致病力菌株胁迫对烟草

根系土壤微生物群落结构的影响,从生态学角度揭示青枯雷尔氏菌无致病力菌株对烟草植株产生免疫抗性的

机理,为青枯疫苗的研发提供理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 供试材料

摇 摇 烟草植株盆栽苗品种为“红丹冶,生长期为 5—6 叶期。 供试菌株为 GFP 标记的青枯雷尔氏菌无致病力菌

7944摇 14 期 摇 摇 摇 郑雪芳摇 等:无致病力青枯雷尔氏菌对烟草根系土壤微生物脂肪酸生态学特性的影响 摇
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株 1403:gfp / lux(以下简称 RS鄄1403 菌株),该菌株为本实验室从番茄植株分离得到的无致病力菌株,经鉴定

为青枯雷尔氏菌(雷尔氏属),革兰氏染色阴性,对该菌株进行 gfp 基因标记,以便于对其在烟草植株内的定殖

进行实时监测,确保在烟草植株内的接种成功,整个实验在人工气候室内盆栽进行,实验后土壤经过高温灭菌

处理,以防转 gfp 基因菌株的外泄。
1. 2摇 试验方法

1. 2. 1摇 青枯雷尔氏菌 RS鄄1403 胁迫接种烟草植株和取样方法

采用盆栽试验,使用直径 15 cm、高 10 cm 的塑料盆,每盆装营养土 3 kg(购自厦门市银农种苗有限公

司),每盆移栽 1 株烟草苗(尽量选择长势一致的苗),当烟草植株生长至 5—6 叶期,将发酵培养的 RS鄄 1403
菌液稀释浓度至 1. 0伊106 cfu / mL,采用灌根接种法,每盆烟草植株接种 50 mL,每个处理 50 盆重复,设清水对

照处理 50 盆。 在接种后第 5、10、15、20 和 25 天取样。 取样方法:随机选取 10 盆的无致病力青枯雷尔氏菌处

理组和 10 盆的对照处理组,收集离表层土约 5 cm 的烟草植株根系土壤,每盆植株约收集 10 g 小样,再将处理

组和对照组各小样混合、拌匀、去砂砾和植物残体,经晾干后碾碎,过 40 目筛,4 益冰箱保存备用。
1. 2. 2摇 磷脂脂肪酸生物标记分析方法

采用磷脂脂肪酸(PLFAs)生物标记法进行土壤微生物群落结构分析。 磷脂脂肪酸的提取过程和分析参

考 Frosteg覽rd 等和 Kourtev 等方法[15鄄16]并略作修改。 提取过程分 4 个步骤:脂肪酸的释放与甲酯化、溶液的中

和、脂肪酸的萃取、脂肪酸溶解。 PLFAs 成份测定采用美国 Agilent6890N 型气相色谱仪,包括全自动进样装

置、石英毛细管柱及氢火焰离子化检测器。 PLFAs 成份分析采用美国 MIDI 公司(MIDI, Newark, Delaware,
USA)开发的基于细菌细胞脂肪酸成分鉴定的 Sherlock MIS 4. 5 系统(Sherlock Microbial Identification System),
系统根据各组分保留时间计算等链长(ECL)值以确定目标组分的存在,采用峰面积归一化法计算各组分的相

对含量。 磷脂脂肪酸分子式以“A 颐B棕C(c / t)示,其中“A冶代表脂肪酸分子的 C 原子总数,“B冶代表不饱和烯

键的数目,“棕冶代表烯键距离羧基的位置,“C冶为烯键或环丙烷链的位置,后缀“c冶和“ t冶分别代表顺式和反式

同分异构体。
1. 2. 3摇 数据分析

(1)土壤微生物种类的磷脂脂肪酸(PLFAs)生物标记的识别。 Bardgett 等[17]认为土壤中磷脂脂肪酸的组

成可以表示土壤微生物群落的生物量和结构。 由于磷脂脂肪酸存在于所有活体细胞膜中且随菌体死亡而迅

速降解,与微生物量之间具有高度相关性,因此可以很好地标识微生物的生物量。 其中,18颐1棕9c、18颐2棕9,12、
18颐2棕6,9c 等多烯脂肪酸为真核生物所独有[18],其总和可指示真菌生物量;而一些含有以酯链与甘油相连的

饱和或单不饱和脂肪酸如 i15颐0、a15颐0、16颐0、i16颐0 等的总和可代表细菌总脂肪酸,指示土壤细菌总量[19];指示

放线菌的脂肪酸种类有 10Me16颐0、10Me17颐0 和 10Me18颐0[20]。
微生物总量=S磷脂脂肪酸标记 PLFAs
细菌总量=S(12颐0+14颐0+15颐0+ a15颐0+i15颐0+ i16颐0+i17颐0+ a16颐0+16颐1棕5c + i17颐1棕9c + a17颐0+17颐1棕8c +

cy17颐0+17颐0+18颐1棕7c +18颐0+ cy19颐0棕8c)
真菌总量=18颐1棕9c
放线菌总量=10Me16颐0
(2)微生物群落多样性指数分析:引入群落生态学丰富度指数 Shannon鄄Wiener、优势度指数 Simpson 和均

匀度指数 Pielou,分析不同处理烟草根系土壤微生物群落的多样性。 按照计算物种指数方法[21] 计算各指

数值:
Shannon鄄Wiener 指数摇 H= -移P i lnP i

Simpson 指数摇 C=1-移(ni / N) 2

Pielou 指数摇 e=H / lnS
式中,S 为群落中的脂肪酸总种类数,Pi=ni / N,ni 为 i 类脂肪酸个数,N 为该试验中总脂肪酸个数。
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(3)聚类分析

1)采用 DPS 软件,以磷脂脂肪酸生物标记为样本,以其在不同处理、不同时间分布数量为指标,构建矩

阵,以兰氏距离为聚类尺度,用类平均法进行系统聚类,分析无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生

物亚群落的分化;
2)采用 DPS 软件,以供试样品为样本,以每种 PLFAs 在供试样品的分布量为指标,进行单因子方差分析,

构建矩阵,以马氏距离为聚类尺度,用类平均法进行系统聚类,分析无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土

壤微生物群落时间动态。
2摇 结果分析

2. 1摇 无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生物 PLFAs 测定

试验结果见表 1。 从无致病力青枯雷尔氏菌 RS鄄1403 处理的第 5、10、15、20 和 25 天的烟草根系土壤,分
别检测到 16、19、20、16 和 16 种 PLFAs,从对照处理的第 5、10、15、20 和 25 天的烟草根系土壤,分别检测到

14、12、17、12 和 19 种 PLFAs。 其中,包含各种饱和的磷脂脂肪酸,如 14颐0、15颐0、16颐0 等;不饱和的磷脂脂肪

酸,如 18颐1棕9c、17颐1棕8c、16颐1棕5c 等;分支的磷脂脂肪酸,如 a15颐0、a16颐0、i16颐0 等;环化脂肪酸,如 cy17颐0 和

cy19颐0棕8c,说明烟草根系土壤微生物群落 PLFAs 种类丰富。

表 1摇 菌株 RS鄄1403 处理后烟草根系土壤 PLFAs类型和含量(nmol / g)

Table 1摇 Types and concentrations of PLFAs of tobacco root soil under avirulent strain RS鄄1403 treatment and contrast treatment

生物标记
Biomarkers

处理组 Treatment group

TR5d TR10d TR15d TR20d TR25d 均值
Mean

标准差
SD

对照组 Control group

CK5d CK10d CK15d CK20d CK25d 均值
Mean

标准差
SD

12颐0 0. 42 0. 33 0. 00 0. 23 0. 00 0. 20 0. 19 0. 27 0. 21 0. 22 0. 27 0. 00 0. 19 0. 11

14颐0 0. 45 0. 39 0. 31 0. 32 0. 28 0. 35 0. 07 0. 36 0. 41 0. 47 0. 36 0. 51 0. 42 0. 07

i15颐0 1. 31 1. 29 1. 51 1. 08 1. 17 1. 27 0. 16 1. 00 1. 54 1. 49 0. 92 1. 46 1. 28 0. 30

a15颐0 1. 33 0. 98 1. 35 0. 94 0. 68 1. 06 0. 28 0. 64 1. 23 1. 12 0. 91 0. 90 0. 96 0. 23

15颐0 0. 00 0. 12 0. 48 0. 00 0. 00 0. 12 0. 21 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 34 0. 07 0. 15

i16颐0 0. 93 0. 90 1. 08 0. 69 0. 94 0. 91 0. 14 0. 60 0. 79 0. 94 0. 65 0. 93 0. 78 0. 16

a16颐0 0. 59 0. 35 0. 33 0. 41 0. 00 0. 34 0. 21 0. 00 0. 48 0. 29 0. 53 0. 33 0. 33 0. 21

16颐1棕5c 0. 55 0. 56 0. 60 0. 48 0. 71 0. 58 0. 08 0. 00 0. 75 0. 76 0. 44 1. 31 0. 65 0. 48

16颐0 6. 21 5. 10 9. 24 4. 33 7. 05 6. 39 1. 90 8. 09 6. 69 6. 25 4. 00 7. 60 6. 53 1. 59

10Me 16颐0 0. 55 0. 77 0. 00 0. 52 0. 72 0. 51 0. 31 0. 95 0. 78 0. 91 0. 65 0. 79 0. 82 0. 12

i17颐1棕9c 0. 00 0. 00 1. 12 0. 00 0. 00 0. 22 0. 50 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

i17颐0 0. 58 0. 54 0. 76 0. 47 0. 79 0. 63 0. 14 0. 39 0. 60 0. 64 0. 44 0. 70 0. 55 0. 13

a17颐0 0. 74 0. 52 1. 14 0. 62 0. 43 0. 69 0. 28 0. 37 0. 67 0. 56 0. 70 0. 59 0. 58 0. 13

17颐1棕8c 0. 00 0. 00 0. 49 0. 00 0. 00 0. 10 0. 22 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

cy17颐0 0. 53 0. 43 0. 99 0. 43 0. 60 0. 60 0. 23 0. 33 0. 00 0. 45 0. 00 0. 21 0. 20 0. 20

17颐0 0. 00 0. 00 0. 70 0. 00 0. 00 0. 14 0. 31 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 18 0. 04 0. 08

18颐1棕9c 2. 88 2. 04 3. 39 1. 56 2. 18 2. 41 0. 72 1. 92 2. 24 2. 47 1. 55 1. 16 1. 87 0. 53

18颐1棕7c 2. 06 1. 60 8. 20 1. 20 2. 22 3. 06 2. 90 1. 37 0. 00 1. 92 0. 00 1. 91 1. 04 0. 98

18颐0 1. 82 1. 20 2. 14 1. 09 1. 99 1. 65 0. 47 1. 13 0. 00 1. 43 0. 00 1. 93 0. 90 0. 87

cy19颐0棕8c 1. 56 1. 47 1. 68 1. 37 1. 97 1. 61 0. 23 0. 94 0. 00 1. 40 0. 00 1. 67 0. 80 0. 78

20颐4棕6,9,12,15c 0. 00 0. 54 0. 86 0. 00 0. 36 0. 35 0. 37 0. 00 0. 00 0. 41 0. 00 0. 62 0. 21 0. 29

20颐0 0. 00 0. 46 0. 64 0. 00 0. 47 0. 31 0. 30 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 58 0. 12 0. 26

摇 摇 TR5d、TR10d、TR15d、TR20d、TR25d 分别表示菌株 RS鄄 1403 处理的第 5、10、15、20 和 25 天的烟草根系土壤;CK5d、CK10d、CK15d、CK20d、

CK25d 分别表示清水对照组的第 5、10、15、20 和 25 天的烟草根系土壤;SD 指标准差

2. 2摇 无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生物 PLFAs 组成及含量变化

统计处理组和对照组烟草根系土壤在取样期内各微生物 PLFAs 平均含量,计算菌株 RS鄄 1403 胁迫处理

9944摇 14 期 摇 摇 摇 郑雪芳摇 等:无致病力青枯雷尔氏菌对烟草根系土壤微生物脂肪酸生态学特性的影响 摇



http: / / www. ecologica. cn

后烟草根系土壤各类微生物 PLFAs 平均含量增加或降低百分比,并作图,结果见图 1。 与对照组(CK)相比,
菌株 RS鄄1403 处理后,可将脂肪酸生物标记的变化分为 5 类,第 1 类为下降型,包括了 10Me16 颐 0、14 颐 00
和 16 颐1棕5c 3 种生物标记,这些标记中 10Me16颐0 指示放线菌,14颐00 和 16颐1棕5c 指示细菌;第 2 类为无变化

型,包括了脂肪酸生物标记 16颐00、i15颐0、12颐00 和 a16颐0,均指示细菌;第 3 类为一般增加型(增加 50%以下),
包括了 a15颐0、i17颐0、i16颐0、a17颐0 和 18颐1棕9c 5 种生物标记,这些标记除了 18颐1棕9c 指示真菌外,其余 4 种脂肪

酸生物标记指示革兰氏阳性菌;第 4 类为中等增加型(增加 50%—100% ),包括了脂肪酸生物标记 20颐4棕6,9,
12,15c、15颐00 和 18颐00,其中脂肪酸生物标记 20颐4棕6,9,12,15c 指示原生动物,脂肪酸生物标记 15颐00 和 18颐00
指示细菌;第 5 类为显著增加型(增加 100%以上),包括了 cy19颐0棕8c、20颐00、18颐1棕7c、cy17颐0 和 17颐00 5 种脂

肪酸生物标记,这些标记均指示革兰氏阴性菌。 无致病青枯雷尔氏菌处理的根系土壤中,脂肪酸生物标记量

最高的前 5 种为 16颐00、18颐1棕9c、18颐1棕7c、18颐00 和 cy19颐0棕8c,占总脂肪酸含量的 64. 03% ,且大都为革兰氏阴

性菌;对照处理的烟草根系土壤中,PLFAs 含量处于前 5 位的分别是 16颐00、18颐1棕9c、18颐1棕7c、i15颐0 和 a15颐0,
占总脂肪酸含量的 63. 67% ,且大都为革兰氏阳性菌。

图 1摇 菌株 RS鄄1403 处理后烟草根系土壤微生物 PLFAs含量变化

Fig. 1摇 Changed of PLFAs amount in the rhizosphere of tobacoo under treatment of avirulent strain RS鄄1403

2. 3摇 无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生物结构变化动态

比较无致病力青枯雷尔氏菌 RS鄄1403 处理后烟草根系土壤微生物量的变化特征(表 2),结果表明,菌株

RS鄄1403 处理后的不同时期,烟草根系土壤微生物总量均比对照组高,说明无致病力青枯雷尔氏菌处理能够

富集烟草根系土壤的微生物。 处理组和对照组微生物总量随时间变化均呈现先降后升再降再升趋势。 进一

步分析发现,菌株 RS鄄1403 处理能够促进烟草根系土壤细菌和真菌的生长,而抑制放线菌的生长。

表 2摇 菌株 RS鄄1403 迫处理对烟草根系土壤特征微生物 PLFA 含量影响

Table 2摇 Effect of avirulent stain RS鄄1403 on PLFAs content of different microorganisms in tobacco root system

微生物类型
Type of microbial

磷脂脂肪酸标记
PLFAs

处理组 Treatment group / (nmol / g)

TR5d TR10d TR15d TR20d TR25d

对照组 Control group / (nmol / g)

CK5d CK10d CK15d CK20d CK25d

总微生物量 Total PLFAs 22. 51 19. 59 37. 01 15. 74 22. 56 18. 36 16. 39 21. 73 11. 42 23. 72

细菌
Bacteria in general

含有以酯链与甘油
相连的饱和或单不
饱和脂肪酸(如 15 颐
0、i15颐0、i16颐0 等 )

21. 96 17. 82 35. 51 15. 22 21. 01 17. 41 15. 61 20. 41 10. 77 21. 73

真菌 Fungi 18颐1棕9c 2. 88 2. 04 3. 39 1. 56 2. 18 1. 92 2. 24 2. 47 1. 55 1. 16

放线菌 Actinomycete 10Me16颐0 0. 55 0. 77 0 0. 52 0. 72 0. 95 0. 78 0. 91 0. 65 1. 18
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2. 4摇 无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生物群落多样性指数动态变化

多样性指数在评价土壤的微生物群落多样性时非常有效,高的多样性指数值表明高的微生物群落多样

性[21]。 Simpson 指数反映群落的优势度,Shannon 指数反映群落的丰富度,Pielou 指数反映群落物种均匀

度[22鄄23]。 表 3 为无致病力青枯雷尔氏菌 RS鄄1403 处理对烟草根系土壤微生物群落多样性指数的影响。 菌株

RS鄄1403 处理能明显提高烟草根系土壤微生物群落的 Simpson、Shannon 和 Pielou 指数值,其中 Simpson 指数

比对照组平均增加 12. 71% ,处理后 10 d,处理组 Simpson 指数为 0. 867,对照组 Simpson 指数为 0. 707,此时,
Simpson 指数增加量最高为 18. 45% ;Shannon 指数比对照组平均增加 23. 18% ,处理 10 d,Shannon 指数增加量

最高为 30. 31% ,此时,处理组 Shannon 指数为 2. 689,对照组 Shannon 指数为 1. 874;Pielou 指数比对照组平均

增加 8. 71% ,处理 5 d,Pielou 指数增加量最高为 13. 90% ,此时,处理组 Pielou 指数为 0. 892,对照组 Pielou 指

数为 0. 768。

表 3摇 取样期不同处理烟草根际土壤微生物群落多样性指数

Table 3摇 Microbial community diversity index of tobacco root soil among sampling time under different treatment

项目
Items

Simpson 指数 Simpson index

5d 10d 15d 20d TR25d

Shannon 指数 Shannon index

5d 10d 15d 20d TR25d

Pielou 指数 Pielou index

5d 10d 15d 20d TR25d

处理组 Treatment group 0. 855 0. 867 0. 850 0. 881 0. 831 2. 677 2. 689 2. 666 2. 6983 2. 592 0. 892 0. 896 0. 889 0. 899 0. 864

对照组 Control group 0. 720 0. 707 0. 806 0. 767 0. 816 2. 157 1. 874 2. 495 1. 916 2. 576 0. 768 0. 807 0. 8322 0. 825 0. 859

2. 5摇 无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生物亚群落的分化

由图 2 可见,无致病力青枯雷尔氏菌 RS鄄1403 胁迫下烟草根系土壤微生物亚群落分化与对照组的烟草根

系土壤微生物亚群落分化不同,当兰氏距离为 2. 56 时,可将菌株 RS鄄1403 胁迫下烟草根系土壤微生物磷脂脂

肪酸生物标记划分为 4 个亚群落,亚群落玉包含 8 条磷脂脂肪酸生物标记,它们是 12 颐00、a16 颐0、14 颐00、
16 颐1棕5c 、i17颐0、cy17颐0、a17颐0 和 10Me 16颐0,其特征为脂肪酸生物标记在多数样品中均有分布且分布量较小;
亚群落域包含 i15颐0、a15颐0、i16颐0、18颐1棕9c、18颐1棕7c、18颐00 和 cy19颐0棕8c 7 条磷脂脂肪酸生物标记,其特征为属

完全分布类型即在所有样品中均有分布,且分布量中等;亚群落芋只含有 16颐00 一条磷脂脂肪酸标记,其特征

为属完全分布类型,且分布量大;亚群落郁含有 15颐00、i17颐1棕9c、17颐1棕8c、17颐00、20颐4棕6,9,12,15c 和 20颐00 6
条脂肪酸生物标记,其特征为属不完全分布类型即只有在部分样品中有分布,且分布量较小。

当兰氏距离为 2. 56 时,可将对照组的烟草根系土壤微生物磷脂脂肪酸生物标记划分为 4 个亚群落,亚群

落玉只含 12 颐 00 1 条磷脂脂肪酸生物标记,特征为在多数样品中均有分布,且分布较均匀;亚群落域包

含 14 颐00、i15颐0、a15颐0、i16颐0、a16颐0、16颐1棕5c、10Me 16颐0、i17颐0、a17颐0 和 18颐1棕9c 10 条脂肪酸生物标记,其特征

为属完全分布类型,除 i15颐0 和 18颐1棕9c 2 条脂肪酸生物标记分布量较大外,其余 8 条脂肪酸生物标记分布量

较小;亚群落芋包含 15 颐 00、20 颐 00、17 颐 00、 i17 颐 1棕9c、17 颐 1棕8c、cy17 颐 0、20 颐 4棕6,9,12,15c、18 颐 1棕7c、18 颐 00
和 cy19 颐0棕8c 10 条脂肪酸生物标记,其特征为属不完全分布类型,在各样品中分布量不均匀,在有些样品中

分布量大,而在另一些样品分布量小或没有分布;亚群落郁只含 16颐00 一条脂肪酸标记,其特征为属完全分布

类型,且在各样品中分布量大。
2. 6摇 无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下烟草根系土壤微生物群落时间动态聚类分析

对取样期内的菌株 RS鄄 1403 处理和对照组的烟草根系土壤聚类分析,结果如图 3 所示,当马氏距离为

9郾 19 时,可将取样期内不同处理的烟草根系土壤聚为两类,取样期内的菌株 RS鄄 1403 处理和对照组的烟草根

系土分别聚在类群 I 和类群域中,说明烟草根系土壤微生物群落随时间变化不明显,但菌株 RS鄄 1403 的胁迫

接种能对其影响较大;当马氏距离为 5. 52 时,可将类型 I 细分为两类,亚类群玉的特征为菌株 RS鄄 1403 处理

初期的烟草根系土壤;亚类群域的特征为主要是菌株 RS鄄 1403 处理中、后期的烟草根系土壤。 当马氏距离为

5. 52 时可将类型域细分为三亚类,亚类群玉特征为清水对照处理初期和中期的烟草根系土壤,而且二者在很

短的距离尺度聚为一类,显示二者土壤微生物群落结构的相似性;亚类域为对照组中期的烟草根系土壤,亚类
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图 2摇 不同处理的烟草根系土壤微生物亚群落的磷脂脂肪酸生物标记聚类分析

Fig. 2摇 Cluster analysis of PLFAs substructures in the tobacoo root soils under different treatment

摇 图 3摇 不同处理的烟草根系土壤微生物群落时间动态聚类分析

Fig. 3摇 Cluster analysis of PLFAs structures in the tobacoo root

soils under different treatment

芋为对照组后期的根系土壤,它们与亚类群 I 均有一定

的距离,说明其微生物群落结构间存在一定的差异性。
3摇 讨论

长期以来,人们持诱导的观点,认为生防菌诱导了

植株一些酶的活性,从而增强植株抗病力,对生防菌处

理后改变土壤微生物群落变化这一生态防病机制认识

不足。 植物根系是一个特殊的环境,不同的植物孕育着

不同的根际微生物[24]。 根系土壤微生物对根系土壤有

机质的分解、无机质的转化、氮的固定以及植株养分吸

收、植株生长发育和抗病能力都具有明显的影响[25],改
变植物根系微生物结构,会影响到植物的生长特性,已
有研究表明,根系土壤微生物通过相互竞争、协调、驱动

养分循环等作用影响着植物生长[26]。 根系土壤微生物

群落结构与植株抵御外界干扰的能力密切相关[27]。 本研究发现无致病力青枯雷尔氏菌胁迫处理,能改变烟

草根系土壤微生物 PLFAs 组成及含量,这种变化表现为处理与否,(1)PLFAs 呈下降型、(2)PLFAs 呈无变化

型、(3) PLFAs 呈一般增加型(增加 1%—50% )、(4)PLFAs 呈中等增加型(增加 50%—100% ),(5)PLFAs 呈
显著增加型(增加 100%以上),表明不同种类的微生物对无致病力青枯雷尔氏菌胁迫的响应不同。 此结论与

郭志英等[28]的研究结果相吻合,他们在研究生防菌 Act1 对西瓜根域微生态的调整效应时,发现该生防菌影

响西瓜根区微生物的生长,对不同微生物影响力度不同,对芽孢杆菌含量影响最大。 本研究同样发现无致病

力青枯雷尔氏菌胁迫下,烟草根系土壤的优势菌群为革兰氏阴性菌,而对照组的烟草根系土壤的优势菌群为

革兰氏阳性菌,可能是因为无致病力青枯雷尔氏菌加入,对烟草根系土壤中多数阳性菌产生营养竞争作用,从
而使得无致病力青枯雷尔氏菌胁迫下的烟草根系土壤微生物群落中阴性菌成为优势菌群,这种机理有待于今

后进一步研究。
在自然界同一环境中许多微生物群体组成一个群落,在有限的自然环境中通过生物间的相互作用,经过

2054 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

自然选择最终达到平衡。 一种外源菌的加入会影响到这种平衡,最终由环境决定其存亡[29]。 本研究发现,接
种无致病力青枯雷尔氏菌能改变烟草根系土壤微生物种群结构和含量,有利于烟草根系土壤中细菌和真菌的

生长,但不利于放线菌的生长,这与 Rogers 等[30] 的研究结果相一致,他们的研究表明固氮灰色念珠藻 Nostoc
muscorum 能促进土壤中细菌和真菌的生长,其数量分别提高了 500 倍和 16 倍,而与朱伟杰等[31]报道相反,他
们采用生防菌 Pseudomonas fluorescens 2P24 处理甜瓜根围土壤,却发现生防菌对土壤中细菌和真菌有较强的

抑制作用,对放线菌却具有促进作用。 这可能是因为不同生防菌及生防菌对不同作物根系土壤微生物种类及

种群结构的影响不同。
抑制植物土传病害在一定程度上是土壤微生物群体作用,当土壤微生物群落结构越丰富,物种越均匀,多

样性越高时,对病原菌的防控能力越强[32]。 Yoshitaka 等[33] 在比较番茄抗青枯病根系土壤与感病土壤时发

现,抗病土壤微生物群落的多样性显著高于感病土壤中微生物的群落多样性。 本研究发现,接种无致病力青

枯雷尔氏菌后烟草根系土壤的 Simpson 指数、Shannon 指数和均匀度 Pielou 指数均比对照高,表明无致病力青

枯雷尔氏菌胁迫能提高了烟草根系土壤中微生物群落结构和组成的丰富度和均匀性,从而提高了土壤生态系

统的稳定性、和谐性和缓冲性,有利于提高土壤质量和抑制土传病害。
PLFAs 法在微生物群落分析和土壤质量指标研究中具有重要意义,它能克服微生物培养的限制,能分析

土壤可培养微生物和不可培养微生物信息,因而这一技术可全面分析土壤微生物。 本研究中 PLFAs 标记法

为无致病力青枯雷尔氏菌接种后改善土壤微生物群落结构提高抗病力提供了土壤内在的表征指标,这一指标

可作为无致病力青枯雷尔氏菌对烟草青枯病防病能力的判别指标。 因此,PLFAs 法在这一领域的应用值得重

视和深入研究。 加强这一领域的研究对于土壤健康和农业可持续发展具有重要意义。
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