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摘要:甘肃省中部沿黄灌区是西北地区乃至全国重要的加工型马铃薯生产基地, 然而因集约化种植带来的连作障碍问题已经

严重影响到当地马铃薯种植业的可持续发展。 采用大田试验与 PCR鄄DGGE(Polymerase Chain Reaction鄄Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis)技术相结合的方法, 并通过真菌的 18S rDNA 序列分析, 评估轮作(未连作)和连作条件下马铃薯根际土壤真菌

群落在组成结构上的差异, 以期为甘肃省中部沿黄灌区马铃薯连作的土壤障碍机理研究提供新证据。 结果表明, 同轮作相

比, 连作显著降低了马铃薯块茎产量和植株生物量, 并且随着连作年限的延长, 连作障碍也愈加严重。 长期连作(6a)也导致

马铃薯根冠比显著增加和植株收获指数的显著下降。 在根际土壤真菌的种群数量和多样性上, 连作和轮作间无显著差异, 但

在群落组成结构上差异明显。 真菌 18S rDNA 测序分析进一步表明, 马铃薯连作较轮作相比增加了 Fusarium sp.和 Fusarium
solani 以及 Verticillium dahliae 的种群或个体数量,而这些真菌是导致马铃薯土传病害的主要致病菌类型。 根际土壤真菌群落

组成结构的改变特别是与土传病害有关的致病菌滋生可能是导致当地马铃薯连作障碍的重要原因。
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Abstract: The yellow river irrigation areas of middle Gansu Province is one of the main processing potato growing regions in
the Northwest China. Potato is often grown continuously by Gansu farmers and planting enterprises eager to maximize
consecutive payoffs. This practice results in the severe decline in tuber yield and loss of tuber chemical qualities. Field
studies was conducted to evaluate the differences in fungal community structure of rhizosphere soils of potato between
rotation and continuous cropping systems in order to find the new evidence for the study on continuous cropping obstacle in
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Yellow River Irrigation Areas of Middle Gansu Province. In experimental site, three potato planting plots nearby each other
were selected for this research, one is the rotation plot, namely, non continuous potato cropping, and two other plots had
been continuously planted potato over 3 and 6 years, respectively. Rhizosphere soil samples were collected at 2011 potato
harvest time, and then soil DNA was extracted. Subsequently, polymerase chain reaction (PCR)鄄denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) was performed to analyse fungal community structure. The results revealed that continuous potato
cropping significantly decreased tuber yield and plant biomass compared with potato rotation, and more seriously with the
continuous potato cropping duration. In addition, continuous potato cropping over long-term significantly increased the ratio
of root to shoot and also caused the decline in economic productivity of potato crop. There were no significant differences in
fungal population quantity and diversity indices of rhizosphere soils between rotation and continuous cropping systems,
whereas the obvious shift in community structure occurred. Sequence analysis of fungal 18S rDNA gene confirmed that
continuous potato cropping increased population quantity or individual number of Fusarium sp. and Fusarium solani as well
as Verticillium dahliae. Our results suggested that the decline of tuber yield and plant biomass in continuous potato cropping
system might be associated with the change in fungal community structure of rhizosphere soils of potato, especially the
increase in pathogen dynamic.
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甘肃省中部沿黄灌区是西北地区乃至全国重要的加工型马铃薯生产基地, 当地马铃薯种植主要呈现规

模化、机械化和集约化的特点, 经营销售模式通常以订单农业为主。 随着近年来农产品价格的不断走高和马

铃薯消费逐步向高附加值产品转变, 当地农垦企业在满足旺盛的订单需求的同时也造成种植结构相对单一、
倒茬困难和马铃薯的多年连作[1]。 这导致了植株生长发育受阻, 块茎产量和品质下降, 特别是土传病害猖

獗等一系列的问题, 严重影响企业的种植效益。 因而探明马铃薯种植的连作障碍机理, 进而寻求缓解和克

服马铃薯连作障碍的有效途径对于促进该地区马铃薯生产的可持续发展具有重要的理论意义和实践价值。
良好的土壤环境是作物高产稳产的基础, 有关于连作土壤障碍因素的研究也已成为全球性热点[2]。 连作系

统下土壤的生物相特别是微生物群落结构的变化受到众多研究者的关注。 微生物是土壤生态系统的重要组

成部分, 其在结构和功能上具有高度的多样性, 因而在能量传递, 养分循环, 矿质化和腐殖化, 以及污染物

的降解等土壤一系列重要的生化过程中起着重要作用[3鄄4]。 早前的报道已经证明[5鄄7], 微生物群落结构是表

征健康高产土壤的重要因子, 同时也对于土传病害的抑制具有重要的作用。 结合现代分子生物学的技术手

段, 在甘蔗[8]、大豆[9]和黄瓜[10]上的研究已证明, 连作显著影响根际土壤的微生物群落结构, 这可能是导致

连作障碍产生的重要原因, 但在具体的微生物种类对连作的响应特征上存在着不一致的结果, 可能是受作

物品种和供试条件的差异所致。 Lang 等[11]在棉花上的研究证明连作条件下微生物群落结构变化与土传病害

发生存在直接关系, Larkin 等[12]在连作马铃薯的研究中也得到了相似的结论。 然而, 连作系统下土壤微生

物群落行为特征受作物品种、施肥、土壤、气候条件等影响显著[13鄄17], 目前在国内特别是西北主栽区有关于马

铃薯连作的此类研究仍然缺乏, 且微生物群落结构在马铃薯连作条件下的演变特征仍不明确。 针对当地因

长期连作而导致的诸如立枯病、干腐病和黄萎病等真菌类土传病害严重的现象, 将土壤真菌群落结构作为我

们研究的重点。 将轮作即未连作作为对照, 利用 PCR鄄DGGE 技术并结合真菌的 18S rDNA 基因测序, 比较轮

作和连作条件下的马铃薯根际土壤真菌群落结构差异, 旨在探明和揭示马铃薯连作障碍的土壤原因, 以期

克服和消除连作障碍, 为该地区马铃薯生产的可持续发展提供科学依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 试验区概况

田间试验地点位于甘肃省中部沿黄灌区的白银市景泰县条山农场, 当地有充足的水源和良好的农业灌
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溉条件。 地理坐标处于东经 103毅33忆—104毅43忆, 北纬 36毅43忆—37毅38忆之间, 境内海拔 1274—3321 m, 属温带

大陆干旱气候, 年平均气温为 9.1 益, 无霜期在 141 d 左右。 年平均降水量为 185.6 mm, 年平均蒸发量为

1722.8 mm。 年平均日照时数 2713 h, 全县光热资源丰富, 日照百分率 62%, 太阳年平均辐射量 147.8伊4.184
kJ / m2, 年逸0 益的活动积温 3614.8 益, 逸10 益的有效积温 3038 益, 是我国除青藏高原外光热资源最丰富

的地区之一。 供试土壤为灰钙土, 质地为砂壤。
1.2摇 试验设计与方法

在条山农场马铃薯种植区域内选择连作 3a(CP3)和 6a(CP6)的马铃薯种植地块进行田间试验, 以玉米鄄
马铃薯轮作地块(即连作 0a, 用 RP 表示)作为对照, 所选地块均匀平坦整齐, 具有当地代表性, 土壤基础农

化性状见表 1。 马铃薯栽培种植和施肥量均保持一致, 采用宽垄双行覆膜种植, 播种前一天切种薯, 并用高

锰酸钾浸泡消毒, 垄宽 1.35 m, 行距 70 cm, 株距 17 cm, 种植密度 5605 株 / 667m2。 氮肥用量为 210 kg N /
hm2, N 颐P 2O5颐K2O 比例为 1.4颐1.0颐2.0, 化肥分别用 15鄄15鄄15 的复合肥、尿素和硫酸钾。 播种和施肥过程均采

用机械化一次进行, 而后由人工覆膜。 不施用有机肥, 且所有化肥均在播种时一次性基施, 无追肥, 其余栽

培、灌溉和田间管理措施均按农场习惯方法统一进行, 各地块保持一致。 4 月 25 日播种, 8 月 30 日收获。 供

试材料为当地主栽的加工型马铃薯品种大西洋, 由条山农场提供。

表 1摇 供试土壤耕层农化性质

Table 1摇 Detailed description of 0—20cm topsoil agro鄄chemical properties before sowing of 2011 potato growing season in this study

处理
Treatment

容重
Bulk density /
(g / cm3)

有机质
Organic
matter /
(g / kg)

全氮
Total N /
(g / kg)

碱解氮
Alkaline鄄extractable N /

(mg / kg)

速效磷
Olsen鄄extractable P /

(mg / kg)

速效钾
NH4OAc鄄extractable K /

(mg / kg)
pH

RP 1.06依0.17 8.76依0.43 0.43依0.07 49.98依3.58 7.96依0.56 152依11.23 8.56依0.10

CP3 1.15依0.19 13.48依1.24 0.62依0.05 49.50依4.27 10.42依2.30 183依10.67 8.29依0.14

CP6 1.41依0.23 8.45依0.76 0.59依0.07 64.47依1.29 19.47依1.98 237依18.34 8.16依0.24
摇 摇 RP: 轮作处理 maize鄄potato rotation; CP3 和 CP6: 连作 3a 和 6a 处理 continuous potato cropping over 3 and 6 years respectively; pH 值在水土比

5 颐1条件下测定

1.3摇 样品采集与分析

2011 年马铃薯播种前采集土壤基础土样, 测定耕层土壤的基本农化性状。 在马铃薯收获时, 采用样方

取样法, 在每个连作地块随机划取 3 个样方, 分别代表 3 次重复, 每个采样方内选择健壮程度和长势一致的

无病害马铃薯植株 5 株, 使用铁锹在尽量不破坏根系的前提下将植株整株挖出, 采集根际土壤样品。 采用抖

土法取样[18鄄19], 每个样方的 5 株马铃薯根际土壤样品混合均匀, 每个处理得到 3 个混合样本, 代表 3 次重

复, 密封好后贮存于-80 益冰箱中待提取土壤 DNA。 成熟收获时, 进行实测计产, 调查农艺性状, 而后将植

株整株挖出, 分根、茎、叶和块茎四部分在 105 益下杀青 30 min, 80 益烘干, 称量干物质。
1.4摇 PCR鄄DGGE 技术研究土壤真菌群落结构

1.4.1摇 土壤 DNA 提取

采用美国 Mobio Laboratories 公司生产的 Mobio 核酸纯化试剂盒提取土壤 DNA, 称取 0.25 g 混匀土壤装

入提取柱中, 按照产品说明书上的步骤提取 100 滋L 土壤 DNA。 同时采用 1%琼脂糖凝胶电泳进行 DNA 提取

效果的检测, 提取的土壤 DNA 总量大约在 23 Kb 左右。
1.4.2摇 真菌的 PCR 反应条件

真菌的 PCR 反应采用 18S r DNA 基因特异性通用引物: GC鄄Fungi (5忆>CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCG鄄
GCCCGCCGCCCCCGCCCCATTCCCCGTTACCCGTTG< 3忆) 和 NS鄄 1 ( 5忆 > GTAGTCATATGCTTGTCTC < 3忆) [20]。
PCR 反应体系为 25 滋L, 其中 1 滋L 模板, 2 滋L 2 mmol / L dNTPs, 2.5 滋L10伊 PCR鄄buffer, 2.5 滋L 25 mmol / L
Mg2+, 0.3 滋L Taq DNA polymerase, 引物各 0.5 滋L, ddH2O 为 15.7 滋L。 PCR 反应条件: 预变性 94 益 5 min,
继而 94 益 45 s, 58 益 30 s, 72 益 45 s, 32 个循环, 最后 72 益延伸 5 min, 10 益保温。 所得产物于 1%琼脂
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糖凝胶电泳进行检测, 真菌 DNA 的 PCR 产物片段长度在 370 bp 左右。
1.4.3摇 土壤真菌群落结果的 DGGE 分析

真菌 PCR 产物通过浓度为 8%的聚丙烯酰胺凝胶, 变性梯度为 25%—40%, 在 D鄄Code DGGETM系统(Bio鄄
Rad)中进行电泳, 条件为 80 V, 恒温 60 益, 在 1伊 TAE 中电泳 16 h。 电泳结束后进行银染, 胶片用加拿大产

的 Win RHIZOTM扫描系统成像, 所得图像分辨率为 14159伊23279。 谱带分析采用 Bio鄄Rad 公司的凝胶定量软

件 Quantity One (4. 6. 2 版)。
1.4.4摇 真菌多样性指数计算

多样性指数 H 的计算方法如下[11]:

H = - 移
S

i = 1
P i lnP i

式中, P i =ni / N, ni为 DGGE 泳道第 i 条泳带亮度峰值高度, N 为泳道中所有泳带亮度峰值高度的总和。
1.4.5摇 真菌 DGGE 图谱的条带测序及分析

将 DGGE 胶上的 DNA 条带用无菌解剖刀切下后, 加入 50 滋L 无菌水, 4 益静置过夜。 然后用不含 GC 夹

子的引物进行 PCR 扩增, 扩增体系同 1.4.2 的描述, 扩增后的 PCR 产物用 AxyprepTMDNA Gel Extraction Kit
(中国浙江)纯化试剂盒进行纯化。 采用 PMDTM19鄄T Vector(TaKaRa Biotechnology Dalian Co., Ltd.)连接纯化

后的 PCR 产物。 而后制备 Escherichia coli DH5琢 感受态细胞。 取 200 滋L 感受态细胞与 10 滋L 连接好的 DNA
混匀, 冰浴放置 30 min, 不时轻柔摇动。 42 益静止水浴 90 s, 迅速放回冰中继续冰浴 2 min, 加入 800 滋L 的

LB 液体培养基, 于 37 益摇床上 100 r / min 培养 1 h, 在含有终浓度为 100 滋g / mL 氨苄青霉素和 40 滋g / mL X鄄
GAL 的 LB 培养基平板上, 吸取 100 滋L 培养液涂布, 共涂布 3 个平板, 37 益培养 12—16 h, 观察蓝白斑, 白

色菌落为阳性。 挑取白色阳性克隆, 在含有 100 滋g / mL 氨苄青霉素的 LB 液体试管中 37 益培养过夜, 采用

PMD19RV鄄M ( 5忆鄄GAGCGGATAACAATTTCACACAGG鄄 3忆) 和 PMD19M13鄄 47 ( 5忆鄄CGCCAGGGTTTTCCCAGT
CACGAC鄄3忆)进行菌液 PCR 扩增。 扩增体系为: 10伊 Buffer 2.5 滋L, dNTP (2.5 mmol / L) 2 滋L, 引物(2.5
mmol / L)各 0.5 滋L, MgCl2(25 mmol / L) 1.5 滋L, 模板(菌液) 2 滋L, Taq DNA 聚合酶 0.5 U, 加 ddH2O 补足至

总体积 25 滋L。 反应条件: 95 益预变性 10 min, 进入热循环, 95 益变性 1 min, 54 益退火 1.5 min, 72 益延伸

2 min, 共 35 个循环, 72 益保持 10 min。 PCR 产物送南京金斯瑞生物科技有限公司进行测序, 将测序结果在

http: / / www.ncbi.nlm.nih.gov 在线查询分析, 利用 Blast 软件在 GenBank 中与其它的 18S rDNA 序列进行同源

性比较。
1.5摇 数据处理

用 SPSS 19.0 数据处理软件对试验数据进行统计分析, 不同处理之间数据的多重比较采用 Duncan 新复

极差方法完成; 图表绘制在 Excel 2007 软件上进行。

2摇 结果与分析

2.1摇 马铃薯块茎产量和植株田间农艺性状

马铃薯收获时, 对块茎产量和产量构成因素以及植株的农艺性状进行调查, 结果如表 2 所示。 可以看

出, 同 RP 相比, 连作显著降低了马铃薯块茎产量, CP3 和 CP6 分别降低 47.83%和 83.62%, 而 CP6 较 CP3
也显著下降了 68.60%。 单株结薯数、单株结薯重量和平均单薯重是表征马铃薯块茎产量的重要指标。 从表

2 可以看出, RP 和 CP3 之间单株结薯数无显著差异, 而 CP6 的单株结薯数较 RP 显著下降了 39.56%; 在单

株结薯重量上, CP3 和 CP6 较 RP 均有显著的下降, 降幅分别为 31.30%和 70.23%; 而在平均单薯重量上,
CP3 和 CP6 较 RP 也分别显著下降了 35.00%和 55.00%。 统计分析表明, 本试验中马铃薯块茎产量的大幅度

下降是 3 个产量构成要素共同下降造成的。 3 个处理的块茎产量与单株结薯数(R2 = 0.3524, P = 0.0419)、单
株结薯重量(R2 = 0.9226, P<0.0001)和平均单薯重量(R2 = 0.7454, P= 0.0011)均有着显著或极显著的线性相
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关关系。 马铃薯植株田间生长也受连作影响, 但其影响程度因连作历史不同而异。 在植株的株高和主茎数

上, CP3 较 RP 均无显著差异, 而 CP6 在这两项指标上较 RP 分别显著下降了 27.67%和 30.07%。 而在植株

茎围上, 3 个处理间无显著差异。

表 2摇 轮作和连作条件下马铃薯块茎产量和植株农艺性状的比较

Table 2摇 Comparison on tuber yield and field agronomic characteristics of potato plants under rotation and continuous monocropping system

处理
Treatment

产量
Tuber yield /
(kg / hm2)

株高
Plant height /

cm

茎围
Stem diameter /

mm

主茎数
Mainstem
numbers

单株结薯数
Tuber numbers

per plant

单株结薯重量
Tuber yield
per plant / kg

平均单薯重量
Avarage fresh鄄weight
of individual tuber / kg

RP 36680.56依2890.67a 48.75依3.91a 12.46依0.31a 1.53依0.22a 7.23依1.42a 1.31依0.09a 0.20依0.02a

CP3 19136.97依2132.83b 47.06依1.57a 12.45依0.77a 1.45依0.29a 7.00依2.24a 0.90依0.18b 0.13依0.02b

CP6 6009.18依113.54c 35.26依0.99b 11.74依0.61a 1.07依0.09b 4.37依1.01b 0.39依0.05c 0.09依0.3c

摇 摇 同列不同字母表示差异 5%显著水平

2.2摇 马铃薯植株生物量

表 3 为 3 个处理马铃薯植株整株和不同器官的生物量以及根冠比和收获指数的比较。 可以看出, 同轮

作相比, 连作马铃薯显著降低了植株生产力。 同 RP 相比, CP3 和 CP6 的整株生物量均有显著的下降, 降幅

分别高达 39.52%和 74.57%; 而就不同器官而言, 其生物量较 RP 也均有不同程度的下降, 特别是块茎的生

物量, CP3 和 CP6 较 RP 分别显著下降了 41.37%和 77.79%, 表明马铃薯植株的经济生产力受连作影响严

重。 同时从表 3 中可看出, 植株的根冠比和收获指数也受连作影响, 但其影响程度同样也因连作历史不同而

异。 CP3 的植株根冠比和收获指数同 RP 相比无显著差异; 而 CP6 的根冠比较 RP 和 CP3 则分别显著增加

74.29%和 43.53%, 收获指数较 RP 和 CP3 也分别显著下降 13.25%和 9.69%, 表明同轮作相比, 长期的马铃

薯连作导致了植株干物质分配上的差异。 另外, 3 个处理的块茎产量与根冠比(R2 = 0.6704, P= 0.0011)和收

获指数(R2 = 0.7108, P= 0.0006)均有着极显著的线性相关关系。

表 3摇 轮作和连作条件下马铃薯植株生物量的比较

Table 3摇 Comparison on biomass of potato plants under rotation and continuous monocropping system

处理
Treatment

整株
The whole plant /

(g / 株)

根
Root /
(g / 株)

茎
Stem /
(g / 株)

叶
Leaf /

(g / 株)

块茎
Tuber /
(g / 株)

根冠比
The ratio of
root to shoot

收获指数
Harvest index

RP 358.83依37.24a 3.83依0.63a 12.95依3.51a 41.43依5.90a 300.62依29.89a 0.070依0.004b 0.838依0.017a

CP3 218.70依14.40b 3.34依0.78ab 11.17依3.18a 27.94依2.88b 176.25依17.93b 0.085依0.013b 0.805依0.031a

CP6 91.26依20.77c 2.67依0.45b 4.93依0.35b 16.89依2.41c 66.77依18.04c 0.122依0.017a 0.727依0.031b

摇 摇 表中生物量数据均为干重,根冠比为根系生物量与地上茎和叶片的生物量之和的比值,收获指数为块茎生物量与植株整株生物量的比值

2.3摇 马铃薯根际土壤真菌 DGGE 图谱分析

微生物是反映土壤质量的重要指标, 土壤功能的发挥与微生物群落组成和结构联系密切[21鄄22]。 本研究

应用 DGGE 技术分离真菌 18S rDNA 片段的 PCR 产物, 不同 DNA 片段迁移为若干条带, 其 DGGE 图谱如图

1 所示。 采用 Bio鄄Rad 公司的凝胶定量软件 Quantity One 对真菌 DGGE 图谱进行生物信息学分析发现, CP3
和 CP6 根际土壤样本的真菌条带数量和多样性指数较 RP 均无显著性差异(表 4)。 尽管 3 个处理在块茎产

量和植株生物量上存在显著差异, 但根际土壤真菌的种群数量和多样性特征并未因连作而产生显著的改变。
聚类分析的结果如图 2 所示, 表明 RP 根际土壤的真菌群落与 CP6 有着更高的相似性。
2.4摇 马铃薯根际土壤真菌条带的基因测序分析

相同迁移位置的 DGGE 条带在明暗程度上的差异能够直接地反映土壤中特定种或属的微生物的生长趋

势变化[23]。 受相同土壤质地和气候类型及环境因子的影响, 不同土壤样本之间具有的许多共同的 DGGE 条

带, 这是因为供试土壤存在一些共有的微生物类型, 然而这些公共条带的亮度也不相同; 另外, 一些非公共
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图 1摇 马铃薯根际土壤真菌 18S rDNA 片段的 PCR 产物 DGGE 图谱

Fig.1摇 DGGE profile of amplified 18S rDNA fragments from potato rhizosphere soil samples

每个供试地块根际土壤样本均 3 次重复,F1—F30 标识的条带在电泳完成后均被切割回收,而后进行基因测序

摇 表 4摇 轮作和连作条件下马铃薯根际土壤真菌DGGE 图谱条带数量

和多样性指数的比较

Table 4摇 Comparison on band number and diversity index within

fungal DGGE profiles of rhizosphere soils under rotation and

continuous monocropping system

处理
Treatment

条带数量
Band number

多样性指数
Diversity index

RP 23依1.53ab 3.19依0.06ab

CP3 26依0.78a 3.26依0.02a

CP6 23依1.15b 3.10依0.05b

图 2摇 马铃薯根际土壤样本的 18S rDNA 条带图谱的聚类分析

Fig. 2 摇 Cluster analysis of 18S rDNA banding profiles for

communities from different rhizosphere soil samples

条带也在特定泳道中出现, 表明较同轮作相比, 连作马铃薯对根际土壤真菌群落结构的改变在 DNA 水平上

已有所体现, 并且真菌种群间的协同演替机制也受连作影响。 为了进一步地判断不同种属的真菌在轮作和

连作条件下的行为特征, 我们对 DGGE 图谱上的条带进行了割胶回收并测序, 详细结果如表 5 所示。 条带

F1、F4、F5、F7、F10、F12、F14 和 F20 被鉴定为不可培养未知真菌。 F9 和 F29 被鉴定为不可培养的烧瓶状属未
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知真菌。 F13 和 F17 被鉴定为不可培养的未知真核生物。 条带 F2 被鉴定与内生根毛霉具有较高的同源性

(99%)。 F6 被鉴定为艾美虫科的原生生物(同源性 98%)。 F8 被鉴定为栗色单格孢(同源性 99%)。 条带

F11 代表的微生物与白鼻症真菌具有 100%的同源性。 条带 F15 代表的真菌种类在数据库比对中与罗耳阿太

菌具有最相近的亲源关系, 但是同源性相对较差, 只有 90%。 条带 F16 代表的微生物与 Cladosporium bruhnei
(Accession no. GU999983)具有 100%的同源性, 其为枝孢霉属真菌的一种。 F27 被鉴定为棕色枝顶孢(同源

性 98%)。 条带 F18 和 F30 均被鉴定为大丽轮枝菌(Accession no. DQ016556, 同源性均为 99%), 为土虫兆属

节肢动物的一种。 另外, 与马铃薯病害有关的一些真菌致病菌也在基因测序鉴定中被发现。 条带 F21 和 F22
被鉴定为镰刀属的某些真菌(Accession no. FJ613599, 同源性分别为 100%和 99%), 镰刀菌是引起马铃薯干

腐病、枯萎病的主要土传病害病原菌。 F23 被鉴定为茄病镰刀菌(Accession no. JN166424, 同源性为 99%)。
条带 F24-F26 均被鉴定为大丽轮枝菌(Accession no. AF104926, 同源性为 97%—99%)。 马铃薯黄萎病俗称

“早死病冶, 即是主要由轮枝菌属的大丽轮枝菌(Verticillium dahliae)引起的一种严重的土传及种传病害, 寄

主范围达 160 种植物[24鄄25]。

表 5摇 真菌 18S rDNA 片段测序结果

Table 5摇 The sequences of 18S rDNA fragments for selected bands within DGGE profile

条带编号
DGGE band

片段长度
Base pairs sequenced

同源性比较
Closest relatives microorganisms

基因登录号
Accession number

相似性
Identity / %

匹配度
Alignment

F1 351 Uncultured fungus HM004616 99 350 / 351

F2 355 Rhizomucor endophyticus HM623313 99 348 / 353

F4 351 Uncultured fungus HM004616 100 351 / 351

F5 346 Uncultured fungus DQ412120 99 344 / 346

F6 347 Eimeriidae EF024539 98 341 / 347

F7 346 Uncultured fungus JN020655 99 345 / 346

F8 346 M.castaneae Y11715 99 342 / 346

F9 346 Uncultured Lecythophora HQ424852 99 343 / 346

F10 346 Uncultured fungus DQ412120 99 345 / 346

F11 347 Geomyces destructans GU999983 100 347 / 347

F12 351 Uncultured fungus DQ412130 100 351 / 351

F13 349 Uncultured eukaryote AB238195 99 344 / 349

F14 348 Uncultured fungus HQ190249 100 348 / 348

F15 341 Athelia rolfsii JF819726 90 319 / 354

F16 346 Cladosporium bruhnei AY251096 100 346 / 346

F17 348 Uncultured eukaryote HQ999394 99 342 / 347

F18 354 Tullbergia yosii DQ016556 99 348 / 353

F20 346 Uncultured fungus JN591717 99 343 / 346

F21 346 Fusarium sp. FJ613599 100 341 / 341

F22 346 Fusarium sp. FJ613599 99 340 / 341

F23 346 Fusarium solani JN166424 99 342 / 346

F24 347 Verticillium dahliae AF104926 99 337 / 342

F25 347 Verticillium dahliae AF104926 98 336 / 342

F26 347 Verticillium dahliae AF104926 97 331 / 342

F27 346 Acremonium furcatum HQ232192 98 336 / 343

F29 346 Uncultured Lecythophora FJ748585 99 344 / 346

F30 354 Tullbergia yosii DQ016556 99 350 / 353
摇 摇 DGGE: 变性梯度凝胶电泳 denaturing gradient gel electrophoresis; 共计 30 个真菌 DGGE 条带被测序, 其中 3 个条带测序失败

从 DGGE 图谱中可以看出, 在总共的 9 个泳道中, F21—F26 所对应的相同迁移位置的条带在亮度上均

有所变化, 表明这些微生物的生长受轮作和连作影响明显, 为了进一步了解其在数量上变化, 使用 Quantity
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One 软件将不同条带的亮度峰值高度提取出来并作为该种微生物数量的相对表征量, 进而统计分析, 结果如

表 6 所示。 RP 的 3 个根际土壤样本的 DGGE 泳道中对应 Fusarium sp.和 Fusarium solani 的 3 个 DNA 迁移位

置均未检测到条带; 在 CP3 的泳道中只在一个 DNA 迁移位置检测到条带出现; 而在 CP6 的泳道中 3 个 DNA
迁移位置均检测到条带且具有不同的亮度峰值高度, 这表明同轮作相比, 长时间的连作增加了马铃薯根际

土壤中镰刀属真菌的种群数量及其个体数量。 统计分析显示, F24 和 F25 所对应的 DGGE 条带的亮度峰值

高度均表现为连作显著高于轮作, 表明马铃薯连作较轮作相比能够显著增加两种不同 Verticillium dahliae 的

数量; 而 F26 对应的 DGGE 条带的亮度峰值高度在 3 组供试的马铃薯根际土壤样本间无显著变化, 该结果表

明马铃薯的连作在微生物个体水平上对 Verticillium dahliae 产生影响, 而这种影响具有种间选择性, 推测这

可能与供试土壤在理化性状上的局部空间异质性和 Verticillium dahliae 的种间生理差异有关。

表 6摇 供试土壤的真菌 DGGE 图谱 F1—F26 条带的亮度峰值高度的比较

Table 6摇 Comparison on OD value of F1—F26 bands within fungal DGGE profile of rhizosphere soils

处理
Treatment

F21
Fusarium sp.
(FJ613599)

F22
Fusarium sp.
(FJ613599)

F23
Fusarium solani
(JN166424)

F24
Verticillium dahliae

(AF104926)

F25
Verticillium dahliae

(AF104926)

F26
Verticillium dahliae

(AF104926)

RP — — — 197.13依8.37b 177.21依7.17b 207.64依2.30a

CP3 — 161.13依6.59a — 215.53依1.62a — 207.87依5.16a

CP6 156.83依8.55 175.57依6.28a 196.10依3.79 221.71依0.65a 216.39依3.03a 214.32依3.76a

摇 摇 符号“—冶表示在该地块的马铃薯根际土壤样本的真菌 DGGE 泳道中相同迁移位置的条带未检测出来,因而无亮度峰值高度

3摇 讨论

田间试验的结果表明, 同轮作相比, 连作显著降低了马铃薯的块茎产量和植株生物量, 并且随着连作年

限的延长, 连作障碍的表现也愈加突出。 同 RP 相比, CP3 的块茎产量和植株整株生物量分别下降 48.73%
和 39.52%; 而 CP6 的块茎产量和植株整株生物量较 CP3 进一步下降 68.60%和 58.27%。 另外, 长期的连作

也造成马铃薯植株在根冠比和收获指数上的显著变化, CP6 植株的根冠比较 RP 显著增加 74.29%, 而其收

获指数较 RP 则显著下降 13.25%, 表明马铃薯植株的干物质分配受连作影响, 这同王晶英等[26] 在连作大豆

和吴正锋等[27]在连作花生上的研究结果一致。 根冠比的调整被认为是作物应对生物或非生物逆境的最基本

的适应策略之一, 而因长期连作而引起的土壤在理化或生物学性质上的改变应是导致根冠比出现受迫性变

化的直接原因。 作物连作障碍的原因传统上被认为是土壤的颓败所导致, 这常常被描述为作物的忌地现象。
在早前的报道中, 大量的学者从土壤理化性质入手开展研究, 目前已取得一些共性的结论, 证明连作后会造

成土壤酸化加剧, 土壤结构破坏严重, 表现为容重增大, 土壤通气孔隙比例相对降低, 土壤含盐量逐渐增

加, 有次生盐渍化的倾向, N、P、K 的比例失调甚至根际亏缺, 同时土壤酶活性也显著下降[28鄄32], 这些结果从

本试验的供试土壤基础农化性质中也有所体现。
随着认识的加深和学科间的交叉融合, 学者们将根际微生态的概念应用到连作障碍的研究中来, 而微

生物作为根际微生态系统的重要组成部分因此受到格外地关注。 本试验采用 PCR鄄DGGE 的手段研究连作土

壤的真菌群落结构特征, 将分子生物学技术引入到马铃薯连作障碍的研究中, 目前在西北地区尚属首次。
结果表明, 同轮作相比, 连作并未造成马铃薯根际土壤真菌种群数量和多样性的显著变化, 这与 Li 等[9] 使

用同样的方法在东北地区连作大豆的研究结果一致。 但 Yao 等[10]连作大棚黄瓜的研究表明连作种植较轮作

相比显著降低了微生物的丰富度和多样性, 并认为这种多样性的降低可能是土壤有机质的数量和质量及分

配上的差异所造成的。 尤孟阳等[33]关于大豆、玉米和小麦的研究已证实, 连作导致土壤有机碳组分在空间

上的重新分配, 改变了土壤碳的赋存特征, 特别是连作与自然恢复相比显著降低了土壤游离态轻组有机碳

的含量。 Eskelinen 等[34]的研究进一步证明土壤有机质的质量显著影响微生物的群落组成和结构, 二者之间

具有良好的线性相关关系。 然而就本试验而言, 微生物群落结构对马铃薯连作的响应行为是否直接与土壤
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有机质的变化有关, 特别是与对种植管理方式较敏感且转化速度相对较快的的土壤轻组有机质有关尚需进

一步地研究。 而之所以会出现以上不一致的研究结果, 一方面可能受供试土壤类型和试验区生态环境条件

影响, 因为二者直接决定了作物根际的土著微生物的种类, 不同种属或功能型的微生物对连作的敏感性和

耐受性也截然不同; 另一方面应与供试作物品种有关, 这直接体现在根系分泌物种类和数量上, 根系分泌物

能够显著影响根际微生物的活性和组成结构, 其任何细微的改变均能对根际微生物产生深远影响[35鄄36], 尽

管目前研究者对根系分泌物和微生物之间的互馈机理仍然缺乏足够的认识。
本研究表明, 尽管轮作和连作条件下马铃薯根际土壤真菌在种群数量和多样性上无显著差异, 但 DGGE

图谱分析也充分证明二者在真菌群落组成结构上差异明显, 这可以从各条泳道的条带亮度差异上体现出来。
表明同轮作相比, 连作能够显著影响作物根际真菌群落结构, 而早前在不同作物上的相关报道[8鄄10]也证实了

这个结论, 并认为这可能与作物连作障碍的产生有关。 通过对 DGGE 条带进行割胶测序分析, 与马铃薯土

传病害有关的致病菌被鉴定出来, 如 Fusarium sp.和 Fusarium solani 以及 Verticillium dahliae。 不同条带的亮

度峰值高度统计结果表明, 马铃薯的连作较轮作相比导致了镰刀属真菌在根际土壤中的富集, 而这在种群

数量和个体数量上均有所体现。 由镰刀菌引起的干腐病是马铃薯贮藏期常见的真菌性病害之一, 在病薯中

该病害所占比例较高[37]。 牛秀群等[38]在与本试验相同的研究区域采用微生物平板培养的方法也得出了类

似的结果, 同时也证明随着连作年限的增加, 马铃薯根际土壤不同镰刀菌种的数量变化趋势各异, 尖孢镰

孢、茄病镰孢呈上升趋势, 黄色镰孢、再育镰孢呈下降趋势, 木贼镰孢变化较为平稳。 尖孢镰孢和茄病镰孢

一般都具有强寄生能力, 生活适应性也较广, 在澳大利亚、南非、美国等地都有严重发病的报道, 是致病力强

的土传病害病原[39]。 由于 DGGE 技术的固有特点和 DNA 序列比对的精准度问题, 本研究结果只能将微生

物准确定义到属的水平, 因而在下一步的研究当中, 将传统微生物平板培养和定量 PCR 甚至高通量的土壤

基因组测序等精准的分子生物学技术相结合能有助于人们在更细微的微生物分类学水平上来理解连作和轮

作马铃薯根际土壤的真菌群落的结构性差异。
Verticillium dahliae 是导致植物黄萎病的主要致病菌。 本试验结果同时表明, 同轮作相比, 马铃薯的连作

也导致了根际土壤 Verticillium dahliae(Accession no. AF104926, 同源性为 98%—99%)数量的增加。 有关于

Verticillium dahliae 拮抗菌的筛选和应用研究目前也有较多的报道, 主要以 Bacillus subtilis 为主, Luo 等[20]和

Lang 等[11]通过将筛选到 Bacillus subtilis 经二次固体发酵结合到有机类肥料中进而施用到作物根际达到了较

好的抑制作物土传病害的目的。 类似的研究如 Zhang 等[40]在黄瓜的枯萎病和 Zhao 等[41] 在甜瓜的枯萎病上

均有积极的报道, 这种将外源拮抗微生物引入到作物根际并结合充足的有机碳氮源补给实现其在根表的有

效定殖的对土传病害的生防策略也为我们在甘肃省中部沿黄灌区的马铃薯连作障碍土壤机理研究和连作障

碍的防控研究中提供了新的思路。 马铃薯的长期连作是否也会导致植株根际土著的有益微生物在种群数量

或个体数量上的减少, 功能多样性的衰退? 另外, 本研究中通过 DGGE 技术和 DNA 测序观察到的一些与马

铃薯土传病害有关的致病菌数量的增加是否对应着根际有益微生物数量的减少, 二者是否存在协调一致的

关系? 这些猜测均需进一步地研究核实。

4摇 结论

马铃薯的连作种植较轮作显著降低了块茎产量和植株的生物量以及经济生产力, 也改变了植株干物质

在地上和地下器官的分配。 与轮作相比, 连作马铃薯根际真菌的种群数量和多样性无显著差异, 但真菌群

落结构上发生了显著地变化, 这可能造成试验区马铃薯连作障碍产生的原因之一。 此外, 马铃薯连作增加

了一些与土传病害有关的真菌致病菌的种群或个体数量, 如 Fusarium sp.和 Fusarium solani 以及 Verticillium
dahliae, 但其作用机制尚需进一步地研究。
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