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摘要:采用涂布计数及荧光定量 PCR 和 PCR鄄DGGE 技术,研究了氨水熏蒸对土壤微生物区系的影响,并研究氨水熏蒸对高发枯

萎病香蕉园枯萎病的防控效果和对香蕉产量的影响。 结果表明:与熏蒸前相比,高发枯萎病香蕉园土壤施用 130 L / 667 m2的氨

水熏蒸后,尖孢镰刀菌的数量下降了 1 个 log 单位;与对照处理相比,下降了 0.5 个 log 单位。 氨水熏蒸后土壤可培养细菌数量

与对照相比没有显著差异,但显著低于熏蒸前,可培养真菌的数量显著低于熏蒸前和对照;可培养细菌真菌的比值与熏蒸前相

比没有显著差异,但显著高于对照。 与对照及熏蒸前相比,氨水熏蒸后土壤中总细菌及总真菌的数量显著下降;熏蒸前后及对

照处理总细菌真菌的比值没有明显差异。 各土壤样品总细菌及真菌群落结构的 PCR鄄DGGE 分析结果表明,氨水熏蒸后土壤微

生物在聚类上和条带组成上均与熏蒸前及对照有显著性差异。 与对照相比,氨水熏蒸处理使香蕉枯萎病的发病率降低了 20%,
每 666.7m2 增产 1.25t。 以上结果表明,利用合适浓度的氨水对高发枯萎病香蕉园的土壤熏蒸,能够有效改良土壤微生物区系和

降低枯萎病的发生。
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Abstract: Banana Fusarium wilt disease, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4, has been
reported to be the most limiting factor in Cavendish鄄banana production worldwide since 1996. Furthermore, the Cavendish鄄
banana production comprised about 90% of the banana growing areas in south China, and more than 200,000 ha banana
orchards in this area have been attacked. Among the managements for controlling Fusarium wilt disease, pre鄄planted
fumigation of soil is one of the effective and stable means for this disease prevention. However, methyl bromide, one widely
used soil fumigant, will be banned internationally in 2015 due to the destruction of the ozone layer. In this study, ammonia,
to our knowledge, has been first applied as soil fumigant to control this soil borne disease as a chemical alternative to methyl
bromide in banana planting field. Traditional plate counting, Real鄄Time PCR and PCR鄄DGGE methods were used to
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determine the effects of ammonia fumigation on soil microflora, disease control efficiency and banana yield in a banana
orchard with serious Fusarium wilt disease. Through the estimation by plate counting method, the number of Fusarium in the
soil collected after fumigation with 130 L / 667 m2 of ammonia decreased 1 and 0.5 log unit, respectively, when compared
with pre鄄fumigation (BF) and the non鄄fumigation control (CK). The numbers of soil culturable bacteria in the soils from
fumigation treatment (AMO) and CK were significantly lower than that from BF treatment, while there was no significant
difference could be detected among AMO and CK. CK and BF treatments showed significantly higher numbers of soil
culturable fungi than AMO, while no significant difference could be detected among BF and CK treatments. The ratio of
bacteria to fungi (B / F) in AMO was significantly higher than that in CK, but no significant difference was observed among
pre鄄fumigating treatment (BF) and ammonia fumigating treatment (AMO). Through estimation by Real鄄Time PCR, the
numbers of total bacteria and fungi in AMO were significantly lower than that in the BF and CK, while no significant
difference of total B / F was found. Based on fungi PCR鄄DGGE fingerprints, the intensities of bands A1, A2 and A3
strengthened and bands of B1, B2 and B3 weakened in the AMO treatment whereas band F related to Fusarium sp. was
obviously weakened in AMO treatment compared to BF and CK treatments. Soil bacteria PCR鄄DGGE fingerprints also
revealed that the intensities of bands a1, a2 and a3 strengthened in AMO treatment and bands b1, b2, b3 and b4 weakened
in the AMO treatment. However, in soil bacteria or fungi community, the three鄄replicate cluster of AMO treatment
distinguished separately to the other clusters of BF and CK treatments while the clusters of BF and CK grouped together.
Based on DGGE results, the soil bacterial and fungal structure for AMO treatment was obviously altered after fumigation
compared to that of BF and CK. Field experiment showed that the Fusarium wilt disease incidence in AMO decreased about
20% compared to that in the CK and the banana yield per 667 m2 for AMO increased 1.25 t due to the disease incidence
decrease. In conclusion, all the results indicated that using ammonia fumigation could effectively improve soil microflora and
control the banana Fusarium wilt disease.
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香蕉枯萎病,又称巴拿马病、黄叶病,是由尖孢镰刀菌古巴专化型 4 号生理小种(Fusarium oxysporum f. sp.
cubense Snyder and Hansen race 4)侵染而引起香蕉维管束坏死的一种毁灭性土传病害,近年来严重危害了中

国甚至世界香蕉种植业的发展[1]。 该病原菌侵染香蕉后,香蕉出现叶片黄化、下垂并堵塞维管束等症状,导
致维管束坏死,养分和水分不能运输,香蕉不能正常生长,进而不能收获香蕉果实。 据报导,广东和海南两省

仅 2010 年就有超过 20 万 hm2的香蕉园,因感染枯萎病而遭受重大经济损失[2]。
香蕉为多年生作物,土传病害难以防治。 目前防控香蕉枯萎病的措施包括选育抗性品种、轮作、生物防治

和化学熏蒸等[3鄄5]。 与单独采用轮作、太阳能消毒或者生物防治相比,土壤前期熏蒸处理是效果较好和较稳

定的措施[6]。 溴甲烷是一种广泛应用的土壤熏蒸化学药剂,但由于其危害臭氧层,发达国家已于 2005 年禁止

使用,发展中国家也将在 2015 年完全禁用[7]。 目前关于可用于生产上有效防治香蕉枯萎病的杀菌剂的报道

极少,因此筛选出防控香蕉枯萎病的高效、低毒土壤熏蒸消毒剂,对香蕉枯萎病的化学防治和香蕉产业的健康

发展具有重要意义。
氨水具有良好的杀菌效果,在农业生产上,氨水能够释放氨的高氮无机物,很早就被用来作为土壤熏蒸

剂,杀灭土壤中真菌性病原菌和线虫等。 如陈培根和蒯元璋研究筛选了 50 余种新农药进行桑树紫纹羽病菌

土壤消毒实验,发现氨水的杀菌效果最好,且 60—70 d 后土壤中无残留[8]。 Smiley 等研究发现氨水能杀灭土

壤中的一种能够引起小麦土传病害的病原菌———粉红镰刀菌(Fusarium roseum) [9]。 Schippers 和 Palm 研究发

现氨水能抑制土壤中腐皮镰刀菌(Fusarium solani)的孢子萌发和菌丝生长[10]。
微生物在土壤功能中发挥着重要作用,维持土壤微生物群落结构和功能是维持土壤健康状况并抑制植物

病害的发生重要保障。 微生物多样性是健康土壤的重要组分,也是土壤抗病能力的主要驱动因子[11]。 据了
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解,国内外还没有利用氨水处理高发香蕉枯萎病土壤,防控香蕉连作生物障碍的报道。 本研究通过传统的涂

布计数法结合现代分子生物学的实时荧光定量 PCR 法、变性梯度凝胶电泳(PCR鄄DGGE)分析了氨水熏蒸对

土壤微生物区系的影响,并研究了氨水熏蒸对高发枯萎病蕉园枯萎病的防控效果和对香蕉产量及品质的影

响,为氨水作为土壤熏蒸剂提供科学依据,并为防控香蕉枯萎病的熏蒸修复技术提供理论依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 供试材料

1.1.1摇 供试土壤

供试土壤为由燥红土发育形成的沙壤,连作香蕉多年,土壤基本理化性质为:pH 5.63,土壤速效磷 88.75
mg / kg,速效钾 165.21 mg / kg,碱解氮 35.90 mg / kg,有机质 7.43 g / kg。
1.1.2摇 供试材料

供试熏蒸剂为农用氨水(氨含量 16%,氮含量 12%),供试香蕉品种为‘农科 1 号爷(中感巴西蕉品种),由
海南万钟实业有限公司提供。
1.2摇 试验设计

大田试验于 2010 年 6 月至 2011 年 6 月在海南万钟实业有限公司农场进行。 实验共设 2 个处理:氨水熏

蒸处理(AMO)和不熏蒸对照处理(CK)。 选择枯萎病高发的香蕉园于 2010 年 6 月划分小区进行氨水熏蒸处

理,具体操作简述如下:1)清理蕉园,深沟掩埋香蕉茎秆及老蕉头;2)起垄开沟,起 6 m 宽垄并开出排水沟;3)
旋耕松土,旋松表层 0—30 cm 土壤;4)浸润土壤,铺设喷灌带并喷水至土壤饱和;5)喷洒氨水,均匀快速喷洒

氨水并覆膜压实。 氨水施用量为 130 L / 667 m2,各小区面积约 667 m2,随机排列,3 次重复。 不熏蒸处理

(CK)除不喷洒氨水外,其他农事操作与氨水熏蒸一样。 熏蒸 30 d 后揭膜晾晒 15 d 后种植香蕉。 香蕉施肥及

管理同农场常规模式,即每亩施入硝酸磷钾肥(22鄄9鄄9)30 kg、尿素 45 kg、复合肥(15鄄 15鄄 15)30 kg、过磷酸钙

15 kg、腐熟猪粪有机肥 320 kg,有机肥及过磷酸钙作为底肥一次性施入,硝酸磷钾及尿素底肥施入全量的 2 /
3,剩下的 1 / 3 作为追肥于苗期及花蕾期均分两次施入。
1.3摇 项目测定与方法

1.3.1摇 样品采集

试验共采集 3 土壤样品,即:熏蒸前、氨水熏蒸后及不熏蒸对照土壤。 熏蒸前样品(BF)于 2010 年 6 月旋

耕松土后采集,氨水熏蒸后样品(AMO)及对照样品(CK)于 2010 年 7 月揭膜后采取。 样品一律用直径 5 cm
土钻采取 0—20 cm 的表土,各小区随机采取 10 点并混匀,4 益下保存备用。
1.3.2摇 土壤总 DNA 提取

称取 0.5 g 土壤样品,按照 MoBio 土壤提取试剂盒(MoBio Power Soil extraction kit, Carlsbad, CA, USA)操
作说明书提取土壤样品总 DNA,-20 益保存备用。
1.3.3摇 土壤可培养细菌及真菌数量的测定

土壤可培养细菌及真菌的数量通过平板稀释涂布法测定。 称取 10 g 土壤样品至 90 mL 无菌水中,30 益、
170 r / min 震荡 30 min,将震荡后土壤悬液稀释至合适的梯度。 吸取 100 滋L 稀释液于不同培养基平板,均匀

涂布。 细菌采用 Luria鄄Bertani(LB)培养基,30 益培养 36 h;真菌采用马丁氏培养基,28 益培养 72 h。 培养后

计数平板上形成的菌落数,并转换成每克干土形成的菌落数(Colony Forming Unit, CFU),取对数值,以 log
(CFU / g 干土)表示。 各样品每克干土的细菌菌落数比上真菌的菌落数,即为可培养细菌与真菌的 B / F 值。
1.3.4摇 土壤总细菌及真菌数量的测定

土壤总细菌及真菌的数量利用实时荧光定量 PCR(Real鄄Time PCR)测定[12]。 将含大肠杆菌(Escherichia
coli)16 S 全长或酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)18 S 全长的质粒进行梯度稀释,采用 ABI 7500 荧光定量

PCR 仪,按照标准程序制成标准曲线。 真菌定量扩增采用引物 5.8s / ITS1f (5忆鄄CGCTGCGTTCTTCATCG鄄 3忆 / 5忆鄄
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TCCGTAGGTGAACCTGCGG鄄3忆),细菌定量扩增采用引物 Eub338 / Eub518 (5忆鄄ACTCCTACGGGAGGCAGCAG鄄
3忆 / 5忆鄄ATTACCGCGGCTGCTGG鄄3忆)。 扩增条件为:10 滋L SYBR誖 Premix Ex Taq,0.4 滋L 上游引物和下游引物,
0.4 滋L ROX Reference Dye,2 滋L 模板 DNA 和 6.8 滋L 无菌水。 采用 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪的标准程序扩

增测定土壤样品微生物的总数量,PCR 扩增程序为:第一步,95 益预变性 30 s;第二步,95 益预变性 5 s,60 益
延伸 34 s,循环 40 次。 根据各样品 Ct 值计算每克土壤所含的拷贝数,并换算成每克干土形成的拷贝数,取对

数值,以 log (copies / g 干土) 表示。 各样品每克干土的细菌拷贝数比上真菌的拷贝数,即为可培养总细菌与

总真菌的 B / F 值。
1.3.5摇 土壤尖孢菌数量的测定

土壤尖孢菌的数量通过平板稀释涂布法进行测定。 除培养基为 Komada 培养基外[13],其他操作同 1.3.3
中可培养真菌的测定。
1.3.6摇 土壤微生物群落结构的测定

土壤微生物群落结构采用变性梯度凝胶电泳(PCR鄄DGGE)进行测定。 细菌 PCR 扩增采用 16 S rDNA 通

用引物 Eub338 / Eub518 (5忆鄄GC clamp鄄 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG鄄3忆 / 5忆鄄ATTACCGCGGCTGCTGG鄄3忆) [14];
真菌 PCR 扩 增 采 用 18 S rDNA 通 用 引 物 NS1/ Fungi ( 5忆鄄GTAGTCATATGCTTGTCTC鄄3忆 / 5忆鄄GC clamp鄄
ATTCCCCGTTACCCGTTG鄄3忆)[15],其中 GC clamp 为 5忆鄄CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC鄄3忆。
PCR 扩增反应体系:10伊 PCR buffer(Mg2+ free)5 滋L,Mg2+(25 mmol / L)4 滋L,dNTPs(各 2.5 mmol / L)4 滋L,引物

(10 滋mol / L)各 1 滋L,模板 DNA 1 滋L,Taq DNA 聚合酶(5 U / 滋L)0.3 滋L,加入 ddH2O 补足 50 滋L。 PCR 扩增

条件:94 益 5 min;94 益 45 s,60 益 45 s(真菌退火温度为 57 益),72 益 45 s,循环 32 次;72 益 10 min。 采用

D鄄Code 点突变检测系统(D Code Universal Mutation Detection System, BIO鄄RAD,USA)对 PCR 产物进行 DGGE
分析。 聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%,细菌变性剂梯度为 40%—60%(100%的变性剂为 7 mol / L 尿素和 40%去

离子甲酰胺的混合物),真菌变性剂梯度为 20%—40%。 电泳条件:80 V 电压、60 益恒温电泳 16 h,电泳结束

后银染胶片并扫描保存。
1.3.7摇 香蕉枯萎病发病率的测定

观察各处理香蕉长势,根据黄叶、维管束堵塞坏死及叶片下垂等枯萎病发病的典型症状判断香蕉植株发

病与否,于香蕉枯萎病发病率稳定时,用发病株数与总株数的比例表示发病率。 (处理发病率-对照发病率) /
对照发病率的绝对值为防病效果。
1.3.8摇 香蕉产量及品质的测定

于 2011 年 6 月收获期对各小区随机标注 30 株健康香蕉果实,在采收时记录单株重量,取其均值作为各

小区香蕉单株重(kg /株)。 依据各小区单株重和能收获的健康香蕉株数估算各小区香蕉果实的总重量并换

算为香蕉的单产量(t / 667 m2)。
1.4摇 数据分析

数据统计分析使用 Excel 和 SPSS13.0,通过 Duncan 新复极差法检验处理间差异的显著性水平。 DGGE 电

泳图谱分析采用 Quantity One 4.4.0 软件,通过非加权组平均法 (UPGMA)获取聚类分析图。

2摇 结果与分析

2.1摇 氨水熏蒸对土壤微生物区系的影响

氨水熏蒸前后土壤微生物数量的变化如图 1 所示。 稀释涂布的结果表明:氨水熏蒸处理(AMO)与对照

(CK)之间可培养细菌数量没有显著差异(图 1),但相比于熏蒸前(BF)显著降低;氨水熏蒸处理中

的可培养真菌数量显著低于熏蒸前及对照处理,可培养细菌与真菌的比值(B / F)虽与熏蒸前相比没有显

著性差异,但显著高于对照。 Real鄄Time PCR 的结果表明:氨水熏蒸后土壤总细菌的 16 S 和总真菌的 18 S 拷

贝数显著低于熏蒸前及对照,而氨水熏蒸处理、对照及熏蒸前处理间细菌与真菌的比值(B / F)无显著性差异
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图 1摇 可培养计数和实时荧光定量法测定的氨水熏蒸前后连作香蕉土壤微生物区系的数量

Fig.1摇 Population size of soil microflora for treatments of pre鄄fumigation (BF), control (CK) and ammonia fumigation (AMO) estimated
by plate counting method and Real鄄time PCR
BF:Before Fumigation 熏蒸前处理,CK:Control 对照,AMO:Amomonia Fumigation 氨水熏蒸处理;阴:Bacteria 细菌,:Fungi 真菌,殷: Bacteria /
Fungi (B / F) 细菌真菌比;同一柱形或菱形标注的不同字母表示在 0.05 水平上 Duncan 法多重比较有显著差异

(图 1)。

图 2摇 氨水熏蒸前后连作香蕉土壤尖孢镰刀菌的数量

摇 Fig. 2 摇 Population size of Fusarium sp. for treatments of pre鄄
fumigation ( BF ), control ( CK ) and ammonia fumigation
(AMO) estimated by plate counting method
BF:熏蒸前处理,CK:对照,AMO:氨水熏蒸处理;同一柱形标注的

不同字母表示在 0.05 水平上 Duncan 法多重比较有显著差异

氨水熏蒸对土壤中尖孢镰刀菌数量的影响如图 2
所示。 与消毒前(BF)相比,对照(CK)及氨水熏蒸处理

(AMO)的尖孢镰刀菌的数量均有显著下降。 氨水熏蒸

处理的尖孢镰刀菌数量与消毒前相比下降了约 1 个 log
单位,与对照相比下降了约 0.5 个 log 单位。

氨水熏蒸对土壤微生物群落结构的影响如图 3 所

示。 无论是真菌(图 3a)还是细菌(图 3b)的 DGGE 图

谱均表明氨水熏蒸对土壤微生物群落组成产生了一定

影响,表现为一些条带在氨水熏蒸后的消失与增加和一

些共有条带的亮度差异,表明氨水熏蒸前后土壤中微生

物群落构成在 DNA 水平上发生了明显的变化。 在真菌

DGGE 图谱 (图 3a) 中,条带 B1、B2 及 B3 在熏蒸前

(BF) 及对照处理 ( CK) 中亮度较大,而在氨水熏蒸

(AMO)后条带减弱甚至消失。 B4 在熏蒸后和对照处

理中均有所减弱。 条带 A1、A2 及 A3 在氨水熏蒸后得

到明显增强。 条带 F 为香蕉枯萎病病原菌(FOC)的指示条带,其在氨水熏蒸后的土壤中条带亮度明显低于对

照及熏蒸前处理,表明病原菌在氨水熏蒸后数量明显减少。 在细菌 DGGE 图谱(图 3b)中,条带 b1、b2、b3 及

b4 在熏蒸前(BF)及对照(CK)中亮度较大,而在氨水熏蒸(AMO)后条带减弱甚至消失。 条带 a1、a2 及 a3 在

氨水熏蒸后得到明显增强。
氨水熏蒸前后土壤样品 DGGE 图谱的聚类分析结果如图 4 所示,9 个样品明显聚成 3 类,无论是真菌(图

4a)还是细菌(图 4b),氨水熏蒸处理(AMO)后的土壤样品明显区分于与熏蒸前(BF)和对照(CK)。 对照

(CK)与熏蒸前(BF)的样品聚成一大类,说明这两个处理的群落结构相似程度较高。 聚类分析的结果表明氨

水熏蒸明显改变了土壤真菌和细菌的群落结构。
2.2摇 氨水熏蒸对香蕉枯萎病发病率的影响

田间试验结果表明,氨水熏蒸后(AMO)的小区香蕉枯萎病的发病率显著低于对照(CK)处理(图 5)。 对

照处理枯萎病发病率高达 35%,而氨水熏蒸后发病率只有 15%,氨水熏蒸后发病率降低了 20%,表现出 57.1%
的防病效果。
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图 3摇 氨水熏蒸对连作香蕉土壤总真菌(a)和总细菌(b)群落结构影响的 DGGE 图谱

Fig.3摇 The total fungi (a) and total bacteria (b) DGGE fingerprints for treatments of pre鄄fumigation (BF), control (CK) and ammonia
fumigation (AMO)
泳道上方的编号 BF1鄄BF3 表示熏蒸前处理 BF 的 3 个重复,CK1—CK3 表示对照 CK 的 3 个重复,AMO1—AMO3 表示氨水熏蒸处理 AMO 的

3 个重复;图中编号 F—B4、a1—b4 等表示所对应的条带为 DGGE 检测到的特殊条带

图 4摇 氨水熏蒸前后连作香蕉土壤总真菌(a)及总细菌(b)的 DGGE 聚类分析图

Fig.4摇 Cluster diagram of total fungi (a) and total bacteria (b) DGGE fingerprints for treatments of pre鄄fumigation (BF), control (CK)
and ammonia fumigation (AMO)
BF:熏蒸前处理,CK:对照,AMO:氨水熏蒸处理

图 5摇 对照及氨水熏蒸处理香蕉枯萎病的发病率

摇 Fig.5摇 Banana Fusarium wilt disease incidence for treatments of
control (CK) and ammonia fumigation (AMO)
CK:对照处理,AMO:氨水熏蒸处理;柱形图上标注的不同字母表

示在 0.05 水平上 Duncan 法多重比较有显著差异

2.3摇 氨水熏蒸对香蕉产量的影响

田间试验结果表明,氨水熏蒸处理(AMO)的香蕉

亩产量显著高于对照(CK)处理(图 6)。 氨水熏蒸处理

的亩产量达到 4.87 t,而对照处理的亩产量仅为 3.62 t。
与对照相比,氨水熏蒸处理增产 1.25 t,表现出 34.5%的

增产效果。

3摇 讨论

香蕉枯萎病是一种严重危害香蕉产业的土传病害,
多发生在多年连作的香蕉地中,其是否爆发很大程度上

取决于病原菌的数量和香蕉根际环境中微生物区系的

结构[16]。 连作条件下,土壤中致病真菌类微生物大量

繁殖和微生物区系的变化是连作障碍的主要原因之

一[17]。 香蕉枯萎病的病原菌是典型的单循环病原菌,

可通过土壤熏蒸降低土壤中初始尖孢菌的数量进而有效防控枯萎病的发生。 对于高发枯萎病的香蕉园,新种
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图 6摇 氨水熏蒸后对香蕉产量的影响

摇 Fig. 6 摇 Banana yield for treatments of control ( CK ) and
ammonia fumigation (AMO)
CK:对照处理,AMO:氨水熏蒸处理;柱形图上标注的不同字母表

示在 0.05 水平上 Duncan 法多重比较有显著差异

香蕉前进行土壤熏蒸是防控枯萎病的必要措施。 大量

的研究表明土壤熏蒸能够有效的防控植物病害,溴甲

烷、二氯丙烯结合三氯硝基甲烷、威百亩等均为有效的

土壤熏蒸剂[18],但由于该类原料的环境危害,均被先后

禁止使用,寻找新的土壤熏蒸剂成为研究热点[19]。 本

研究中氨水熏蒸措施显著减少了高发枯萎病香蕉园土

壤中尖孢镰刀菌的数量,显著降低了香蕉枯萎病的发病

率。 与本实验结果类似,早在 1982 年,Rush 与 Lyda 即

研究发现,氨能够杀灭棉根腐病菌 ( phymatotrichum
omnivorum)的菌核和菌丝[20]。 氨同样被发现,能够杀

灭黄萎病病原菌大丽轮枝菌(Verticillium dahliae)的菌

核[21]、抑制腐霉菌 (Pythium ultimum) 和立枯丝核菌

( rhizoctonia solani)的活力[22]。
在本研究中平板稀释涂布法被用来计数可培养微

生物的数量,氨水熏蒸后,可培养真菌的数量显著低于

对照,但可培养细菌的数量却没有显著性差异,表明尽管土壤熏蒸能够降低土壤中病原菌数量,但却不能完全

杀灭土壤中所有微生物,尤其对细菌的影响要小于真菌。 Xiao 和 Duniway 研究发现许多重要的细菌在熏蒸时

能够存活并且假单胞菌 Pseudomonas spp.在熏蒸后能够快速重新恢复,有的甚至比熏蒸前的数量有所增

加[23]。 由于传统微生物分离培养方法的选择性,人们更偏向于利用不依赖于培养技术的方法研究和揭示整

个土壤微生物群落结构的变化[24鄄25]。 与传统的培养方法相比,这些不依赖于培养的分子生物学方法,能够更

全面、更深入地认识土壤微生物区系的多样性和复杂性。 在本研究中,Real鄄Time PCR 技术被用来测定土壤中

总细菌和真菌的数量,无论是总细菌和真菌,其数量均有所下降,结合可培养真菌的结果,表明熏蒸后土壤微

生物活性有所降低。 结合分析可培养技术和 Real鄄Time PCR 技术的检测结果表明,可培养真菌与总真菌数量

的变化趋势具有一致性,氨水熏蒸能够增加可培养 B / F,但对总 B / F 没有显著影响。
平板稀释涂布法和 Real鄄Time PCR 技术已经证实了氨水熏蒸能够降低病原菌数量,且对其他微生物数量

也有影响,但其对土壤微生物群落结构的影响仍然未知。 刘庆城和许玉兰应用平板计数法研究发现液氨处理

前后真菌的数量和组成均有较大变化,而细菌类微生物对氨反应不如真菌敏感;氨水熏蒸 50 d 后,真菌数量

回升,通过菌落形态观察发现其组成相对单一,种类减少[26]。 PCR鄄DGGE 技术自 Muyzer 首次应用于土壤微

生物生态的研究后,一直被广泛应用于土壤微生物分子生态学的研究。 目前国内外还没有有关 DGGE 切胶测

序鉴定氨水熏蒸前后区系变化的报道。 本研究首次利用 PCR鄄DGGE 研究氨水熏蒸前后土壤总细菌和真菌的

群落结构变化,结果表明:氨水熏蒸后细菌和真菌 DGGE 图谱上一些条带明显增强或减弱,其中真菌 DGGE
图谱上表示病原菌的条带强度明显降低,也进一步证明了氨水熏蒸能够降低土壤中尖孢菌的数量;DGGE 的

聚类分析图也表明了氨水熏蒸后土壤群落出现了明显差异。 本文研究与 Yao 等人报道的相似,细菌和真菌群

落结构组成受土壤熏蒸剂的影响[27]。 未涉及到条带的切胶测序是本研究的不足之处,未来需要进一步切胶

测序或利用其它高通量测序的分析方法,系统研究氨水熏蒸前后土壤微生物区系的变化。 Berry 报导液氨施

用能够减少甘蔗线虫的发生,进而增加了甘蔗的亩产量[28]。 与其类似,本研究中因氨水熏蒸降低了香蕉枯萎

病的发病率,使得处理中可收获的健康植株数量多于对照,从而显著增加了香蕉的亩产。
液氨本身是氮肥,施于有病地区,又具有杀菌除病作用,能使施肥与防病结合起来,具有工效高,成本低,

省工、省时,一举两得等优点[26]。 但氨水熏蒸土壤时,不仅能杀病原菌,还能灭土壤中有益微生物,降低土壤

微生物活性,如 Deng 等报导液氨施用后的土壤微生物和生物活性均有所降低[29]。 低微生物活性的土壤生态

系统不稳定,易受其他微生物侵染。 故在土壤熏蒸后,需及时补施生物菌肥,充分增加土壤中有益微生物的数
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量及比例,预计能够更好的防控香蕉枯萎病的发生,该方面内容有待进一步研究。 综上所述,在枯萎病严重的

香蕉园中,氨水是一种良好的土壤熏蒸剂,能够显著降低土壤中尖孢镰刀菌的数量,改善土壤微生物区系,从
而有效防控香蕉枯萎病的发生。
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