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摘要:为探讨微生物菌肥对西藏青稞土壤根际微生态的影响,利用传统纯培养与PCR-DGGE(聚合酶链式反应-

变性梯度凝胶电泳)技术相结合的方法,研究了谷特微生物菌肥不同施用方式和施肥浓度对西藏青稞根区土壤微生

物量和细菌群落结构的影响.结果表明,与对照相比,施肥处理显著降低了土壤真菌数量(p<0.05),土壤放线菌

数量和微生物量氮含量显著上升(p<0.05).DGGE分析表明,菌肥处理土壤与未施菌肥土壤的细菌群落结构存在

明显差异,土壤微生物区系结构发生了改变;DGGE所反映的土壤细菌多样性可以用来判断菌肥发挥作用的程度,

合理指导菌肥的施用.本研究中,菌肥的施入促进了土著细菌Acidobacteria、Actinobacteria和Bacillus的生长,抑

制了土壤中Blastomonas、UnculturedRhizobium 和Cyanobacterium 的生长.两种施肥方式,根施对青稞根区土壤

中细菌、真菌和放线菌数量的影响较叶面喷施大,根施对土壤微生物区系的改变较叶面喷施高,根施最佳菌肥施用

量为20.0mL/hm2,叶面喷施最佳菌肥施用量为26.7mL/hm2.本研究为准确预测和评价微生物菌肥的施用效果

提供了技术参考.
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随着人们对农业生产中长期、过量施用化肥所引起的诸如土壤板结、肥力下降、面源污染和pH值降

低等农业生态环境问题的关注[1-3],微生物菌肥作为改善土壤营养状况和提高植物抗逆性的作用越来越受

到重视.微生物菌肥是由一种或数种有益微生物经发酵而成的无毒害绿色生物性肥料[4-5].它通过施用于

土壤后,菌肥中的微生物的生长可以矿化土壤有机养分,释放土壤闭蓄态无机养分,从而改良土壤结构和

提高土壤肥力,因此微生物肥料的施用改善植物的营养条件,协助农作物吸收养分,提高植物的抗逆

性[6-8].近年来,随着生物技术的不断发展,微生物肥料的研究与应用有了很大进展[9],但我国目前微生物

肥料、生物添加剂市场种类繁多,由于气候条件、地理环境和植株种类的不同,菌肥的施用效果差异很

大[10-12].虽然近年来我国建立起了一些规范对微生物肥料市场的法规和标准,但缺乏利用分子生物学技术

来科学评价、有效监测菌肥施用效果.
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西藏地处我国西南边陲,素以“世界屋脊”和“地球第三极”著称.藏东南地区由于受高寒低温等极端环

境胁迫的影响,土壤微生物活性下降[13].土壤养分矿化能力和速率也随之降低[14],导致土壤较贫瘠.在海

拔高度4200m以上的农田中,青稞是唯一种植的作物,是藏族群众的基本口粮来源,也是西藏地区最具

特色的原料作物.因此用微生物菌肥改善当地土壤肥力条件,提高青稞的产量和质量,是维持当地经济社

会健康发展的重要保障.
目前有关外来微生物菌剂对根际微生态的研究主要集中在解磷解钾菌、固氮菌及其他PGPR促生菌方

面[15-16],且大多是采用传统方法,如菌落计数法等,来研究对土壤和植物的施用效果.变性梯度凝胶电泳

(Denaturinggradientgelelectrophoresis,DGGE)技术可快速从土壤中提取微生物DNA片段,揭示所研究

土壤的微生物群落结构特征,该技术在分析外源物质对土壤细菌群落多样性的影响和种群动态监测方面得

到广泛使用[17-18].
本研究以西藏地区广泛存在的棕色沙壤土为研究对象,在施用微生物菌肥后采用PCR-DGGE技术检

测微生物菌肥对土壤微生态中细菌群落多样性的影响,研究微生物菌肥对西藏土壤微生物的影响,以期探

讨微生物肥料的作用机理,并初步探究采用综合分析指标评价微生物肥料肥效的可行性.

1 材料与方法

1.1 试验地概况

试验地为西藏自治区农业研究所4号试验地,位于西藏自治区东南部拉萨市雅鲁藏布江支流拉萨河中

游,主要地貌为河谷平原,91°02′E,29°38′N,属高原山地气候,海拔3650m,年均温7.4℃,年降雨量

500mm,降雨集中于6,7,8,9月份,多夜雨.

1.2 试验材料

供试青稞品种为藏青320,由西藏自治区农业研究所制种.供试土壤为河谷农区棕色砂壤土,基础理

化性质:全氮0.98g/kg、全磷1.72g/kg、全钾5.49g/kg、碱解氮113.05mg/kg、有效磷17.86mg/kg、

速效钾31.63mg/kg、有机质13.58mg/kg、pH值7.72.供试菌剂为谷特菌肥,购买自禾康肥料有限公

司,菌肥配置方法为砂糖100g,黄豆粉100g,谷特菌0.25g,1000mL水.

1.3 试验设计

试验设12个处理,小区面积50m2,3次重复,施肥方式为化肥+菌肥,分根施(播种前将菌肥稀

释后直接施于土壤中)和叶面喷施(三叶期后将菌肥稀释后均匀喷洒到青稞叶面上)两种.化肥的施用

量为磷酸二铵0.5kg/hm2,尿素0.33kg/hm2,氯化钾0.1kg/hm2,各处理间化肥施用量保持一

致,不同处理的谷特菌肥的施用量见表1-a,b.种植时间为2011年5月初,种植期间施肥、灌溉、中

耕除草等统一管理.
表1-a 根施菌剂浓度处理

处   理 Gck G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

菌剂浓度/(mL·hm-2) 0 3.3 6.7 10.0 13.3 16.7 20.0 23.3

表1-b 叶面喷施菌剂浓度处理

处   理 Yck Y1 Y2 Y3

菌剂浓度/(mL·hm-2) 0 13.3 26.7 40.0

  青稞收获后,在试验小区内用土钻“S”形随机选择5个点,采样深度为0~20cm,除去可见动植物残

体及小石块后混匀.用于测定土壤微生物量的土壤样品保存在4℃冰箱中.用于PCR-DGGE分析的样品

迅速冻存于-20℃冰箱,以进行分子生物学实验.
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1.4 测定项目及方法

1.4.1 土壤中可培养真菌、放线菌数量及微生物量氮的测定

土壤中可培养真菌及放线菌的分离和数量测定采用稀释平板法,培养基分别为葡萄糖酵母膏培养基及

高氏1号培养基[19].微生物量氮测定采用氯仿熏蒸提取法[20].

1.4.2 细菌基因组DNA的提取及PCR扩增

1)称取0.5g土样,用OMEGA公司E.Z.N.ASoilDNAKitD5625-01提取DNA,得到的DNA用

1%琼脂糖电泳检测,并用紫外分光光度计测定其浓度和纯度.由于土壤中含有腐殖酸,影响DNA的扩

增,本研究采用稀释20倍的土壤DNA进行扩增.

2)将基因组DNA作为PCR的模板,采用细菌16SrRNA的V3区特异性引物对F338-GC和R518[21]

进行PCR扩增.它们的序列分别为338F-GC(5’-GC-clamp-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’)和

518R(5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’).GC夹序列为:CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGG

GCGGGGGCACGGGGGG)(由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成),扩增产物片段长约200bp.

3)50μLPCR反应体系组成如下:TakaRaTaq(5U/μL)0.25μL、10×PCRBuffer(Mg2+)5μL、

MgCl2(25mmol/L)3μL、dNTPMixture(各2.5mmol/L)4μL、模板为20倍稀释的总DNA(100μg/mL)

2μL、引物1(20μL)1μL、引物2(20μL)1μL,无菌纯水补齐到50μL.

4)PCR反应条件:采用普通PCR,即预变性95℃3min,32个PCR循环为94℃30s,53℃30s和

72℃30s,最后在72℃下延伸10min.PCR反应的产物用1.8%琼脂糖电泳检测.

1.4.3 PCR反应产物的变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析

采用Bio-Rad公司DcodeTM的基因突变检测系统对PCR反应产物进行分离.

1)双梯度变性胶的制备:使用梯度混合装置,制备8%的聚丙烯酰胺凝胶,变性剂浓度从35%(16.8g
urea;16mLformamide/100mLDenaturant)到60%(25.2gurea;24mLformamide/100mLDenatur-
ant),其中变性剂和丙烯酰胺的浓度从胶的上方向下方依次递增.

2)PCR样品的加样:待变性梯度胶完全凝固后,将胶板放入装有电泳缓冲液的电泳槽中,取PCR样

品30μL和6*loadingbuffer混合后加入上样孔.

3)电泳、染色及拍照在70V的电压下,60℃电泳14h.电泳结束后,将凝胶进行SYBRGreenI避光

染色后拍照.

1.4.4 特征条带的回收与测序

将DGGE凝胶上不同处理的优势条带用无菌、洁净的刀片切下,放入1.5mL灭菌的离心管中,加入

50μL去离子水,于4℃浸泡过夜.次日,取1μL上清液为模板,以不加GC夹的引物,按照1.3.4中的

PCR反应体系和程序再次扩增,扩增产物进行1%琼脂糖凝胶电泳,利用Biospin胶回收试剂盒回收目的

条带.胶回收产物经pMD20-T载体连接,转化E.coliDH5α感受态细胞,在含氨苄青霉素、IPTG和X-gal
的LB培养基上选择白色克隆子,采用T载体通用引物进行菌落PCR检测,将菌液送至上海英骏生物技术

有限公司测序.

1.5 数据分析

1)土壤理化性质数据采用Excel2007进行标准化处理,应用SPSS17.0软件对试验数据进行方差分

析,5%水平下LSD多重比较各处理平均值之间的差异显著性.

2)用Bio-Rad公司的凝胶定量软件QuantityOne4.6.2分析DGGE指纹图谱中微生物群落结构,计

算土壤中细菌的Shannon多样性指数(H)、丰富度(S)和聚类分析,其中聚类分析用UPGMA方法[22].

H=-∑(ni/N)ln(ni/N)

式中:H 表示Shannon-Weiner多样性指数;ni 是菌种i条带的亮度;N 是该泳道中所有条带的总亮度.H
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值越大代表的物种多样性越高.S表示物种种数.
采用NCBI数据库进行Blast分析,采用MEGA4.0中的NEIGHBOR-JOINING[23]程序进行细菌聚类

分析并构建系统进化树.

2 结果与分析

2.1 菌肥对土壤中可培养真菌、放线菌数量及微生物量氮的影响

土壤中可培养放线菌与真菌数量以及两者之间的比例是反映土壤微生物区系的常用指标.从表2可

以看出,分别施入不同量菌肥,除G7和Y3(即根施23.3mL/hm2 和叶面喷施40.0mL/hm2,分别是两

种施肥方式的最高施肥量处理)外,与对照相比,施肥处理显著降低了土壤中的真菌数量(p<0.05),显

著增加了土壤中的放线菌数量(p<0.05).例如,根施菌肥处理土壤放线菌数量较对照分别提高的幅度

为115.43%~485.49%,其中根施23.3mL/hm2 提高幅度最低,根施20.0mL/hm2 处理最高;叶施菌

肥处理土壤放线菌数量较对照增长率分别为899.23%,1630.06%和994.80%,以叶施26.7mL/hm2 提

高最多;谷特菌肥包括的有益微生物主要是放线菌.上述结果表明施用微生物菌肥可以在很大程度上改变

土壤微生物区系.根施和叶面喷施放线菌增加最多的处理并不是施肥量最多的处理,而是仅次于最高施肥

量的处理,这可能是由于在相同土壤条件下,过量菌肥微生物的施入导致营养不足,无法满足施入微生物

的繁殖需求.施用菌肥青稞根际土壤中A/F值较对照增加,最大值出现在根施菌肥量10.0mL/hm2 和

13.3mL/hm2 处理,根施A/F值整体上大于叶面喷施.
土壤微生物量是土壤有机库中的活性部分,是土壤生态系统肥力的重要生物学指标[24].施肥处理土壤

微生物量氮整体上较对照高,根施菌肥量16.7mL/hm2 和叶施菌肥量26.7mL/hm2 微生物量氮含量较对

照分别提高114.59%和38.86%.同时表明根施对土壤微生物区系的影响高于叶面喷施.
表2 不同施肥处理对青稞土壤可培养真菌和放线菌数量及微生物量氮的影响

处 理
真菌数量

/(×106CFU/g)

放线菌数量

/(×104CFU/g)

放线菌数量/真菌数量

(A/F)

微生物量N

/(mg·kg-1)

Gck 34.26b 16.33e 0.48 27.97c

G1 8.37c 36.00d 4.30 49.04bc

G2 9.03c 54.44c 6.03 46.43bc

G3 7.37c 77.26b 10.48 25.59c

G4 8.93c 91.08ab 10.20 48.48bc

G5 12.16c 81.62ab 6.71 60.02b

G6 10.08c 95.61a 9.49 42.42bc

G7 33.21b 35.18d 1.06 49.63bc

Yck 25.61b 5.19e 0.20 59.42b

Y1 9.24c 51.86c 9.72 41.76bc

Y2 7.78c 89.79ab 6.67 82.51a

Y3 101.63a 56.82c 0.56 64.68b

  注:表中结果为3个重复的平均值.同列不同字母表示处理间差异显著(p<0.05).

2.2 土壤细菌的DGGE图谱分析

2.2.1 基因组DNA的PCR扩增

在进行了土壤养分和微生物指标分析后,本研究试图从分子生物学角度深入地了解菌肥对土壤细菌生

物多样性的影响.
以等量的基因组DNA为摸板,以细菌的16SrDNA的V3区通用引物(338F-GC/518R)对每一样品的
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基因组DNA进行体外扩增,结果显示所用样品均扩增出单一的目的条带,得到的目的片段长度约200bp
左右,是16SrDNAV3区的特异性片段,可以用于后续的环境样本多样性分析.

2.2.2 根施和叶面喷施不同菌肥施用量土壤细菌的遗传变异

土壤中细菌群落DGGE结果如图1所示.不同菌肥施用方式以及不同施用浓度的土壤样品的带型

和条带数目有一定差别.各处理的条带数目、部分特异条带的宽度与着色深度比较,大致表现出根施高

于叶面喷施的趋势,且根施对照Gck高于根施其他处理、叶面喷施对照Yck高于叶面喷施其他处理,说

明菌肥的施用的确对根际微生态产生了影响,且根施和叶面喷施两种方式对土壤表层细菌数量和群落

结构的影响存在差异.条带1,2,13和15存在于所有处理土壤中,且条带亮度较高,表明该条带所代表

的微生物是土著种类和优势菌种,对环境有很好的适应性.条带3,6,8,10,11和14来自土著细菌,菌

肥施用量3.3mL/hm2 时它们的灰度已明显降低,随菌肥施用量的增加逐渐减弱或消失,表明菌肥中以

放线菌为主的微生物影响了这些条带所代表的土著细菌的存活.条带4首次出现在对照Gck中,随着菌

肥施用量的增加条带4消失,但菌肥施用量达到23.3mL/hm2 时条带4又再次出现,表明该微生物为土著

细菌,来自菌肥的放线菌大量滋生时抑制了该菌的存活,23.3mL/hm2 施菌肥处理放线菌较对照增量最

低,条带4细菌得以滋生;条带16存在于菌肥施用量3.3~13.3mL/hm2 之间,表明该微生物来自菌肥;

条带5,7和9为叶面喷施处理独有,在喷施浓度为26.7mL/hm2 时出现,该处理也是叶面喷施处理中放线

菌增加最多处理,表明该浓度下菌肥微生物得到较充分的繁殖条件.

根施土样(G-x)Gck:0mL/hm2;G1:3.3mL/hm2;G2:6.7mL/hm2;G3:10.0mL/hm2;G4:13.3mL/hm2;G5:16.7mL/hm2;G6:

20.0mL/hm2;G7:23.3mL/hm2;叶面喷施土样(Y-x)Yck:0mL/hm2;Y1:13.3mL/hm2;Y2:26.7mL/hm2;Y3:40.0mL/hm2,

Gck为根施无菌肥对照,Yck叶面喷施无菌肥对照.

图1 收获青稞后表层土壤中细菌16SrDNAV3区DGGE图谱

2.2.3 不同处理对根际细菌群落结构多样性的影响和聚类分析

根施和叶面喷施不同浓度菌肥处理的细菌群落结构多样性指数(H)和条带丰富度(S)如表3所示.在

两种施用方式中,H 和S 均表现为根施高于叶面喷施.根施处理中,对照Gck的DNA条带数量最多,条

带亮度最高(如条带6和条带8),且Shannon多样性指数最高.随着菌肥浓度的增加至13.3mL/hm2,条

带信号强度、多样性逐渐下降,如Gck多样性指数比G2,G4的分别高3.0%和3.6%.但当浓度升高至

23.3mL/hm2(G7)时,其条带数量和多样性增加,与对照Gck的相当.该结果与土壤放线菌和真菌数量结

果相似,即来自菌肥的放线菌大量滋生抑制土壤细菌多样性.叶面喷施处理中,处理与对照的条带数量和

多样性处理间差异不大.
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表3 青稞表层土壤细菌的多样性指数和丰富度

处理 Gck G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 Yck Y1 Y2 Y3

H 3.13 3.06 3.04 3.06 3.02 3.10 3.08 3.10 3.03 2.97 3.01 3.00

S 39 37 36 35 36 35 37 38 36 34 36 34

  注:H-Shannon-Wiener多样性指数,S-丰富度.

为进一步了解不同施肥方式和施肥浓度对土壤细菌群落结构的影响,用UPGMA法进行聚类分析,结

果如图2所示.两种施用方式土壤细菌DGGE图谱明显地分为两大族群,7个根施处理聚为一簇,组间相

似度最低为0.82,并进一步和对照Gck聚为一簇.其中特别是G2和G3处理,相似性系数高达0.91.叶面

喷施的Y1,Y2和Y3聚为一簇,处理组与对照间差异较大.说明菌肥的施肥方式对土壤细菌群落结构的影

响大于菌肥施用量对其的影响.

图2 青稞土壤细菌DGGE图谱的聚类分析图

2.2.4 序列测定和分析

根据DGGE指纹图谱将各处理中共16条特征条带切胶回收,其中条带16未成功克隆,因此共获得15

条序列,在其他研究中也有类似现象发生[25,26].如图2所示,将15条带的16SrDNA进行序列测定,获得

的序列通过NCBI数据库的BLAST程序与GenBank数据库中已报道的16SrDNA序列进行相似性比对分

析.结果表明,15条所测序列的最相似序列有4条来自GenBank数据库中未培养的微生物克隆,其余的来

自可培养微生物(表4),所测序列与数据库中的16SrDNA序列拥有较高的相似性(≥97%).用这些序列

与本实验所得的序列构建进化树,结果如图4所示.

系统进化树显示,15个克隆分属5个门:变形菌门(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、蓝

细菌门(Cyanobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和酸杆菌门(Acidobacteria).其中变形细菌、蓝细菌和厚

壁菌是优势菌,且是土壤中普遍存在的菌群[27,28].部分放线菌来源于菌肥,如条带5和条带9.根施方

式中,与对照相比,菌肥的施用对酸杆菌(Acidobacteria,条带10)、放线菌(Actinobacteria,条带12)和芽

胞杆 菌(Bacillus,条 带13)等 土 著 菌 的 生 长 产 生 了 促 进 作 用.菌 肥 对 土 著 的 芽 单 胞 菌 属(Blasto-

monasstrain,条带3)、不可培养的根瘤菌属(UnculturedRhizobium,条带4)和蓝细菌(Cyanobacterium,

条带6)表现出抑制作用,其中条带4在菌肥施用量为23.3mL/hm2 时才再次出现.根瘤菌属菌株具有

固氮作用[29],可以增加土壤含氮量.叶面喷施方式中,与对照相比,处理Y2引入了放线菌(Actinobacte-

ria,条带5和条带9)以及变形菌(Proteobacteria,条带7),喷施浓度为26.7mL/hm2 有利于这3种菌的

生长.
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表4 青稞表层土壤细菌DGGE图谱对应条带的序列比对分析

条带 最相似菌株 相似度/% 系统类群

1 Janthinobacteriumsp.R-11(HM069076.1) 100 β-Proteobacteria

2 UnculturedcyanobacteriumcloneGSY-XJ49(JN225550.1) 100 Cyanobacteria

3 BlastomonasnatatoriastrainSBR23(KF013212.1) 100 α-Proteobacteria

4 UnculturedRhizobialesbacteriumcloneHS-S-116(HM592597.1) 97 α-Proteobacteria

5 ActinobacteriumZXY038(JN049487.1) 99 Actinobacteria

6 Unculturedcyanobacteriumclone(DQ829127.1) 100 Cyanobacteria

7 AncylobacteroerskoviistrainNS05(NR042655.1) 99 α-Proteobacteria

8 Nostocsp.’Peltigeraneopolydactylacyanobiont’cloneSS5654(DQ265956.1) 100 Cyanobacteria

9 BlastococcusjejuensisstrainKST3-10(NR043633.1) 98 Actinobacteria

10 UnculturedAcidobacteriabacteriumcloneSNNP_2012-141(JX114474.1) 100 Acidobacteria

11 Bacillussp.A46(HQ433470.1) 100 Firmicutes

12 BlastococcusaggregatusstrainCB-281465(JX841003.1) 98 Actinobacteria

13 Bacillussp.MHS024(DQ993298.1) 99 Firmicutes

14 BrevundimonasnasdaestrainW1-2B(NR028633.1) 100 α-Proteobacteria

15 SphingomonasphyllosphaeraestrainFA2(NR029111.1) 100 α-Proteobacteria

图3 青稞土壤细菌DGGE图谱回收条带与参比序列的系统发育树
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3 讨 论

本文采用了传统的纯培养方法结合DGGE技术,研究了菌肥对青稞种植土壤中微生物群落的动态变

化.一些能够分泌抗生素的土壤微生物能够影响植物根际微生物群体的数量和组成[30].薛泉宏研究

组[31-32]运用传统纯培养方法研究用放线菌制剂处理人参、西瓜等,发现土壤中放线菌的数量和比例显著增

加,真菌的数量和比例减少.KhaledA.等[33]研究发现非链霉素放线菌同样可以抑制土壤中真菌的生长,
促进植物的生长.本研究中,施用菌肥后,土壤中放线菌数量显著增加,增加幅度先快后慢;真菌数量显著

降低,且真菌降低速度先快后慢,反映了谷特菌肥中放线菌与土壤真菌的拮抗和竞争营养的关系[34].
PCR-DGGE技术是研究环境样品非(难)培养微生物的有效方法.国内外的研究表明,施加外源微生物

菌剂可以改变植物根际土著微生物类群[35-37].本研究DGGE图谱分析表明,施入适宜量菌肥施入后,菌

肥微生物能够利用土壤有机无机养分迅速繁殖,本研究谷特菌肥为放线菌剂,菌肥中的放线菌产生抗生素

及其竞争养分的能力抑制了真菌和细菌的生长繁殖,因而降低了土壤细菌的多样性.过量菌肥施入后,土

壤有限的养分不再满足菌肥微生物大量生长的需要,表现为青稞土壤细菌的多样性缓慢升高,放线菌菌数

量增加有限.所以本研究充分说明菌肥的施用量必须适宜,过多除造成不要的浪费,还影响其对土壤微生

物的区系效果的发挥.所以使用DGGE测定土壤细菌多样性可以准确反映菌肥微生物繁殖和发挥作用的

状况.
本研究中,根施最佳菌肥施用量为20.0mL/hm2(G6处理),G6处理的放线菌数量、A/F、微生物量

氮和香农多样性指数均处于较高水平,叶面喷施最佳菌肥施用量为26.7mL/hm2(Y2处理),其放线菌数

量和微生物量氮均显著高于其他处理.不同施肥方式对土壤微生物的影响不同,会导致土壤微生物多样性

的系统变化[27],根施和叶面喷施两种施肥方式对土壤微生物的影响不同,大体表现为根施高于叶面喷施.
放线菌数量和A/F最大值均出现在根施处理,且根施处理对微生物量氮的提高率是叶面喷施处理的2.95
倍,根施的着色深度及亮度明显高于叶面喷施,两种施肥方式的表层土壤Shannon多样性指数和丰富度指

数也表现为根施高于叶面喷施.
传统实验室培养鉴定的微生物种类数量不到其总数的1%.与传统方法相比,DGGE技术简单、快速、

准确,避开了传统方法中微生物的富集培养,可以对复杂环境进行实时监测.目前对西藏土壤微生物群落

的研究还处于起步阶段[36-37].在常规土壤养分、土壤微生物分析结果的基础上,运用PCR-DGGE技术可

以从微生物的角度揭示其多样性,进而准确揭示菌肥对青稞种植土壤微生态的影响.
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APCR-DGGE-BasedStudyoftheEffects
ofMicroorganismAgentsonSoilMicrobial

CommunityDiversityinTibetanBarley-PlantingSoil

LIUXiao-yan1, ZHANG Lei1, WEIZe-xiu2,
ZHU Dan1, WANGXiao-feng1, WUXian-qin1, DINGHong-li1

1.SchoolofResourcesandEnvironment,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.TibetAcademyofAgricultureandAnimalHusbandrySciences,Lhasa850032,China

Abstract:Inordertoinvestigatetheeffectsmicroorganismagents(MA)onsoilmicro-ecologicalcharacter-
isticsinTibetanbarley,afieldplotexperimentwithdifferentmanagementsanddifferentvolumeofmicro-
bialfertilizerwascarriedouttomonitorthesoilfertility,soilmicrobialbiomassnitrogenandsoilmicrobial
communitydiversitybythedenaturinggradientgelelectrophoresis(DGGE)methodafterMAapplication.
Comparedwiththecontrol,fertilizationtreatmentsignificantlyreducedthenumberofsoilfungi(p<
0.05),whilethesoilactinomycetesandmicrobialbiomassnitrogenincreasedsignificantly(p<0.05).
DGGEprofilerevealedthatmicroorganismagentsaffectedthestructureofbacterialcommunity,andsoit
canbeusedtodeterminetheextentoffertilizerandguidefertilizerapplication.MAapplicationpromoted
thegrowthofindigenousbacteriaAcidobacteria,ActinobacteriaandBacillus,butinhibitedthegrowthof
Blastomonas,unculturedRhizobiumandCyanobacteriuminthesoil.Ofthetwofertilizationmethods
used,root-applicationshowedagreaterinfluenceonsoilbacteria,fungiandactinomycetesthanfoliar
spray.TheoptimumrateofMAapplicationwas20.0mL/haforrootapplicationand26.7mL/haforfoli-
arspray.
Keywords:Tibetanbarley;microorganismagent;PCR-DGGE;microbialdiversity;soil
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