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摘要:采用定位田间试验,研究生物有机肥对黄壤烟田真菌群落结构和烟叶产质量的影响.结果表明,黄壤烟田连

续3年定点施用生物有机肥后,可以改善黄壤烟田土壤真菌群落结构,烟田真菌群落多样性提高.施用生物有机肥

处理,可使土壤优势真菌群中有益的子囊菌门粪壳菌目(Sordariales_unclassified)和肉座菌目(Hypocreales)相对

丰度增加,具有致病性的赤霉属(Gibberrella)的相对丰度降低,而其他菌属相对丰度变化不大.生物有机肥配合火

土灰和磷肥施用降低了烟草发病率,增加烟草的产量和中上等烟叶的比例.总之,在烟叶生产中,推荐采用基施生

物有机肥(675kg/hm2)结合移栽期配施营养土(1500kg/hm2)的方法,对提高烟田土壤真菌群落多样性、烟草土

传病害控制、烟田生态系统的健康维护及其可持续发展均具有重要实践意义.
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重庆植烟土壤以丘陵山地为主,山高坡陡,耕地零星分散,不利于现代烟草农业发展.为建设高标准基

本烟田,我市烟草公司对山地零散烟田土壤进行了大面积的土地归并整理行动,整理后的烟田土地利用率

明显提高,综合效益明显增加.但是中、重度土地整治烟田有益微生物比重下降,土壤微生物群落平衡被打

破,微生物总量明显下降,微生物群落结构发生了较大变化[1],土壤肥力下降,最终致使种植出的烟叶品

质和产量下降.为了实现整理后烟田优质烟草可持续生产,进行土壤理化性质的改良,土壤微生物多样性

的提高,已成为完善健康平衡的土壤微生物群落结构的必要举措.
生物有机肥由于含有土壤有益菌,土壤施用生物有机肥可改善植烟土壤的肥力状况,使植烟土壤有机

质质量分数增加,碱解氮、速效磷、速效钾质量分数与烟株的生长发育趋于协调,促进了烤烟干物质的积

累[2].已有研究证实,生物有机肥的配施,能够实现提高土壤微生物碳源利用能力、改良土壤微生物所需营

养条件和完善土壤微生物多样性等的多重效应[3].
在微生物种类繁多的烟草土壤中,真菌是重要的组成部分,土壤中既存在引起土传病害的病原真菌,

同时也存在着大量的具有拮抗或重寄生作用的有益真菌种类.真菌在土壤生态系统中发挥着重要功能,如
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降解木质素、纤维素、半纤维素和胶质,还原氮、溶解磷,螯合金属离子,产生青霉素等一些抗生素等.人
们研究了有益拮抗真菌(如木霉菌),由于其具有广泛的适应性和可抑杀多种植物病原真菌[4],在防治烟草

立枯病、猝倒病、黑胫病(由真菌引起)和赤星病等方面有较为显著的功效[5-6].菌根真菌可以与烟草共生促

进烟草对土壤中氮磷钾等养分的吸收和增强植物对逆境的抵抗能力[7-9].到目前为止,前人在对土壤真菌

群落结构的影响的研究中,对真菌多样性的分析主要采用传统分离培养方法,但土壤中微生物的可培养率

只有0.1%到1%[10-11],不能充分反映土壤真菌群落结构[12-14],极大地限制了我们对土壤微生态的认识.
随着现代微生物技术的发展,我们能在短时间内获得更多更细致的微生物信息.那么施用生物有机肥后植

烟土壤真菌群落结构会发生怎么样的变化,该方面的研究还鲜有报道.研究植烟土壤真菌群落结构多样性

对于新整理烟田土壤微生态系统恢复及开展烟草土传病害防治具有重要的指导意义.

1 材料与方法

1.1 供试材料

本试验采用的微生物有机肥为Bio促生型生物有机肥,由江苏新天地生物肥料工程中心有限公司提供.
Bio促生型高效生物有机肥的有效菌数为0.5×108 个/g,菌种主要含有解磷细菌、解钾细菌和固氮菌,其

化学性质为有机质质量分数为457.5g/kg,氮、磷、钾质量分数分别为38.2g/kg(N),22.7g/kg(P2O5),

17.0g/kg(K2O).
供试烟田为黄壤,其农化性质如表1所示.就烟田而言,土壤肥力质量属于中等偏下.

表1 供试土壤基本农化性质

pH值
有机质/

(g·kg-1)

全N/

(g·kg-1)

全P/

(g·kg-1)

全K/

(g·kg-1)

碱解N/

(mg·kg-1)

速效P/

(mg·kg-1)

速效K/

(mg·kg-1)
5.78 19.07 1.04 0.79 12.63 83.1 18.72 110.2

1.3 试验设计

田间试验安排在彭水县润溪乡白果坪村进行,采用随机区组排列方式,试验设4个处理,每个处理小

区面积为40m2,每个处理设3次重复.烤烟品种为云烟87,种植行距为110cm,株距为55cm.烤烟生产

过程和田间管理措施均按当地烤烟生产技术规范执行.试验各处理施总氮量均为120kg/hm2,各处理不足

的氮用硝铵补充.烟田起垄前均匀基施复合肥(8-12-25)450kg/hm2,再利用旋耕机浅翻烟田起垄.试验

设计总体依据重庆市烟草公司大面积推行的烟田复合肥配方、用量和有机肥用量,当地农民也有穴施火土

灰的习惯.为了改善烟田土壤微生态,使用生物有机肥替代商品有机肥.商品有机肥总养分磷(P2O5)钾
(K2O)质量分数分别为2.1%,1.2%和1.8%,有机质质量分数35%;所施用的烧制火土灰,其碱解氮、速

效磷和速效钾质量分数分别为33.3,12.2和223.0mg/kg;具体施肥方式如表2,试验共分为T,T1,T2和

T3共4组处理,其中T处理为基施商品有机肥,T1,T2和T3处理施用生物有机肥,分两次施用(一次基

施,一次移栽穴施).试验所需营养土在烟苗移栽前施入烟苗窝穴底部,每一株烟苗施用60g.试验各处理

在等氮量基础上进行.
表2 试验处理设计

试验设置 施 用 量/(kg·hm-2)

T 商品有机肥750做基肥施用,移栽穴不施营养土

T1
生物有机肥675做基肥施用,营养土一1500(由火土灰1410、生物有机肥75和复合肥15均匀混合而

成)连同烟苗一起放入移栽穴

T2
生物有机肥675做基肥施用,营养土二1500(由火土灰1372.5、生物有机肥75、复合肥15和磷肥37.5
均匀混合而成)连同烟苗一起放入移栽穴

T3
生物有机肥600做基肥施用,营养土三1500(由火土灰1297.5、生物有机肥150、复合肥15和磷肥37.5
均匀混合而成)连同烟苗一起放入移栽穴
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  本试验中烟苗采用小苗井窑式移栽方式进行移栽.移栽后,施用75kg/hm2 的氮钾复合肥(30-0-15)
和225kg/hm2 的硝酸钾对烟草幼苗进行提苗处理.在连续3年(2012年开始)采用本试验施肥方式之后,
于2014年对试验烟田的烟草产量、产值和品质(上中等烟比例)进行统计分析,同时采集烟田土壤对各处理

进行土壤微生物的真菌群落分析.
1.3 土壤样品采集

在烟田烟叶全部采收结束之后,土壤样品采用S型采样法选取10个点进行采样,选取垄上的相邻两烟

株间的0~20cm耕层土壤,混合均匀后立即用四分法留取约1kg土样,放入4℃的低温保存箱中保存,
每个处理设3次重复.将低温保存的土壤在实验室内,经2mm筛去除动植物残体等杂物后,保存至零下

20℃,用于土壤真菌群落结构的检测.
1.4 土壤真菌的18SrRNA基因测序

土壤总DNA提取:采用土壤DNA提取试剂盒(Felixbio-tech,美国)提取土壤样本的DNA[15],具体

步骤参考试剂盒说明书.通过琼脂糖凝胶电泳检测提取DNA片段大小.
土壤DNA的PCR扩增:采用BIO-RAD公司的S1000TMThermalCycle型PCR仪,选用可扩增真菌

18SrRNA部分片段通用引物0817F(5-TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA-3),1196R(5-TCTG-
GACCTGGTGAGTTTCC-3)进行扩增,进行纯化、定量和均一化真菌18SrDNA,利用变性凝胶电泳

PCR产物及其长度[16].采用上海美吉生物有限公司的 Mesiq高通量测序技术进行真菌基因检测分析.
1.5 数据处理

数据结果采用SPSS19.0进行方差分析,并用Duncan检验法检验数据之间的差异显著性.应用 Mothur
软件根据97%序列的相似度,将序列归为多个操作分类单元OTU(operationaltaxonomicunit)并生成稀释

曲线.各计算公式[17]如下:

1)香农多样性指数(Shannon-wiener)计算:

H'=-∑
s

i=1
pilnpi

式中:S 为总物种数;pi 为第i个物种占总物种数的比例[15].
2)稀释性曲线计算:

D=
S-1
lnn

式中:S 为OTU数目;n 为reads总数.
3)丰富程度等级曲线(Rank-Abundance)曲线计算:

RAij=log2
Aij

∑
Ti

j=1Aij
æ

è
çç

ö

ø
÷÷

式中:Aij为原始第i个样本第j个OTU的丰度;Ti 为i样本的OTU总数;RAij为处理后第i个样本第j
个OTU丰度.

2 结果分析

2.1 施用生物有机肥对烟田土壤真菌群落结构的影响

2.1.1 烟田土壤样本真菌多样性测序结果

根据各样本生产的OTU,对样本序列进行随机取样,以取出的序列数及这些序列所能代表的OTU数

构建稀释曲线.从图1中可以看出,当测序数据量大于10000时,曲线渐趋于平缓,这表明当前的测序量

足够丰富,即当前的测序量可以比较真实地反应土壤样本的真菌群落多样性.
图2样品OUT分布Venn图高通量测序结果显示,4个土壤样本共获得253个OTU的72158条读数.
由图2可以看出,样本T,T1,T2,T3测序获得的真菌OTU数总量分别为123,138,155,130,OTU系

列总数增加12.2%~7.9%,OTU数总量T2>T1>T3>T.样本T,T1,T2,T3测序获得的真菌OTU数

目分别为37,19,23,25,只有14%~30%的OTU为各土壤样本所特有的.
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图1 各土壤样本的稀释性曲线 图2 样品OUT分布Venn图

图3 土壤真菌菌门相似度图

2.1.2 生物有机肥对烟田土壤真菌门的影响

由图3可知,不同处理的土壤样本的

真菌由子囊菌门(Ascomycota)、担子菌门

(Basidiomycota)、接 合 菌 门(Zygomyco-
ta)、壶菌门(Chytridiomycota)等34个菌

门 组 成,其 中 子 囊 菌 门 占 83.41% ~
89.53%,担子菌门占4.46%~9.28%,
接 合 菌 门 占 0.38% ~2.50%,壶 菌 门

0.31%~3.79%,这4个 菌 门 是 优 势 菌

门.与传统施肥处理相比,其他施肥处理

增加了担子菌门、壶菌门的相对丰度,降

低了子囊菌门、接合菌门的相对丰度.处理

T,T1,T2,T3各样本含有土壤真菌菌门数

分别为15,28,28,28.其中T1,T2,T3处理的土壤真菌菌门数相等,所含菌门数较处理T多13个.

图4 土壤真菌菌属相似度

2.1.3 生物有机肥对烟田土壤真菌属的影响

土壤样本共有104个真菌菌属,其中71%(74个)的为未知菌属.T,T1,T2,T3各土壤样本含有土壤真菌

菌属数分别为61,73,81,72个.施用生物有机肥处理的土壤中真菌菌门数分别增加19.7%,32.8%和18.0%.
将4个处理所含OTU序列数总和小于1%的菌属归为一类(其他,87属),做土壤真菌菌属相似度图

(图4).由图4可知,T1,T2,T3处理土壤样本真菌相似关系较近,T1,T2处理间尤为相近,T处理与其他

各处理间土壤样本真菌相似关系差异较大;施用生物有机肥与传统施肥相比,土壤真菌菌属相对丰度更加
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均匀,条带分布较为均匀,尤其增施磷肥处理的菌属条带分布均匀程度更佳.
2.1.4 土壤真菌群落丰富度与均匀度分析

丰富程度等级曲线是由各土壤样本的OTU丰度和排序构建的,反映样本的真菌物种丰富程度和均匀

程度.如图5所示,各曲线在横坐标上的宽度满足T2>T1>T3>T的关系;各曲线的平坦程度满足T2>
T1>T>T3的关系.即不同施肥处理的土壤样本真菌物种丰富程度为T2>T1>T3>T,真菌物种的组成

均匀程度为T2>T1>T>T3.这说明生物有机肥的使用可以增加真菌物种的丰富度.
2.1.5 烟田土壤真菌群落多样性分析

引用香农—威纳多样性指数(Shannon-wiener)反映群落物种及其个体数和分布均匀程度的综合指标,
受群落物种丰富度影响较大.真菌多样性指数曲线如图6,图中4组施肥处理所得的香农多样性指数曲线趋

于平坦时,说明实验测序数据量已能够反映样品中绝大多数真菌物种信息.香农多样性指数显示,新整理

黄壤烟田各施肥处理土壤真菌群落多样性满足T2>T1>T>T3,T3处理的香农多样性指数指数最低.

图5 各土壤样本Rank-Abundance曲线 图6 各土壤样本香农多样性指数曲线

2.1.6 生物有机肥对土壤真菌主成分分析

采用主成分分析方法,提取到2个主成分,第一主成分(PC1)和第二主成分(PC2)分别可以解释所有

变量的65.26%和30.05%,2个主成分累加方差贡献率达到95.31%,从而以2个主成分表征真菌群落特

征.从图7可以看出,T,T3样本间的土壤真菌群落组成相似,T1,T2样本间的土壤真菌群落组成相似,T,
T3与T1,T2样本间菌落组成出现差异.由于PC1和PC2的贡献率分别为65.26%,30.05%.因此,生物有

机肥是影响黄壤烟田土壤真菌群落组成的主要因素.
2.2 不同施肥处理对烟草发病率的影响

由图8可知,4种不同的施肥处理(T,T1,T2,T3)的烟草发病率依次为15.6%,9.6%,7.5%,5.6%,
呈现出T>T1>T2>T3的趋势.其中以施肥处理T3抑制烟草病害效果最佳,其发病率较T处理降低了

10%,T2和T3差异无统计学意义.

图7 土壤真菌群落主成分分析 图8 不同施肥处理对烟草发病率的影响
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2.3 生物有机肥对烟叶经济指标的影响

由表2可知,施肥处理对烟草的产量、产值、中上等烟比例的增加效果一致为T2>T3>T1>T,这与

施肥对真菌群落结构的影响相似.其中T1和T3与T,T2的产量差异有统计学意义,T3处理的产量最高,

T处理的产量最低.T与T1处理的产值之间差异无统计学意义,但T与T2,T3处理间的产值差异有统计

学意义.T2,T3处理间的中上等烟的比例差异无统计学意义,处理T和T1与处理T2,T3之间中上等烟的

比例差异有统计学意义.
表2 不同施肥处理对烤烟经济指标的影响

处理 产量/(kg·hm-2) 产值/(元·hm-2) 上中等烟比例/%

T 1985.94c 42156.13b 85.52c

T1 2021.06b 44263.71ab 88.75b

T2 2362.60a 47452.56a 96.75a

T3 2461.34b 45733.52a 92.42a

  注:*同列数据后带有不同小写字母者表示5%水平差异有统计学意义.

3 讨 论

土壤真菌在有机质分解和土壤养分循环过程中有着重要作用[18].真菌群落结构的改变会影响很多重要

的生态过程[19].本研究采用 Mesiq高通量测序技术,揭示了不同施肥处理条件下土壤真菌从门到属的组成

和多样性特征.本文的测序技术能准确地反映样本中的真菌数及组成情况.不同施肥处理的菌门菌属的相

似度图存在差异,说明不同的施肥处理改变土壤真菌群落结构.其中,施用生物有机肥后,土壤真菌多样性

明显增加,群落结构发生明显变化.同时,烟草发病率显著降低,烟草产质量显著提高.由此推测,生物有

机肥施用可增加真菌多样性,使土壤真菌群落结构向利于优质烟草生长的方向演变.有研究认为这是因为:

① 生物有机肥的施用为微生物的生长繁殖提供碳源和氮源及良好的生存环境,进而提高了真菌多样性[20].

② 生物有机肥携带入土壤的大量真菌改变真菌群落结构[21].另外,本研究表明,18rSDNA读数和真菌

OUTS以处理T2最高,T最低,处理T2土壤中的真菌数目最多.
本试验中子囊菌门真菌占真菌的绝大多数,占比为83.41%~89.53%.经过3年田间定位试验,施用

生物有机肥的处理与未施用生物有机肥的优势菌株数量差异明显.说明施用生物有机肥极大地改变了土壤

中真菌的组成和类型.土壤真菌包括病原真菌和有益真菌[22],病原真菌可使植物感染病害.例如半知菌可

使烟草得赤星病,子囊菌亚门白粉菌属的真菌可使烟草得白粉病[23];而有益真菌能够拮抗病原菌、分解有

机物质、活化土壤养分和促进土壤碳氮循环[24].例如,木霉菌可抑杀多种植物病原真菌[25],青霉菌能分解

多纤维素、半纤维素、果胶、木质素、淀粉等[26].本研究中发现,生物有机肥的施用明显降低了赤霉属、子

囊菌门粪壳菌目真菌数量,增加了子囊菌门肉座菌目真菌数量.据崔云凤等[27]报道,赤霉属真菌大多是农

业生产上具有破坏性的植物病原真菌,会引发小麦赤霉病、玉米穗腐病、水稻恶苗病、马铃薯块茎干腐病

和松树溃疡病等.而粪壳菌目、肉座菌目通常是植物的内生真菌,能够与植物产生协同作用,增强植物抗病

虫能力[28].由此可推测,施用生物有机肥可以降低土壤致病性真菌的数量,增加有益真菌的数量.因此,从

增加土壤微生物多样性,恢复土壤微生态,防治烟草病害的角度来看,施用生物有机肥是有明显效果的,

其中又以生物有机肥配合火土灰、磷肥施用效果最好.

4 结 论

1)适宜的施肥方式可以改善烟田土壤性质,提高土壤微生态系统的稳定性.本研究中,新整理黄壤烟

田连续3年施用生物有机肥后,优势菌群中有益的子囊菌门粪壳菌目和肉座菌目相对丰度增加,具有致病

性的赤霉属的相对丰度降低,而其他菌属相对丰度变化不大.
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2)新整理黄壤烟田连续3年施用生物有机肥后,土壤真菌群落多样性增加,增强了土壤养分活性,拮

抗土传病原微生物,降低了烟草发病率,同时烟叶总产量、产值、中上等烟比例等比传统施肥方式下的均

显著提高.因此,为提高烟农经济效益和烟草烟叶质量,黄壤地区烟田推荐采用基施生物有机肥配合移栽

穴施营养土的施肥方式.
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EffectsofBiologicalOrganicFertilizersonthe
StructureofFungalCommunitiesinYellow-Soil
TobaccoFieldsandonTobaccoYieldandQuality

WANGYan-kun1, WEIJian-yu2, JINYa-bo2, MIAOChuang-he1,
XU Chen3, ZHOUXin-bin1, XIEDe-ti1

1.SchoolofResourcesandEnvironment,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.ChinaTotaccoGuangxiIndustryCorporationLimited,Nanning530001,China;

3.ChongqingInstituteofTobaccoScience,Chongqing400715,China

Abstract:Inastationaryfieldexperimenttheeffectsofbiologicalorganicfertilizersonthestructureoffungal
communitiesinyellow-soiltobaccofieldandontobaccoyieldandqualitywereinvestigated.Theresultsindica-
tedthatapplicationofbiologicalorganicfertilizersforthreeconsecutiveyearsimprovedthestructureanddiver-
sityofthefungalcommunitiesinyellow-soiltobaccofield.Comparedwiththetraditionalapproach,application
ofbiologicalorganicfertilizersincreasedtherelativeabundanceofthebeneficialordersSordarialesandHypoc-
realesfromtheclassSordariomycetesamongthedominantfungalcommunitiesinthesoilanddecreasedthe
relativeabundanceofthepathogenicgenusGibberella,whiletherelativeabundanceofotherfungalgeneradid
notchangesignificantly.Applicationofbiologicalorganicfertilizersincombinationwithashandphosphatefer-
tilizerdecreasedthediseaseincidenceintobaccoplants,increasedtobaccoyield,andraisedthepercentageof
intermediateandsuperiortobacco.Basalapplicationofbiologicalorganicfertilizersat675kg/hm2combined
withdrill-holeapplicationofnutritionalsoil,composedofwellmixedash1372.5kg,biologicalorganicfertil-
izers75kgandphosphatefertilizer37.5kg,at1500kg/hm2isrecommendedforyellow-soiltobaccofields.
Thismethodhaspracticalsignificanceinimprovingthediversityofsoilfungalcommunitiesintobaccofields,

controllingsoil-bornediseasesoftobacco,maintainingthehealthoftheecosystemintobaccofields,andensu-
ringitssustainabledevelopment.Hence,thismethodshouldbewidelypromotedandapplied.
Keywords:tobaccofield;bio-organicfertilizer;fungalcommunitystructure
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