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摘要:大黄是一种重要的药用植物,
 

根腐病是大黄栽培中较容易发生且危害严重的一种病害.
 

于重庆石柱县采集

不同病害等级地块的土壤样品,
 

分析土壤理化性质指标及细菌和真菌群落组成,
 

以评价土壤理化性质及微生物群

落组成与大黄根腐病发生的关系.
 

结果表明:
 

发病程度较高的地块土壤中速效 K和有效 K质量分数,
 

Fe以及Zn

质量分数明显较低,
 

而 Mn质量分数明显较高.
 

相关性分析表明:
 

发病率与速效K和有效K质量分数,
 

Fe以及Zn

质量分数显著负相关,
 

与 Mn质量分数显著正相关.
 

16S和ITS扩增子测序结果表明:
 

不同病害程度地块土壤的细

菌和真菌群落组成上差异较大.
 

随着发病率的增加,
 

细菌群落和真菌群落,
 

除轻微发病地块样品外,
 

其丰富度和多

样性指数呈逐渐增加的趋势.
 

通过微生物优势种群分析可以发现:
 

土壤细菌中相对丰度较高的属为罗河杆菌属、
 

伯

克霍尔德氏菌科某些属等,
 

而罗河杆菌属细菌显著富集于轻微发病程度地块土壤样品中,
 

其可能有利于抑制根腐

病病原菌的发生.
 

在所有发病程度的土壤样品中都检测到了与根茎腐烂相关的病原菌属,
 

即黑粉病菌属、
 

亚隔孢壳

属和镰刀菌属,
 

其丰度随发病程度增加而改变.
 

此外,
 

发病较轻的地块土壤中腐质霉属、
 

被孢霉属等丰度较高,
 

而

发病较高的地块土壤中枝顶孢属、
 

四枝孢属等真菌丰度变化较大.
 

研究为大黄种植过程中合理施肥与根腐病防治

提供了一定的理论依据.
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Abstract:
 

Rhubarb,
 

an
 

important
 

medicinal
 

plant,
 

is
 

susceptible
 

to
 

root
 

rot
 

causing
 

significant
 

losses
 

in
 

its
 

cultivation.
 

Soil
 

samples
 

from
 

plots
 

in
 

Shizhu
 

County,
 

Chongqing,
 

with
 

varying
 

disease
 

grades
 

were
 

gath-
ered

 

for
 

this
 

investigation.
 

Analyses
 

of
 

soil
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

and
 

bacterial/fungal
 

commu-

nity
 

compositions
 

were
 

performed
 

to
 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

these
 

factors
 

and
 

disease
 

occurrence.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

higher
 

disease
 

incidence
 

correlated
 

with
 

reduced
 

available
 

and
 

exchangeable
 

potas-

sium
 

Fe,
 

and
 

Zn
 

contents,
 

and
 

elevated
 

Mn
 

content.
 

16S
 

and
 

internal
 

transcribed
 

spacer
 

sequencing
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

bacterial
 

and
 

fungal
 

community
 

structures
 

varied
 

according
 

to
 

disease
 

severity.
 

With
 

the
 

increase
 

of
 

incidence
 

rate,
 

the
 

richness
 

and
 

diversity
 

index
 

of
 

bacterial
 

community
 

and
 

fungal
 

community
 

showed
 

a
 

gradually
 

increasing
 

trend,
 

except
 

for
 

the
 

samples
 

from
 

plots
 

with
 

slight
 

disease
 

incidence.
 

Anal-

ysis
 

of
 

dominant
 

microbial
 

populations
 

highlighted
 

Rhodanobacter
 

and
 

some
 

genera
 

of
 

burkholderiaceae.
 

Rhodanobacter
 

bacteria
 

were
 

significantly
 

enriched
 

in
 

the
 

soil
 

samples
 

of
 

plots
 

with
 

slight
 

disease
 

inci-
dence,

 

which
 

may
 

be
 

conducive
 

to
 

inhibiting
 

the
 

development
 

of
 

root
 

rot
 

pathogens.
 

In
 

all
 

the
 

soil
 

sam-

ples,
 

the
 

pathogenic
 

bacteria
 

related
 

to
 

root
 

rot
 

were
 

detected,
 

including
 

Thecaphora,
 

Didymella
 

and
 

Fu-
sarium,

 

etc.
 

Their
 

abundance
 

changed
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

disease
 

incidence.
 

In
 

addition,
 

the
 

abun-

dances
 

of
 

Humicola
 

and
 

Mortierella
 

in
 

the
 

soil
 

of
 

plots
 

with
 

low
 

disease
 

incidence
 

were
 

higher,
 

while
 

the
 

a-
bundances

 

of
 

Acremonium
 

and
 

Tetracladium
 

in
 

the
 

soil
 

of
 

plots
 

with
 

high
 

disease
 

varied
 

highly.
 

This
 

study
 

establishes
 

a
 

basis
 

for
 

appropriate
 

fertilization
 

and
 

root
 

rot
 

management
 

strategies
 

in
 

the
 

process
 

of
 

rhubarb
 

cultivation.
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大黄是一种重要的中药材,
 

来源于掌叶大黄(Rheum
 

palmatum
 

L.)、
 

唐古特大黄(Rheum
 

tanguticum
 

Maxim
 

ex
 

Balf)和药用大黄(Rheum
 

officinale
 

Baill.)的干燥根及根茎.
 

大黄在西南地区的种植范围包括贵

州、
 

四川、
 

重庆等地,
 

其中重庆石柱、
 

奉节、
 

南川等地大黄种植规模较大,
 

具有重要的产业价值.
 

大黄在种

植过程中会发生多种病害,
 

如轮纹病、
 

炭疽病、
 

霜霉病、
 

根腐病,
 

以及黑粉病等[1-2],
 

其中危害较大的是

根腐病.
 

该病主要危害根部,
 

一经发生,
 

危害严重,
 

治理困难[3].
 

染病后根部先腐烂,
 

然后叶片渐渐变

黄,
 

直至整株枯死.
 

目前已有研究表明镰刀菌(Fusarium)、
 

丝核菌(Rhizoctonia)、
 

小核菌(Sclerotium)和

链格孢(Alternaria)等属微生物会引起植物根腐病,
 

其中半知菌亚门镰刀属菌种所占比例最大.
 

它是最

早发现的根腐病病原菌,
 

具有高度的寄生性,
 

引起根腐病发生的概率较高,
 

并且致病力也较强[4-5].
 

根腐

病病原菌存在于土壤中,
 

土壤理化性质与其生长及侵染植物有着直接的关系[6],
 

同时土壤微生物种类繁

多,
 

数量庞大,
 

不同类型的微生物之间相互促进或相互制约,
 

也是根腐病病原菌繁殖与侵染植物的重要

条件.
 

针对影响根腐病病原菌生长繁殖的相关环境条件,
 

本研究通过分析不同发病率大黄生长环境的理

化性质,
 

并结合微生物群落分析,
 

探究大黄根腐病发生与土壤理化性质之间的关系,
 

以期为大黄的种植

和根腐病的治理提供理论基础.
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1 材料与方法

1.1 研究区域

前期已了解到大黄根腐病在重庆石柱地区发生较为普遍,
 

因此选择有近350
 

hm2 种植规模的石柱土家

族自治县冷水镇(108.
 

27°E,
 

29.92°N)多个大黄种植基地作为调查点.
 

该镇属亚热带季风性湿润气候,
 

海

拔高度约为1
 

550
 

m,
 

年降雨量约1
 

400
 

mm,
 

年平均气温10.4
 

℃.
 

当地具有悠久的大黄种植传统,
 

以农业

合作社为单位进行大黄的种植和加工,
 

种植技术和管理方式较为一致.

1.2 土壤样品采集

2021年9月15日,
 

根据当地种植户提供的初步信息(不同地块发病率情况),
 

选取30块样地,
 

包括平

地(坡度小于
 

15°)和坡地(在15°~30°之间).
 

结合大黄根腐病的发病特征(症状主要发生在根的中上部和根

茎部,
 

发病初期根茎形成淡褐色和黑褐色不规则形病斑,
 

并有局部腐烂,
 

发病后期根茎组织全部腐烂,
 

产

生黑色胶状物,
 

并伴随有叶片焦枯症状[1]),
 

进行根腐病发病率(样地发病株数/样地总株数)的统计.
 

对于

症状不明确的植株,
 

采集根茎组织带回实验室进行病原菌鉴定后确认.
 

病原菌鉴定方法主要为使用显微镜

观察发病部位是否有大量的镰刀菌存在,
 

镰刀菌形态鉴定参照相关文献[7-8]进行.
 

初步计算样地根腐病的

发病率后,
 

采用五点取样法进行土壤样品的采集[9],
 

即以样地对角线的中点为中心采样点,
 

再从对角线上

选择4个等距中心点作为采样点.
 

在每个采样点先用环刀取土,
 

然后再从土壤表层下5~20
 

cm取样.
 

采集

获得的土样通过除去杂物并充分均匀后分为两部分:
 

一部分用于理化指标分析,
 

另一部分进行冷冻保存以

用于后续的DNA提取以及16S和ITS测序.

1.3 土壤理化性质分析

理化性质指标包括土壤pH值,
 

有机碳,
 

碱解N,
 

速效K,
 

有效K,
 

缓效K,
 

全N,
 

全K,
 

全P,
 

Cu,
 

Zn,
 

Fe,
 

Mn等元素的质量分数,
 

具体测定方法参考《土壤农业化学分析方法》[10]进行.
 

取用于测定理化性质的

土样,
 

在室内自然干燥后进行研磨,
 

之后分两步筛土,
 

第一步将这些土样通过2
 

mm土壤筛,
 

过筛后的土样

一部分用于土壤pH值,
 

碱解N,
 

速效K,
 

有效K,
 

缓效K质量分数的测定,
 

另一部分将过2
 

mm土壤筛的

土样再通过0.25
 

mm土壤筛用于有机碳,
 

全N,
 

全K,
 

全P,
 

Cu,
 

Zn,
 

Fe,
 

Mn质量分数的测定.
 

各指标具

体测定方法如表1.
表1 土壤理化指标的具体测定方法

指标 测定方法 指标 测定方法

土壤pH值 pH酸度计法 缓效K 热硝酸浸提 火焰光度法

有机碳 重铬酸钾容量法 稀释热法 全N 全自动凯氏定氮仪

碱解N 碱扩散法 全K NaOH熔融 火焰光度计法

速效K 醋酸铵 火焰光度计法 全P 硫酸 高氯酸消煮法

有效K 火焰原子吸收分光光度法 Cu,
 

Zn,
 

Fe,
 

Mn 原子吸收分光光度法

1.4 土壤生物学性质分析

由北京诺禾致源科技股份有限公司完成对大黄根际土壤DNA的提取、
 

扩增和测序.

1.5 数据统计方法

利用
 

Excel
 

2019对所得数据进行初步整理,
 

采用SPSS
 

22.0进行数据分析,
 

具体采用单因素(One-

way
 

ANOVA)和Duncan法进行方差分析和多重比较(α=0.05),
 

并利用皮尔逊(Pearson)方法对大黄根腐
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病发病率与土壤理化性质、
 

微生物多样性之间的相关性进行研究.

2 结果与分析

2.1 样地大黄根腐病发病率

通过实地调查统计结合采集样品进行病原菌的鉴定,
 

最终计算出每个样地根腐病的发病率,
 

并根据发

病率的范围将样地分为4种类型,
 

即轻微、
 

轻度、
 

中度和严重(表2).
 

实际调查中发现大黄根腐病发病率普

遍较高,
 

这与种植环境有直接的关系.
 

一般坡地发病率相对较低,
 

低洼地块发病率偏高,
 

而重茬地的发病

率最高,
 

部分地块接近100%.
 

由于是根据发病率进行样地选择,
 

调查样地数量有限,
 

本研究并未分析不同

地块的地形和耕作方式与根腐病发生之间的关系.
表2 采样地概况及发病率

病害等级 发病率范围/% 样地数量 样地基本特征

轻微 (0~10] 7 多数为坡地,
 

产量较高

轻度 (10~30] 6 多数为平地,
 

地势较高

中度 (30~60] 9 平地居多,
 

相对较为低洼

严重 (60~100] 8 平地居多,
 

多数连作,
 

几乎无产量

2.2 不同发病程度地块土壤的理化性质

2.2.1 土壤pH值与有机碳质量分数差异

通过分析发现所取样地的大黄种植地块土壤pH值大都接近中性,
 

不同发病程度(病害等级)地块的土

壤pH值之间差异无统计学意义(图1a).
 

在土壤有机碳质量分数方面,
 

不同发病程度地块之间存在差异,
 

中度发病程度的地块土壤有机碳质量分数高于其他发病程度的地块,
 

且差异达到统计学意义(图1b).

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图1 不同病害等级地块土壤pH值与有机碳质量分数

2.2.2 土壤大量元素质量分数差异

通过分析发现不同发病程度地块土壤样品中N,
 

P和K相关指标存在差异(图2).
 

具体表现为:
 

1)
 

发

病程度为中度的地块土壤全N和碱解N质量分数高于其他发病程度地块土壤,
 

且显著高于严重发病地块

土壤;
 

2)
 

除中度外,
 

不同发病程度地块土壤全P质量分数之间差异无统计学意义,
 

但有效P质量分数差异
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较大,
 

中度发病程度地块土壤有效P质量分数低于轻微发病和轻度发病地块土壤,
 

三者都低于严重发病地

块土壤,
 

且差异有统计学意义;
 

3)
 

在土壤全K质量分数上,
 

轻度和严重发病地块土壤低于轻微和中度发病

地块土壤,
 

差异有统计学意义,
 

而在速效K和有效K质量分数方面,
 

随着发病程度的加深,
 

其质量分数呈

现下降趋势,
 

且轻微发病地块土壤高于严重发病地块土壤,
 

差异有统计学意义.

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图2 不同病害等级地块土壤全N,
 

碱解N,
 

全P,
 

有效P,
 

全K,
 

速效K,
 

有效K,
 

缓效K质量分数

2.2.3 土壤微量元素质量分数差异

为探索土壤微量元素与大黄根腐病发生的关系,
 

本研究分析了常见微量元素Fe,
 

Mn,
 

Cu和Zn质量

分数,
 

结果表明不同发病程度地块之间土壤微量元素质量分数存在一定的差异(图3).
 

随着病害程度的加
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深,
 

土壤Fe质量分数呈现下降趋势,
 

但不同病害程度地块之间差异无统计学意义.
 

与之相反,
 

土壤 Mn质

量分数呈现上升趋势,
 

而且严重发病地块高于其余发病地块且差异有统计学意义.
 

在土壤Cu质量分数方

面,
 

不同发病程度地块之间差异无统计学意义.
 

此外,
 

不同发病程度地块土壤Zn质量分数之间存在差异,
 

中度和严重发病地块低于轻微和轻度发病地块,
 

其中轻度发病地块高于中度发病地块,
 

中度发病地块高于

严重发病地块,
 

差异有统计学意义.

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图3 不同病害等级地块土壤微量元素Fe,
 

Mn,
 

Cu,
 

Zn质量分数

2.3 发病程度与土壤营养元素质量分数之间的相关性

为从众多土壤理化指标中筛选与大黄根腐病发生率关系更为密切的指标,
 

本研究进行了相关性分

析,
 

结果如表3.
 

由于严重发病地块多数为连作(重茬)地块,
 

具有特殊性,
 

本研究排除连作地块后对获

得的数据进行相关分析,
 

结果表明发病率与土壤速效K,
 

有效K,
 

Fe,
 

Mn和Zn质量分数有显著的相关

性,
 

其中土壤 Mn质量分数与发病率呈正相关,
 

其余与发病率呈负相关.
 

从相关系数和显著性上来看,
 

土壤速效K,
 

有效K及Zn质量分数与发病率之间相关系数较高,
 

差异有统计学意义,
 

说明三者与根腐

病的发生更为相关.
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表3 大黄根腐病发病率与土壤理化指标之间的相关性分析结果

理化指标 相关性参数 发病率

土壤pH 相关系数 -0.186

显著性(双尾) 0.385

有机碳 相关系数 -0.042

显著性(双尾) 0.847

全N 相关系数 -0.185

显著性(双尾) 0.387

碱解N 相关系数 -0.080

显著性(双尾) 0.710

全P 相关系数 -0.243

显著性(双尾) 0.252

有效P 相关系数 0.352

显著性(双尾) 0.092

全K 相关系数 -0.062

显著性(双尾) 0.775

速效K 相关系数 -0.620**

显著性(双尾) 0.001

有效K 相关系数 -0.628**

显著性(双尾) 0.001

缓效K 相关系数 0.083

显著性(双尾) 0.698

Fe 相关系数 -0.439*

显著性(双尾) 0.031

Mn 相关系数 0.513*

显著性(双尾) 0.010

Cu 相关系数 -0.192

显著性(双尾) 0.367

Zn 相关系数 -0.672**

显著性(双尾) 0.000

  注:
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

2.4 不同病害等级地块土壤微生物群落差异

2.4.1 不同病害等级地块土壤细菌群落组成

16S和ITS扩增子测序结果表明不同发病程度地块土壤细菌和真菌的群落组成具有一定的差异.
 

图4
显示,

 

尽管从不同发病程度地块土壤样品中获得的细菌和真菌OTU数量之间没有明显差异,
 

但在土壤微

生群落组成上,
 

不同发病程度地块土壤中细菌和真菌的群落组成差别较大(图5).
 

对细菌而言,
 

在门的分
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类水平上,
 

不同发病程度地块土壤之间存在差异的细菌群落主要分布在厚壁菌门(Firmicutes)、
 

拟杆菌门

(Bacteroidetes)和浮霉菌门(Planctomycetes);
 

而在目的分类水平上,
 

不同发病程度地块土壤之间存在差异

的细菌群落主要分布在黄单胞菌目(Xanthomonadales),
 

γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)下的某些种类

和噬几丁质菌目(Chitinophagales)等.
 

对于真菌而言,
 

在门的分类水平上,
 

出现差异的真菌主要分布在子

囊菌门(Ascomycota)、
 

担子菌门(Basidiomycota)和被孢霉门(Mortierellomycota);
 

在目的分类水平上,
 

不

同发病程度地块土壤之间存在差异的真菌群落主要涉及粪壳菌目(Sordariales),
 

囊丝担子菌目(Cystofilo-

basidiales)、
 

尾囊黑粉菌目(Urocystidales)、
 

格孢腔菌目(Pleosporales)、
 

被孢霉目(Mortierellales)和鸡油

菌目(Cantharellales).

图4 不同病害等级地块土壤细菌和真菌OTU数量

2.4.2 不同病害等级地块土壤微生物群落丰富度和多样性指数

根据16S和ITS扩增子测序结果,
 

对不同发病程度地块土壤样品中细菌和真菌群落进行丰富度和多样

性分析,
 

结果表明不同病害等级的大黄根周围土壤细菌群落的丰富度指数(Chao1,
 

ACE)、
 

均匀度指数

(Simpson)以及多样性指数(Shannon)差异均无统计学意义(表4).
 

从土壤细菌群落丰富度来看,
 

病害严重

土样(中度、
 

重度)的细菌群落最丰富;
 

从土壤细菌群落均匀度来看,
 

随着病害严重性的增加,
 

细菌群落的

均匀度也随之增加;
 

从土壤细菌群落多样性来看,
 

随着病害严重性的增加,
 

细菌群落的多样性也随之增加

(表4).
 

对于不同发病地块土壤的真菌群落而言,
 

除轻微发病地块土壤外,
 

其余土壤样品中,
 

随着病害程度

的增加,
 

真菌群落的丰富度、
 

均匀度以及多样性都表现出一定的增高趋势,
 

但不同发病程度地块多个指标

之间差异无统计学意义(表5).
表4 不同病害等级地块土壤细菌群落丰富度、

 

均匀度和多样性指数

病害等级 Chao1 ACE Simpson Shannon

轻微 804.78±58.35a 892.96±70.22a 0.96±0.03a 7.52±0.80a

轻度 707.44±21.88a 765.11±38.72a 0.98±0.00a 7.62±0.52a

中度 1
 

011.04±138.90a 1
 

134.16±178.57a 0.99±0.00a 8.41±0.19a

重度 1
 

006.49±328.48a 1
 

040.91±287.21a 1.00±0.00a 8.72±0.19a

  注:
 

字母相同表示p>0.05,
 

差异无统计学意义.
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uf表示未能具体鉴定到目.

图5 不同病害等级地块土壤细菌和真菌分类组成

表5 不同病害等级地块土壤真菌群落丰富度、
 

均匀度和多样性指数

病害等级 Chao1 ACE Simpson Shannon

轻微 688.00±114.58a 722.39±40.43a 0.95±0.03a 6.47±0.77a

轻度 559.59±64.44a 613.26±58.38a 0.82±0.13a 4.67±1.32a

中度 648.05±149.13a 706±45.58a 0.89±0.09a 5.84±1.27a

重度 726.07±25.61a 765.78±83.66a 0.97±0.01a 6.96±0.29a

  注:
 

字母相同表示p>0.05,
 

差异无统计学意义.

为探究细菌和真菌群落丰富度及多样性指数是否与病害的发生有关,
 

本研究进行了相关性分析(表6).
 

结果发现:
 

1)
 

对于细菌群落,
 

发病率与Chao1,
 

ACE以及Simpson之间没有明显的相关性,
 

而与Shannon
呈现出显著正相关;

 

2)
 

对于真菌群落,
 

发病率与Chao1,
 

ACE,
 

Simpson以及Shannon之间都没有明显的

相关性.
 

这些结果表明大黄根腐病的发生与细菌群落有一定的相关性,
 

且随着大黄根腐病发病率的增加,
 

细菌群落的多样性也随之增加.
表6 土壤细菌与真菌群落丰富度和多样性指数与发病率之间的相关性

Chao1 ACE Simpson Shannon
 

细菌 0.596 0.529 0.616 0.809*

真菌 0.201 0.439 0.205 0.253

  注:
 

*表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.
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2.4.3 不同病害等级地块土壤微生物优势物种差异

对土壤微生物优势物种(相对丰度排名前20的属)进行分析,
 

发现不同病害等级地块土壤细菌和真菌

的优势物种差异较大(图6).
 

在细菌群落方面,
 

发病程度较轻(轻微、
 

轻度)的地块土壤中罗河杆菌属(Rho-

danobacter)、
 

伯克霍尔德氏菌科(uf_Burkholderiaceae)某些属和代尔夫特菌属(Delftia)丰度较高;
 

而发病

程度较高(中度、
 

严重)的地块土壤中γ-变形杆菌纲(uf_Gammaproteobacteria)某些属、
 

酸杆菌门(uf_Ac-

idobacteria)某些属、
 

亚硝化单胞菌科(uf_Nitrosomonadaceae)某些属和溶杆菌属(Lysobacter)细菌丰度较

高.
 

对于土壤中真菌优势种群,
 

尽管发病程度不同,
 

但所有样品都检测到了潜在能引起根茎腐烂的病原菌

属,
 

即黑粉病菌属(Thecaphora)、
 

亚隔孢壳属(Didymella)和镰刀菌属(Fusarium),
 

而且它们在发病程度

较高的地块土壤中丰度相对较高.
 

此外,
 

通过比较可以发现发病程度较轻的地块土壤中腐质霉属(Humico-

la)、
 

被孢霉属(Mortierella)等丰度较高,
 

而发病程度较高的地块土壤中枝顶孢属(Acremonium)、
 

四枝孢

属(Tetracladium)和枝鼻菌属(Cladorrhinum)等属真菌丰度变化较大.

图中数字表示细菌或真菌的相对丰度(%);
 

uf表示未能具体鉴定到属.

图6 在属水平上不同病害程度地块土壤细菌和真菌优势物种相对丰度

3 讨论

根腐病是一种土传病害,
 

由生活在土壤中的病原菌引起,
 

在合适的条件下,
 

病原菌侵入根系,
 

造成根

腐病的发生[11].
 

病原菌的生长繁殖与土壤性质和土壤微生物组成关系密切,
 

本研究也发现根腐病发病率较

高的地块在多种营养元素的质量分数上与低发病率地块有所不同,
 

发病率较高的土壤样品pH 值相对较

低.
 

众多研究表明土传病害的发生与土壤酸碱度有一定关系,
 

如高鑫媛等[12]发现患根腐病北苍术植株根际

土壤的pH值显著低于健康北苍术植株根际土壤.
 

另外,
 

本研究还发现中度发病地块土壤有机碳质量分数

显著高于轻微发病和轻度发病地块以及严重发病地块,
 

尽管这个结果不能说明土壤有机碳质量分数影响了

97第3期      林亚,
 

等:
 

大黄根腐病与土壤营养及微生物群落组成的相关性研究



大黄根腐病的发病率,
 

但类似的研究表明土壤有机碳质量分数与多种根茎类植物根腐病的发生有着紧密的

联系,
 

如唐涛等[13]通过对比健康和染病黄连根际土壤养分时发现染病植株根际土壤有机碳质量分数低于

健康植株.

K元素对于植物生长发育至关重要,
 

有助于增强植物对于多种病原菌的抗性[14],
 

其中就包括引起根腐

病的镰刀菌[15].
 

本研究发现,
 

发病率较高的土壤样品在速效K、
 

有效K等指标上显著低于发病率较低的土

壤样品,
 

这暗示土壤K元素被植物吸收后在应对根腐病相关病原菌的过程中发挥了作用.
 

该结果与赵林艳

等[16]针对白及根腐病的相关研究结果相一致,
 

即与健康植株相比,
 

白及根腐病患病植株根际土壤有效K
质量分数较低.

除此之外,
 

本研究还发现根腐病发病率较高的地块土壤 Mn质量分数显著高于发病率较低的地块土

壤,
 

与之相反,
 

发病率较高的地块土壤Zn质量分数显著低于发病率较低的地块土壤.
 

虽然 Mn和Zn等微

量元素对于植物生长发育具有重要的作用,
 

但关于土壤微量元素质量分数与根腐病等植物病害发生之间的

关系,
 

目前还没有确切的证据.
 

曾有人提出“Zn,
 

Ni等元素在植物中的超量积累能够提高植物对于病害的

抗性”的假说[17],
 

而且还有一些证据支持这种假说[18].
 

本研究中发病率较低地块土壤中Zn质量分数相对

较高,
 

但不等同于植物中的超量积累,
 

所以无法用上述假说去解释这一现象.
将多种土壤营养指标进行综合分析,

 

根腐病发病程度较高土样和根腐病发病程度较低土样之间在有

机碳、
 

有效K、
 

速效K以及微量元素 Mn和Zn质量分数上存在差异,
 

而且这些差异的规律并不一致.
 

这

说明大黄根腐病的发生与多种土壤营养元素之间关系复杂,
 

单一的土壤营养指标只能在一定程度上影

响根腐病的发生.
土壤微生物在农业生产中占有举足轻重的地位,

 

当土壤病害发生时,
 

健株和病株根际土壤中的微生物

多样性和种群之间的动态平衡往往存在较大的差异[19].
 

本研究对不同病害程度地块土壤微生物的多样性

和丰富度构成进行对比分析,
 

结果表明,
 

大黄根际土壤细菌和真菌群落的Chao1,
 

ACE,
 

Shannon和Simp-

son在不同病害等级上差异无统计学意义,
 

表明不同病害等级的大黄植株根际土壤细菌和真菌群落的丰富

度、
 

多样性和均匀度差异不大.
 

利用皮尔逊法对发病率与细菌群落多样性进行相关性分析,
 

发现发病率与

细菌群落多样性指数Shannon显著正相关,
 

表明根际土壤中细菌群落的多样性与大黄根腐病的发生密切相

关.
 

这与闫欢等[20]发现黄芪根腐病的发病率与土壤细菌群落呈正相关的实验结果一致.
 

关于根腐病的发生

对于土壤微生物多样性的影响,
 

目前众多研究仍没有形成明确的结论,
 

例如健康枸杞和北苍术根际土壤的

真菌群落丰富度、
 

多样性及均匀度指数均高于患病株[12,
 

21],
 

而在黄连和黄精相关的研究中则发现患病株根

际土壤细菌和真菌丰富度及多样性都要高于健康植株[13,
 

22].
 

这些都说明虽然普遍认为根腐病主要由镰刀

菌属等真菌引起,
 

但其对于土壤微生物多样性的影响仍然会因植物种类的不同而有所差别.
通过分析不同发病程度地块土壤样品的细菌群落结构,

 

发现4种土壤样品的优势细菌群落在门水平上

相对一致,
 

优势门主要有变形菌门、
 

拟杆菌门,
 

酸杆菌门等,
 

不同发病程度地块土壤之间存在差异的细菌

群落主要分布在厚壁菌门、
 

拟杆菌门和浮霉菌门;
 

而在目的分类水平上,
 

不同发病程度地块土壤之间存在

差异的细菌群落主要分布在黄单胞菌目,
 

γ-变形菌纲下的某些种类和噬几丁质菌目等.
 

现有研究表明以黄

单胞菌为代表的黄单胞菌目细菌是一类能够侵染水稻、
 

小麦、
 

番茄以及十字花科等多种植物的病原细

菌[23],
 

其是否与大黄根腐病的发生有关,
 

有待深入研究.
 

在属的水平上,
 

土壤细菌中相对丰度较高的前5
个属是罗河杆菌属、

 

伯克霍尔德氏菌科某些属、
 

γ-变形杆菌纲下某个属、
 

酸杆菌门某些属和代尔夫特菌属.
 

染病和重病植株根际土壤中γ-变形杆菌纲下某些属、
 

酸杆菌门某些属丰度更高,
 

尤其是γ-变形杆菌纲下某

个属在染病样品中普遍富集,
 

说明γ-变形杆菌纲细菌的大量存在可能是导致大黄根腐病发生的原因之一.
 

罗河杆菌属显著富集于轻微发病程度地块土壤样品中,
 

在中度和严重病害的土壤样品中丰度较低,
 

表明罗
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河杆菌属细菌可能有抑制根腐病相关病原菌发生的作用.
 

Shi等[24]发现通过施用生物有机肥使三七根际罗

河杆菌属和其他属细菌丰度提高,
 

进而提高三七的产量和抗病性.
 

另外,
 

在Zhang等[25]的研究中也发现,
 

施用某些生物试剂可以提高罗河杆菌属细菌的丰度,
 

从而抑制导致辣椒根腐病的镰刀菌的丰度.
 

在发病程

度较轻的地块土壤中存在丰度较高的某些伯克霍尔德氏菌科的细菌,
 

其可能也是大黄根腐病发病率较低的

原因之一,
 

因为相关证据表明在根际环境中伯克霍尔德氏菌是一类重要的植物促生菌,
 

其群落结构变化能

够影响植物的生长和发育[26].
对土壤样品的真菌群落组成进行分析可以发现,

 

不同发病程度地块土壤中的优势真菌群落差异主要分

布在粪壳菌目(Sordariales)、
 

囊丝担子菌目(Cystofilobasidiales)、
 

尾囊黑粉菌目(Urocystidales)、
 

格孢腔菌

目(Pleosporales)、
 

被孢霉目(Mortierellales)和鸡油菌目(Cantharellales)中,
 

而具体到属,
 

可以发现黑粉病

菌属、
 

亚隔孢壳属、
 

镰刀菌属和枝顶孢属等.
 

这些与根腐病关系更为密切的真菌存在于不同发病程度的地

块土壤中,
 

而且随着根腐病发病程度增加,
 

大多属丰度也有升高的趋势.
 

这一现象与本研究进行取样的地

区有关,
 

该地区存在较长时间的大黄种植历史,
 

根腐病相关的病原菌在土壤中广泛存在.
 

此外,
 

发病较轻

的地块土壤中腐质霉属、
 

被孢霉属丰度较高,
 

而发病程度较高的地块土壤中四枝孢属、
 

枝鼻菌属等属真菌

丰度较高.
 

相关研究表明腐质霉属、
 

被孢霉属真菌是土壤碳及养分转化的关键微生物成员[27],
 

其是否能够

抑制根腐病相关病原菌的发展,
 

目前尚未有清楚的答案.
 

在关于人参的研究中发现,
 

连作会导致土壤中有

益真菌被孢霉属的丰度降低,
 

而潜在的致病真菌四枝孢属的丰度上升[28].
 

另外,
 

如上所述多种病原菌都随

着发病程度的加深而丰度增加,
 

在一定程度上也暗示引起根腐病的病原菌不是一种或者一类微生物.
调查中发现多数发病严重的地块属于连作地块.

 

连作土壤中往往存在极为严重的土传病害,
 

且伴随着

植物正常生理活动受抑、
 

化感自毒物质积累、
 

土壤酸化、
 

养分失衡、
 

微生物群落结构失衡等现象,
 

最终造成

植物生长发育不良[29].
 

连作土壤的pH值变化明显,
 

如连作后的西洋参土壤pH值显著降低,
 

致使植株无

法存活[30].
 

土壤pH值下降影响土壤的电导率与氧化还原状态,
 

同时影响土壤有机质的转化速率,
 

进而影

响土壤有机质质量分数[28].
 

在不同连作土壤中 N,
 

P,
 

K养分质量分数存在不同的变化趋势,
 

例如Liu
等[31]研究表明,

 

土壤总N,
 

P,
 

K质量分数与有效态N,
 

P,
 

K质量分数均随连作时间的延长呈上升趋势,
 

而部分有效态养分如有效P,
 

速效K质量分数却随连作时间的延长呈现下降的趋势[32].
 

另外,
 

连作会导致

原有根际土壤微生物群落动态平衡受到破坏.
 

如连作3年的西洋参(Panax
 

quinquefolius
 

L.)土壤中细菌

群落的多样性指数降低,
 

而真菌群落的多样性指数则显著增加[32];
 

但在白术的连作土壤中,
 

真菌群落多样

性表现出相反的变化趋势[33].
 

在本研究中也发现连作后根腐病发病较高的地块土壤中细菌和真菌群落丰

富度和多样性指数偏高.
 

因此连作对于微生物群落多样性的影响机制还有待更深入的研究.

4 结论与展望

4.1 结论

通过对重庆石柱地区大黄根腐病的发生与土壤营养元素质量分数和微生物群落组成之间关系的研究,
 

综合分析得出以下结论:

1)
 

土壤营养元素中,
 

速效K、
 

有效K质量分数与根腐病发病率之间存在极显著的相关性,
 

应该是影响

根腐病发生的重要因素;
 

土壤 Mn,
 

Zn,
 

Fe元素质量分数与大黄根腐病的发生也有一定的相关性.

2)
 

通过对比不同病害等级地块土壤的细菌组成,
 

发现在属水平上,
 

差异细菌群落主要分布在罗河杆菌

属、
 

伯克霍尔德氏菌科下某些属等;
 

其中,
 

较低发病率土壤样品中罗河杆菌属、
 

伯克霍尔德氏菌科下某些

属丰度较高,
 

暗示其有助于抑制根腐病相关病原菌的发生.

3)
 

通过对于土壤真菌群落组成进行分析,
 

发现多种致病病原菌(黑粉病菌属、
 

亚隔孢壳属、
 

镰刀菌属
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和枝顶孢属)在不同病害程度地块土壤中普遍存在,
 

随着发病程度增加其丰度变化较大.
 

此外,
 

不同发病程

度地块土壤中差异细菌群落主要分布在腐质霉属、
 

被孢霉属、
 

四枝孢属和枝鼻菌属等中,
 

前二者有益于植

物的生长发育,
 

在发病较轻地块土壤中丰度较高,
 

而后二者可能与根腐病的发生关系密切,
 

在发病程度较

高的地块土壤中丰度较高.

4)
 

不同病害程度地块土壤细菌和真菌在多样性和丰富度上存在一定的差异,
 

但差异并无统计学意义.
 

相关分析发现,
 

大黄根腐病的发生与反映细菌群落多样性指数的Shannon显著相关,
 

说明随着大黄根腐病

发病率增加,
 

细菌群落的多样性也随之增加.

4.2 展望

本研究初步分析了重庆石柱地区大黄根腐病与土壤理化性质和微生物群落的关系.
 

未来研究可以从以

下3方面深入:
 

1)
 

通过精确实验验证土壤理化性质与根腐病的关系;
 

2)
 

利用宏基因测序等技术更详尽地

分析根际土壤细菌群落结构;
 

3)
 

关注病原菌侵害植物和植物抗性的变化,
 

为抗病品种选育提供依据.
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