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摘 要:系统研究和分析辣椒青枯病常发地发病与健康植株土壤微生物群落结构特征,为辣椒青枯病的绿色防治

提供理论依据.基于16SrDNA基因高通量测序技术,对辣椒青枯病发病和健康植株根际土壤微生物群落结构和组

成进行分析,同时采用biologyeco平板培养技术研究其土壤微生物群落代谢多样性和功能多样性的特征.结果表

明,辣椒青枯病发病和健康植株根际土壤微生物群落组成之间存在显著差异,辣椒青枯病发病土壤的 OTU为

4566个,辣椒青枯病健康土壤的 OTU为4167个.依据 OTU所属细菌物种信息对土壤细菌群落结构进行分析,

变形菌门在发病和健康土壤中均为优势细菌类群,其次为放线菌门类群.其中健康植株根际土壤中芽单胞菌门

(Gemmatimonadetes)、装甲菌门(Armatimonadetes)的相对丰度比发病植株的分别高出了4.37,3.87倍,而发病植

株根际土壤中厚壁菌门(Firmicutes)的相对丰度比健康植株的高出了3.87倍.辣椒青枯病发病土壤和健康土壤的土

壤微生物代谢多样性也存在显著差异,同时,健康土壤中其微生物群落代谢得到显著增强,特别是对酚类化合物的

利用显著增多,对辣椒抗病性存在显著的影响.研究表明,辣椒青枯病发病和健康植株根际土壤微生物群落组成和

结构之间存在显著差异,并且健康土壤的微生物群落对酚类化合物的利用显著增强.
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重庆市石柱县辣椒闻名全国,其拥有较高的产量且品种多样[1].2004年,石柱的辣椒产业统一注册集

体商标为“石柱红”,因具特有的良好品质使其成为重庆名片的重要输出成员.辣椒青枯病是由青枯雷尔氏

菌(Ralstoniasolanacearum)引起的一种土传性病害,严重制约着辣椒产业产质量的发展.目前,抗性品种、
化学防治和作物轮作对辣椒青枯病的防治效果均表现较差.而研究表明,通过高效拮抗菌剂与有机肥复配

既能改善土壤结构又能提高作物抗病性[2],辣椒青枯病的防治逐渐转向农业生物防治为主的综合防治策

略.同时大量研究表明,青枯雷尔氏菌侵染植物后,其植物感病部位微生物群落结构和多样性发生了明显

变化[3].青枯菌通常存在于土壤中,一旦从茎基部等位置侵染植株后,将迅速向茎秆等地上部分扩散[3].因
此探究植物周围根部周围的微生物群落组成及其结构特征,从而为探索根际微生物群落在维护辣椒健康、
防御病原物侵染上所扮演的角色奠定基础[4].本研究为了进一步揭示辣椒青枯病植株和健康植株根际土壤
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微生物的群落特征,在重庆市石柱县常年连作的辣椒种植区,采集辣椒青枯病发生严重的罹病植株和健康

植株的根际土壤,通过对细菌16SrDNA的高通量测序技术,分析发病和健康植株根际土壤中细菌群落结

构组成差异特征,揭示根际土壤微生物群落在维护植物健康中所发挥的重要作用.本研究结果对于深入理

解辣椒青枯病发生的根际微生态机制以及研发其综合防控技术具有重要意义.

1 材料与方法

1.1 样品收集

采样地位于重庆市石柱县三河镇,该区属中亚热带湿润季风气候.采样地块较为平整,辣椒种植密度

为每667m22000~2200窝;辣椒连作10年以上,且辣椒青枯病高发,每个基点选择3块地,每块地用五

点取样法采集病株和健康株各1株的根际土壤,分别混合均匀作为1个样品.将各样品分为2份,1份用作

土壤微生物群落特征分析,1份用作根际土壤理化性质测定.病株和健株根际土壤的采集方法是:将植物连

根拔起,稍加抖动后取附着在根部上的土壤放入自封袋中,置于4℃短暂冷藏保存后带回研究室,均再过

2mm筛后,根际土壤保存于-80℃超低温冰箱中暂存.其土壤理化性质情况如表1所示.

表1 辣椒青枯病发病和健康植物根际土壤的理化性质

土壤样本 pH值
有机质/
g·kg-1

全氮/
g·kg-1

全磷/
g·kg-1

全钾/
g·kg-1

碱解氮/
mg·kg-1

有效磷/
mg·kg-1

速效钾/
mg·kg-1

健康土壤 5.83±0.15 13.71±3.13 1.17±0.16 0.42±0.04 17.7±0.67 137.79±5.85 47.82±8.94 297.33±120.13

发病土壤 4.93±0.38 14.39±2.44 1.18±0.13 0.46±0.05 20.6±0.74 142.26±10.73 66.5±10.68 228.83±58.19

1.2 辣椒根际土壤微生物DNA提取

根据FastDNASPIKKit土壤试剂盒 (MPBiomedicals,Solon,OH,USA)说明书进行总DNA抽提,

DNA浓度和纯度利用NanoDrop2000进行检测,利用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA提取质量;细菌扩增

引物为515F(5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3)和806R(5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3),根

据引物对可变区进行PCR扩增.扩增程序为:95℃ 预变性3min,27个循环(95℃ 变性30s,55℃ 退火

30s,72℃ 延伸30s),最后72℃延伸10min(PCR仪:ABIGeneAmp9700型).扩增体系为20μL,

4μL5*FastPfu缓冲液,2μL2.5mmol/LdNTPs,0.8μL引物(5μmol/L),0.4μLFastPfu聚合酶;

10ngDNA模板.使用2%琼脂糖凝胶回收PCR产物,利用 AxyPrepDNAGelExtractionKit(Axygen
Biosciences,UnionCity,CA,USA)进行纯化,Tris-HCl洗脱,2%琼脂糖电泳检测.将纯化质量合格的

PCR产物用于DNA文库构建,委托上海美吉医药生物有限公司执行建库及测序工作.
1.3 数据处理和统计分析

原始Illuminafastq文件采用QIIMEv1.7.0(微生物生态学定量分析)进行多路分解、质量过滤和分析.
操作分类单元(OTUs)的阈值为97%的成对识别.高可信度OTUs的识别标准是:任何样本的总体丰度大

于20个读取片段.按最小采样序列个数进行子采样.利用基于taxa的OTUs计算细菌和真菌各门的相对

丰度,比较发病和健康植株根际土壤中微生物的总体分布.凭借OTU数据进行Alpha多样性和Beta多样

性分析.微生物群落α多样性采用Ace指数、Chao1指数和Shannon指数表示,Ace指数和Chao1指数用

来估量样本内微生物的丰富度,Shannon指数是涵盖物种丰富度及物种个体分布均匀度2个方面的多样性

指标,这3个指数越高,代表样本内物种丰富度和多样性越高.微生物群落β多样性采用PCoA分析并基于

Bray_curtis矩阵进行作图.以上分析均在上海美吉生物医药科技有限公司I-Sanger生信云网站平台

(http://www.isanger.com/project/index.html)完成.
1.4 Biolog-Eco分析

将所有发病土壤和健康土壤分别混合均匀后,并分别称取5g新鲜土样,加入到盛有45mL0.85%
NaCl无菌溶液的三角瓶中,封口膜固定后在摇床(170r·min-1)上震荡30min,使土样与0.85%NaCl无
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菌溶液充分混匀,再放置常温静置30min,然后加样于Biolog-Eeo微孔板中,每孔加入150μL.随后恒温

28℃黑暗培养7d,每隔24h进行Biolog-Eco微生物分析系统读取590nm波长的光密度值,连续测定

168h.采用培养96h的数据进行土壤微生物碳源利用分析和主成分分析.
1.5 微生物群落功能多样性的计算

土壤微生物群落利用碳源的整体能力用平均吸光值(AWCD)表示,其计算公式为:AWCD=∑(Ci-R)/n.
式中:Ci为所测定的31个碳源孔的吸光值;R 为对照孔的吸光值;n为培养基碳源总数(本研究中为31).
1.6 数据处理

采用Excel2016软件进行数据收集统计,并用SPSS19.0进行相关试验数据处理与统计分析.

2 结果与分析

2.1 辣椒根际土壤微生物测序深度评估

通过16SrDNA高通量测序分析,6份样品共获得细菌635151个有效序列读取数和8093个 OTUs.
平均读取长度为256bp稀疏曲线(图1),表明测序数量基本合理,其深度足以进行下游分析.

图1 根际土壤样本稀释曲线

2.2 土壤微生物Alpha多样性分析

健康植株和罹病植株根际土壤测定的细菌覆盖率分别为99.17%和99.06%,表明该数据足以代表根际

土壤细菌的多样性,并反映出真实环境中土壤微生物的群落结构.对辣椒青枯病发病株和健康株的根际土

壤微生物群落进行α-多样性分析(见表2)发现,发病株的Shannon指数、Ace指数、Chao1指数均高于健康

株,表明发病株根际细菌的土壤多样性较高,同时其微生物群落的丰富度也较高,但均未达到显著性水平,
说明辣椒青枯病发病与健株的根际微生群落多样性和丰富度大体相似,但微生物群落之间的相互作用还有

待研究.

表2 青枯病发病和健康植株根际土壤α-多样性指数

多样性指数index 发病植株土壤 健康植株土壤

OTU指数 4566.3±425.98 4166.7±386.56
Shannon指数 6.9626±0.21444 6.9171±0.23093
Ace指数 5164.4±432.32 4702.6±292.63
Chao1指数 5105.1±421.32 4632±288.52

覆盖率coverage(%) 99.06 99.17
  注:表中数据为X±SE,N=3.
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2.3 土壤微生物群落组成分析

从辣椒植株根际土壤中检测出的细菌隶属于39个门,111个纲,282个目,473个科,912个属.植株

健康的土壤样本中,其主要细菌门(相对丰度≥5%)包括:变形菌门(Proteobacteria),占30.92%;放线菌门

(Actinobacteria),占20.46%;酸杆菌门(Acidobacteria),占12.4%;绿弯菌门(Chloroflexi),占13.47%.
植株发病的土壤样本中,其主要细菌门(相对丰度≥5%)包括:变形菌门(Proteobacteria),占33.26%;放

线菌门(Actinobacteria),占20.62%;酸杆菌门(Acidobacteria),占12.03%;绿弯菌门(Chloroflexi),占

10.21%;浮霉菌门(Planctomycetes).对辣椒青枯病发病植株和健康植株根际土壤细菌进行门水平的比较

(图2)发现,健康植株根际土壤中芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)的相对丰度比发病植株的高出了4.37
倍,健康植株根际土壤中装甲菌门(Armatimonadetes)的相对丰度比发病植株的高出了3.87倍,而发病植

株根际土壤中厚壁菌门(Firmicutes)的相对丰度比健康植株的高出了3.87倍.

LJH为健康土壤,LJD为发病土壤.图3至图6同.

图2 发病植株(D)与健康植株(H)根际土壤微生物群落在门水平上的组成

2.4 土壤微生物Beta多样性分析

辣椒青枯病病株和健株根际土壤中细菌和真菌群落的主坐标分析(PCoA)如图3所示.其中细菌群落

第1,2主坐标的贡献率分别为57.43%和22.41%.健株根际土壤的各采样点主要分布在1,3象限,较为分

散,而病株根际土壤的各采样点主要分布在2,4象限,较为集中.这说明各采样点健株根际土壤的微生物

群落,其结构大体相似,而病株根际土壤微生物群落结构差异较大,并也说明发病植株与健康植株的根际

土壤微生物群落结构显著不同.
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图3 发病植株(D)与健康植株(H)基于bray-curtis距离的土壤微生物群落Beta多样性分析

2.5 土壤微生物功能多样性比较

平均颜色变化率(AWCD)是反映土壤微生物活性,即利用单一碳源能力的一个重要指标,在一定程度

上反映了土壤中微生物种群的数量和结构特征.AWCD值越大,活性越高;反之,活性越低.从图4可知,
辣椒青枯病发病与健康土壤的AWCD值随时间延长而增加,这表明土壤微生物群落利用碳源量逐渐增加,
代谢活性增强.AWCD在24h之后急剧上升,120h之后 AWCD值变化趋减缓,但仍呈上升趋势.总得体

来看,辣椒青枯病发病与健康土壤中的微生物对碳源的代谢活性不同,表明辣椒健康植株的土壤微生物群

落对碳源的代谢活性高于青枯病发病植株土壤的微生物群落.

图4 辣椒茎基腐病土壤微生物AWCD对培养时间的变化

通过主成分分析可以在降维后的主元向量空间中,用点的位置直观地反映出不同土壤微生物群落功能

多样性变化.采用培养96h的AWCD值对辣椒青枯病健康和发病土壤的土壤微生物利用单一碳源特性进

行主成分分析,其中第1主成分(PC1)的方差贡献率为39.77%,第2主成分(PC2)为24.35%.由图5可以

看出,各处理间的碳源利用得分差异明显,位于不同象限各处理的在第1,2主成分得分值差异较大,说明

辣椒青枯病健康和发病土壤土壤微生物碳代谢功能群结构存在较大差异.
对辣椒青枯病发病与健康土壤微生物群落对碳源利用如图6所示,健康土壤微生物群落对氨基酸类、

胺类、酚类化合物的利用均值都高于发病土壤微生物群落,且对酚类化合物的利用显著增高,发病土壤微

生物群落对羧酸类化合物的利用均值显著高于健康土壤微生物群落,对其他3类碳源的利用不具有显著性

差异.
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图5 土壤微生物群落碳源利用的主成分(96h)

图6 土壤微生物群落碳源利用的主成分(96h)

3 讨论

根际土壤是一个特殊的环境,栖居着含有各种功能结构的微生物群落.这些微生物对土壤有机物转化,
植物养分吸收、生长发育及抗病能力均具有一定的影响[5].辣椒青枯病是一种典型的系统性侵染性土传病

害,其中土传病害的发生与传播与植物根系中土壤微生物的群落结构密切相关[6].Kerri等[7]指出土壤微生

物群落组成和其多样性变化反映了土壤环境质量状况,其微生物群落特征可作为生物指标可指示土壤质

量.有研究表明,当土壤微生物群落结构越丰富,物种越均匀,多样性越高时,土壤质量越好,对病原菌的

防控能力越强[8].本研究也表明,辣椒青枯病发病和健康根际土壤微生物群落组成与结构显著不同,特别

是健康根际土壤微生物群落对酚类化合物的利用显著增多,大量研究表明,土壤酚类物质与植物抗病性能

力密切相关[9-11].研究报道,酚类化合物能在体外影响尖镰孢菌、丁香假单胞菌的生长[12-13],而也有研究表

明,酚类化合物在适宜的浓度下能促进土壤中土著微生物的生长[14],进而促进植物生长和提高植物抗病

性.但由于土壤环境的复杂性,土壤酚类化合物对土壤微生物的影响仍需继续探讨.
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DiversityAnalysisofSoilMicrobialCommunityintheRhizosphere
SoilofBacterialWilt-DiseasedandHealthyPepperPlants
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Abstract:Inordertoprovideatheoreticalbasisforthegreencontrolofpepperbacterialwilt,astudywas
madeinwhichthecharacteristicsofsoilmicrobialcommunitystructureofpepperbacterialwilt-affected
andhealthypepperplantsintheareaswherethisdiseasefrequentlyoccursweresystematicallyanalyzed.
Basedonthe16SrDNAgenehigh-throughputsequencingtechnology,thestructureandcompositionofthe
soilmicrobialcommunityintherhizosphereofpepperbacterialwilt-diseasedandhealthyplantswerecom-
pared,andthebiologyecoplateculturetechnologywasusedtostudythecharacteristicsofmetabolicdi-
versityandfunctiondiversityofthesoilmicrobialcommunity.Asignificantdifferencewasdetectedbe-
tweendiseasedplantsandhealthyplantsinthecompositionofrhizospheresoilmicrobialcommunity,the
OTU(operationaltaxonomicunit)ofthesoilaffectedbypepperbacterialwiltbeing4566,andthatofthe
healthysoilbeing4167.AccordingtothebacterialspeciesinformationofOTU,thesoilbacterialcommu-
nitystructurewasanalyzed.Proteobacteriawerefoundtobethedominantbacterialgroupsindiseasedand
healthysoil,followedbyActinomycetes.Amongthem,therelativeabundanceofGemmatimonadetesand
Armatimonadetesintherhizospheresoilofhealthyplantswas4.37and3.87timeshigherthanthatofdis-
easedplants,respectively,whiletherelativeabundanceofFirmicuteswas3.87timeshigherintherhizo-
spheresoilofdiseasedplantsthanthatofhealthyplants.Significantdifferencesalsoexistedinthediversity
ofsoilmicrobialmetabolismbetweenpepperbacterialwilt-affectedsoilandhealthysoil.Atthesametime,
themetabolismofthemicrobialcommunityinhealthysoilwasfoundtobesignificantlyenhanced,espe-
ciallytheuseofphenoliccompoundsincreasedsignificantly,whichhadasignificantimpactondiseasere-
sistanceofpepperplants.
Keywords:pepperbacterialwilt;high-throughputsequencing;microbialcommunity;rhizospheresoil
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