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摘 要:土传青枯病是世界性防治难题,可以给烟草生产造成毁灭性损失.目前,田间防控烟草青枯病尚无有效的

化学药剂,利用有益菌剂进行生物防治被视为一种可持续的防控措施.在本研究中,通过在大田中增施枯草芽孢杆

菌(Bacillussubtilis,BS)、多粘类芽孢杆菌(Paenibacilluspolymyxa,PP)和荧光假单胞菌(Pseudomonasfluores-

cens,PF)等有益菌剂,系统分析其对烟草生长、抗青枯病和根际微生物多样性的影响.结果表明,在本试验条件

下,田间增施这3种菌剂均能提高烟草对青枯病的抗性,抗病效果表现为:PF>BS>PP;仅荧光假单胞菌剂能提

高烟草团棵期的生长.对根际土壤微生物进行BiologECO测定,表明荧光假单胞菌剂处理对烟草根际微生物群落

的均一性和碳源代谢能力有显著提升.对青枯菌具有诱集作用的4-羟基苯甲酸是荧光假单胞菌剂处理和枯草芽孢

杆菌剂处理共同大量利用的碳源.本研究结果可为大田应用有益菌剂防治烟草青枯病提供重要的科学依据.
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Abstract:Soil-bornebacterialwiltisaworldwideproblem,whichcausesdevastatinglossesintobaccopro-
duction.Atpresent,thereisnoeffectivechemicalagenttocontrolthisdisease,andthustheuseofbenefi-
cialmicrobialagentsforbiologicalcontrolisregardedasasustainablepreventionandcontrolmeasure.A
fieldexperimentwasconductedinwhichBacillussubtilis (BS),Paenibacilluspolymyxa (PP)and
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Pseudomonasfluorescens(PF)wereappliedasbeneficialmicrobialagentsandthegrowthofthetobacco
plants,theirresistancetobacterialwiltandthediversityofrhizospheremicrobeweresystematicallyana-
lyzed.Theresultsshowedthatthediseaseresistanceoftobaccotobacteriawiltwasimprovedbyapplying
anyofthethreeagents,theresistanceeffectbeingPF>BS>PP,butonlythetreatmentofP.fluorescens
improvedthegrowthoftobaccoattherosettestage.BiologECOtestshowedthatthetreatmentofP.flu-
orescenssignificantlyimprovedthemicrobialevennessandcarbonmetabolicability.4-Hydroxybenzoic
acid,whichissupposedtobeabletoattractRalstoniasolanacearum,isthecarbonsourceusedinlarge
quantitiesbythetreatmentofP.fluorescensandB.subtilis.
Keywords:beneficialmicrobialagent;Pseudomonasfluorescens;tobaccobacterialwiltdisease;rhizo-
spheremicroorganism;carbonsourcemetabolism

在我国,长期以来,不良的耕作、施肥和管理方式等导致土壤微生态系统严重破坏、微生物区系失调,

土壤自身的调节能力降低,无法抑制某些病原菌的大量滋生,从而造成土传病害的严重发生[1].青枯病是

一种由茄科劳尔氏菌(Ralstoniasolanacearum)引起的毁灭性土传病害,其病原菌是一种典型的土壤传染

病菌[2],可在土壤深处长期存活.目前,施用化学药剂是农业生产中常用的防治措施,但是长期、连续、大

面积的使用化学药剂存在较多的弊端.一方面,常用的化学杀菌剂和消毒剂很难作用到土壤深处;另一方

面,大量使用化学消毒剂易对土壤有益微生物造成不可逆的毒害,引起土壤微生态系统失衡,病害愈发严

重.近年来,维持土壤生态系统平衡成为有效抑制青枯病的绿色、环保和可持续的方法之一.

利用有益土壤微生物(真菌、细菌和放线菌等)进行土壤微生态改良和病原体的生物防控的研究和实践

越来越引起研究学者的重视[3].有益微生物通常具有产生拮抗类物质、与病原菌抢夺生态位点和营养物质、

诱导植物产生抗性等特性,这些优异特性有利于它们抑制或者消除土壤中或者植物体内的病原菌.因此,

合理利用该类微生物可以在一定程度上防控作物土传病害的发生[4].然而,在田间通过外源添加微生物菌

群防治土传病害也存在一些问题.由于外源添加的微生物很难在栖息着大量土著微生物的土壤或根际土壤

中定殖,对营养物质的竞争力不如土著微生物,再加上大田气候复杂,往往导致一些有益微生物在大田对

病害的防治效果远不如在室内平板实验中对病原菌的拮抗效果好[5].在大田中外源添加的有益微生物与土

壤微生物、植物土传病害之间的关系复杂,其效果和调控机理有待进一步探索.

基于此,本研究采用枯草芽孢杆菌剂、多粘类芽孢杆菌剂和荧光假单胞菌剂3种常见有益菌剂,在大

田环境条件下,探索田间增施不同有益菌剂对烟草生长、抗病、微生物多样性和根际微生物代谢多样性的

影响,以期为烟草青枯病的防治与土壤微生态修复提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 试验地基本情况

大田试验在重庆市彭水县润溪乡白果坪村进行,东经107°94'E,北纬29°13'N,海拔1145.50m.试

验地为丘陵山地,光照充足,土壤均匀疏松,多年种植烟草,为烟草青枯病常年发生地块.

1.2 供试材料

烤烟品种为“云烟87”,试验药剂为枯草芽孢杆菌(Bacillussubtitls)可湿性粉剂(有效活菌10亿cfu/g,

由中国农业科学研究院植物保护研究所友情提供)、多粘类芽孢杆菌(Paenibacilluspolymyxa)可湿性粉

剂(有效活菌10亿cfu/g,购于浙江省桐庐汇丰生物化工有限公司)、荧光假单胞菌(Pseudomonasfluores-

cens)粉剂(有效活菌3000亿cfu/g,购自江苏省常州兰陵制药有限公司).

1.3 试验设计与样品采集

试验共设4个处理,根据不同材料的推荐用量,分别设为125g/L枯草芽孢杆菌(BS)、167g/L多粘
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类芽孢杆菌(PP)、250g/L荧光假单胞菌(PF)、清水对照(CK),具体处理措施见图1.各处理田间随机区

组排列,每区组处理面积约300m2,行株距为120cm×50cm,四周设保护行(图1).田间管理按照彭水当

地优质烟叶生产技术规范进行.
在烟草现蕾期,采集烟草根际土壤样品.将3株烟草的根际土壤混匀后作为处理的1个重复,土样采

集后当日运回实验室.利用2mm筛子过筛,土壤保存至4℃条件下作为待测土样.

BS为125g/L枯草芽孢杆菌,PP为167g/L多粘类芽孢杆菌,PF为250g/L荧光假单胞菌,CK为清水对照,图2至图5、表1同。

图1 大田试验设计示意图

1.4 烟草农艺性状调查

按照《烟草农艺性状调查方法》(YC/T142—1998)标准,在5月28日和6月18日调查各处理烟草的株

高和有效叶片数,每个处理调查30株.

1.5 烟草青枯病发病情况调查

按照《烟草病虫害分级及调查方法》(GB/T23222—2008)标准调查青枯病发病情况,田间烟草青枯病病

情分级标准(以株为单位):

0级,全株无病;

1级,茎部偶尔有褪绿斑,或病侧1/2以下叶片凋萎;

3级,茎部有黑色条斑,但不超过1/2,或病侧1/2至2/3叶片凋萎;

5级,茎部黑色条斑超过1/2,但未到达茎顶部,或病侧2/3以上叶片凋萎;

7级,茎部黑色条斑到达茎顶部,或病株叶片全部凋萎;

9级,病株基本枯死.
从青枯病初发时期开始定期对各小区进行全株调查,准确记录发病株数与发病级数,并根据公式(1)

(2)计算发病率和病情指数.

病株率=
发病株数

调查总株数×100% (1)

病情指数=
∑(发病株数×该病级代表值)
调查总株数×最高级代表值 ×100 (2)
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1.6 土壤微生物功能多样性检测

利用BiologECO微平板检测烟草根际土壤微生物的功能多样性[6].称取5g新鲜土加入45mL无菌

的0.85%氯化钠溶液(w/v)中,在摇床震荡30min,然后进行1000倍稀释,以每孔150μL稀释液加入

BiologECO板的96孔中,放入28℃培养箱中进行144h的恒温培养,每24h用酶标仪检测一次590nm
波长下的吸光度值.

计算平均孔颜色变化率(Averagewellcolordevelopment,AWCD),以此反映土壤微生物对31种碳源

的整体代谢活性.计算土壤微生物培养96h的Shannon多样性指数(H)、Simpson指数(D)、McIntosh指

数(U),这些指数表示土壤微生物功能的多样性.

AWCD =∑(C-R)/n

C 与R 分别是培养基孔和对照孔的吸光度值,n 是碳源数目;

H = -∑PilnPi

D =1-∑Pi
2

其中Pi 是第i孔相对吸光度值与整个平板相对吸光度值总和的比率;

U = ∑ni
2

其中ni 为第i孔的相对吸光度值.

1.7 数据分析

统计数据在Excel2013中进行整理,利用R(v4.0.2)进行差异性显著分析并作图,显著性差异分析采

用TukeyHSD方法.

2 结果与分析

2.1 田间增施有益菌剂对烟草生长状况的影响

对不同处理团棵期和旺长期的烟草株高和有效叶片数进行调查,结果如图2所示.田间增施有益菌剂

对于烟草的生长状况影响较小,仅有荧光假单胞菌(PF)处理在团棵期的烟株高度上表现出了显著性差异.
在团棵期,PF处理的烟株平均高度为18.20cm,多粘类芽孢杆菌(PP)和枯草芽孢杆菌(BS)处理分别为

17.67cm和17.35cm,对照(CK)处理最低,仅为15.68cm.此外,PF处理在团棵期和旺长期的有效叶片数

分别为7片和9片,其余处理分别均为6片和8片,差异并未达到显著水平.由此可知,PF处理对烟草团

棵期生长具有促进作用.

图2 不同处理对团棵期和旺长期的烟草株高(A)与有效叶片数(B)的影响
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2.2 田间增施有益菌剂对烟草抗青枯病的影响

对不同区组的烟草青枯病病情调查显示,3种有益菌剂处理均能降低烟草青枯病的发病率与病情指

数,控病效果表现为:PF>BS>PP(图3).其中,PF处理的最终发病率与病情指数均表现为最低,分别为

24.00%,13.67;CK处理发病率最高,达到53.00%,病情指数为36.56.从病情指数可以发现,CK和PP处

理在8月9日后青枯病发病严重程度突增,而PF和BS处理在8月14日后才出现青枯病大幅增加,表明

这2种菌剂均能显著延缓田间青枯病的暴发.

图3 不同处理对烟草青枯病发病率(A)与病情指数(B)的影响

2.3 田间增施有益菌剂对烟草根际微生物整体代谢碳源的影响

由图3A可知,各处理的AWCD 值均随培养时间增加而增加,这表明根际土壤微生物群落对碳源的利

用逐渐增强,代谢活性逐渐增强.整体上,PF处理的微生物代谢活性明显高于其他处理.在培养96h时,

不同处理的代谢活性差异最明显,PF处理的AWCD 值(=1.52)显著高于CK处理(AWCD 值=1.36).因

此,对96h的检测数据进行进一步的分析.由图3B可知,BiologECO板上的31种碳源可被归纳为6大类

碳源,即碳水化合物类、氨基酸类、羧酸类、聚合物类、胺类、酚酸类.其中,PF处理的微生物对胺类物质

的代谢显著优于CK处理;BS处理的微生物对氨基酸类、酚酸类物质的代谢显著优于CK处理,尤其对酚

酸类物质的AWCD 值高达1.33,而其他处理的AWCD 值均未高于0.93.

图4 不同处理对烟草根际微生物整体代谢活性(A)与代谢碳源类型(B)的影响
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2.4 田间增施有益菌剂对烟草根际微生物多样性指数的影响

Shannon指数用来表示群落中物种的丰富度,Simpson指数可用来表征群落中最常见物种的优势度,

而 McIntosh指数可以指示物种的均一性[6].由表1可知,各处理间微生物多样性的Shannon指数和

Simpson指数均无显著性差异;PF处理在 McIntoch指数上显著高于BS和CK处理.由此说明,有益菌剂

处理对现蕾期的烟草根际土壤微生物功能多样性影响较小,但PF处理能显著增强微生物的均一性.

表1 不同处理对烟草根际土壤微生物多样性指数的影响

处理 Shannon指数 Simpson指数 McIntoch指数

BS 3.36±0.00a 0.96±0.00a 8.27±0.14b
PP 3.32±0.01a 0.96±0.00a 8.56±0.17ab
PF 3.35±0.01a 0.96±0.00a 9.04±0.14a
CK 3.33±0.02a 0.96±0.00a 8.20±0.18b

2.5田间增施有益菌剂对烟草根际微生物代谢碳源的主成分分析

对不同处理条件下微生物代谢碳源进行主成分分析(PCA),主成分1(PC1)与主成分2(PC2)的累计贡

献率达44.06%(图5A).PC1将BS和PF处理与CK处理清晰划分开,即PF和BS处理在PC1的得分值均

为负值(-4.06~-0.99),而CK处理在PC1的得分值均为正值(2.14~5.30).PC2将BS处理与PF处理

清晰划分开,即BS处理在PC2的得分值均为正值(1.69~4.42),而PF处理在PC2的得分值均为正值(-

2.97~-2.32).
根据各碳源在PC1和PC2上的得分,选取相关系数大于平均半径值(0.24)的14个碳源作为对两个主

成分轴贡献率较高的碳源:β-甲基D-葡萄糖苷(A2)、L-精氨酸(A4)、D木糖(B2)、L-天冬酰胺酸(B4)、

I-赤藻糖醇(C2)、2-羟苯甲酸(C3)、D-甘露醇(D2)、4-羟基苯甲酸(D3)、L-苏氨酸(E4)、肝糖(F1)、衣康酸

(F3)、D-纤维二糖(G1)、D-苹果酸(H3)、腐胺(H4).其中包含碳水化合物类5个、氨基酸类3个、羧酸类

2个、酚酸类2个、胺类1个、聚合物类1个.由图5B可知,共有8个碳源的利用存在显著性差异.例如,

PF处理对4-羟基苯甲酸、衣康酸、D-苹果酸的利用显著高于CK处理,对I-赤藻糖醇的利用显著低于CK
处理;BS处理对L-精氨酸、2-羟苯甲酸、4-羟基苯甲酸的利用显著高于CK处理,对β-甲基D-葡萄糖苷、

D-甘露醇、D-苹果酸的利用显著低于CK处理.其中,4-羟基苯甲酸是PF和BS处理共同大量利用的碳源.
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注:A2为β-甲基D-葡萄糖苷,A3为D-半乳糖内酯-γ-内酯,A4为L-精氨酸,B1为丙酮酸甲脂,B2为D木糖,B3为D-半

乳糖醛酸,B4为L-天冬酰胺酸,C1为吐温40,C2为I-赤藻糖醇,C3为2-羟苯甲酸,C4为L-苯基丙氨酸,D1为吐温

80,D2为D-甘露醇,D3为4-羟基苯甲酸,D4为L-丝氨酸,E1为α-环式糊精,E2为N-乙酰基,E3为γ-羟基丁酸,E4

为L-苏氨酸,F1为肝糖,F2为D-葡萄氨酸,F3为衣康酸,F4为甘氨酰,G1为D-纤维二糖,G2为葡萄糖-1-磷酸盐,

G3为α-丁酮酸,G4为苯乙基胺,H1为α-D-乳糖,H2为D,L-α-甘油,H3为D-苹果酸,H4为腐胺.

图5 根际土壤微生物对不同碳源利用的主成分分析(A)和根际土壤微生物对不同碳源的利用情况(B)

3 讨论与结论

外源添加有益菌剂能否起到良好的控病、促生的效果,关键在于其在田间能否良好的定殖,不管有益

微生物是以何种机制发挥作用,其在植物根部若不能良好的定殖与适应植株根际环境,将对病害很难达到

良好的防治效果[7].本研究发现,大田施用荧光假单胞菌制剂对青枯病防控效果最好(最终发病率与病情指

数分别为24.00%,13.67).已有的研究表明,荧光假单胞菌广泛生活于土壤生态系统中,表现出广谱抗菌

性[8-9],它可以通过分泌抗生素类物质[10]以及竞争生态位点、营养物质[5]等方式来实现对病原菌的拮抗作

用.本研究中,荧光假单胞菌处理后的总ACWD 值与 McIntosh指数均高于其他处理,由此推测荧光假单

胞菌可以较为稳定高效定殖于根际环境并影响根际微生物群落结构.此外,柳辉林等[11]研究发现田间增施

荧光假单胞菌剂,可增产25%以上,这与增施荧光假单胞菌剂提高了团棵期烟草株高的结果一致.
在植物根系分泌物中,有机酸类物质占有较大的比重,如苹果酸、对羟基苯甲酸、丁香酸等,在土壤、

微生物与植物互相作用的过程中,这些有机酸类物质对调控植物根际环境起着至关重要的作用[12-13].本研

究发现,枯草芽孢杆菌处理后土壤微生物对氨基酸类、酚酸类物质的代谢显著优于对照处理,尤其对酚酸

类物质的AWCD 值高达1.33;荧光假单胞菌处理后土壤微生物对胺类物质的代谢显著优于对照处理.说明

外源添加这2种菌剂能够明显地提高土壤微生物代谢植物根系分泌物的能力.其中,4-羟基苯甲酸是植物

的主要根系分泌物,在土壤中大量累积后会对下茬作物产生化感自毒作用[14].本研究中荧光假单胞菌处理

与枯草芽孢杆菌处理对该物质的代谢强度均显著高于对照处理.此外,Hasegawa等[15]发现青枯菌对4-羟

基苯甲酸具有显著的趋化性,推测4-羟基苯甲酸对青枯菌具有靶向诱集作用.由此可推测,外源引入荧光

假单胞菌与枯草芽孢杆菌能够迅速的向植株根部富集并定殖,增强烟株根际土壤对连作化感物质和根系分
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泌物的代谢,减弱对青枯菌的靶向诱集作用,进而维持烟株的健康生长.
综上所述,本研究在大田环境下探讨了3种不同有益菌剂增施对烟草生长、抗病、根际微生物代谢多

样性的影响.结果表明,田间增施荧光假单胞菌剂对烟草前期生长具有一定的促进作用;对烟草青枯病的

期防控,荧光假单胞菌剂处理的效果最好,枯草芽孢杆菌剂处理次之;荧光假单胞菌剂处理对烟草根际微

生物代谢碳源能力有显著提升,其对4-羟基苯甲酸、衣康酸、D-苹果酸的利用显著高于对照处理;4-羟基苯

甲酸是荧光假单胞菌剂处理和枯草芽孢杆菌剂处理共同大量利用的碳源.荧光假单胞菌剂处理和枯草芽孢

杆菌剂可能通过提高对4-羟基苯甲酸的代谢来减弱青枯菌对植物根际的趋向性,从而达到控病的效果.
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