
第1卷 第6期 植 物 医 学 2022年12月

Vol. 1 No.6 PlantHealthandMedicine Dec. 2022

DOI:10.13718/j.cnki.zwyx.2022.06.004

土壤改良措施对连作生姜土壤微生物群落及
枯萎病防效的影响

缪才凌1,2, 朱书兴1,2, 范天宇1,2, 黄科2, 杜孝田3

1.重庆三峡学院 生物与食品工程学院,重庆 万州404100;

2.重庆文理学院 园林与生命科学学院,重庆 永川402160;

3.重庆文理学院 乡村振兴学院,重庆 永川402160

摘 要:生姜枯萎病是重要的土传病害.为探索连作生姜枯萎病的防治技术,本研究以连

作生姜土壤为研究对象,在连作土壤中添加油饼或碳酸氢铵进行土壤改良,然后将土壤样

品进行土壤理化性质测定、微生物群落分析,并于翌年在处理土壤区域调查生姜枯萎病的

发病情况和生姜产量.结果表明,与空白对照和碳酸氢铵处理相比,土壤中添加油饼处理

后,每千克土壤中有机质从11.9g升高到12.8g,有效磷的含量从85.9g升高至90.6g,

pH值从4.3升高到4.6,微生物群落多样性增加,细菌群落组成与有机质和pH值成正相

关,真菌群落组成与pH值成正相关;翌年油饼处理后土壤的生姜枯萎病发病严重度降低

至14.8,产量升高至35100kg/hm2.研究结果提示,使用有机质改良土壤能缓解连作生姜

枯萎病.
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Abstract:Fusariumwiltofgingerisanimportantsoil-bornedisease.Inordertoexplorethepro-
tectiontechnologyforcontrolofFusariumwiltinsuccessivecroppingginger,oilcakeorammo-
niumbicarbonatewasappliedtothesoilofsuccessivecroppinggingerfield.Thephysicaland
chemicalpropertiesandmicrobialcommunitiesofsoilsamplesweretested.Thediseaseseverity
andyieldwereinvestigatedinnextyear.Thetreatmentincreasedthesoilorganicmatterfrom
11.9g/kgto12.8g/kg,Olsen-Pfrom85.9g/kgto90.6g/kg,pHvaluefrom4.3to4.6.Mean-
while,italsoincreasedtheabundanceofmicrobiota.Bacterialcommunitycompositionwasposi-
tivelycorrelatedwithorganicmatterandpHvalue,whilethecompositionoffungalcommunity
waspositivelycorrelatedwithpHofoilcaketreatedsoil.TheFusariumwiltdiseaseindexde-
creasedto14.8andtheyieldofgingerincreasedto35,100kg/hm2.Thisstudysuggestedthat
applicationoforganicmattertoimprovesoilcouldalleviatetheFusarium wiltinsuccessive
croppingginger.
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生姜(Zingiberofficinale)是姜科、姜属植物[1],因其食用、药用价值高成为我国重要的经

济作物之一[2-3].尖孢镰刀菌 (Fusariumoxysporum)是常见的土传病原菌,可引起重要经济作

物枯萎与根腐,也是生姜枯萎病的致病菌[4].土壤中接种尖孢镰刀菌的数量与生姜枯萎病发病

率和病情指数成正相关[5],仔姜连作会加剧生姜枯萎病的危害,导致减产,甚至毁田[4-6],土壤

微生物群落多样性下降是生姜连作障碍的主要因素之一[7-8].土壤强还原处理技术是使用“有机

物+淹水+覆膜”的方法处理土壤,具有杀灭土传病原菌,改善土壤结构,重建土壤微生物结构

的多重效应,以达到有效缓解作物连作障碍的目的[9-10].它的作用原理是在强还原处理过程中,

通过产生硫化氢、氨气、低价位金属离子、有机酸等杀菌物质,来消灭土壤中的病原菌[11].添
加的有机物料能提高土壤的有机质含量和改善土壤的理化性质,为作物创造良好的生长

环境[12-13].
本研究选择重庆市荣昌区连作生姜土壤作为试验地点,姜农分别在仔姜采后土壤中添加碳

酸氢铵并覆盖地膜或添加有机质(油饼)进行土壤强还原处理,研究两者对连作生姜土壤理化性

质和微生物群落结构的影响,并调查翌年生姜发育过程中枯萎病的发病率、病情指数与产量,

以探索生姜枯萎病的防治技术,为生姜枯萎病的防治与克服连作障碍提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 试验地点

试验地点位于重庆市荣昌区盘龙镇拱桥村1组,该地是重庆市仔姜的传统栽培区域,由于

连作等因素,导致生姜枯萎病发病严重;试验生姜品种为四川、重庆栽传统栽培的竹根姜群体

品种选育品种“渝姜1号”.
1.2 土壤处理

待前茬仔姜采收后,选取同一农户同一耕作区域采取同样耕作、肥水、农药管理的土壤,

划分为3个试验区.试验区1连作土壤作为空白对照(ControlCheck,CK1);试验区2每
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667m2使用15kg碳酸氢铵(AmmoniumBicarbonate,NT);试验区3为每667m2使用50kg
油饼(OrganicMatter,OT),试验区1、试验区2和试验区3面积均为333.5m2.分别在试验区2
和试验区3施加7.5kg碳酸氢铵和25kg油枯,使用微耕机将碳酸氢铵与油饼均匀的旋入土壤中,

在处理的土壤中浇水以保证土壤相对湿度约为70%,土壤相对湿度使用土壤酸度湿度测试仪

(PHT-102A长款)测定,最后在处理好的土壤中覆盖使用聚乙烯塑料薄膜(0.02mm)覆盖,并用土

块将薄膜压实、密闭.处理时间为2021年8月20日至2021年11月9日,一共50d.在2021年8月

20日采用5点法对未处理土壤进行土壤样品的采集,此时的土壤样品记作CK1组;2021年11月

9日采用5点法对NT组、OT组进行土壤样品的采集,未处理田块样品标记为CK2组.将采集的

土壤带回实验室进行pH值、碱解氮、有效磷、速效钾、有机质含量的测定和微生物群落分析.

1.3 土壤理化性质的测定

将CK1组、CK2组、NT组、OT组采集到的土壤样品各自分成2份,一份放在阴凉处自然风

干,然后过2mm筛放入广口瓶中备用,另一份迅速保存在-80℃超低温冰箱中,用于后续微生物

群落分析.土壤进行pH值、有机质、碱解氮、有效磷、速效钾的测定参照鲍士旦《土壤农化分析》的

方法执行[14].

1.4 根际土壤微生物群落分析

使用CTAB法提取土壤DNA,利用琼脂糖凝胶电泳仪检测DNA的纯度和浓度.将提取好的基

因组用ITS1F(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')和ITS4R(5'-TCCTCCGCTTATTGAT

ATGC-3')对ITS(InternallyTranscribedSpacer)进行PCR扩增;用338F(5'-ACTCCTACGGGA

GGCAGCAG-3')和806R(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT)对16sRNA进行RPC扩增.将

CK1组、CK2组、NT组、OT组扩增好的PCR产物用2%的琼脂凝胶电泳仪纯化,将纯化好样品

送至上海美吉生物医药科技有限公司测序,每个样品重复4次测序.测序数据上传至NCBI数据库,

登录号为PRJNA832697.
将测序好的数据在上海美吉生物医药科技有限公司提供的云平台(https://login.majorbio.

com/login)进行土壤微生物多样性交互分析.用软件Qiime对原始数据进行拼接和质控.用Uparse
算法把相似度大于97% OTU序列进行聚类,样本OTU保留至少在3个样本中的序列数都大于等

于5的物种,且OTU序列数总和要大于20;所有样本按每个样本47628个序列进行标准化随机重

采样对应于序列最少的样本.将构建好的OTU序列用RDPclassifire进行物种注释.对于细菌群落

的分类使用SILVA数据库,真菌群落的分类使用UNITE数据库.用 Mthur和R软件对分类注释

好的物种进行Alpha多样性和Bata多样性分析,用Tax4fun和Funguild对细菌和真菌进行功能

预测.

1.5 生姜枯萎病调查与产量测定

2021年2月16日,参照《“昌州”牌仔姜无公害栽培技术》[15]中的相关标准在3个试验区种植生

姜.2021年4月12日在生姜幼苗出土后至7月20日采收前后,分别在4月24日、5月24日和6月

24日3次对试验区域1、试验区域2和试验区域3调查生姜枯萎病的发病率和病情指数,每个区域

每次调查分别选取上、中、下区域进行调查.

发病率(%)=
调查区域生姜枯萎病总发病株数

调查区域的生姜幼苗总株数 ×100%

病情指数=∑
各级病叶数×该病级值

调查总叶数×最高病级值 ×100

  根据生姜幼苗的发病情况,将其进行等级划分,共分为5个等级:

0级为未患病;
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1级为病叶0%~25%;

2级为病叶25%~50%;

3级为病叶50%~75%;

4级为病叶75%~100%.
于2021年7月20日测定其产量,分别在各试验组处理的区域随机选取5个样点,每点取2m2

区域内的植株测定产量,换算成为每667m2的产量[16].

1.6 数据处理与统计学分析

利用 WPSOffice进行数据整理,使用SPSS17.0软件计算每组数据的平均值和标准误差,并

检验组间差异显著性.

2 结果与分析

2.1 土壤处理措施对生姜枯萎病严重度与产量的影响

调查结果显示,2021年4月24日调查CK组、OT组和 NT组的生姜枯萎病发病率分别为

10.40%,9.60%和5.52%,病情指数分别为14.55,10.30和2.31.2021年5月24日调查CK组、OT
组和NT组的生姜枯萎病发病率分别为28.98%,12.46%和9.23%,病情指数分别为25.33,18.70
和6.48.2021年6月24日调查CK组、OT组和NT组的生姜枯萎病发病率分别为34.21%,22.40%和

15.30%,病情指数分别为52.77,41.9和14.80.由试验结果可知,CK组与NT组发病率和病情指数随着生

姜的发育均显著升高,OT组生姜枯萎病发病率与病情指数在调查时期升高不明显(图1).2021年7月

20日测产,CK组、NT组和OT组仔姜平均产量分别为24480kg/hm2,28695kg/hm2,35100kg/hm2.

A为连作生姜枯萎病发病症状;B为碳酸氢铵处理连作生姜枯萎病发病症状;C为有机物处理连作生姜枯萎病症状;

D,E为不同土壤处理连作生姜枯萎病发病率与病情指数;图中小写字母不同表示组间数据比较,差异具有统计学意义(p<0.05).

图1 不同土壤处理方法翌年生姜枯萎病发病情况
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2.2 土壤处理措施对土壤理化性质的影响

由试验结果可知,CK2空白对照组中的pH值、碱解氮相较于CK1空白对照组变化不明

显,两组比较差异无统计学意义;而有机质、有效磷、速效钾下降明显,与CK1空白对照组比

较,差异具有统计学意义.经油饼处理后,OT组每千克土壤有机质升高至12.8g/kg,与空白

对照组比较差异具有统计学意义;pH值升高至4.60,与空白对照组比较差异无统计学意义;

碱解氮和速效钾的含量下降,其中碱解氮下降至65.00g/kg,速效钾从下降至282.50g/kg,而

有效磷含量升高至90.60g/kg,与空白对照组比较差异具有统计学意义.OT组与 NT比较,

OT组碱解氮、有效磷和速效钾低于NT组,而有机质与pH值高于NT组,两组比较差异具有

统计学意义(表1).以上结果表明,油饼处理后,可增加土壤中有机质含量和升高土壤pH值,提

高有效磷的含量.

表1 不同土壤处理方法对土壤理化性质的影响

处理方法 有机质/g·kg-1 pH值 碱解氮/g·kg-1 有效磷/g·kg-1 速效钾/g·kg-1

CK1组 11.90±0.06bc 4.30±0.04b 71.50±0.92b 85.90±0.90c 310.00±2.89ab
CK2组 11.04±0.06c 4.40±0.07b 70.00±0.78b 69.50±0.76d 297.50±7.64b
NT组 11.80±0.07bc 3.90±0.02c 83.10±2.17a 96.80±2.77a 306.70±2.87b
OT组 12.80±0.09a 4.60±0.02b 65.00±0.77c 90.60±0.53b 282.50±7.64c

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异无统计学意义(p<0.05).

2.3 土壤处理措施对连作生姜土壤细菌群落结构与功能的影响

由试验结果可见,OT组与CK1空白对照组细菌群落多样性比较,差异无统计学意义;OT
组与CK2空白对照组、NT组的细菌群落多样性比较,差异具有统计学意义.NT组与CK1空

白对照组细菌群落多样性比较,差异具有统计学意义;NT组与CK2空白对照组细菌群落多样

性比较,差异无统计学意义(图2A).以上结果表明,土壤中细菌群落的多样性随温度降低而显

著降低,碳酸氢铵处理(NT组)后细菌群落的多样性显著降低,结构也发生变化;但土壤中添

加有机质进行土壤强还原处理(OT组),即使在细菌群落多样性受温度影响降低极显著的情况

下,土壤中添加有机质也可显著增加土壤细菌群落的多样性(图2A).
对相对丰度前10位的细菌属水平分析表明,强还原处理可改变生姜连作土壤的细菌群落

组成.其中,强还原处理土壤处理措施主要提高了未知属(norank_JG30-KF-AS9)(由26.77%
升高至35.35%)、热酸菌属(Acidothermus)(由3.35%升高至7.47%)、康奈 斯 氏 杆 菌 属

(Conexibacter)(由2.61%升高至4.46% )的丰度,降低了特瑞斯波罗杆菌属(Terrisporobacter)
(由3.08%降至1.53% )、丛生放线菌属(Actinospica)(由2.53%降至1.33%)、苏黎世杆菌属

(Turicibacter)(由2.56%降至1.02%)、狭窄梭菌属(Clostridiumsensustricto)(由2.45%降至

0.49%)的丰度(图2B).
对细菌群落组成进行环境因子关联分析发现,有机质、pH值、有效磷、速效钾、碱解氮对

细菌群落的组成影响较大.经碳酸氢氨处理的NT组细菌群落组成与碱解氮、有效磷和速效钾

成正相关,与有机质和pH值成负相关.加入油饼的强还原处理的OT组细菌群落组成与有机

质和pH值成正相关,与碱解氮、有效磷和速效钾成负相关.未处理的土壤在不同采样时间点

采集到的土壤(CK1组和CK2组)细菌群落组成受有机质、pH值、碱解氮、有效磷和速效钾影

响较小(图2C).将富集的前10种细菌代谢功能进行分析,OT组土壤细菌代谢功能与CK1组、
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CK2组和NT相比功能变化大,它的尿素水解和硝酸盐还原功能显著减弱,纤维素分解功能增

强(图2D).结果表明,强还原处理改变了土壤细菌微生物群落组成,提高了纤维素分解菌群的

丰度,促进了纤维素的分解.

A为不同土壤处理后的微生物群落结构;B为不同处理后土壤中环境因子对细菌群落组成的影响;

C为不同土壤处理后细菌微生物群落结构;D为不同土壤处理对细菌微生物群落结构的影响;

p≤0.05标记为“*”,p≤0.01标记为“**”,p≤0.001标记为“***”.

图2 连作土壤添加不同物质强还原处理后细菌微生物群落结构和功能变化

2.4 土壤处理措施对连作生姜土壤真菌群落结构与功能的影响

OT组土壤中真菌群落的Shannon指数均高于CK1空白对照组和CK2空白对照组两次土

壤采样,差异具有统计学意义;而OT组土壤中真菌群落的Shannon指数与NT组比较,差异

无统计学意义;CK1空白对照组与CK2空白对照组采样土壤中真菌群落的Shannon指数比较,
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差异无统计学意义(图3A).结果表明,试验点土壤真菌群落多样性受温度影响较小,土壤经改

良措施后可增加土壤中真菌群落的多样性.
土壤经改良措施处理后可改变生姜连作土壤的真菌群落组成.OT组与CK1空白对照组相

比较,显著提高了被孢霉属(Mortierella)(由7.31%上升至24.33%)、毛壳菌属(Chaetomium)
(由2.17%上升至19.15%)、木霉属(Trichoderma)(由3.95%上升至5.58%)的丰度,显著降低

了短梗蠕孢属(Trichocladium)的丰度(由67.08%降至23.10%).OT组与NT组相比,短梗蠕

孢属(Trichocladium)和毛壳菌属(Chaetomium)丰度较高,分别为23.10%和19.15%;而被孢

霉属(Mortierella)、青霉属(Penicillium)、篮状菌属(Talaromyces)和曲霉属(Aspergillus)在

NT组中的丰度较高.CK1组与CK2组相比较,短梗蠕孢属(Trichocladium)丰度显著降低,由

67.08%降至8.34%,而毛壳菌属(Chaetomium)丰度显著升高,由2.17%升高至46.39%(图3B).
对真菌群落组成进行环境因子关联分析表明,pH值、有效磷、速效钾、碱解氮对真菌群落

的组成影响较大,有机质对真菌群落的组成影响小.碳酸氢氨处理后的NT组真菌群落组成与

碱解氮、有效磷和速效钾成正相关,与pH值成负相关.加入油饼的强还原处理后的OT组和未

处理的土壤在不同采样时间点CK1空白对照组、CK2空白对照组真菌群落组成受有机质、

pH值、碱解氮、有效磷和速效钾影响小(图3C).

A为不同处理土壤真菌微生物群落的多样性分析;B为不同处理土壤中环境因子对真菌群落组成的影响;

C为不同土壤处理对真菌微生物群落结构的影响;D为不同土壤处理对真菌微生物群落功能的影响;

E为不同土壤处理对真菌微生物群落病原菌的预测;p≤0.05标记为“*”,p≤0.01标记为“**”,p≤0.001标记为“***”.

图3 连作土壤添加不同物质强还原处理后对真菌微生物群落结构和功能的影响
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真菌的营养方式主要分为包括病理营养型(Pathotroph)、共生营养型(Symbiotroph)和腐

生营养型(Saprotroph)3种.运用FUNGuild功能预测软件对真菌群落进行功能分析预测:各处

理组丰度前3的功能类群是未定义的腐生菌(UndefinedSaprotroph)、内生菌 凋落物腐生菌

土壤腐生菌 未定义的腐生菌(Endophyte-LitterSaprotroph-SoilSaprotroph-UndefinedSapro-

troph)和动物病原体 粪便腐生菌 内生菌 附生菌 植物腐生菌 木材腐生菌(AnimalPathogen-

DungSaprotroph-Endophyte-Epiphyte-PlantSaprotroph-WoodSaprotroph),结果表明随着温

度的降低,土壤中功能为腐生菌的丰度降低,但通过油饼改良后土壤中含3种营养方式的真菌

群落趋于相对平衡(图3D).

3 结论与讨论

连作易导致土壤微生物多样性降低、微生态系统失衡、病害加重等问题,从而引发连作障

碍[17].向连作生姜土壤中加入蚯蚓粪,可改善土壤养分,缓冲土壤pH值,提高土壤微生物的多样

性,可修复连作生姜土壤[18];向土壤中施入微生物菌肥可抑制土壤中病原菌,改善土壤微生物群落

结构,克服连作障碍[19].目前缓解生姜的连作障碍研究较少,本研究通过土壤改良,比较碳酸氢铵、

油饼处理土壤和未处理土壤的理化性质和微生物群落变化,结果表明,经碳酸氢铵处理后可显著增

加土壤中有机质的含量,缓冲土壤pH值,这与以前的研究结果一致[18-20];同时极显著增加土壤中

细菌、真菌微生物群落的多样,这与土壤强还原后可增加烟土的真菌群落一致[21-22].土壤中添加有

机物油饼处理后,细菌属群落未知属(norank_JG30-KF-AS9)、热酸菌属(Acidothermus)、康奈斯

氏杆菌属(Conexibacter)的丰度增加,而热酸菌属细菌具有较高纤维素分解能力,可增加土壤有机

质含量增加,增高土壤肥力[23].同时,真菌群落的结构中的腐生群落增加,而致病微生物数量降低,

这一与在土壤中添加甘蔗残渣,显著增加腐生真菌的研究结果一致[24].
被孢霉属(Mortierella)是从土壤中分离的丝状真菌之一,其主要功能是发酵生产食用油[25-26];

毛壳菌属(Chaetomium)也是栖生于土壤中的重要真菌,其主要作用是分泌细胞松弛素[27];木霉属

(Trichoderma)在工业、医学、农业中应用广泛,尤其作为生物杀真菌剂应用广泛[28-29].毛壳菌属和

曲霉属能有效抑制尖孢镰刀菌的生长,控制其在土壤中的数量减少植物枯萎病发病率[30-31].沙蜥属

(Saitozyma)能增加土壤中速效磷含量[32].速效磷不仅能促进植物根系生长发育[33],还能增强土壤

酸碱变化对植物影响的能力,及缓冲能力[34].研究表明,使用酒精与苜蓿土壤强还原处理后,土壤

中益生菌Chaetomium 的丰度显著升高[35];土壤中添加新鲜鸡粪对土壤进行生物润湿后,也显著提

高了土壤中益生菌Chaetomium 的丰度[36].本研究结果也表明,土壤中使用油饼强还原处理后,显

著提高了益生菌显著提高了被孢霉属(Mortierella)、毛壳菌属(Chaetomium)、木霉属(Trichoder-

ma)、曲霉属(Aspergillus)、Saitozyma(沙蜥属)等真菌的丰度,以上益生菌促进了翌年生姜的

产量.
此外,对细菌群落的功能预测表明,加入油饼土壤改良后,尿素水解和硝酸盐还原功能减弱,

这与姜田加入油饼强还原处理后碱解氮显著下降相关联,可能是油饼施入后带入大量的碳源,微生

物腐解油饼的过程中固定了一定氮素,导致土壤碱解氮含量减低[37],也可能是强还原处理形成的

厌氧高温环境有关,温度越高,碱解氮挥发得越快[38].虽然碱解氮明显降低,但是还是维持在生姜

正常生长的范围内23.71~69.95g/kg[39].
本研究在前茬仔姜采收后添加有机质(油饼)或碳酸氢铵处理连作土壤,添加油饼处理显著增
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加了土壤中有机质含量和微生物群落的多样性,提高了土壤pH值,改善了土壤条件和功能.翌年,

生姜田间发病严重度显著降低,仔姜产量显著升高,表明使用有机质改良土壤能缓解连作生姜枯萎

病,为重庆市仔姜的连作生产提供了技术支持.
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