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摘 要:本研究以烟草青枯病不同抗性烤烟品种“云烟87”“HN2146”“K326”和“GZ36”为

试验材料,在湖南省湘西土家族苗族自治州进行田间试验,采用16SrDNA高通量测序方

法,分析了4个烟草品种根际土壤细菌群落结构特征.结果表明,感病品种“云烟87”与抗病

品种“GZ36”和“HN2146”在微生物群落结构上差异显著,感病品种“云烟87”根际中主要以

变形菌门为主,抗病品种“K326”和“HN2146”主要以酸杆菌门和芽单胞菌门为主.在抗病品

种“K326”和“HN2146”中,与抗病相关的细菌类群如芽单胞菌门相对丰度分别为5.43%和

4.80%,显著高于“云烟87”相对丰度4.16%.此外,抗病品种“GZ36”“K326”和“HN2146”
中的劳尔氏菌属(Ralstonia)的相对丰度分别为0.002%,0.009%和0.005%,显著低于“云

烟87”的0.12%.研究结果表明,抗病品种根部能够富集有益微生物种群,可抑制Ralstonia
属种群丰度,提高自身抗病性.本研究解析了烟草青枯病不同抗感品种根际土壤细菌群落

结构的差异,为烟株抗青枯病的微生态机理和今后青枯病的防控提供了理论支撑.
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Abstract:Inthisstudy,fieldexperimentswereconductedinXiangxi,HunanProvince,using
tobaccovarieties‘Yunyan87’‘HN2146’‘K326’and‘GZ36’withdifferentresistancetotobac-
cobacterialwiltasmaterials.16SrDNAwasusedtoanalyzethecharacteristicsofrhizosphere
soilbacterialcommunitystructureoffourvarietiesbyhigh-throughputsequencingmethod.The
resultsshowedthatthereweresignificantdifferencesinmicrobialcommunitystructurebetween
susceptiblevariety‘Yunyan87’andresistantvarieties‘GZ36’and‘HN2146’.Therhizosphere
ofsusceptiblevariety‘Yunyan87’wasmainlydominatedbyProteobacteria,whileresistantva-
rieties‘K326’and‘HN2146’weremainlydominatedbyAcidobacteriotaandGemmatimonado-
ta.Inresistantvarieties‘K326’and‘HN2146’,therelativeabundancesofdiseaseresistant
bacterialgroupssuchasGemmatimonadotawere5.43%and4.80%,respectively,whichwere
significantlyhigherthanthatof‘Yunyan87’(4.16%).Inaddition,therelativeabundanceof
Ralstoniainresistantvarieties‘GZ36’‘K326’and‘HN2146’was0.002%,0.009% and
0.005%,respectively,whichwassignificantlylowerthan0.12%of‘Yunyan87’.Itshowsthat
therootsofdiseaseresistantvarietiescanenrichbeneficialmicrobialpopulations,inhibitthe
populationabundanceofRalstonia,andimprovetheirowndiseaseresistance.Thisstudyana-
lyzedthedifferencesofrhizospheresoilbacterialcommunitystructureofdifferenttobaccobac-
terialwiltresistantandsusceptiblevarieties,andprovidedtheoreticalsupportforthemicroeco-
logicalmechanismoftobaccoplantresistancetobacterialwilt,andthepreventionandcontrolof
bacterialwiltinthefuture.
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  烟草青枯病是由青枯雷尔氏菌(Ralstoniasolanacearum)引起的毁灭性细菌性土传病害,每

年因青枯病危害引起的损失巨大,严重制约烟叶生产的发展,由于其侵染呈现出早期潜伏、后

期集中爆发、蔓延、死烟严重等特点,因此难以取得理想的防治效果.培育抗病品种是防治烟

草青枯病最经济有效的方法[1].然而,目前现有抗病品种随着种植年限的增加抗性逐渐减弱,

培育新的抗病品种耗时较久,亟需新的方法防治青枯病,利用有益微生物防治烟草青枯病成为

热门方向.研究表明,烟草品种对青枯病的抗性与其根际微生态环境有密切关系,抗病品种根

际会富集更多的有益微生物,这些微生物对于控制青枯病具有重要的应用价值[2-3].本研究对

4个不同抗感烟草品种根际微生物群落的结构进行了解析,了解了抗病品种和感病品种根际细

菌微生物群落的差异,筛选出烟草品种抗青枯病的关键微生物菌群,这将有利于阐释抗性品种

抗病的微生物机制,以及为有益微生物资源的挖掘与应用提供理论支撑.

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所用烟草品种为中国烟草青州研究所的“云烟87”、中国烟草青州研究所的“K326”、

中国烟草总公司湖南省烟草公司的“HN2146”和贵州烟草研究院的“GZ36”,均采用漂浮育苗,

移栽时间为4月28日,按相关技术标准进行统一大田管理.
1.2 试验地情况

试验地位于湖南省湘西土家族苗族自治州花垣县道二乡湘西金叶科技园,海拔530m,北
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纬28°15'38.8″,东经109°15'32.5″,地势平坦,田块规整地块较为平整,土壤pH值为6.27,有机质

含量为18.02g/kg,全氮含量为1.33g/kg,全磷含量为1.16g/kg,全钾含量为18.78g/kg,有效磷

含量为12.62mg/kg,土壤中的水解氮含量为328.20mg/kg,速效钾含量平均为227.40mg/kg.

1.3 试验设计

试验采取随机排列,每个品种设置4个小区,每个小区约800株烟,烟草种植密度为行距

120cm,株距55cm,设置保护行,小区随机分布,按照每667m2 移栽1100株烟苗的种植,大

约1hm2.

1.4 试验方法

1.4.1 土壤样本收集

参照沈宗专等[4]研究中的方法,本试验采取五点取样法,在每个小区选择各个品种健康植

株2株,拔出烟株,抖落块土,用毛刷刷下根际0~5mm土壤,每2株混合均匀后用采样袋装

好,置于冰盒,-80℃冰箱保存备用.

1.4.2 根际土壤样品DNA提取和文库构建

采用土壤微生物 DNA 快速提取试剂盒(FastDNASpinKit,MPBiomedicals,United

States)对土壤样品微生物总DNA进行提取,将提取的土壤微生物总DNA进行PCR扩增建立

测序文库.针对细菌16SrRNA特异性V3~V4可变区进行扩增,引物为515F(5'-GTGCCAGC-

MGCCGCGGTAA-3')和806R(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')[5].参照刘烈花等[6]研

究中的方法,进行PCR扩增,扩增结束后,使用2%琼脂糖凝胶回收PCR产物,利用AxyPrep

DNAGelExtractionKit(AxygenBiosciences,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产物委托上海美吉医药生物有限公司进行文

库构建及上机测序工作.

1.5 数据处理与统计学分析

采用IlluminaMiSeqPE300平台进行测序分析,通过Fastp(v0.19.6),FLASH(v1.2.7)和

Qiime2(v2022.2)对样本的原始测序数据、拼接质控以及序列降噪之后的数据信息进行统一的

管理.从原始测序数据获得样本中真实的序列信息 ASVs(AmpliconSequenceVariant),基于

ASVs代表序列信息和丰度信息,进行后续的物种分类学分析、群落多样性分析、物种组成分

析.利用Excel2016进行数据整理;使用 Mothur-1.30计算Alpha多样性指数,群落丰富度指

数(ACE指数、Chao指数和Sobs指数)和群落多样性指数Shannon指数,基于Kruskal-Wallis
秩和检验进行多组比较,基于Bray-Curtis距离进行主成分分析(Principalco-Ordinatesanalysis,

PCoA).IBMSPSS17.0和R语言软件用于计算多重比较和独立样本t检验;使用Graphpad

Prism9.0和Python-2.7进行绘图.

2 结果与分析

2.1 不同烟草品种根际土壤细菌测序深度评估

通过细菌16SrDNA高通量测序,对原始测序数据进行拼接质控之后的优化数据进行分

析,4个品种共12份土壤样品测序共获得细菌3615032条优化序列,平均碱基长度为256bp,

样本抽平后保留188344个读数进行分析,检测出20302个ASVs,归类到2609个种,1200个

属,590个科,358个目,148个纲,50个门.
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2.2 不同烟草品种根际土壤细菌群落多样性指数差异分析

为反映群落丰富度,对4个烟草品种根际土壤微生物多样性指数ACE指数、Chao指数和

Sobs指数进行分析发现,4个品种根际微生物ACE指数、Chao指数和Sobs指数由高到低依次

为“K326”“GZ36”“HN2146”“云烟87”(表1).其中,“K326”品种根际土壤细菌群落的ACE指

数、Chao指数和Sobs指数表现最高.此外,在Shannon指数方面,由高到低依次为“GZ36”

“HN2146”“K326”“云烟87”.4个品种ACE指数、Chao指数、Sobs指数和Shannon指数比较,

差异无统计学意义(p>0.05).

表1 不同烟草品种根际土壤细菌群落多样性指数

相关指数 GZ36 HN2146 K326 云烟87

ACE 5139±401.3a 4829±295.5a 5960±1222a 4712±782.6a
Chao 5131±401.3a 4826±292.2a 5953±1217a 4704±780.6a
Sobs 5106±378.2a 4820±284a 5810±1014a 4687±780.7a
Shannon 7.281±0.01a 7.255±0.12a 7.252±0.24a 7.053±0.43a

  注:表中小写字母不同表示差异具有统计学意义(p<0.05).

2.3 不同烟草品种根际土壤细菌群落PCoA分析

不同烟草品种根际土壤细菌群落结构基于ASV分类水平的PCoA分析,结果表明,感病

品种“云烟87”根际土壤细菌微生物群落明显区分于抗病品种“GZ36”“HN2146”和“K326”根际

土壤,不同烟草品种根际土壤细菌群落第1、2主坐标的贡献率分别为28.54%和15.08%,“云

烟87”根际土壤样本主要分布在1、4象限,而“GZ36”和“HN2146”主要分布在第2、3象限,差

异具有统计学意义(图1).

图1 基于Bray-Curtis距离的土壤细菌群落结构分析
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2.4 不同烟草品种根际土壤细菌群落结构组成与差异分析

对不同品种根际土壤细菌群落门水平上的组成特征进行分析,发现放线菌门(Actinobacte-

riota)、变形菌门(Proteobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)和酸杆菌门(Acidobacteriota)是相对

丰度最高的4个门,共占比超过细菌门水平类群的70%,其次为芽单胞菌门(Gemmatimonado-

ta)、浮霉菌门(Planctomycetota)、泉古菌门(Crenarchaeote)、厚壁菌门(Firmicutes)相对丰度

约为1.52%~6.44%(图2).

图2 不同烟草品种根际土壤细菌微生物群落在门水平上的分布

“云烟87”变形菌门的相对丰度为26.75%,显著高于“K326”和“HN2146”的相对丰度

(17.35%和16.79%),“云烟87”酸杆菌门和芽单胞菌门的相对丰度分别为5.55%和4.16%,显

著低于“K326”(11.72%和5.43%)和“HN2146”(10.49%和4.80%)的相对丰度(图3)。

在属水平上,4个品种根际细菌中共有菌属676个,“云烟87”“K326”“HN2146”“GZ36”分

别特有菌属60个、57个、67个、49个.此外,在细菌群落中,相对丰度显著不同的属有44个,

在感病品种“云烟87”根际土壤中norank_f__norank_o__Vicinamibacterales属、norank_f__

norank_o__norank_c__MB-A2-108属、norank_f__norank_o__11-24属、Roseisolibacter属的

相对丰度低于抗病品种,而norank_f__JG30-KF-AS9属、Acidothermus属、Novosphingobi-

um 属、unclassified_f__Oxalobacteraceae属、unclassified_o__Bacillales属、Methylobacte-

rium-Methylorubrum 属和Ralstonia属的相对丰度较抗病品种高.细菌群落中,相对丰度均大

于1%的属有2个,分别是norank_f__norank_o__Vicinamibacterales属和norank_f__JG30-

KF-AS9属.值得注意的是,在“云烟87”根际土壤中相对丰度显著高于抗病品种的变形菌门

中,青枯病致病菌所在的青枯菌属(Ralstonia)的相对丰度为0.12%,高于“GZ36”的0.002%、

“K326”的0.009%和“HN2146”的0.005%,差异均具有统计学意义.此外,一些未分类的细菌

的相对中的相对丰度为在抗感品种间也存在显著差异,如norank_f__norank_o__Vicinami-
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bacterales,其在“云烟87”中的相对丰度为1.209%,低于“GZ36”“K326”和“HN2146”的

2.674%,3.305%和3.805%.

图3 不同烟草品种根际土壤细菌门水平上存在显著差异的门

3 结论与讨论

不同植物品种根际微生物存在差异且与品种抗性密切相关,影响着土传病害的发生[7].烟

草青枯病是一种毁灭性的土传细菌病害,培育抗病品种是防治其最经济有效的方法,筛选拮抗

土壤微生物进行生物防治也是行之有效的方法之一[8-9].本研究利用高通量测序技术,以烟草青

枯病感病品种“云烟87”,抗病品种“K326”“HN2146”和“GZ36”为研究对象,分析了抗感品种根
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际土壤细菌群落结构特征,以期从抗感品种差异微生物中找到解决烟草青枯病的核心微生物,

为烟草青枯病的防治提供新思路.结果表明,4个品种根际细菌群落Alpha多样性指数ACE指

数、Chao指数、Sobs指数和Shannon指数比较差异无统计学意义,但PCoA分析表明感病品

种“云烟87”根际土壤细菌微生物群落和抗病品种“GZ36”“HN2146”和“K326”根际土壤细菌群

落明显不同.根际是植物-土壤-微生物和微生物-微生物相互作用的热点,微生物及其相互作用

可以在很大程度上抑制病原菌的生长并加强植物的抗病能力[10-11].近年来的研究表明,一些抗

病作物品种在根际富集了特定的细菌种类以抑制病原体[12-13].杨俊等[14]的研究发现,水稻抗感

细菌性条斑病品种的根际土壤可培养细菌群落结构存在很大的差异,抗病品种细菌属存在更多

生防菌;涂娜娜等[15]发现抗感桑树品种在属水平上丰度存在不同,抗性品种根际检测到丰度更

高的可能与其抗性有关的淡紫尼青霉属和丛枝菌根球霉菌目.本研究也发现,抗感烟草品种根

际土壤细菌群落结构不同,抗病品种“K326”和“HN2146”可能与抗性相关的芽单胞菌门的相对

丰度显著高于感病品种“云烟87”的相对丰度.此外,在属水平上,4个品种相对丰度显著不同

的属有44个,感病品种“云烟87”根际土壤中青枯菌属(Ralstonia)显著高于抗病品种.目前,有

研究通过微生物组学技术筛选出可抑制青枯病发生的细菌指标,如Kaistobacter属[16],进一步

筛选到拮抗微生物作为防治烟草病害的手段,如暹罗芽孢杆菌防治烟草赤星病[17],木霉菌防治

烟草黑胫病和根腐病[18-19],多粘类芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌防治烟草青枯病[20-21]等.本研究在

细菌中筛选出相对丰度显著不同的属44个,其中,感病品种“云烟87”根际土壤中区别于抗病

品种根际土壤的常见的细菌属有新鞘氨醇杆菌属(Novosphingobium)和甲基杆菌属(Methyl-

obacterium-Methylorubrum)和青枯菌属(Ralstonia),这3个属或许在青枯菌侵染植株上起着

辅助作用,而norank_f__norank_o__Vicinamibacterales属和norank_f__JG30-KF-AS9属将

作为烟草青枯病拮抗菌的筛选对象.
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