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摘 要:为明确不同土壤消毒方式对烟草青枯病的防治效果,探讨不同消毒方式在生产上

的应用价值,解析不同消毒方式对土壤的微生态效应,本研究通过田间小区试验探究了不

同土壤消毒方式石灰氮(CC)、棉隆(DMTT)、氯溴异氰尿酸(CCA)和三氯异氰尿酸(TA)

对烤烟青枯病发生及根际微生物的影响.结果表明,整个调查期间DMTT、TA处理病情指

数和发病率均明显低于空白对照,发病高峰期调查结果显示相对防效分别为44.76%,

37.06%.同时,CC、DMTT、TA处理后均明显降低了烟草根际土壤青枯菌的含量.不同土

壤消毒方式处理改变了土壤微生物的多样性,DMTT、CCA、TA均在一定程度上降低了细

菌、真菌群落多样性和丰富度,与空白对照相比,变形菌门(Proteobacteria)在各处理相对

占比皆下降,其中DMTT下降最多,达28.14%;土壤消毒处理后根际土壤种厚壁菌门

(Firmicutes)相对占比均上升.在烟草根际土壤中,青枯菌的相对丰度与Solicoccozya 表现

出正相关,相关系数为0.85(p<0.001);4种土壤消毒剂均降低了短杆菌属(Solicoccozya)

的相对丰度,其中,DMTT降低最多,为98.00%,TA降低了52.82%.综上所述,棉隆、

三氯异氰尿酸土壤消毒处理可以有效降低病原菌相关微生物的数量,优化土壤微生态环境,

遏制烟草青枯病的发生,值得在一定区域推广使用.
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Abstract:Inordertoclarifythecontroleffectofdifferentsoildisinfectionmethodsontobacco
bacterialwilt,exploretheapplicationtechnologyandvalueofdifferentdisinfectionmethodsin
production,andanalyzethemicroecologicaleffectofdifferentdisinfectionmethodsonsoil,in
thispaper,theeffectsofdifferentsoildisinfectionmethodsontheoccurrenceofflue-curedto-
baccobacterialwiltandrhizospheremicroorganismswereinvestigatedthroughfieldplotexperi-
ments.TheresultsshowedthatthediseaseindexandincidenceofDMTTandTAtreatments
weresignificantlylowerthanthatofcontrolduringthewholeadjustmentperiod.Theresultsal-
soshowedthattherelativepreventioneffectivenesswas47.76%and37.06%.Atthesametime,
CC,DMTTandTAtreatmentssignificantlyreducedthecontentofsolanacardiaintobaccorhi-
zospheresoil.DMTT,CCAandTAallreducedthediversityandrichnessofbacterialandfungal
communitiestoacertainextent.Comparedwiththecontrolgroup,therelativeproportionof
Proteobacteriaineachtreatmentdecreased,withthemostdecreasinginDMTT,whichreached
28.14%.Secondly,therelativeproportionofFirmicutesinrhizospheresoilincreasedaftersoil
disinfection.Intherhizospheresoiloftobacco,therelativeabundanceofsolanaceariashoweda
verysignificantpositivecorrelationwithSolicoccozya,andthecorrelationcoefficientwas0.85
(p<0.001).AllthefoursoildisinfectantsreducedtherelativeabundanceofSolicoccozya,a-
mongwhich,DMTTreducedthemost(98.00%)andTAreduced52.82%.Insummary,the
soildisinfectiontreatmentwithdazometandtrichloroisocyanuricacidcaneffectivelyreducethe
numberofpathogenicbacteriarelatedmicroorganisms,optimizethesoilmicro-ecologicalenvi-
ronment,andcurbtheoccurrenceoftobaccobacterialwilt,whichcanbeappliedinproduction
insomeareas.
Keywords:soildisinfectant;tobaccobacterialwilt;microbial16Ssequencing

  烟草是我国重要的经济作物,我国烟草生产正向规模化、集约化方向发展,但受耕地、经

济效益及生产栽培条件等因素制约[1],烟草多集中种植,不可避免地导致连作[2],而烟草长期

连作容易引起土壤酸化、土壤营养失衡、土壤病原菌大量积累,甚至导致土传病害暴发,严重

影响烟草的产量和质量.在长期连作模式下,烟草青枯病(TobaccoBacterialWilt)是最易暴发

的土传病害之一.
青枯雷尔氏菌(Ralstoniasolanacearum)是引起烟草青枯病的致病菌,侵染烟株后最典型

的症状为叶片枯萎,发病初期烟株下部叶片主脉一侧叶肉组织萎蔫、发黄,湿度大时呈水渍状

褪绿斑.随着病害发展,烟株一侧叶片枯萎,呈“半边疯”状,发病后期茎杆上出现黑色条斑[3-4].
该病害已成为影响烟草健康生产最为严重的病害之一[5],尤其在我国南方烟区、长江流域发病

较为普遍,近些年有向北方蔓延的趋势[6].带菌土壤是青枯菌的主要侵染源[3],且土壤中青枯

菌的数量与植物青枯病发病率呈显著正相关[7-8],如能及时消除土壤中的病原菌,可以缓解细
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菌性青枯病的发生.化学防治一直是降低田间病原菌的初始侵染量的有效手段[5,9],与其他防

治方法相比,化学防治具有简单、高效、成本低的优点[10].应用杀菌剂是化学药剂防治土传细

菌病害的最快速、最有效、最方便的防治手段.将化学药剂用于土壤处理,消除土壤中的有害

生物以及不良因素的过程,便称之为土壤化学消毒技术[11-12].利用土壤消毒打破微生物障碍,

可有效预防青枯病等土传病害[10,13].土壤熏蒸消毒是指将熏蒸剂通过注射或混土的方式施入

到土壤中,采用专用塑料薄膜密封熏蒸10~15d,使熏蒸剂气体扩散至不同深度土层,达到杀

虫防病的效果,熏蒸剂防治谱广,对土壤中的病原细菌、真菌、杂草和地下害虫均有较好的防

效.土壤熏蒸剂大多为小分子化合物,在土壤中降解快,在作物和果实中均无残留[11].石灰氮、

棉隆是生产中最常见的2种固体熏蒸剂[12].两者都是通过与水反应产生活性物质从而杀灭土壤

中的病原体,但两者产生的活性物质有所不同,石灰氮与水反应产生氰胺和双氰胺[14],棉隆在

土壤中遇水会产生异硫氰酸甲酯(Methylisorhodanate,MITC)等有毒气体[11,15],这些气体能在

土壤团粒间迅速扩散,杀灭其中的各种病原菌、害虫和杂草种子.此外,土壤消毒过程中还可

以通过直接将杀菌剂应用于土壤以达到灭菌目的,氯溴异氰尿酸是烟草生产中常见的消毒

剂[16-19],该药剂能缓慢释放Cl和Br,形成次氯酸(HOCl)和溴酸(HOBr),因而具有强烈的杀

菌作用[19].三氯异氰尿酸为常见的消毒剂[20],但在烟草生产应用较少,该消毒剂有效氯含量

高,可释放次氯酸[21],对细菌灭杀效果较好[20,22-23].以上4种药剂均为广谱性土壤消毒剂.
目前,我国有关烟草青枯病土壤消毒剂技术的研究十分有限,因此,本研究探究了不同消

毒方式下青枯雷尔氏菌的丰度变化,分析土壤消毒后对烟草青枯病发生和土壤微生物群落变化

差异的影响,以为准确挖掘高效防治烟草青枯病的化学药剂及田间消毒技术提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 试验地点与小区处理

1)试验地点.试验地安排在重庆市酉阳县苍岭镇苍坝村烟草种植单元,海拔1040~1200m,

酉阳县苍岭镇28°99'N,108°60'E.试验所用烟苗采用漂浮育苗,试验区均按相关技术标准进行

统一大田管理,中心花开放打顶,用12.5%氟节胺EC控制腋芽.烟草种植密度为行距115cm,

株距55~60cm,每667m2 为1100株左右.试验品种选择“云烟87”,由重庆市烟草公司提供.

2)试验小区处理.试验共设5个处理,3次重复,共15个小区,小区面积约66.67m2,设置

保护行,试验地面积约为1333.33m2.处理1为每667m2 使用75%石灰氮(CC)10kg,处理2
为每667m2 使用95%棉隆(DMTT)10kg,处理3为每667m2 使用42%氯溴异氰尿酸(CCA)

180g,处理4为每667m2 使用98%三氯异氰尿酸(TA)200g,处理5为空白对照(CK).

3)施药方法.石灰氮、棉隆施药前3~7d灌水,调整土壤相对湿度,土壤含水量应达到田

间持水量的60%以上(用手可压成各种形状而无湿痕),起垄前先施药,起垄后立即用常规塑料

薄膜覆盖密闭土壤,用垄间新土将薄膜四周压实,保持密闭消毒20d左右,按照当地移栽技术

规程,打移栽孔透气10d后做烟草发芽测试,如无影响即可移栽烟苗.三氯异氰尿酸、氯溴异

氰尿酸于移栽前10d每667m2 对水100kg灌土处理.

1.2 烟草根际土壤采集时间及方法

于烟草移栽后50d采集烟草根际土壤,每个试验田取4个样方作为区内重复,每个样方内

随机选取5株烟,使用灭菌铲采集5~20cm的耕层土壤土样,采集时去除表层5cm 的土壤,

利用土铲截断烟株根系,将采集的各样点根系去除动植物残体、石块等杂物后迅速装入无菌自
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封袋,放置于-4℃冰盒,3h后抵达室内,轻轻抖落根系上附着的土壤,装入无菌管,放置

于-80℃冰箱保存,并用于土壤DNA提取.

1.3 烟草根际土壤青枯病菌含量检测

土壤样品DNA提取:每个重复土壤样品称取0.5g新鲜土壤,按照 MP公司的FastDNA

SpinKitforSoil土壤DNA快速提取试剂盒说明书提取土壤总DNA,提取结果用1%琼脂糖凝

胶电泳检测.PCR扩增:以处理后的土壤样品DNA为模板,进行常规PCR扩增,PCR产物用

1.5%的琼脂糖电泳,每个样品重复两次检测.土壤中青枯病菌RT-PCR检测:以处理后的土壤

样品基因组DNA为模板,进行RT-qPCR扩增.RT-qPCR扩增体系见表1.反应程序为:95℃
预变性1min;95℃变性15s,59℃退火15s和72℃延伸20s,40个循环;最后72℃延伸

10min,4℃保存.用于青枯菌定量的引物体系见表2.通过土壤青枯病菌浓度的对数和

RT-qPCR循环数线性方程y=-2.0241x+35.952计算土壤中青枯病菌的含量[24-25].

表1 荧光定量PCR反应体系 μL

反应成分名称 用量

ProTapHSSYBRGreen 10
FlicF(10μM) 1
FlicR(10μM) 1
DNA 1
ddH2O 7

表2 用于青枯菌定量的引物体系

引物名称 序列(5’to3’) 扩增基因 片段大小

FlicF GAACGCCAACGGTGCGAACT fllic 400
FlicR GGCGGCCTTCAGGGAGGTC

1.4 不同土壤消毒方式处理后烟草根际土壤微生物多样性分析

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,用于土壤DNA扩增的引物体系见表3.针对细菌16SrRNA特异性V3~V4可变区

进行扩增.
参照田明慧等[26]的研究中的方法,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 AxyPrepDNA GelExtractionKit(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.

表3 用于土壤DNA扩增的引物体系

引物名称 序列(5’to3’)

515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

806R GGACTACHVGGGTWTCTAA

1.5 病害调查与计算

烟草病害发生情况按照《烟草病虫害分级及调查方法》(GB/T23222—2008)调查.结合当地
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的病害发生特点对青枯病进行系统调查,调查每个小区的发病株数及发病级数并计算发病率.
在发病初期开始调查,根据青枯病的发生情况,每隔7d调查一次,连续调查4次以上.利用

Excel2016进行数据整理;使用GraphpadPrism9.0绘图.

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)

1.6 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)对样本原始测序数据、拼接质控及序列降噪之后的数据信息进行统一管理.
从原始测序数据获得样本真实序列信息ASVs(AmpliconSequenceVariant),基于ASVs代表

序列信息和丰度信息,进行后续物种分类学分析、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).应用IBMSPSS17.0计算多重比较和独

立样本t检验;VENN分析采用在线网站制作(https://ehbio.com/test/venn/#/),采用 R

studio“corrplot”包绘制自相关性矩阵.

2 结果与分析

2.1 不同土壤消毒方式对烟草青枯病的影响

由试验结果可知,施用不同土壤消毒剂后均在一定程度上减轻了烟草青枯病的发生,其中

DMTT对青枯病的防治效果最好,其次为TA.7月29日,DMTT、TA处理的病情指数分别为

4.06,4.63,明显低于空白对照的7.36,DMTT、TA处理的发病率亦明显低于空白对照,差异

均具有统计学意义.DMTT、TA处理防效分别为44.76%,37.06%,CC、CCA处理在青枯病发

生前期有一定的防治效果,但随着时间推移防治效果不断减弱,病情指数与空白对照比较差异

无统计学意义(图1).

a为烟草青枯病发病率,b为烟草青枯病病情指数;其中,CC为75%石灰氮,DMTT为95%棉隆,
CCA为42%氯溴异氰尿酸,TA为98%氯异氰尿酸,CK为空白对照.

图1 不同土壤消毒剂烟草青枯病发病情况
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2.2 不同土壤消毒方式对烟草根际青枯菌丰度的影响

青枯菌鞭毛基因flicPCR扩增标准曲线见图2a,由图可知,青枯菌flic基因扩增线性相关

系数为0.991,符合扩增要求.图2b展示了50d不同消毒方式处理烟草根际土壤青枯菌含量,

CCA处理青枯菌丰度最高,达到3.25×109CFU/g,其次为空白对照,青枯菌含量达到2.31×

109CFU/g;DMTT、TA、CC处理后烟草根际土壤青枯菌含量为3.77×108CFU/g、6.79×108

CFU/g、6.67×108CFU/g,均明显低于空白对照,表明DMTT、TA、CC处理降低了烟草根际

土壤青枯菌的含量.

a为青枯菌flic基因定量PCR标准曲线,b为不同土壤消毒剂处理50d后烟草根际青枯菌丰度.

图2 不同土壤消毒方式处理后烟草根际青枯菌丰度

2.3 不同土壤消毒方式对烟草根际土壤真菌和细菌Alpha多样性的影响

不同消毒方式处理后烟草根际土壤微生物群落 Alpha多样性分析如表1所示,DMTT、

CCA、TA处理均在一定程度上降低了细菌群落的多样性和丰富度,其中DMTT处理的Ace指

数,Chao指数和Shannon指数降低最明显,组间数据比较差异无统计学意义.真菌群落Alpha
多样性数据表明,DMTT、CCA、TA处理也在一定程度上降低了真菌群落的多样性和丰富度,

且DMTT处理后烟草根际土壤真菌群落在Simpson指数上明显高于其他处理,这表明DMTT
处理明显降低了烟草根际土壤真菌群落的丰富度,而CC处理在一定程度上提高了真菌群落的

多样性;以上结果表明不同土壤消毒方式处理后,对烟草根际土壤微生物多样性的影响不同,

其中DMTT处理对真菌群落的影响更明显.

表1 不同土壤消毒剂方式土壤细菌、真菌群落Alpha多样性指数 μL

界 处理方法 Ace指数 Chao指数 Shannon指数 Simpson指数

细菌 CC 457.78a 450.66a 2.90a 0.150a
DMTT 282.75a 280.33a 2.21a 0.319a
CCA 330.05a 329.67a 2.76a 0.172a
TA 298.92a 293.72a 2.97a 0.099a
CK 394.86a 390.33a 3.09a 0.162a

真菌 CC 457.78a 450.66a 2.90a 0.150b
DMTT 282.75a 280.33a 2.21a 0.319a
CCA 330.05a 329.67a 2.76a 0.172b
TA 298.92a 293.72a 2.97a 0.099b
CK 394.86a 390.33a 3.09a 0.162b

  注: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).
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2.4 不同土壤消毒方式对土壤微生物β多样性影响

由图3a可见,在OTU水平上对不同消毒方式处理后50d烟草根际土壤进行PCoA分析,
细菌群落的PCoA分析结果表明,第一、二主坐标的贡献率分别为27.09%和16.60%.各处理在

PC2轴上分离,其中CC、TA处理的样本点与CK距离较远,而DMTT、CCA处理与CK样本

点距离较近,表明CC、TA处理根际土壤细菌群落结构与空白对照差异较大,而DMTT、CCA
处理根际土壤细菌群落结构与空白对照相近.

由图3b可见,对真菌群落的 PCoA 分析结果表明,第一、二主坐标的贡献率分别为

26.44%和18.40%,ANOSIM组间差异检验的R 值为0.4785,p 值为0.001.同时,各处理在

PC1轴上分离,其中DMTT、TA处理样本点与空白对照距离较远,表明DMTT、TA处理根

际土壤真菌群落结构组成与空白对照相比差异较大.
通过物种维恩图分析统计了不同消毒剂处理后烟草根际土壤中共有和特有的微生物属数

量,结果如图3c、图3d所示,不同处理共有的细菌属421个、真菌属100个,CC、DMTT、

CCA、TA处理和空白对照特有的细菌属为51,51,22,28和53个;CC、DMTT、CCA、TA处

理和空白对照特有的真菌属为49,29,36,29和38个,表明4种土壤消毒剂处理后,都能影响

烟草根际微生物群落的组成,且具有各自独特的微生物类群.

a,b为不同消毒方式处理ASV水平下烟草根际细菌、真菌群落的PCoA分析,样本点的颜色代表不同的处理;

c,d为细菌、真菌群落在属水平下的VENN分析结果,各颜色框内重合区域表示处理之间共有的微生物属.

图3 不同土壤消毒方式对土壤微生物Beta多样性的影响度
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2.5 不同消毒方式处理土壤微生物群落组成

不同消毒方式处理根际细菌共注释到1个域(Domain)、1个界(Kingdom)、44个门(Phy-

lum)、127个纲(Class)、293个目(Order)、465个科(Family)、950个属(Genus),大多数序列

属于变形菌门(Proteobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和绿弧菌门

(Chloroflexi)等,图4a显示出不同处理门水平下的细菌群落堆叠柱状图,不同土壤消毒方式处

理后与空白对照组细菌门组成相同,丰度不同,4种土壤消毒剂处理后烟草根际土壤变形菌门

(Proteobacteria)相对占比皆下降,其中DMTT下降最多,相较于对照降低了28.14%;4种土

壤消毒剂处理后根际土壤中厚壁菌门(Firmicutes)相对占比上升,其中CCA上升最多,相较于

空白对照上升了1.73倍.
不同消毒剂处理根际真菌共注释到1个域(Domain)、1个界(Kingdom)、13个门(Phy-

lum)、46个纲(Class)、101个目(Order)、243个科(Family)、500个属(Genus),大多数序列属

于担子菌门(Basidionycoan)、子囊菌门(Ascomyeota)和被孢霉门(Mortierellomycota)等,如图

4a所示,不同处理门水平下的真菌群落堆叠柱状图,除TA处理以外,其余处理均降低了担子

菌门(Basidionycoan)相对丰度,其中DMTT下降最多,相较于对照下降了37.5%;同时,子囊

菌门(Ascomyeota)丰度均上升,DMTT处理上升最多,相较于对照上升了80.0%.

a为细菌,b为真菌.

图4 土壤微生物群落基于门分类水平下在Bray-Curtis距离的群落组成
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由图5可见前14个优势菌,其中8类未确定.分析已确定分类地位的细菌发现,与空白对

照相比,CC处理后类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、芽孢杆菌属(Bacillus)相对丰度降低;

DMTT处理后芽孢杆菌属(Bacillus)、金黄杆菌属(Chryseobacterium)降低;CCA处理后芽孢

杆菌属(Bacillus)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)降低;TA处理后芽孢杆菌属(Bacillus)、类

芽孢杆菌属(Paenibacillus)相对丰度下降;但未达到显著水平.不同土壤消毒方式处理后均降

低了产黄杆菌属(Rhodanobacte)、Methylovirgula、norank_f__Chitinophagaceae、unclassi-

fied_f__Bacillaceae等差异细菌属的丰度.
真菌群落中,空白对照优势菌群第三大优势菌属为短柄菌属(Solicoccozyma),其相对丰度

为16.15%,DMTT处理显著降低了短柄菌属(Solicoccozyma)的相对丰度,降低了98.00%,

CC、CCA和TA处理分别降低了12.88%、57.70%和52.82%.对照处理中第五大优势菌属

Tausonia属(7.12%),CCA、TA处理后明显降低了Tausonia属.

a为细菌,b为真菌.

图5 土壤微生物群落基于属分类水平下在Bray-Curtis距离的群落组成

2.6 青枯菌与根际差异菌属的相关性分析

利用自相关性矩阵检验Ralstonia与差异菌属的相关性,结果如图6所示,烟草根际土壤

中Ralstonia的相对丰度与差异真菌属Solicoccozya、Mucor表现出明显正相关,其相关性系数
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与p 值为0.85(p<0.001),0.60(p=0.018);Ralstonia 与细菌属Rhodanobacter、Methylovir-

gula、Unclassified_Streptomycetaceae表现出正相关,相关系数与p 值为0.57(p=0.027),

0.55(p=0.035),0.54(p=0.037);以上结果表明,不同消毒方式处理后,对差异微生物的影响

也在一定程度上间接影响了青枯雷尔氏杆菌在烟草根际土壤的相对丰度.

图6 烟草根际土壤劳尔氏菌属与差异微生物属的相关性

3 结论与讨论

3.1 不同土壤消毒方式对烟草青枯病发生的影响

本试验探究了4种土壤消毒剂对烤烟抗病性及其土壤微生物群落的影响,由试验结果可

知,在大田条件下,不同土壤消毒方式处理后均能在一定程度上减轻烟草青枯病的发生,其中

棉隆(DMTT)对青枯病的防治效果最好,其次为三氯异氰尿酸(TA),其病情指数与发病率均

明显低于空白对照,这表明利用DMTT、TA处理对土壤进行消毒,可以有效控制烟草青枯病

的发生.在秦平伟等[27]和黄石旺等[28]的研究中,棉隆对烟草青枯病的相对防效可以达到70%,

89%.本研究也发现棉隆对烟草青枯病具有良好的控病效果,但由于土壤条件如温湿度、施药

剂量、使用方法、土壤改良剂、施药季节等差异导致最终的防效略有差异.
3.2 不同土壤消毒方式对青枯菌丰度的影响

室内定量结果表明,CCA处理青枯菌丰度最高,其次为空白对照,而DMTT、TA、CC处

理后则明显降低了烟草根际土壤青枯菌含量,均明显低于空白对照.表明在DMTT、TA、CC
处理后,有利用于缓解烟草根际受到胁迫.CC处理与TA处理青枯菌丰度相近,但在田间表型

不同,这可能是由于不同消毒方式对土壤中非靶生物的影响差异造成的,在罗飞等[18]的研究

中,室内条件下氯溴异氰尿酸的青枯菌EC50为273.99mg/L,与其他的土壤消毒剂相比,CCA
在烟草生产的的应用较多,本试验田的烟草配套技术措施中存在CCA用于叶面消毒的措施,

这也可能导致土壤中的青枯菌产生抗药性,同时,试验土壤采样时间位于烟株旺长期,根际微

生物群落已历经短期演变,这也可能是导致CCA处理效果不佳的原因.
3.3 不同土壤消毒方式对烟草根际土壤微生物的影响

对不同土壤消毒剂处理后烟草根际土壤微生物的数据分析表明,不同土壤消毒方式处理后

改变了土壤微生物的多样性,DMTT、CCA、TA均在一定程度上降低了细菌、真菌群落多样

性和丰富度,这与王红燕[29]的结果较为一致.石灰氮在一定程度上提高了土壤微生物群落的多

样性,也与刘晨祥[30]、高正睿等[31]的研究结果相符.在属水平上,利用One—wayANOVA检
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验,筛选出隶属于变形菌门的差异细菌属———norank-Mitochondria;隶属于差异真菌属担子菌

门———Solicoccozya、Tausonia,子囊菌门差异真菌属———Cladosporium;青枯雷尔氏杆菌

(Ralstonia)与差异菌属的相关性分析结果表明,与差异真菌属Solicoccozya、Mucor可能存在

拮抗关系,与差异细菌属———Rhodanobacter、Methylovirgula、Unclassified_Streptomycetace-
ae可能存在协同作用;迄今为止,大多数根际微生物群落抵抗病原菌的研究都聚焦于根际微生

物如何直接抑制土传病原菌的生长.但有研究表明,一些根际细菌能够促进病原菌的生长,成

为土传病原菌在根际定殖增长的帮手[32].本研究通过相关性分析发现5个与劳尔氏菌属显著相

关的微生物属,这表明土壤消毒技术可能通过降低与青枯菌存在协同关系微生物属(例如 Rho-
danobacter、Solicoccozyma)的相对丰度达到控病的效果,此外DMTT、TA对这些差异细菌属

的影响大于CC和CCA处理,这可能是导致DMTT与TA处理在烟草青枯病发病高峰期的控

病效果优于其他处理的原因.相比常规农药,消毒处理的毒性一般较高,使用要求也极为苛刻.
本研究发现与空白对照相比,不同土壤消毒方式处理也降低了有益菌属芽孢杆菌属(Bacil-

lus)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)的丰度,鉴于消毒剂对益生菌群的影响,认为在土壤处理

后及时补充有益微生物,如配施微生物菌肥非常必要[6].
综上所述,本研究首次明确了石灰氮、棉隆、氯溴异氰尿酸和三氯异氰尿酸等不同土壤消

毒方式对青枯菌和土壤微生物的影响,结果表明棉隆和三氯异氰尿酸消毒处理能明显减少田间

烟草青枯病的发生,降低田间病原菌的初始侵染量,但土壤消毒技术在一定程度上降低了土壤

微生物群落的多样性,建议使用土壤消毒技术后,补充相应的有益微生物,同时在连作障碍严

重地块开展该技术.
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