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生物肥料对香蕉枯萎病及土壤微生物的影响

张志红，李华兴*，韦翔华，刘序，彭桂香
华南农业大学资源环境学院，广东 广州 510642

摘要：香蕉枯萎病是真菌引起的一种土传病害，它的蔓延已经严重影响到香蕉产业的正常发展。将腐熟的有机肥与3种生防细菌(枯草芽胞杆菌、胶质芽胞杆菌和巨大芽胞杆菌)结合，组合成生物复混肥和生物有机肥，将它们施用在香蕉上，研究其对枯萎病病害防治效果。盆栽香蕉试验结果显示，2种肥料不仅能抑制香蕉枯萎病（防病效果分别为61.5％和53.8％），同时也引起土壤微生物群落发生变化，真菌数量明显下降，放线菌明显升高，细菌变化较小。通过相关分析发现，生物肥料中3种生防细菌总数与土壤中枯萎菌和普通真菌呈显著负相关，而与防病效果呈极显著正相关，有机肥中细菌与土壤细菌和放线菌含量也呈显著正相关。
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香蕉Musa sp.是单子叶草本植物，属芭蕉科芭蕉属植物，是世界著名热带、亚热带水果。中国是世界香蕉主产国之一，具有悠久栽培历史，据统计，中国2004年香蕉种植面积26.96万hm2，产量622.00万t，跃居世界第4。香蕉主要分布在广东、广西、海南、云南、福建等热带和部分亚热带地区，香蕉栽培面积和产量居全国水果第4位。然而在全球香蕉产业迅猛发展的同时，正遭遇有史以来最严重的威胁和挑战。香蕉镰刀菌枯萎病，又称巴拿马病，是由尖孢镰刀菌古巴专化型Fusarium oxysporum f.sp. cubense(FOC)侵染引起的一种毁灭性土传维管束病害，病菌蔓延快，很难根治。我国香蕉枯萎病近年来有加重趋势，发病率为10%~40%，严重时达90%以上[1-2]。目前防治香蕉枯萎病的方法有：① 轮作。由于我国蕉田比较分散，排灌不统一，导致轮作难度大；② 选用抗病香蕉品种。香蕉抗病品种育种周期长，短期内难以见效，并且香蕉品质也不如原来的品种；③ 化学防治。如使用多菌灵、敌克松、普克等杀菌剂灌兜，此法虽有一定防治作用，但效果并不理想[3-4]。并且长期使用杀菌剂，还将引起农药残留、环境污染、病原菌抗药性等问题；④ 生物防治。此方法被认为是目前最安全的防治措施，符合环境保护和有机食品发展要求[5-7]。本研究是将有机肥与生防细菌结合，制成不同生物肥料，应用到土壤中，从微生态角度控制枯萎病发生。
1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  菌种

生防细菌：枯草芽胞杆菌Bacillus subtilis、胶质芽胞杆菌Bacillus mucilaginosus和巨大芽胞杆菌Bacillus megaterium，枯草芽胞杆菌为本实验室保存，胶质芽胞杆菌和巨大芽胞杆菌由广东省微生物研究中心提供。
香蕉枯萎病病原菌（FOC4）：尖孢镰刀菌古巴专化型4号生理小种Fusarium oxysopoyum f.sp.cubence race 4，由华南农业大学资源环境学院植物病理系姜子德教授提供。
1.1.2  供试生物肥料
有机肥：用畜禽粪便和菇渣堆制发酵腐熟有机肥，使用之前在室内自然风干。

生物复混肥：以有机肥为载体，加入生防细菌混合菌剂，吸附量为10%（体积∶质量）。液体吸附完全后再加入少量尿素、过磷酸钙和氯化钾化肥，肥料配比（w/%）为N：4、P2O5：0.5、K2O：3。制备液体混合菌剂时[8]，枯草芽胞杆菌和巨大芽胞杆菌在牛肉膏蛋白胨培养基中培养48 h，含量均达到10×108 cfu·mL-1以上；胶质芽胞杆菌在硅酸盐细菌培养基中培养36 h，含量可达2×108 cfu·mL-1。3种细菌混合时，适当将胶质芽胞杆菌比例提高，保证它们的含量一致。
生物有机肥：仅在有机肥中加入与生物复混肥相同吸附比例的液体混合菌剂。3种肥料中N、P、K以及微生物含量测定结果见表1。
1.1.3  供试土壤

采自华南农业大学农场，由赤红壤发育而成的水稻土，其主要理化性质为：砂壤土，有机质含量19.00 g·kg-1；pH 7.66；全N、P、K分别为1.26 g·kg-1、0.51 g·kg-1和23.88 g·kg-1。测定方法参照《土壤农业化学分析方法》[10]。

表1 供试3种肥料的基本性质

Table 1  Properties of three fertilizers in the pot experiment

	肥料种类
	w(全N)
/(g·kg-1)
	w(全P）

/(g·kg-1)
	w(全K)
/(g·kg-1)
	生防细
菌总数

/(108 cfu·g-1)
	普通细菌数

/(108 cfu·g-1)

	有机肥

生物有机肥

生物复混肥
	21.30

21.30

48.24
	15.30

15.30

21.65
	21.40

21.40

52.65
	0

0.73 

0.45
	1.91

1.68

0.94


“0”表示在有机肥中没有检测到生防细菌。生防细菌检测参考国家相关标准[9]
1.1.4  供试香蕉 

粉蕉Musa paradisica杯苗，品种为广粉1号，由广东省农业科学院果树研究所提供。
1.2  试验设计
试验设8个处理：1、CK（不施肥，不加病原菌），2、病原菌（不施肥），3、有机肥+病原菌，4、灭菌有机肥+病原菌，5、生物有机肥＋病原菌，6、灭菌生物有机肥＋病原菌，7、生物复混肥＋病原菌，8、灭菌生物复混肥＋病原菌。每个处理设3次重复，每个重复有4盆，每盆种植1株香蕉。
生物复混肥按0.15 g N· kg -1土施入，其它肥料用量按照与生物复混肥中相等有机肥量计算。肥料和土壤灭菌条件为：121 ℃灭菌30 min，间隔1 d再灭菌1次。肥料分2次施入，基肥用量占总量60％，剩余40％在香蕉苗移栽15 d后均匀追施在蕉苗根际周围，并且与周围土壤混合均匀。盆栽试验选在华南农业大学资源环境学院玻璃网室。塑料盆大小为高14 cm，直径18 cm，装风干土2.5 kg。塑料杯中的香蕉苗有6~7片叶子，高约为10 cm左右，最适合作感病试验，移栽时一定要选择大小一致的苗。移栽5 d后，刮取PDA固体培养基上生长10 d左右的FOC4制备成孢子悬浮液，浓度为每毫升105个，采用伤根浇入法接种，每盆用量为10 mL。
1.3  试验管理与取样

试验期间，各处理盆栽管理措施均一致。香蕉移栽后，每隔15 d取环根际土样，共取3次。取土时，采样深度在10 cm左右，要尽量避免伤到香蕉根系。病原菌接种后每隔5 d观察蕉苗发病情况，记录发病症状。

1.4  测定项目和方法

土壤微生物测定：采用稀释平板计数法，细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基；真菌为链霉素-马丁氏孟加拉红培养基；放线菌为高氏一号培养基。FOC测定采用韩宝坤等提出的培养基和方法[11]。
病情指数和防病效果：香蕉枯萎病先从根部维管束侵入，然后侵害下部叶片叶鞘维管束，并由下而上不断扩展，因此根据这个特征将香蕉枯萎病分为以下5个标准：

0级：植株无枯黄症状

1级：植株下部叶片出现轻微的枯黄症状，嫩叶完好，少部分根系轻微褐变，茎部出现水渍状褐变

2级：植株下部叶片出现明显的枯黄症状，但嫩叶完好，根系出现褐变，茎部和假茎部出现水渍状褐变

3级：整个植株出现枯黄症状，根系褐变腐烂，茎部和假茎部褐变连片，少数叶柄出现红褐。

4级：植株出现枯萎死亡症状，根系严重褐变腐烂。

植物病情调查：病情指数和防病效果[12]
病情指数=∑（各级发病数×该级代表数）×100
总数×最高级代表值

防病效果= 对照病情指数-处理病情指数×100％

                 对照病情指数

2  结果与分析
2.1  生物肥料对香蕉枯萎病的生防作用
从图1可以看出，在香蕉苗发病初期，单接病原菌植株病情最严重，各肥料处理病情都低于病原菌，说明施肥对香蕉枯萎病防治具有一定效果。随着蕉苗生长，各处理病情指数都在上升，45 d调查时，灭菌和未灭菌处理有机肥病情指数和病原菌相同，防病效果为0（见图2）；未灭菌生物有机肥处理病情指数最低，防病效果为61.5％；未灭菌生物复混肥处理病情指数为23.0，防病效果为53.8％。灭菌肥料处理病情比不灭菌严重，这是由于灭菌杀死了肥料中包括生防细菌在内的所有微生物，因此影响生物肥料发挥作用。
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图1  不同肥料处理对香蕉枯萎病病情指数的影响

Fig. 1 Influence of different fertilizers on disease Index of banana wilt
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图2  不同肥料处理对香蕉枯萎病防病效果（移栽45 d）

Fig. 2  Antagonistic effect of different fertilizers on banana wilt
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图5  不同肥料处理土壤中细菌含量的比较

Fig. 5 Comparison of bacteria in different soil of fertilizers treatment

2.2  生物肥料对土壤微生物的影响

从图3可以看到不同处理土壤中FOC含量，3次取样检测中，未灭菌生物有机肥处理土壤中FOC含量最低，其次是生物复混肥，它们都显著低于单接病原菌。肥料灭菌处理后，土壤中FOC含量都高于不灭菌肥料处理，进一步证明了有益微生物所具有的防病作用。采用韩宝坤等方法检测土壤中香蕉枯萎菌，操作简单菌落特征明显：枯萎菌菌丝为白色，从平皿背面看，菌落中心有蓝紫色素形成。将疑似菌落分离纯化后与保存的FOC4比较，在形态和结构上没有差异，接种香蕉苗后也能引起枯萎病。
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图4  不同肥料处理土壤中真菌含量的比较

Fig. 4 Comparison of fungi in different soil of fertilizers treatment
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图3  不同肥料处理土壤中FOC含量的比较

Fig. 3 Comparison of FOC in different soil of fertilizers treatment
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图6  不同肥料处理土壤中放线菌含量的比较

Fig. 6  Comparison of actinomycetes in 
different soil of fertilizers treatment

从图4可以看出，施用未灭菌有机肥、生物有机肥和生物复混肥土壤中普通真菌含量都显著低于单接病原菌处理，而3种肥料之间差异较小。从整体看，普通真菌数量随时间变化比较平缓，因为真菌对外界胁迫的忍耐能力较强[13]。从不同时期细菌数量变化看（图5），第一次取样时未灭菌有机肥处理土壤中细菌含量最高，其次为生物有机肥和生物复混肥，它们都显著高于病原菌处理；病原菌处理又显著高于对照。随着时间延长，土壤中细菌数量逐渐下降，不同处理之间差异也不显著。从放线菌含量变化可以看出（图6），生物有机肥处理土壤中放线菌含量最高，3次取样含量都显著高于对照和病原菌处理，前2次取样结果也显著高于有机肥处理。生物复混肥对土壤放线菌促进作用在后期表现较好，初期较差。
2.3  肥料和土壤微生物特征与防病效果的相关性

表2列出了保存一个月肥料中普通细菌、生防细菌以及土壤中细菌、真菌、放线菌、FOC和防病效果的相关性分析结果。可以看出，生物肥料中3种生防细菌总数与土壤中FOC含量呈极显著负相关，与普通真菌显著负相关，而与防病效果呈极显著正相关，这个结果表明在本试验条件下，肥料中功能细菌含量高，就能在一定程度上改变土壤生态环境，抑制FOC等真菌生长和繁殖。有机肥中细菌与土壤细菌和放线菌含量呈显著正相关，所以保持有机肥生物活性也是非常重要的。土壤中真菌和FOC数量与防病效果呈极显著负相关，这也正说明土壤中FOC和其它真菌是引起香蕉枯萎病害的主要因素。

3  讨论与结论
目前在国内外香蕉枯萎病防治上，加入的生防细菌一般用液体菌剂[14-15]，或者用滑石粉、木屑等简单吸附[7,16]。本研究将充分腐熟的有机肥和生防细菌结合，不仅可以保证生防细菌发挥作用，同时有机肥中的养分和有益微生物还起到辅助作用。生防细菌在有机肥协助下形成 “基质－菌群” 生态系统[17]，更有利于调节土壤微生态环境，改变香蕉根际土壤微生物生态特征和物理化学特性，从而起到防病、抑病作用。3种肥料灭菌处理后，防病效果比相应不灭菌肥料差，原因是灭菌杀死了有机肥本身和添加的微生物，因此抗病效果受到影响。有机肥、生物有机肥和生物复混肥施入到土壤中还影响土壤中三大类微生物数量，与单接病原菌处理比较，土壤细菌和放线菌都得到显著提高，真菌则显著下降。通过相关分析发现，生防细菌含量可能是

影响防病效果关键因素[18]，它与土壤中真菌和FOC含量呈显著和极显著负相关，与防病效果呈极显著正相关。但是土壤微生态环境的变化与防病效果关系还需要进一步深入研究，需要采用多种研究方法和技术手段，结合分子生物学、植物病理学和根际微生态学，为真菌土传病害特别是香蕉枯萎病防治打开新的思路。
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Infulence of biological fertilizers on banana wilt disease

and microorganisms in soil

Zhang Zhihong, Li Huaxing, Wei, Xianghua, Liu Xu，Peng Guixiang
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Abstract: Banana wilt was a soil-borne disease caused by Fusarium oxysopoyum, and its spread has seriously affected the normal development of the banana industry. The combination of decomposed manure with three kinds of bacteria（Bacillus subtilis，Bacillus mucilaginosus and Bacillus megaterium）may produce bio-organic fertilizer and bio-compound fertilizer. Application of them was a very effective biological control of banana wilt. The pot experiment result showed that bio-organic fertilizer and bio-compound fertilizer not only inhibited the banana wilt disease (antagonistic effect, respectively, 61.5% and 53.8%), but also changed microbial communities in soil: significantly decreased the number of fungi, increased actinomycetes, smaller changes in bacteria. Through correlation analysis, the total number of three functional bacteria in biological fertilizers was significantly negatively correlated with the number of FOC and fungi in soil, significant positive correlation with antagonistic effect .Bacteria in organic fertilizer was a significant positive correlation with bacteria and actinomycetes in soil.
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