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252059)

摘要 针对近年来聊城市行道树国槐死亡率激增的现象,通过分析不同生长状态的国槐根际土壤理化性质

和微生物群落结构,揭示了国槐生长状态与土壤环境之间的关联性。结果表明,不同生长状态的国槐的根际

土壤中有机质、总氮、总磷和全钾含量处于中高水平,速效钾含量丰富,但水溶性氮和有效磷含量处于中低水

平。相较于生长势弱和健康生长的国槐,主干已死亡的国槐的根际土壤展现出更高的细菌物种多样性,而真

菌物种多样性则相对较低。在死亡的国槐的根际土壤中,腐生性的Agaricus属、寄生植物的Peziza属和引起

根腐病的Fusarium属真菌的物种丰度较高。相对而言,在健康生长的国槐的根际土壤中,生物刺激素类真

菌Mortierella属具有较高的物种丰度。研究结果将为国槐的栽培与管理提供科学依据。
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Abstract With
 

regard
 

to
 

the
 

recent
 

surge
 

of
 

mortality
 

rate
 

of
 

ornamental
 

Sophora
 

japonicas
 

planted
 

in
 

Li-
aocheng

 

city,
 

the
 

soil
 

physiochemical
 

properties
 

and
 

microbial
 

community
 

composition
 

in
 

rhizosphere
 

soils
 

of
 

S.
 

japonica
 

were
 

analyzed,
 

thereby
 

revealing
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

growth
 

status
 

of
 

S.
 

japonica
 

and
 

the
 

soil
 

environment.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

all
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

samples
 

across
 

diverse
 

growth
 

states
 

of
 

S.
 

japonica
 

contained
 

medium
 

to
 

high
 

levels
 

of
 

organic
 

substances,
 

total
 

nitrogen,
 

total
 

phos-
phorus,

 

and
 

total
 

potassium,
 

with
 

a
 

notable
 

abundance
 

of
 

available
 

potassium.
 

Conversely,
 

water-soluble
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nitrogen
 

and
 

available
 

phosphorus
 

were
 

at
 

medium
 

to
 

low
 

levels.
 

In
 

terms
 

of
 

microbial
 

communities,
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

dead
 

S.
 

japonica
 

possessed
 

significantly
 

higher
 

bacterial
 

species
 

diversity
 

and
 

richness
 

but
 

lower
 

fungal
 

species
 

diversity
 

and
 

richness
 

in
 

comparison
 

with
 

those
 

of
 

weakened
 

and
 

healthy
 

growing
 

S.
 

japonica.
 

Additionally,
 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

dead
 

S.
 

japonica
 

exhibited
 

greater
 

relative
 

abundances
 

of
 

saprophytic
 

genera,
 

such
 

as
 

Agaricus
 

and
 

Peziza,
 

as
 

well
 

as
 

Fusarium
 

responsible
 

for
 

root
 

rot.
 

In
 

con-
trast,

 

the
 

rhizosphere
 

soil
 

of
 

healthy
 

S.
 

japonica
 

showed
 

stronger
 

presence
 

of
 

the
 

bio-stimulating
 

fungus
 

Mortierella
 

genera.
 

The
 

research
 

results
 

are
 

expected
 

to
 

provide
 

important
 

theoretical
 

guidance
 

for
 

the
 

cultivation
 

and
 

management
 

of
 

Sophora
 

japonica.
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microbial
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spe-
cies
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0 引言

国槐(Sophora
 

japonica)是中国的本土树种,拥有3
 

000多年的栽培历史,在历朝历代的园林设计中具

有广泛的应用,承载着丰富的历史和文化意义[1]。国槐的花期一般为6月至7月,花色呈现淡黄色、白色或

红色。作为一种重要的蜜源植物,国槐生长迅速,而且环境适应性强[2]。国槐在中国分布广泛,特别是北方

的黄河流域和江淮地区。由于其独特的观赏价值、生态价值和经济价值,它已成为城市绿化的首选树种[3]。
然而,近年来,国槐的病害发病率显著增加,包括溃疡病、白粉病和根腐病等[3-5]。特别是根腐病,这种土传病

害主要由镰刀菌属(Fusarium)和腐霉菌属(Pythium)等病原真菌引起,严重威胁国槐幼苗和健康成株的存

活率[6-8]。
近年来,山东省聊城市城市绿化带种植的树龄近15年的国槐的死亡率明显增加,主要表现出叶黄、枝枯

和根系腐烂等症状。根际土壤作为植物生长的关键介质,对植物的发育起着举足轻重的作用。它不仅是植

物营养元素的来源,而且栖息着促进植物生长的微生物菌群[9-12]。研究表明,根际土壤微生物群落与植物健

康密切相关,其失衡可能导致病原微生物的激增,从而加剧土传病害的发生[13-16]。然而,国槐的死亡可能由

多种因素共同作用导致,包括土壤理化性质、病原菌感染、环境胁迫等。因此,本研究通过对不同生长状态的

国槐根际土壤理化性质和微生物群落进行分析,旨在揭示国槐生长状态与土壤环境之间的关联性,为国槐的

栽培与管理提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 根际土壤样品的采集与处理

国槐根际土壤样品采集自山东省聊城市东昌府区东昌路两侧,采样点分别为主干已死亡的国槐(SA),
坐标为北纬36°46'、东经115°96';生长势衰弱的国槐(SB),坐标为北纬36°46'、东经116°01';健康生长的国

槐(C),坐标为北纬36°46'、东经115°98'。所选取的国槐树龄为15年,在采集根际土壤时先清除土壤表层的

杂草、落叶等,再用无菌铲挖掘至30~40
 

cm深度,清除国槐根部周围的土壤,并收集紧贴根系的土壤,每种

生长状态的国槐的根际土壤重复取样3次。将收集的根际土壤样品装入无菌塑料袋中,置于预先装有冰块

的采样箱中,运至实验室,经0.42
 

mm筛网过筛,用于土壤理化性质和微生物群落分析。

1.2 根际土壤理化性质测定

土壤有机质含量通过高温重铬酸钾容量法测定[17]。pH值使用雷磁PHS-3C
 

pH计测定,土壤与水的

比例为1:2.5[18]。全氮含量采用凯氏定氮法测定,水溶性氮含量通过NaOH碱解扩散法测定[19]。全磷含

量通过NaOH熔融,利用钼锑抗比色法测定;有效磷含量通过NaHCO3 浸提,利用紫外分光光度计测

定[20-21]。全钾含量通过NaOH熔融,在Agilent
 

Technologies
 

5110
 

ICP-OES上采用火焰光度计法测定;速
效钾含量通过NH4OAc浸提,利用火焰光度计测定[22-26]。

1.3 根际土壤微生物的高通量测序

根际土壤微生物的高通量测序基于Illumina
 

NovaSeq测序平台,采用双末端测序(Paired-End)的方法
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构建小片段文库进行测序。首先,采用DNA提取试剂盒提取根际土壤微生物的总DNA,利用NanoDrop微

量分光光度计检测纯度。以土壤DNA为模板,使用引物F:
 

5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’和R:
 

5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’扩增细菌16S
 

rDNA的V3-V4区域,使用引物F:
 

5’-CTTGGT-
CATTTAGAGGAAGTAA-3’和R:

 

5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’扩增真菌rDNA的ITS区域。

PCR扩增产物经纯化、定量和均一化形成测序文库,经质检合格后进行Illumina
 

NovaSeq
 

6000测序。采用

Trimmomatic
 

v0.33软件对测序得到的raw
 

reads进行过滤,采用cutadapt
 

1.9.1软件对引物序列进行识别

和去除,得到clean
 

reads,使用QIIME2
 

20120.6中的dada2方法进行去噪,得到扩增子序列变体。通过物

种注释和丰度分析,揭示根际土壤样品的微生物组成。通过Alpha多样性分析、Beta多样性分析、显著物种

差异分析等,挖掘样本间的差异。组间样本LEfSe分析从门到属水平进行,LDA值阈值大于4[27-29]。

2 结果与讨论

2.1 不同生长状态的国槐的根际土壤理化性质

为了评估国槐的生长状态与土壤养分之间的关联性,测定了3种不同生长状态下的国槐的根际土壤理

化性质。根据《全国第二次土壤普查暂行技术规程》规定的土壤养分分级标准(表1)[30-31],3种国槐根际土壤

的pH值分别为8.40、7.68和8.58,表明聊城市东昌府区东昌路两侧行道树国槐所生长的土壤均属于碱性

土壤(表2)。此外,3种根际土壤样品的有机质含量处于中高水平,其中,SB样品的有机质含量最高,达到

29.4
 

g/kg。3种根际土壤中总氮含量也处于中高水平,SB样品的总氮含量达到1.40
 

g/kg;总磷和全钾含

量处于高水平。相对而言,SA和C样品中的水溶性氮含量偏低,分别为55
 

mg/kg和45
 

mg/kg;
 

C样品中

有效磷含量偏低,为3.9
 

mg/kg;然而,C样品中速效钾含量丰富,达到455
 

mg/kg。
表1 土壤pH值及土壤养分分级标准

Tab.
 

1 Soil
 

pH
 

values
 

and
 

soil
 

nutrient
 

classification
 

criteria

等级 pH值 级别 丰缺
OC

/(g·kg-1)

TN

/(g·kg-1)

TP

/(g·kg-1)

TK

/(g·kg-1)

WSN

/(mg·kg-1)

AP

/(mg·kg-1)

AK

/(mg·kg-1)

强碱性 >8.5 1级 极高 >40 >2 >1 >25 >150 >40 >200

碱性 7.5~8.5 2级 很高 30~40 1.5~2 0.8~1 20~25 120~150 20~40 150~200

中性 6.5~7.5 3级 高 20~30 1~1.5 0.6~0.8 15~20 90~120 10~20 100~150

微酸性 5.5~6.5 4级 中 10~20 0.75~1 0.4~0.6 10~15 60~90 5~10 50~100

酸性 4.5~5.5 5级 低 6~10 0.5~0.75 0.2~0.4 5~10 30~60 3~5 30~50

强酸性 <4.5 6级 很低 <6 <0.5 <0.2 <5 <30 <3 <30

  注:OC,
 

有机质含量;
 

TN,
 

总氮;
 

TP,
 

总磷;
 

TK,
 

全钾;
 

WSN,
 

水溶性氮;
 

AP,
 

有效磷;
 

AK,
 

速效钾。

表2 3种不同生长状态的国槐的根际土壤理化性质

Tab.
 

2 Physicochemical
 

properties
 

of
 

rhizosphere
 

soils
 

of
 

S.
 

japonica
 

in
 

three
 

different
 

growth
 

states

Samples pH
OC

/(g·kg-1)

TN

/(g·kg-1)

TP

/(g·kg-1)

TK

/(g·kg-1)

WSN

/(mg·kg-1)

AP

/(mg·kg-1)

AK

/(mg·kg-1)

SA 8.40 16.1 0.856 0.745 19.58 55 5.3 193

SB 7.68 29.4 1.401 0.718 19.03 72 5.3 200

C 8.58 15.0 0.835 0.734 19.83 45 3.9 455

2.2 3种国槐根际土壤的微生物物种丰富度和多样性评估

2.2.1 细菌、真菌高通量测序结果及测序深度分析。通过高通量测序技术,在3种不同生长状态的国槐的

根际土壤样品中,共筛选得到细菌有效序列391
 

052条,经过聚类分析,鉴定出18
 

208个操作分类单元

(OTU),涵盖39个细菌门和880个细菌属。同时,真菌有效序列达537
 

957条,聚类分析后得到1
 

943个

OUT,涵盖13个真菌门和370个真菌属〔图1(a,
 

b)〕。主成分分析表明,3种国槐根际土壤样品的3次重复

之间的微生物物种组成相似〔图1(c,
 

d)〕。通过稀释性曲线和香农指数曲线分析,确认测序数据量充分,足
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以支持对微生物物种多样性的深入分析。

     注:(a)
 

细菌和真菌的OTU数量;(b)
 

微生物物种组成;细菌(c),
 

真菌(d)
 

PCA分析。

图1 3种不同生长状态的国槐根际土壤样品中细菌和真菌的OTU数量,微生物物种组成和PCA分析

Fig.
 

1 OUT
 

number
 

of
 

bacteria
 

and
 

fungi,
 

microbial
 

species
 

composition,
 

and
 

PCA
 

analysis
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soils
 

of
 

S.
 

japonica
 

with
 

three
 

different
 

growth
 

states

2.2.2 根际土壤微生物Alpha多样性分析。Alpha多样性指数可以反映单个样品内微生物物种的丰富度

和多样性,包括ACE指数、Chao1指数、PD-whole-tree指数、Shannon指数等。对于细菌OTU,SA根际土

壤样品的ACE和Chao1指数均高于SB和C样品,表明SA样品的细菌物种丰富度优于SB和C样品(图
2)。此外,SA样品的PD-whole-tree和Shannon指数也高于SB和C样品,表明SA样品的细菌物种多样性

较高。对于真菌 OTU,物种丰富度和多样性表现出与细菌相反的结果。SA样品的 ACE、Chao1、PD-
whole-tree和Shannon指数均显著低于SB和C样品,说明在SA样品中的真菌物种多样性均较低(图3)。
总体而言,相较于SB和C样品,主干已死亡的国槐SA根际土壤样品显示出了更高的细菌物种多样性,但真

菌物种多样性则相对较低。

注:(A:
 

SA,
 

B:
 

SB,
 

C:
 

C).
 

*表示差异具有统计学意义(P<0.05),**表示差异显著(P<0.01),***表示差异极显著(P<0.001)。

图2 3种不同生长状态的国槐的根际土壤中细菌的Alpha多样性指数

Fig.
 

2 Alpha
 

diversity
 

index
 

of
 

bacteria
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soils
 

of
 

S.
 

japonica
 

across
 

three
 

different
 

growth
 

states

2.3 3种不同生长状态的国槐的根际土壤微生物群落结构

2.3.1 国槐根际土壤细菌群落结构。通过对特征序列进行分类学注释以及聚类分析,发现3种国槐根际土
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壤样品中相对丰度排名前10的细菌物种门类呈现出一致性(图4,a)。例如,变形菌门(Proteobacteria)和酸

杆菌门(Acidobacteriota)在3种根际土壤样品中均为绝对优势菌门,它们在SA样品中的相对丰度分别为

30.55%和18.49%,在SB样品中分别为33.94%和22.85%,在C样品中分别为35.83%和21.93%。此

外,放线菌门(Actinobacteriota)、芽单胞菌门(Gemmatimonadota)、拟杆菌门(Bacteroidota)和绿弯菌门

(Chloroflexi)也是较为优势的门类(图4,a)。在属分类水平上,3种国槐根际土壤样品中相对丰度排名前10
的细菌属也显示出相似性。例如,相对丰度较高的细菌属包括Vicinamibacteraceae、Vicinamibacterales、
Gemmatimonadaceae和gamma

 

proteobacterium(图4,b)。

  注:(A:
 

SA,
 

B:
 

SB,
 

C:
 

C).
 

*表示差异具有统计学意义(P<0.05),**表示差异

显著(P<0.01),***表示差异极显著(P<0.001)。

图3 3种不同生长状态的国槐的根际土壤中真菌的Alpha多样性指数

Fig.
 

3 Alpha
 

diversity
 

index
 

of
 

fungi
 

in
 

the
 

rhizosphere
 

soils
 

of
 

S.
 

japonica
 

across
 

three
 

different
 

growth
 

states

2.3.2 国槐根际土壤真菌群落结构。在真菌的物种分布上,3种根际土壤样品中相对丰度前6位的真菌物

种门类显示出相似性。子囊菌门(Ascomycota)在所有样品中均为绝对优势菌门,它在SA样品中的相对丰

度高达53.98%,在SB样品中为58.35%,在C样品中更是达到了63.47%(图4,c)。担子菌门(Basidiomy-
cota)同样是一个优势门类,它在SA、SB和C样品中的相对丰度分别为33.67%、20.80%和18.37%。子囊

菌门(Ascomycota)是真菌界最大的门,它包括三个亚门,分别为酵母菌亚门(Saccharomycotina)、盘菌亚门

(Pezizomycotina)和外囊菌亚门(Taphrinomycotina)[32]。此外,某些Basidiomycetes会引起森林和园林植

物的病害,特别是大型腐生真菌会导致木材腐烂,从而造成重大的经济损失[33]。在SA土壤样品中,担子菌

门(Basidiomycota)的相对丰度高于SB和C样品,这可能与国槐根系的腐烂有关,但尚不能确定其为国槐死

亡的直接原因。在真菌属分类水平上,3种国槐根际土壤样品的真菌物种分布表现出差异性。例如,在SA
样品中,Agaricus属以23.00%的相对丰度占据绝对优势,而在SB和C土壤样品中,Agaricus属的相对丰

度则较低(图4,d)。考虑到Agaricus属真菌主要营腐生生活[34-35],它在SA样品中相对丰度的增加可能与

该采样位置国槐死亡后根系的腐烂密切相关。再者,镰刀菌属(Fusarium)、Amorocoelophoma属和盘菌属

(Peziza)在SA样品中的相对丰度分别为6.74%、6.34%和5.85%,均高于SB和C样品。在SB样品中,
未分类的Ascomycota真菌属的相对丰度均高于SA和C样品,达到了7.12%。此外,被孢霉属(Mortierel-
la)和Cystofilobasidium 属真菌在C样品中的相对丰度分别为7.83%和5.80%,均高于SA和SB样品。

2.4 不同生长状态的国槐的根际土壤微生物物种丰度及组间差异分析

在3种不同生长状态的国槐的根际土壤样品中,共发现464个细菌属和150个真菌属在所有样品中均

有分布。在细菌的门分类水平上,3种根际土壤之间绿弯菌门(Chloroflexi)、放线菌门(Actinobacteriota)和
Myxococcota在SA样品中表现出较高的物种丰度,芽单胞菌门(Gemmatimonadota)在SB样品中表现出较
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高的物种丰度,而变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidota)和Methylomirabilota在C样品中的物

种丰度相对较高(图5,a)。在细菌属分类水平上,3种根际土壤之间Chloroflexi和Cyanobacteriales在SA
样品中的物种丰度较高,Sphingomonas、Steroidobacter、Geminicoccaceae和Gemmatimonadaceae在SB样

品中的物种丰度较高,而Nitrospira和Rokubacteriales在C样品中具有较高的物种丰度(图5,b)。

    注:(a,
 

b)和真菌;(c,
 

d)在门;(a,
 

c)和属;(b,
 

d)分类水平上的物种分布图。

图4 不同生长状态的国槐的根际土壤中细菌和真菌在门和属分类水平上的物种分布图

Fig.
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japonica
 

across
 

different
 

growth
 

states

在真菌的门分类水平上,SA样品中的担子菌门(Basidiomycota)和Kickxellomycota,SB样品中的罗兹

菌门(Rozellomycota),以及C样品中的毛霉门(Mucoromycota)、子囊菌门(Ascomycota)、壶菌门(Chytrid-
iomycota)、球囊菌门(Glomeromycota)、被孢霉门(Mortierellomycota)和Zoopagomycota的物种丰度显著

高于其他样品中的相应门类(图5,c)。在真菌属分类水平上,SA样品中的Agaricus、镰刀菌属(Fusari-
um)、Amorocoelophoma和盘菌属(Peziza),SB样品中的柱隔孢属(Ramularia)、Filobasidium、Vishniaco-
zyma、未分类的Ascomycota菌属和Strelitziana,以及C样品中的链格孢属(Alternaria)、被孢霉属(Mor-
tierella)、Trichomerium、曲霉属(Aspergillus)和Cystofilobasidium 相比于其他根际土壤样品中的相应

属,均显示出了更高的物种丰度(图5,d)。
根际土壤微生物群落的差异可能是国槐生长状态变化的结果,这些差异能够反映土壤环境的特征,并为

国槐的栽培与管理提供重要的科学参考。例如,镰刀菌属(Fusarium)是引起根腐病的主要致病菌之

一[36-37],在主干已死亡的国槐的根际土壤样品SA中,Fusarium 属真菌物种丰度高可能与国槐的死亡有关。
此外,Peziza属,一种常寄生于死亡植物上的真菌,在土壤中也经常被检测到[38-39],它在SA样品中的相对

丰度增加也可能与国槐的根腐有关。再者,Mortierella属真菌常被用作促进植物生长的生物刺激素和提高

植物抗病性的生防菌剂,其不仅可以提高植物的光合效率,还可以促进土壤养分的转化和优化微生物群落结
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构[40-41]。在C样品中,Mortierella属真菌物种丰度高可能有利于国槐的健康生长。根据组间差异性LEfSe
分析(图6),3种国槐根际土壤样品之间的真菌物种丰度存在显著差异。SA样品中的Amorocoelophoma和

Peziza,SB样品中的Pseudocoleophma、Vishniacozyma 和Filobasidium,以及C样品中的 Mortierella、
Cystofilobasidium 和Aspergillus在3种国槐根际土壤样品之间表现出物种丰度差异性。

      注:(a,
 

b)和真菌;(c,
 

d)在门;(a,
 

c)和属;(b,
 

d)分类水平上的物种丰度聚类热图。

图5 不同生长状态的国槐的根际土壤中细菌和真菌在门和属分类水平上的物种丰度聚类热图
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图6 不同生长状态的国槐的根际土壤样品之间细菌和真菌的组间差异性LEfSe分析(LDA阈值大于4)

Fig.
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3 结论

通过对不同生长状态的国槐根际土壤理化性质和微生物群落进行分析,揭示了国槐生长状态与土壤环

境之间的关联性。结果表明,聊城市东昌府区东昌路两侧行道树国槐所生长的土壤均属于碱性土壤,3种根

际土壤样品中的有机质含量、总氮含量、总磷和全钾含量处于中高水平,健康生长的国槐的根际土壤中有效

磷和水溶性氮含量偏低,但速效钾含量丰富。根际土壤微生物群落结构分析发现,相较于SB和C样品,SA
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样品具有更高的细菌物种多样性和丰富度,但真菌物种多样性和丰富度较低。基于特征序列的分类学注释

和聚类分析,在门分类水平上,细菌变形菌门(Proteobacteria)和真菌子囊菌门(Ascomycota)在3种根际土

壤样品中均为绝对优势门类。在真菌属分类水平上,主要营腐生生活的Agaricus属真菌在SA样品中占据

绝对优势。此外,镰刀菌属(Fusarium)、Amorocoelophoma和盘菌属(Peziza)真菌在SA样品中也具有较

高的物种丰度。在C样品中,生物刺激素类真菌被孢霉属(Mortierella)呈现较高的物种丰度,这对国槐的

健康生长是有利的。根际土壤微生物群落的差异可能是国槐生长状态变化的结果,这些差异能够反映土壤

环境的特征,并为国槐的栽培与管理提供重要的科学参考。
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