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草地生态系统微生物群落对季节性水淹的响应
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  摘 要:为阐明季节性水淹对微生物群落结构及特征的影响,通过模拟长期季节性水淹实验,设置冬季水

淹、全年水淹和非水淹3个处理,利用高通量测序技术对土壤细菌和真菌进行测序,并结合生物信息学分析土壤微

生物群落组成对水淹的响应.结果表明,经过长期水淹处理下的优势细菌类群为变形菌门、放线菌门和酸杆菌门;优

势真菌类群为子囊菌门和毛霉亚门.水淹处理下独享的细菌和真菌 OTU数量均高于非水淹处理.全年水淹和冬季

水淹处理下的真菌和细菌群落结构较非水淹处理具有显著性差异.水淹条件下,土壤湿度和土壤pH分别是调控细

菌和真菌群落的最佳环境因子.季节性水淹可以通过调控土壤理化性质进而改变草地生态系统微生物群落组成和

结构,且土壤细菌对季节性水淹的敏感程度高于真菌.
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土壤微生物是土壤环境及植被变化的指示因子[1],其多样性和群落结构的改变可以反映土壤以及生态

系统功能的变化[2-5],在维持陆地生态系统功能和生物多样性中扮演了重要的角色.土壤水分是影响微生物

活性与生态系统功能的重要因素之一,其含量对草地生态系统微生物群落具有重要影响[6-7].全球水循环的

变化预计将增强降水的年际和年内变异,特别是降水的季节性分布,将从不同组织层次对草地生态系统微生

物群落产生影响[8-10].
降水变化引起的土壤水分波动直接改变了土壤微生物活性与群落结构,进而对微生物介导的关键过程

与土壤生态系统功能造成深刻影响[6].ZHAO等[11]研究发现,增加降水,真菌与细菌比例相应增加,微生物

量与降水量的年际变化呈正相关.增加降水量有利于增强微生物活性并较快地利用底物,改变真菌与细菌比

例.EVANS等[12]发现细菌在土壤环境中的移动和获取营养物质的过程需要依赖于土壤中水膜的流动,因而

与真菌相比,水分条件的变化对细菌的影响更大.真菌比细菌对水分胁迫的耐受性更强.土壤真菌通过对菌

丝水分的重新分配利用[13]和菌丝在土壤孔隙内的生长来获取营养物质[14],以此补偿水分胁迫带来的生理

压力.由此可见,各类微生物对水分条件变化的响应不同.并且在同一门内的不同属或种的响应也存在差

异[6].在最近的关于全球表层土壤微生物群落结构和功能的研究中发现,年均降水量显著影响土壤功能多样

性,这正是源于真菌和细菌对水分压力不同的耐受性,而造成的全球表层土壤微生物的生态位分化[15].这种

在水分选择下的微生物生态策略,对预测未来水分条件变化下的土壤微生物群落响应具有重要意义.目前,
关于季节性水淹的改变对陆地生态系统,特别是土壤微生物群落结构的影响的报道较少.通过设计长期的冬

季淹水和全年淹水控制实验,以期为阐明土壤微生物群落结构对季节性水淹的响应机制提供数据支撑.
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1 材料与方法

1.1 研究地点

实验地位于河南省开封市河南大学金明实验农场(34°49'16.84″N,114°17'56.76″E).该地区属于温带大

陆性季风气候,冬季寒冷干燥,夏季高温多雨,年均气温为14.5℃,年均降雨量为627.5mm.该区域属于旱

涝敏感区,冬季降水呈周期震荡,新世纪初冬季降水略有增加而很快又有减少的趋势[16].该地区优势植物主

要是狗尾草(Setariaviridis)、马唐(Digitariasanguinalis)、三叶草(Trifoliumpratense)、莎草(Cyperus
rotundus)、白蜡(Fraxinuschinensis)、稗(Echinochloacrusgalli).
1.2 实验设计

本实验场地为河南大学实验农场的弃耕草地,设计非生长季与全年水淹的控制实验,自2006年起采用

完全随机设计,共包括对照、冬季水淹和全年水淹(水淹深度2.0cm、水淹频率每周一次)3种处理,每种处理

设置5个重复,共计15个样地,实验处理从2006年至2020年.每块样地之间至少间隔3m,样地的面积为

2m×2m.
1.3 土壤理化性质的测量

用LI-8100土壤CO2 通量全自动测量系统配套的土壤温湿度传感器测定土壤10cm深处温度和5cm
深处体积含水量,测定频率为每周1次,测定时间为上午,测定周期持续3个月.以去除CO2 的纯水为浸提

剂,水土比为2.5∶1,震荡后取上清液采用酸度计测定土壤pH值.将0~10cm的土壤样品混匀过筛后,采
用人工分离法去除植物细根与石块,用于土壤理化性质测定.用半常量元素分析仪(Variomacrocube,德国

艾力蒙塔公司)测定土壤全碳、全氮质量分数,用全自动化学分析仪测定土壤铵态氮,硝态氮质量分数.
1.4 土壤样品的采集与DNA提取

土壤样品采集使用直径7cm的土钻,取3钻混合成1个样品,取样深度为10cm,取样时间为2019年

8月24日.对各种不同来源的土壤样品,使用 MOBIOPowerSoilExtractionKit根据说明从0.5g新鲜土壤

样品(-80℃保存)中提取土壤微生物总DNA.将提取的DNA稀释于DES缓冲液(DNAElutionSolution-
UltraPureWater)中,-80℃保存,之后送至上海派森诺生物科技公司对土壤微生物进行高通量测序分析.
1.5 IlluminaMiSeq测序

从每个样品中提取的DNA用作模板,选择细菌16SrRNA基因的V3-V4高变区并用引物CS1-34Fh
(5'-ACACTGACGACATGGTTCATCACCTAYGGGDBGCWSCAG-3')和CS2-806RV2(5'-TACGGTAG-
CAGAGACTTGGTCTGGACTACNVGGGTHTCT-3'),真菌ITS1高变区并用引物ITS5F(5'-GGAAG-
TAAAAGTCGTAACAAGG-3')和ITS1R(5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3')进行PCR扩增[17].将每

个样品独特的Barcode序列添加到引物中,以区分样品来源.PCR反应体系(25μL):2×TaqPlusMaster
Mix12.5μL,正、反向引物(5μmol/L)各1μL,BSA(牛血清白蛋白)3μL,模板DNA30ng,双蒸水补足

25μL.PCR条件:94℃5min;94℃30s;55℃30s;72℃60s,30个循环;72℃7min.PCR产物纯化后用

IlluminaMiSeq平台进行末端测序分析(2×300bp).
1.6 测序数据分析和统计分析

经过对原始下机数据进行初筛,问题样本重测、补测后,通过质量初筛的原始序列按照index和Barcode
信息,进行文库和样本划分,并去除Barcode序列.采用 QIIME(V1.7.0,http://qiime.org/scripts/split_li-
braries_fastq.htm)对原始数据(rawdata)进行处理[18].采用Trimmomatic软件进一步去掉低质量序列.设置

具体要求为:序列长度小于200bp,碱基质量值(Q)小于30,含有模糊碱基,引物碱基中有大于一个的错配,
以及无法被Barcode识别的序列.采用FastLengthAdjustmentofShortReads(FLASH)(V1.2.10)软件把

成对的Reads通过其 Overlap拼接到一条序列,拼接的错误匹配率为0.1.用 UCHIME 软件基于“RDP
Gold”数据库检测和去除嵌合体序列.采用USEARCH软件对基于97%相似性水平进行非重复序列的操作

分类单元(operationaltaxonomicunit,OTU)聚类,得到OTU的代表序列.对OTU代表序列进行分类学分

析,并采用SILVA数据库(http://www.arb-silva.de)和UNITE数据库(https://unite.ut.ee/analysis.php)
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对得到的OTU进行注释形成各样本OTU聚类信息统计结果.
所有统计方法采用SASV.9.2(SASInstitute,Cary,NorthCarolina,USA).单因素方差分析多重比较各

项指标的差异,分析在不同处理下微生物门类纲类属类的差异与联系.基于 QIIME2(2019.4)计算样品

Chao1、Shannon、Simpson等指数,以及文库覆盖率(Coverage)和系统发育距离,R语言程序(2.15.3版)绘制

韦恩图.并且采用Adonis方法对不同处理下土壤细菌真菌群落结构相似性进行分析,使用R软件中Vegan
数据包实现.

2 结 果

2.1 季节性水淹对细菌和真菌OTU分析

细菌:从3个采样点的测序数据中共有个28062个OTUs,分布于32个门的114个纲(图1(a)).在3个

取样点中,对照组的 OTU为40.13%,冬季水淹处理下的 OTU 为43.27%,全年水淹处理下的 OTU 为

48.78%,共同OTU为8.99%,其中冬季水淹和全年水淹处理下的细菌群落相似性最高,为14.68%;其次为

全年水淹处理下的细菌群落和对照组的相似度较高,为13.69%;冬季水淹处理下的细菌群落和对照组相似

度较低,为12.79%.从OTU数量来看,对照组的OTU数量最少,冬季水淹处理下的OTU数量次之,全年

水淹处理下的OTU数量最多.
真菌:从3个采样点的测序数据中共有个5952个OTUs,分布于6个门的9个纲(图1(b)).在3个取样

点中,对照组的OTU为33%,冬季水淹处理下的OTU为42.58%,全年水淹处理下的OTU为52.62%,共
同OTU为6.72%,其中冬季水淹和全年水淹处理下的真菌群落相似性最高,为13.89%;其次为全年水淹处

理下的真菌群落和对照组的相似度较高,为10.68%;冬季水淹处理下的真菌群落和对照组相似度较低,为

10.36%.从OTU数量来看,对照组的OTU数量最少,冬季水淹处理下的OTU数量次之,全年水淹处理下

的OTU数量最多.总的来看,水淹处理下独享的细菌和真菌OTU数量均高于对照处理.
2.2 季节性水淹对细菌和真菌α多样性指数的影响

结合Chao1指数、Shannon指数、Simpson指数和Pieloue指数来看对照、冬季水淹和全年水淹处理下的

细菌和真菌的物种多样性均没有差异(表1).
表1 土壤细菌与真菌α多样性指数统计

Tab.1 Soilbacterialandfungalαdiversityindexesofdifferentsamples

Sample Chao1index Simpsonindex Shannonindex Pieloueindex Coverage OTUs

C(B) 3260.33±236.58a 0.99±0.0072a 10.22±0.4285a 0.87±0.0295a 0.99±0.0007a 11260

W(B) 3627.18±133.39a 0.99±0.0006a 10.74±0.0915a 0.91±0.0051a 0.99±0.0009a 12141

A(B) 3787.03±110.53a 0.99±0.0002a 10.87±0.0563a 0.91±0.0039a 0.99±0.0007a 13686

C(F) 411.37±55.31a 0.87±0.08a 5.65±0.76a 0.65±0.08a 0.99±0.0008a 1532

W(F) 581.36±51.58a 0.98±0.002a 6.96±0.17a 0.76±0.009a 0.99±0.0001a 1977

A(F) 657.56±13.96a 0.97±0.016a 7.07±0.29a 0.76±0.03a 0.99±0.0001a 2443

  注:1.C.对照,W.冬季水淹,A.全年水淹,B.细菌,F.真菌;

2.同行不同小写字母表示不同条件下细菌群落差异显著(P<0.05);下表同.

2.3 不同季节性水淹土壤中微生物群落门水平相对丰度分析

细菌和真菌群落在门水平上的物种组成如图2和图3所示.各处理中土壤优势细菌门(相对丰度大于

10%)为变形菌门(Proteobacteria)(平均相对丰度为35.56%)、放线菌门(Actinobacteria)(19.45%)、酸杆菌

门(Acidobacteria)(12.25%),这4个门占总序列数的67.26%,其次为拟杆菌门(Bacteroidetes)(3.55%)、绿
弯菌门(Chloroflexi)(2.55%)、Rokubacteria(1.29%)、厚壁菌门(Firmicutes)(1.01%)等菌门.土壤优势真菌

门(相对丰度大于10%)为子囊菌门(Ascomycota)(平均相对丰度为55.40%),毛霉亚门(Mucoromycota)
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(15.14%),这2个门占总序列数的70.54%,其次为担子菌门(Basidiomycota)(3.18%)等菌门.
通过对细菌门水平相对丰度的显著性分析(表2),可以得出,相比于对照组,在长期冬季水淹下放线菌

门,晚期细菌门(Latescibacteria),变形菌门,Dependentiae均具有显著性差异(P<0.05),在长期全年水淹下

浮霉菌门(Planctomycetes)具有显著性差异(P<0.05).Dependentiae在长期冬季水淹和长期全年水淹间具

有显著性差异(P<0.05).而真菌门水平间相对丰度则无显著性差异.

表2 细菌门水平相对丰度

Tab.2 Relativeabundanceatbacterialphylumlevel

Phylum Actinobacteria Latescibacteria Proteobacteria Dependentiae Planctomycetes

C 0.2197±0.03618a 0.0024±0.00155b 0.3186±0.06801b 0.0002±0.00006b 0.0041±0.003b

W 0.1629±0.02633b 0.0089±0.00416a 0.3947±0.05004a 0.0007±0.00035a 0.0063±0.00061ab

A 0.2009±0.04557ab 0.006±0.00439ab 0.3536±0.02324ab 0.0005±0.00024b 0.0072±0.00192a

  注:1.C:对照;W:冬季水淹;A:全年水淹.2.该表仅列出了具有显著性差异的细菌群落(P<0.05).

2.4 不同季节性水淹土壤中微生物属水平LEfSe差异分析

为了找出对不同水淹处理产生显著性差异影响的物种类群,进行了LEfSe分析(LDA临界值为2).
LDA值越高说明该分类单元的差异越显著,即该菌群对组间差异性贡献越大.可以得出细菌菌属 Acti-
nobacteria,Thermoleophilia,真菌菌属Pichiaceae,Pichia 等更适宜在长期非水淹条件下生存,细菌菌属

Deltaproteobacteria,Latescibacteria,Subgroup_17,真菌菌属Sordariales,Glomerellales,Plectosphaerel-
laceae等更适宜在长期冬季水淹下生存,细菌菌属Chloroflexia,Chloroflexales,Acidimicrobiia,真菌菌属

Cystofilobasidiales,Mrakiaceae,Tausonia 等更适宜在长期全年水淹下生存.
2.5 细菌和真菌群落的主成分分析

采用了主成分分析法(Principalcomponentanalysis,PCA)和Adonis分析法研究了不同采样点的细菌

和真菌群落结构差异(图4,表3).从图中可以看出,除全年水淹处理下的细菌群落与对照组重合外,在两种

水淹条件处理间的重合部分和冬季水淹处理下的细菌群落与对照组重合部分较少,说明本次采集样本中来

自冬季水淹处理下的细菌群落组成有差异,并且在两种水淹处理间的细菌群落也存在差异.而在两种水淹条

件处理下的真菌群落无明显差异,但是在两种处理间真菌群落差异较大.对于细菌群落两个主成分贡献率分

别为70.1%和10.6%.对于真菌群落两个主成分贡献率分别为67.8%和16.2%.Adonis的结果表明,相比于

对照组,全年水淹处理下的真菌和细菌群落具有显著性差异,冬季水淹处理下的真菌和细菌群落具有极显著

性差异.然而在冬季水淹和全年水淹处理之间,只有细菌群落具有极显著性差异,真菌群落具有显著性差异.
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表3 细菌和真菌群落Adonis分析

Tab.3 Adonisanalysisonbacterialandfungialcommunity

ADONIS Avs.C(B) Avs.W(B) Cvs.W(B) Avs.C(F) Avs.W (F) Cvs.W (F)

r 3.522 4.01 4.303 3.517 3.072 4.303

p 0.006** 0.001*** 0.001*** 0.006** 0.014* 0.001***

  注:1.*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001.2.C.对照,W.冬季水淹,A.全年水淹,B.细菌,F.真菌.

2.6 季节性水淹下土壤细菌和真菌群落与土壤理化性质的冗余分析

将土壤理化性质分别与OTU水平下细菌和真菌的群落组成关系进行冗余分析(Redundancyanalysis,

RDA),结果如图5所示.RDA一轴和二轴,分别解释了细菌群落变异的30.34%和18.42%,以及真菌群落变

异的33.28%和15.15%.在长期冬季水淹处理下的土壤细菌群落与土壤湿度的相关性较大,相比于长期全年

水淹处理,土壤湿度对长期冬季水淹处理下的土壤样本影响更大.在长期全年水淹处理下土壤真菌群落与土
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壤pH的相关性较大,相比于长期冬季水淹处理,土壤pH对长期全年水淹处理下的土壤样本影响更大.

3 讨 论

3.1 两种水淹方式对土壤细菌群落结构的影响

细菌的比例在土壤微生物中占70%~90%,是土壤微生物中数量最多的类群,也是土壤微生物的重要

组成部分[11].研究发现,3种处理下土壤细菌的放线菌门、变形菌门、酸杆菌门均是优势类群(图2).这与金志

薇等[19]研究结果一致.变形菌门和酸杆菌门几乎是所有陆地生态系统中主要的细菌类群[20].在全年水淹处

理下的土壤细菌特有的OTU的数量占30.3%,冬季水淹处理下的土壤细菌特有的OTU的数量占23.89%,
而对照组土壤细菌特有的OTU数量占22.64%(图1);α-多样性指数在各个水淹处理下均没有差异,冬季水

淹处理下的细菌群落相对丰富度最高,这与之前的人工湿地下游菌落组成的均匀度和丰富度最高结论一

致[21].推测可能的原因是冬季水淹的土壤含水量高,促使土壤上层的物质与水分交换频繁,进而影响微生物

的多样性.

在长期水淹下,优势菌群可能在土壤物质的转化过程中起到重要作用.如,放线菌门含有大量腐解微生

物类群,在动植物残体降解过程中发挥了重要作用,其参与了植物残体腐解及氮循环等养分转化过程[22],这
可能是其在草地生态系统土壤中丰度较高的原因.且放线菌门的相当一部分微生物能够产生菌丝和孢

子[23],可以有助于更好地适应环境胁迫,进而减弱长期水淹处理对土壤微生物群落的影响.此外,变形菌门

含有大量的寡营养微生物功能群[24],其适应环境能力较强.这也解释了在长期冬季水淹处理下放线菌门和

变形菌门产生显著性差异的现象.同时细菌菌属更适宜在长期冬季水淹下生存也佐证了这一点.
3.2 两种水淹方式对土壤真菌群落结构的影响

土壤真菌是一类种类繁多并分布广泛的真核微生物.在草地生态系统中,作为分解者真菌占生物量总体

的78%~90%,其物种多样性在维持生态系统平衡中起着至关重要的作用[11].本研究区土壤真菌的主要优

势类群为子囊菌门.有研究表明,子囊菌门能够快速代谢植物根际沉积的有机底物,加快土壤碳循环.与细菌

相比,真菌比细菌对水分胁迫的耐受性更强,水分条件的变化对真菌群落的影响更小[6].因此在三种处理下

真菌门水平间的相对丰度并无差异.在本研究中,相比于长期冬季水淹处理,土壤pH对长期全年水淹处理

下的土壤真菌样本影响更大,这可能是因为土壤pH是影响微生物多样性与多养分循环关系的重要因素[25].
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4 结 论

综上,草地生态系统经过长期水淹处理下的优势细菌类群为变形菌门、放线菌门和酸杆菌门;优势真菌

类群为子囊菌门和毛霉亚门.水淹处理下独享的细菌和真菌OTU数量均高于非水淹处理.全年水淹和冬季

水淹处理下的真菌和细菌群落结构较非水淹处理具有显著性差异.水淹条件下,土壤湿度和土壤pH分别是

调控细菌和真菌群落的最佳环境因子.建议应深入研究微生物群落对水淹导致的土壤氧含量差异下的响应

机制,为探究微生物群落多方面响应机制提供理论支撑.
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Responsesofsoilmicrobialcommunitytoseasonalflooding
inagrasslandecosystem

LiuXiaolin1a,2,YanXinyu1a,LiuKetong1a,LiuYinzhan1a,ZhaoCancan1a,

HanShijie1a,WangSongting1a,LiuMengzhou1b

(1.a.SchoolofLifeSciences;b.CollegeofGeographyandEnvironmentalScience,HenanUniversity,Kaifeng475004,China;

2.SchoolofEcologyandEnvironmentalSciences,EastChinaNormalUniversity,Shanghai200241,China)

  Abstract:Totesttheeffectsofseasonalfloodingonmicrobialcommunitystructureandcharacteristicsinthegrassland.
Inthestudy,asimulationexperimentswereusedtosetupthreetreatmentsforwinter-flooding,annual-floodingandnon-flood-
ing(control).Weusehigh-throughputsequencingtechnologytosequencethesoilbacteriaandfungi,andcombiningbioinforma-
ticstoanalyzethecompositionofsoilmicrobialcommunitieshowtoresponseinflooding.Theresultsshowedthatthedominant
bacterialgroupsunderlong-termfloodingtreatmentareProteobacteria,ActinobacteriaandAcidobacteria;thedominantfungal

groupsunderlong-termfloodingtreatmentareAscomycotaandMucoromycota.ThenumberofbacteriaandfungiOTUexclu-
sivetothefloodedtreatmentarehigherthanthatofthecontrol.Thecommunitystructureoffungiandbacteriaundertheannu-
al-floodingandwinter-floodingtreatmentsissignificantlydifferentthanthatofthecontrol.Underfloodedconditions,soil
moistureandsoilpHarethebestenvironmentalfactorstoregulatebacterialandfungalcommunities,respectively.Allinall,

seasonalfloodingcanchangethecompositionandstructureofthemicrobialcommunityofthecampusgrasslandecosystemby
regulatingthephysicalandchemicalpropertiesofthesoil,andthesensitivityofsoilbacteriatoseasonalfloodingishigherthan
thatoffungi.

Keywords:grasslandecosystem;changingprecipitation;microbialcommunity;high-throughputsequencing
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