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蔬菜塑料大棚是一种高度集约化利用的设施农业类型，在太湖地区一般由原来的稻麦（或油菜）轮作或露地蔬菜改变而来。稻麦（或油菜）轮作或露地蔬菜改为蔬菜塑料大棚后，土壤养分高度累积，出现了次生盐渍化和酸化的现象[1-2]。可能受土壤酸化和次生盐渍化的影响，蔬菜塑料大棚土壤脱氢酶活性和微生物功能多样性相对于稻麦（或油菜）轮作或露地蔬菜土壤显著下降[1-2]。使用稻麦（或油菜）轮作、露地蔬菜和蔬菜塑料大棚三种利用方式土壤进行温室盆栽试验，无论接种与不接种黄瓜枯萎菌（Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum），塑料大棚土壤上种植的黄瓜生物量及经济产量显著降低，黄瓜枯萎病死亡率明显增加[1]。随着利用年限的延长，蔬菜塑料大棚土壤中有毒有害物质逐渐累积，土壤微生物种群数量及结构发生变化，有害微生物数量增加，土传病害发生严重[3-5]。
土壤微生物多样性与植物土传病害抑制水平密切相关，根际微生物在抑制土传病害和促进植物生长中具有重要的作用[6-7]。土壤利用方式能够影响芽孢杆菌和假单胞菌群落多样性，土传病害抑制水平与芽孢杆菌及假单胞菌群落多样性之间有明显的正相关[1, 7-8]。丛枝菌根真菌（arbuscular mycorrhizal fungi, AMF）与植物共生可以增强植物的抗逆性和抗病、耐病能力[9-10]。尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）可以造成植物根系腐烂和维管枯萎，引起植物产量严重下降[11-12]。黄瓜枯萎病由黄瓜枯萎菌（Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum）引起，在整个黄瓜（Cucumis sativus L.）生育期都有可能发病，是黄瓜产区重要的土传病害[13-14]。到目前为止，蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际微生物群落及其与黄瓜枯萎病发生的关系尚不清楚。
本研究拟通过分析稻麦（或油菜）轮作、露地蔬菜和蔬菜塑料大棚三种利用方式土壤上黄瓜根际微生物种群数量及菌根侵染率，了解根际微生物群落与黄瓜生物量、产量及病害死亡率的关系，为蔬菜塑料大棚土壤的可持续利用提供一些初步的土壤微生物学依据。
1  材料与方法
1.1  盆栽试验土壤的采集

盆栽试验土壤于2007年3月采自江苏省宜兴市丁蜀镇双桥村 (31° 12′ 23″ N, 119° 52′ 90″ E) 三种不同利用方式土地，即长期稻麦（或油菜）轮作、露地蔬菜、以及自1995年以来在上述两种利用方式上改变成的蔬菜塑料大棚。露地蔬菜进行不规则地轮作，分别种植青菜、甘蓝、莴苣、韭菜、大蒜、黄瓜和豇豆。蔬菜塑料大棚已种植12a，主要是番茄和黄瓜轮作。取0~20 cm新鲜土样去掉石子、植物根系等杂物后混匀并风干，风干土样过筛(<2 mm)后用于盆栽试验。
1.2  盆栽试验
温室盆栽试验在中国科学院南京土壤研究所玻璃温室进行。分别选取上述三种风干后过2 mm筛的土样装盆(PVC，24 cm 直径 × 22 cm 深)，每盆大约5 kg。三种利用方式土壤分别接种和不接种黄瓜枯萎菌（Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum, FO），共6个处理，每个处理12个重复（盆）。将黄瓜（Cucumis sativus L. cv. Jinyan No. 4）种子置于灭菌的蛭石上催芽，出芽后喷施1/10 Hoagland营养液。待两片子叶完全展开时，将黄瓜苗移栽到盆中，每盆保留3株。移栽10 d后采集苗期黄瓜地上部植株样，每盆只保留1株黄瓜苗。分析苗期黄瓜地上部生物量鲜重和干重、株高、茎粗、叶面积和叶片数。移栽21 d后，随机选取三种不同利用方式土壤上二分之一黄瓜植株（12盆），并接种FO，大约每盆接种6×108个孢子悬液。FO孢子悬液在液体马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基中28℃振荡培养7 d，使用血球计数板测定孢子数量，调节孢子数量为107 ml-1。黄瓜进入生殖生长阶段后，每周施用100 ml 1/2 Hoagland营养液直到收获。观察和记录黄瓜枯萎病症状和发病率。测定收获后期黄瓜植株地上部、地下部和总的生物量鲜重、干重以及总的果实鲜重。
1.3  黄瓜根际可培养微生物的分离和生长条件
为了分离微生物细胞，称取10 g鲜土，置于100 ml 无菌的0.1%二磷酸四钠溶液中，在200 r min-1下振荡30 min。吸取1 ml悬浮液转移到9 ml无菌的0.1%二磷酸四钠溶液中，进行10倍系列稀释。细菌、真菌和放线菌培养基分别为牛肉膏蛋白胨琼脂培养基、马丁氏培养基及高氏1号培养基[15]。进行芽孢杆菌涂布时，将相应的菌悬液置于80℃水浴中持续10 min，进行低热灭菌，选择10-3和10-4菌悬液50 µl接种，培养基为牛肉膏蛋白胨麦芽汁琼脂培养基[15]。采用假单胞菌选择性培养基Gould’s S1琼脂，选择10-2、10-3和10-4菌悬液50 µl直接接种[16]。采用尖孢镰刀菌选择性培养基Komada’s培养基[17]，选择10-1和10-2菌悬液500 µl直接接种。所有平板接种后在28℃培养，结果以Log CFU g-1干土表示。
1.4  菌根侵染率
取黄瓜新鲜根系，利用曲利苯蓝-方格交叉法测定菌根侵染率[18]。先用自来水把根样上的土洗干净，并用10% KOH溶液浸泡根样，隔水煮沸1 h，再倒去KOH，用水冲洗，然后用10% HCl浸泡3至4 min。接着加入曲利苯蓝染色液隔水煮沸15 min，倒去染色液，用水清洗。最后置于培养皿中或载玻片上，进行镜检。
1.5  数据分析
采用最小显著差数法（LSD）在5%水平上进行平均数间的多重比较，数据统计分析利用SPSS 13.0完成。利用逐步回归分析确定影响黄瓜生长的土壤微生物因子，并定量分析黄瓜生物量与土壤微生物因子的关系（当p < 0.05时接受该变量，p > 0.1时从分析中去除该变量）。
2 结果与讨论

2.1  黄瓜根际可培养微生物种群数量

稻麦（或油菜）轮作或露地蔬菜改为蔬菜塑料大棚12a后，土壤EC值、有机碳、总氮、全磷、全钾、无机氮、有效磷和速效钾含量增加，土壤pH值下降[1]。在不接种黄瓜枯萎菌的条件下，三种利用方式土壤上黄瓜根际可培养细菌数量差异不明显（表1）；在接种黄瓜枯萎菌的条件下，稻麦（或油菜）轮作土壤上黄瓜根际可培养细菌数量较蔬菜塑料大棚的显著降低。土壤利用方式和接种处理对黄瓜根际可培养真菌数量均产生了极显著效应（表1），无论接种还是不接种黄瓜枯萎菌，蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际可培养真菌数量最多，其次为露地蔬菜，稻麦（或油菜）轮作土壤上最低。黄瓜根际可培养细菌与真菌数量的比值以稻麦（或油菜）轮作土壤上最大，露地蔬菜次之，蔬菜塑料大棚土壤上最小。同样地，北方日光温室连作土壤上黄瓜根际微生物也呈现出由“细菌型”向“真菌型”过渡[19]。黄瓜根际可培养细菌与真菌数量比值的降低，使得真菌包括病害真菌数量增加并占据优势地位，可能是蔬菜塑料大棚土壤土传病害增加的原因之一。放线菌的增多有利于土壤中抗菌素和激素类物质的增加，对各种土传病害起一定的抑制作用。然而，在接种黄瓜枯萎菌的条件下，稻麦（或油菜）轮作和露地蔬菜土壤上黄瓜根际可培养放线菌数量相对于塑料大棚蔬菜显著降低（表1），这可能是黄瓜根系分泌物短期抑制了稻麦（或油菜）轮作和露地蔬菜土壤上放线菌的生长繁殖，而蔬菜塑料大棚土壤上的放线菌已经适应了长期种植黄瓜的土壤环境。
无论接种还是不接种黄瓜枯萎菌，蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际可培养芽孢杆菌数量最多，其次为露地蔬菜，稻麦（或油菜）轮作土壤上最少（表1）。芽孢杆菌可以在细胞内形成芽孢，芽孢抗逆性极强，能够在逆境胁迫条件下存活。相反，无论接种还是不接种黄瓜枯萎菌，露地蔬菜土壤上黄瓜根际可培养假单胞菌数量最多，其次为稻麦（或油菜）轮作，蔬菜塑料大棚土壤上最少（表1），与未种植黄瓜之前三种不同利用方式土壤中可培养假单胞菌数量变化趋势一致[1]。土壤利用方式对黄瓜根际可培养芽孢杆菌和假单胞菌数量均产生了极显著效应（表1）。接种黄瓜枯萎菌显著增加了三种利用方式土壤上黄瓜根际可培养尖孢镰刀菌的数量。与未种植黄瓜之前三种利用方式土壤中可培养尖孢镰刀菌数量的变化趋势相一致[1]，不管接种还是不接种黄瓜枯萎菌，蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际可培养尖孢镰刀菌的数量最多，其次为露地蔬菜，稻麦（或油菜）轮作土壤上最少（表1）。研究发现，相对于稻麦（或油菜）轮作和露地蔬菜土壤，蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜生长缓慢，果实产量下降，黄瓜枯萎病死亡率明显增加[1]。土壤微生物对黄瓜枯萎病的抑制水平和稻麦（或油菜）轮作的利用方式、假单胞菌数量及脱氢酶活性之间存在正相关；相反，黄瓜枯萎病抑制水平和塑料大棚蔬菜连作及尖孢镰刀菌数量之间存在负相关[1]。蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际可培养假单胞菌和尖孢镰刀菌数量的此消彼长进一步深化了这一认识。
表1  三种利用方式土壤上收获后期黄瓜根际可培养细菌、真菌、放线菌、芽孢杆菌、假单胞菌和尖孢镰刀菌数量（Log CFU g-1 干土）
	处理
	细菌
	真菌
	放线菌
	芽孢杆菌
	假单胞菌
	尖孢镰刀菌

	塑料大棚 
	7.38±0.13 abc
	5.77±0.25 a
	6.74±0.05 a
	7.04±0.11 a
	1.86±1.28 c
	4.16±0.03 b

	露地蔬菜 
	7.34±0.07 abc
	5.62±0.19 a
	6.66±0.11 a
	6.41±0.10 b
	6.64±0.09 a
	3.93±0.10 c

	稻麦轮作 
	7.59±0.10 a
	4.14±0.10 d
	6.71±0.10 a
	6.11±0.16 c
	5.32±0.09 b
	3.15±0.09 e


	塑料大棚+黄瓜枯萎菌 
	7.57±0.12 ab
	4.95±0.10 b
	6.75±0.16 a
	7.01±0.11 a
	2.10±1.44 c
	4.45±0.10 a

	露地蔬菜+黄瓜枯萎菌
	7.30±0.33 bc
	4.57±0.21 c
	6.40±0.14 b
	6.29±0.07 b
	6.03±0.45 ab
	4.09±0.06 b

	稻麦轮作+黄瓜枯萎菌
	7.16±0.15 c
	4.34±0.43 cd
	6.32±0.10 b
	6.05±0.16 c
	5.42±0.23 ab
	3.81±0.04 d

	
	
	
	
	
	
	

	利用方式 
	1.75
	46.84**
	10.01**
	130.75**
	63.22**
	235.45**

	接种 
	1.75
	31.97**
	20.42**
	2.26
	0.07
	138.29**

	利用方式×接种
	6.8**
	15.15**
	6.37**
	0.25
	0.62
	22.1**


注：同一列中相同字母表示差异不显著（P < 0.05）；双因素方差分析F值（*p<0.05, **p<0.01）
2.2  菌根侵染率

三种利用方式土壤上黄瓜菌根侵染率各不相同（图1）。无论接种还是不接种黄瓜枯萎菌，露地蔬菜土壤上黄瓜菌根侵染率最高，其次为稻麦（或油菜）轮作，蔬菜塑料大棚土壤上最低。丛枝菌根真菌侵染植物后，能促进植物对矿质养分的吸收，尤其是磷的吸收，并增强植物对土传病害的抗性。蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜菌根侵染率显著降低，而蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜枯萎病死亡率增加，两者之间有着明显的正相关，这也进一步证明了菌根真菌在抑制土传病害、促进植物生长方面具有重要的作用。
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注：图中相同字母表示差异不显著（P < 0.05） 
图1  三种不同利用方式土壤上收获后期黄瓜菌根侵染率
2.3  逐步回归分析
利用逐步回归分析可以得出影响黄瓜正常生长的土壤微生物因子。从表2可以看出，菌根侵染率、土壤假单胞菌数量极显著影响地上部生物量鲜重、干重以及总的生物量鲜重、干重。菌根侵染率还极显著影响地下部生物量鲜重和干重（表2）。菌根侵染率、土壤假单胞菌数量均与黄瓜生物量呈极显著正相关。不管接种还是不接种黄瓜枯萎菌，露地蔬菜土壤上收获后期黄瓜地上部、地下部及总生物量鲜重和干重最大，其次为稻麦（或油菜）轮作土壤上, 蔬菜塑料大棚土壤上最小[1]。同样地，露地蔬菜土壤上收获后期黄瓜果实总鲜重最大，其次为稻麦（或油菜）轮作土壤上, 蔬菜塑料大棚土壤上最小[1]。长期蔬菜塑料大棚的利用方式显著降低了土壤有益微生物数量、增加了土传病害真菌数量，这可能是黄瓜生长缓慢、经济产量下降、土传病害发生频繁的重要原因之一。
表2  得出与黄瓜生物量相关的微生物变量（逐步回归分析法）
	黄瓜生物量  
	相关变量 
	R2

	地上部生物量鲜重 
	菌根侵染率、假单胞菌数量
	0.787***

	地上部生物量干重 
	假单胞菌数量、菌根侵染率
	0.817***

	地下部生物量鲜重 
	菌根侵染率 
	0.610***

	地下部生物量干重 
	菌根侵染率 
	0.654***

	总的生物量鲜重 
	菌根侵染率、假单胞菌数量
	0.796***

	总的部生物量干重 
	菌根侵染率、假单胞菌数量
	0.817***


注：*, **, *** 分别表示显著性p<0.05, p <0.01和 p <0.001  
3  结论

土壤利用方式对黄瓜根际可培养微生物群落具有明显的影响。蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际可培养细菌与真菌数量的比值相对于稻麦（或油菜）轮作和露地蔬菜有下降趋势。蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜根际可培养假单胞菌数量及黄瓜菌根侵染率相对于露地蔬菜和稻麦（或油菜）轮作极显著下降，而可培养尖孢镰刀菌数量相对于露地蔬菜和稻麦（或油菜）轮作显著增加。稻麦（或油菜）轮作和露地蔬菜改变成蔬菜塑料大棚后显著降低了土壤根际促生菌数量、增加了土传病害真菌数量，进而造成了蔬菜塑料大棚土壤上黄瓜生长缓慢、经济产量下降、黄瓜土传病害死亡率增加。
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