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摘 要  通过盆栽试验，采用实时定量PCR和微孔板荧光法，分别研究了生物质炭添加对太湖地区农田土壤黑麦草生长、微生物群落丰度和酶活性的影响。结果表明：生物质炭添加量为4%（炭/土质量比）处理显著提高了土壤pH、有机碳、全氮、碳氮比、速效钾含量及黑麦草生物量；提高了土壤细菌、古菌和固氮菌nifH基因拷贝数，而对真菌无影响；提高了β-葡萄糖苷酶、纤维二糖水解酶、木糖苷酶、β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶和酸性磷酸酶的活性。微生物丰度（除真菌外）与多数土壤酶活性（除亮氨酸氨基肽酶）均成显著正相关。因此，生物质炭可增加土壤矿质养分，提高主要微生物类群和功能菌的丰度及土壤碳、氮和磷转化酶活性，这可能是施用生物质炭提升农田土壤养分转化功能和生产力的主要原因。
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大气温室气体浓度升高导致的全球变暖日益威胁人类社会。农田土壤固碳减排是应对全球变化的重要措施之一。在促进土壤固碳的同时，如何有效保持和提升土壤功能，尤其是提高土壤生产力和生物活性，是农业可持续发展的关键，也是固碳土壤学研究的新问题[1]。将生物质废弃物热解成生物质炭应用于土壤较好地解决了上述问题，尽管还存在一些争议[2]。
国内外较多研究表明，生物质炭施用土壤后增加了土壤碳库，一定程度上提高了作物的生产力（产量和生物量）。据Kimetu和Lehmann [3]报道，在贫瘠土壤中添加7 t hm-2生物质炭，2年内连续施用3次后玉米产量翻倍增长。施用氮肥的同时添加生物质炭可使小白菜产量较单独施氮肥时增加70%以上[4]。Major等[5]在热带草原氧化土中连续4年施加生物质炭，发现施用生物质炭第一年未增加玉米产量，而后续3年分别增产8%、30%和140%。然而，在作物增产方面还存在一些不同的观点：将生物质炭施加到酸性土壤中能够显著增加小麦和萝卜产量，而在碱性土壤中却降低了其产量[6]。黄超等[7]研究发现生物质炭有效改善了低肥力酸性红壤，促进黑麦草的生长，但在高肥力土壤上出现抑制作用。刘园等[8]报道低用量生物质炭对潮土作物产量无影响，中、高用量处理可以提高小麦、玉米和四季总产量4.54%~4.92%。学者认为出现相反结果可能与不同植物对生物质炭引起的pH敏感性不同，抑或高水平生物质炭可能引发氮固定，导致作物减产[6]。由此可见，生物质炭对促进植物生长效果还存在分歧，这种分歧取决于土壤肥力和性质、作物类型以及生物炭的特性和施用量等因素[9]，有待于进一步验证。
生物质炭对植物生长促进作用主要归结为其改善了土壤结构和养分供应能力[5,9]。例如，生物质炭施用增加了土壤有机质含量，提高了土壤肥力，提高土壤pH，直接促进磷（P）、钾（K）、镁（Mg）和钙（Ca）的生物有效性[7]；改善了土壤质地，提高土壤持水性能和养分截留[8-9]。土壤微生物和土壤酶调控土壤物质转化和养分循环，是土壤质量的重要生物指标[10]。研究发现，生物质炭增加了土壤中菌根真菌侵染，使得作物对养分和水分的吸收加强[11]；有利于促进植物根际促生菌，提高辣椒病害抵抗力[12]；提高红壤性水稻土微生物数量[13]和滨海盐碱土固氮功能微生物的丰度[14]；提高蔗糖酶、脲酶和碱性磷酸酶等活性，促进糜子产量提高[15]。由此，推测生物质炭促进作物增产的潜在动力可能是土壤微生物与酶活性介导下的土壤养分供应能力的提高。生物质炭施用一方面增加土壤养分含量和生物有效性，另一方面可能通过提高土壤微生物数量和土壤酶活性改善土壤养分供给能力，从而间接促进植物生长。
为验证以上科学假设，本研究通过采集太湖地区典型稻/麦轮作农田土壤，以小麦秸秆生物质炭为材料，通过盆栽试验，采用定量PCR技术和微孔板荧光法，研究生物质炭添加对黑麦草生长和土壤微生物数量及相关土壤酶活性的影响，探讨潜在的微生物学机理，以期为太湖地区农田土壤增汇减排和稻/麦轮作系统地力提升提供理论参考。
1 材料与方法
1.1 供试材料
供试土壤采自江苏省宜兴市宜丰镇鲸塘村（31°2410" N，119°41'28" E），土壤类型属于太湖地区第四纪湖积物发育的脱潜型水稻土。该地区属亚热带季风气候，为典型的稻麦轮作区，年平均气温15.7℃，年平均降水量1 177 mm。0~20 cm土壤基本理化性质为：pH (H2O)  6.80，有机碳23.5 g kg-1，全氮2.33 g kg-1，有效磷12.36 mg kg-1，速效钾71.62 mg kg-1。于小麦季采集土壤样品，风干后过2 mm筛备用。
试验所用生物质炭由河南三利新能源公司提供，由小麦秸秆在350~550℃下限氧热裂解炭化制得。制得的生物质炭通过2 mm筛，混合均匀后备用。生物质炭的基本性质为：pH（H2O）10.4，有机碳467 g kg-1，全氮5.9 g kg-1，灰分20.8%，比表面积为8.9 m2 g-1，密度0.42 g cm-3。
1.2 盆栽试验
试验设3个处理，分别为C0（不添加生物质炭）、C1（生物质炭添加量2%，炭/土质量比）和C2（生物质炭添加量4%，炭/土质量比），每处理3个重复。将土壤样品与生物质炭充分混合后装盆，每盆重量500 g。每盆播种20粒大小均匀饱满的种子，等黑麦草种子萌发一周后，每盆间苗至10株，整个培养期间均保持无杂草生长。调节土壤含水量至田间最大持水量的65%。试验在温室内进行，培养期间不添加肥料，盆的位置随机摆放，定期补充去离子水。盆栽90 d后剪取黑麦草地上部分，置于60℃烘箱中烘干至恒重，称重。
盆栽结束后进行破坏性取样，土壤过2 mm筛，混匀，分成2份。一份自然风干，用于土壤基本性质测定；另一份冷冻干燥后保存至-70℃冰箱，备用。
1.3 土壤化学分析
土壤化学性质分析参照文献[16]进行。土壤pH用无CO2蒸馏水浸提（土水比为1:2.5），pH计测定。有机碳和全氮（土壤过0.25 mm筛）分别采用重铬酸钾容量法和凯氏定氮法测定。碱解氮采用碱解扩散法测定；有效磷采用盐酸-氟化铵溶液浸提，钼锑抗比色法测定；速效钾采用醋酸铵提取，火焰光度计（FP6410，上海）测定。
1.4 土壤总DNA提取
称取0.25 g冷冻干燥后的土壤样品，采用MOBIO公司生产的土壤DNA提取试剂盒（PowerSoil DNA Isolation Kit，美国），按试剂盒说明书进行土壤总DNA提取。提取后的DNA经 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测，并用微量分光光度计（ND-1000，NanoDrop Technologies，美国）测定其浓度和纯度。提取后的DNA 样品保存于-20℃。
1.5 荧光定量PCR
本试验选用细菌和古菌的16S rRNA基因、真菌18S rRNA基因和固氮微生物nifH基因进行定量分析。质粒及标准曲线的制作参照文献[17]进行。以10倍梯度将获得的质粒进行梯度稀释，得到10-2~10-7 6个梯度备用。反应在实时定量PCR仪CFX96TM Real-Time System （Bio-Rad，美国）上进行，反应体系组成如下：2 × 预混反应液SYBR Premix Ex Taq 10 μl（TaKaRa，日本），10 μmol L-1上游和下游引物各0.5 μl，模板DNA 1.0 μl，无菌双蒸水8 μl。标准曲线及每个样品3次重复，同时设置空白。荧光定量PCR反应所用的引物和反应条件见表1。
表1 定量PCR扩增引物和反应条件
Table 1 Primers for quantitative real time PCR and reaction conditions
	目的基因
Target gene
	引物
Primer
	引物序列(5’-3’)
Primer sequence
	反应程序
Reaction condition
	参考文献
Reference

	细菌Bacterial 16S rRNA
	338F
518R
	ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
ATTACCGCGGCTGCTGG
	94℃预变性2min，94℃变性30s， 55℃退火30s，72℃预延伸30s，35个循环；最后72℃延伸5min①
	[18]

	真菌Fungal 18S rRNA
	NS1F
FungR
	GTAGTCATATGCTTGTCTC
ATTCCCCGTTACCCGTTG
	94℃预变性3min，94℃变性30s， 57℃退火30s，72℃预延伸40s，35个循环；最后72℃延伸5min②
	[19]

	古菌Archaeal 16S rRNA
	344F
517R
	ACGGGGCGCAGCAGGCGCGA
ATTACCGCGGCTGCTGG
	94℃预变性3min，94℃变性30s， 59℃退火30s，72℃预延伸30s，35个循环；最后72℃延伸5min③
	[20]

	固氮菌nifH基因Nitrogen-fixing microorganism nifH gene
	nifHF
nifHR
	AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC
TGSGCYTTGTCYTCRCGGATBGGCAT
	94℃预变性5min，95℃变性15s， 60℃退火30s，72℃预延伸30s，35个循环；最后72℃延伸5min④
	[21]


注Note：① The PCR protocol consists of an initial 2-min pre-denaturation at 94 °C, and 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, at 55 °C for 30 s, and at 72 °C for 30 s and final extension at 72 °C for 5 min. ② The PCR protocol consists of an initial 3-min pre-denaturation at 94 °C, and 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, at 57 °C for 30 s, and at 72 °C for 40 s and final extension at 72 °C for 5 min. ③ The PCR protocol consists of an initial 3-min denaturation at 94 °C, and 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, at 59 °C for 30 s, and at 72 °C for 30 s and final extension at 72 °C for 5 min. ④ The PCR protocol consists of an initial 5-min denaturation at 94 °C, and 35 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s, at 60 °C for 30 s, and at 72 °C for 30 s and final extension at 72 °C for 5 min
1.6 土壤酶活性测定方法
土壤酶活性分析采用微孔板荧光法，其原理为利用底物与酶水解释放4-甲基伞形酮酰（4-MUB）或7-氨基-4-甲基香豆素（MUC）进行荧光检测，通过荧光强度的变化反映酶活性。选取的6种胞外酶分别为：β-葡萄糖苷酶（3.2.1.21，4-MUB-β-D-葡萄糖苷）、纤维二糖水解酶（3.2.1.91，4-MUB-纤维二糖苷）、木糖苷酶（3.2.1.37，4-MUB-β-D-木糖苷）、β-N-乙酰基氨基葡萄糖苷酶（3.2.1.30，4-MUB-β-D-乙酰基氨基葡萄糖苷）、酸性磷酸酶（3.1.3.2，4-MUB-磷酸酯）和亮氨酸氨基肽酶（3.4.11.1，L-亮氨酸-7-氨基-4-甲基香豆素盐酸）。括号中的文字分别表示酶学委员会编码和底物。微孔板荧光法分析参考文献[22]，并作了少量修改：称取2 g冷冻干燥后的土壤样品加入盛有40 ml 50 mmol L-1 醋酸缓冲液（pH 5.0）的100 ml离心管中，置于摇床上25℃，200 r min-1震荡 20 min，使土壤样品充分破碎。用60 ml的50 mmol L-1 醋酸缓冲液少量多次地将土壤悬液全部洗入1 L的烧杯中，制成土壤均质悬浊液。试验每个样品测定3次重复，同时设置不加标准物质的对照。用多功能酶标仪（Synergy™ H1, Biotek，美国）在荧光激发光365 nm和检测光波长450 nm下测定反应液荧光值。根据标准曲线浓度梯度，本试验所有样品的标准曲线R2值均大于0.98。
1.7 数据处理
试验数据使用SPSS 18.0（IBM Co.，Armonk，NY，美国）进行统计分析，采用单因素方差分析（one-way ANOVA）和邓肯（Duncan）法多重比较检验各处理间的差异显著性（p < 0.05）。相关性分析采用皮尔逊（Pearson）相关分析法进行双尾检验确定显著性。
2 结 果 
2.1生物质炭对土壤化学性质和黑麦草生物量的影响
如表2所示，与对照土壤相比，添加2%（C1）生物质炭的土壤，pH、有机碳（SOC）、全氮（TN）、碳氮比（C/N）和速效钾分别提高了9%、45%、19%、20%和104%（均达显著水平）；添加4%（C2）生物质炭的土壤，上述指标分别提高了13%、99%、32%、50%和187%；但2%和4%生物质炭处理下碱解氮分别减少了17%和18%，而对有效磷含量无影响。添加低量生物质炭对黑麦草生物量无影响，而添加高量生物质炭（4%），黑麦草生物量提高了68%。
表2 培养结束后不同处理的土壤性质和黑麦草生物量
Table 2 Properties of the soils after incubation relative to treatment and biomass of ryegrass
	处理
Treatment
	pH(H2O)
	有机碳
SOC (g kg-1)
	全氮
TN (g kg-1)
	碳氮比
C/N
	碱解氮
Alkaline N (mg kg-1)
	有效磷
Available P (mg kg-1)
	速效钾
Available K (mg kg-1)
	黑麦草生物量 Biomass of ryegrass (g pot-1)

	C0
	6.86c
	26.17c
	2.38b
	11.12b
	236.5a
	9.49a
	57.63c
	3.11±0.70b

	C1
	7.48b
	37.89b
	2.83a
	13.38ab
	196.3b
	8.62a
	117.7b
	3.34±0. 62b

	C2
	7.75a
	52.11a
	3.13a
	16.72a
	194.7b
	9.12a
	165.1a
	5.24±0.63a


注：C0，对照；C1，生物质炭添加量为2%（炭/土质量比）；C2，生物质炭添加量为4%。同列数据后不同字母表示不同处理间差异达到5%显著水平。下同Note: C0, C1 and C2 stands for Treatment C0 (biochar added at a rate of 0% as control, weight/weight), Treatment C1 (biochar added at a rate of 2%, low) and Treatment C2 (biochar added at a rate of 4%, high), respectively. Different letters affixed to the data in the same column indicate significant difference between the treatments at p < 0.05. The same below
2.2 生物质炭对土壤微生物丰度的影响
与对照相比，C1处理使细菌、古菌和固氮菌基因丰度分别提高了30%、36%和72%，而对真菌基因丰度无影响（图1）；C2处理使上述指标分别提高了50%、83%和116%。生物质炭处理显著降低了真菌/细菌比（F/B），提高了古菌/细菌比（A/B）。C2处理对细菌、古菌和固氮菌基因丰度的影响较C1更大。
[image: ]
注：不同字母表示不同处理间差异达到5%显著水平。下同Note: Different letters indicate significant difference between the treatments at p < 0.05. The same below
图1生物质炭添加处理下土壤微生物丰度
Fig. 1 Soil microbial abundances relative to treatment of biochar addition
2.3 生物质炭对土壤酶活性的影响
由图2可知，C1处理下β-葡萄糖苷酶、纤维二糖水解酶、木糖苷酶、β-N-乙酰基氨基葡萄糖苷酶和酸性磷酸酶的活性分别较对照提高了25%、118%、123%、112%和14%。C2处理下上述指标分别较对照提高了61%、215%、148%、114%和20%。生物质炭处理对亮氨酸氨基肽酶无影响。C2处理下的β-葡萄糖苷酶和纤维二糖水解酶活性显著高于C1，而其他酶活性在C1和C2处理之间均无显著差异。
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图2 生物质炭添加处理下的土壤酶活性
Fig. 2 Soil enzyme activities relative to treatment of biochar addition
2.4 微生物丰度与土壤化学性质、酶活性间的相关性 
依据变量之间的内在联系，选择性地提取了若干变量进行了相关性分析。土壤微生物丰度与土壤化学性质（pH、SOC、TN和C/N）及6种酶活性的相关性表明，细菌和固氮菌丰度均与pH、SOC、TN、C/N、β-葡萄糖苷酶、纤维二糖水解酶、木糖苷酶、β-N-乙酰基氨基葡萄糖苷酶和酸性磷酸酶呈显著正相关，而与亮氨酸氨基肽酶无相关性（表3）。古菌除了与木糖苷酶和亮氨酸氨基肽酶无相关性外，其余相关性均与细菌一致。真菌丰度与土壤化学性质和所测酶均无相关性。
表3 微生物丰度与土壤化学性质、酶活性的相关性
Table 3 Correlations between soil microbial abundances, soil properties and enzyme activities
	
	pH
	有机碳SOC
	全氮
TN
	碳氮比
C/N
	β-葡萄糖苷酶①
	纤维二糖水解酶②
	β-木糖苷酶③
	亮氨酸氨基肽酶④
	β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶⑤
	酸性磷酸酶⑥

	细菌丰度⑦
	0.90**
	0.89**
	0.81**
	0.78*
	0.78*
	0.87**
	0.74*
	0.35
	0.85**
	0.75*

	真菌丰度⑧
	0.04
	0.19
	-0.11
	0.3
	0.36
	0.09
	0.12
	0.29
	-0.01
	0.19

	古菌丰度⑨
	0.86**
	0.84**
	0.82**
	0.68*
	0.82**
	0.80*
	0.66
	0.52
	0.77*
	0.67*

	固氮菌nifH基因丰度⑩
	0.90**
	0.94**
	0.76*
	0.86**
	0.78*
	0.82**
	0.71*
	0.15
	0.85**
	0.69*


注Note：*, p < 0.05; **, p < 0.01; n=9. ①β-Glucosidase; ②β-D-Cellobiosidase; ③β-Xylosidase; ④Leucine aminopeptidase; ⑤N-acetyl-β-Glucosaminidase; ⑥Acid phosphatase; ⑦Bacterial abundance; ⑧Fungal abundance; ⑨Archeal abundance; ⑩Nitrogen-fixing microorganism nifH gene abundance
3 讨 论
本试验结果表明，高用量（4%）的小麦秸秆生物质炭添加至太湖地区农田土壤中可以显著提高黑麦草生物量，与Zhang等[23]报道的田间试验下生物质炭提高该地区水稻产量相一致。无疑，黑麦草生物量提高与土壤pH、有机碳、全氮和速效钾含量提高有密切关系。如前所述，特别是在酸性土壤中，pH的提高可以直接促进P、K、Mg和Ca等养分的生物有效性，降低活性铝和重金属元素对植物生长的抑制作用[7]。尽管本研究所用土壤为中性土，生物质炭添加仍然提高了土壤pH 0.62~0.89个单位，土壤有机碳和全氮含量也得到了成倍提高。这主要是因为本研究所用生物质炭具有较高的pH（10.4）、有机碳、全氮和灰分含量，与土壤充分混匀后能短期内迅速中和土壤酸性物质，提高土壤pH和碳氮含量。生物质炭添加显著提高了土壤速效钾含量，与黄超等[7]和李松昊等[24]报道的结果相似。显然，速效钾含量的提高对促进植物光合作用、多糖合成和增加植物抗逆性等均有积极作用。碱解氮含量降低可能与生物质炭具有较强的有机物和矿质态氮吸附能力有关[25]。Taghizadeh-Toosi等[25]研究表明，生物质炭能吸附土壤中的铵态氮和硝态氮，且吸附的这些氮素是生物可利用的。低用量（2%）的生物质炭添加未显著提高黑麦草生物量，可能是因为生物质炭对土壤养分等的改善作用还不够充分。
土壤养分含量和生物有效性提高对促进植物生长有着重要作用。保持土壤具有较高的养分水平有赖于微生物和土壤酶介导的有机质矿化过程，在土壤环境适宜的条件下，土壤微生物群落数量、活性和土壤酶功能的提高可以调控养分转化和释放，促进有机质矿质化。本研究表明，生物质炭添加可以不同程度地提高细菌和古菌丰度，与Chen等[17]报道的生物质炭施用提高稻田土壤细菌16S rRNA基因丰度较为一致。细菌在土壤中数量最大，类群最多，参与土壤有机质转化和养分循环等多种重要功能。古菌也是土壤中一类重要的类群，且其数量和活性受土壤可利用有机质影响[26]。生物质炭对土壤细菌丰度的提高可能与土壤微生物可利用碳增加有关，生物质炭为土壤微生物的繁殖创造了有利的生境[27]。Luo等[27]运用13C稳定同位素技术表明草本植物生物质炭较大一部分可以作为底物被微生物利用，从而促进微生物生长。生物质炭巨大比表面积和多孔特性有利于减少微生物被天敌（如食细菌线虫）捕食的机会，为土壤微生物生存提供了充足的水分和养分[28]。因此，生物质炭添加所营造的优良微环境，有利于细菌和古菌丰度的提高，从而促进土壤有机质和生物质炭矿化、养分释放，促进植物生长。本研究中细菌和古菌丰度与土壤有机碳和全氮均呈显著正相关，也说明土壤细菌和古菌与土壤养分之间具有密切联系。添加生物质炭未改变真菌群落丰度，降低了真菌/细菌比，这可能由于真菌具有较大的土壤pH变异耐性，能适应较大的酸碱变化范围[17]。固氮菌通过自身固氮酶系统将空气中的氮气转化为氨，对土壤生物固氮具有重要贡献，也是农田土壤中重要的功能微生物类群[29]。本研究结果与宋延静等[14]报道的添加生物质炭显著促进滨海盐碱土固氮菌丰度较为一致。固氮菌丰度的显著提高暗示着土壤生物固氮作用的增强，可能是生物质炭极高的C/N和土壤中较低的碱解氮含量促进了土壤依靠固氮菌来补偿氮素供应的不足。因此，作为土壤中物质转化和养分循环的核心驱动力，土壤微生物在生物质炭的促进作用下，对增进土壤养分转化和物质循环具有积极意义。
土壤酶源于植物、动物和微生物及其分泌物，但主要来源于微生物，一定程度上反映了微生物的活性及其在土壤养分循环过程中的作用[30]。本研究土壤微生物丰度与多数土壤酶活性具有较好的正相关性印证了两者之间的联系。多数研究发现，土壤酶活性与作物产量具有密切的相关性，是衡量土壤生产力的良好指标[31]。本研究中所检测的6种酶与土壤C、N、P循环密切相关，其活性随着生物质炭添加量的提高而提高（除了亮氨酸氨基肽酶），表明生物质炭促进了有机质的矿化和养分转化的周转速率。因此，生物质炭提高土壤相关酶活性可能是促进黑麦草生长的另一个重要因素。尽管如此，生物质炭添加对酶活性影响变异较大，既可增加也可抑制相关土壤酶活性。Wang等[32]通过微孔板荧光法发现低浓度（0.5%质量比）的生物质炭添加量可以促进β-葡萄糖苷酶、α-葡萄糖苷酶和纤维二糖水解酶活性，而高浓度（2.5%和5%质量比）反而抑制其活性。尚杰等[15]发现低用量生物质炭可以提高蔗糖酶、脲酶和碱性磷酸酶等活性，促进糜子产量，而高用量生物质炭却降低了其活性。Chen等[17]研究发现秸秆生物质炭可以提高土壤脱氢酶和碱性磷酸酶活性，但降低了β-葡萄糖苷酶活性。Bailey等[33]认为酶活性变异取决于生物质炭的孔隙结构和活性表面对酶和底物的吸附能力，并受土壤和生物质炭颗粒类型影响，酶活性测定方法差异也会导致截然不同的结果。因此，在以后的研究中有必要综合考虑生物质炭特征、土壤类型和测定方法，开展更多此类研究。
4 结 论
盆栽实验中，短期的小麦秸秆生物质炭添加提高了黑麦草生物量，主要归因于生物质炭改善了土壤养分水平，并显著增加了细菌、古菌和固氮菌等土壤主要类群功能菌的丰度，增强了与土壤C、N和P转化相关的酶活性。然而，这种改善效果的持续性和土壤微生物变化的机制还不明确，在开展大规模生物质炭农田施用之前迫切需要开展更多长期定位试验。
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Effect of Biochar Addition on Ryegrass Growth in a Pot Experiment and Its Mechanism
WU Tao  FENG Gelin  ZENG Zhen  CHEN Junhui† XU Qiufang  LIANG Chenfei
[bookmark: _GoBack](Zhejiang Provincial Key Laboratory of Carbon Cycling in Forest Ecosystems and Carbon Sequestration, School of Environmental and Resources, Zhejiang Agriculture and Forestry University, Lin’an, Zhejiang 311300, China)

Abstract   【Objective】Biochar amendment to soil has recently been considered as a promising strategy to improve soil carbon sequestration and soil fertility. The aim of this work was to investigate effect of biochar on plant growth and its potential mechanism behind, so as to provide a theoretical reference for the use of biochar as a soil amendment in agricultural soils to improve soil fertility and enhance soil carbon sequestration. 【Method】 For this study a pot experiment was performed to investigate changes in ryegrass growth, soil microbial community abundance and soil enzyme activities involved in C, N and P recycling as affected by biochar addition. The biochar used in the pot experiment was prepared out of wheat straw through pyrolysis at 350~550℃ with limited oxygen, and the soil in the pots was collected from farmlands in the Tai Lake Region. Biochar was amended into the pots, separately, at a rate of 0% for Treatment C0 or control (biochar / soil in weight), 2% for Treatment C1 (low rate) and 4% for Treatment C2 (high rate) and each treatment had 3 replicates. Ryegrass (Lolium perenne) was planted in each pot and let grow for 90 days. At the end of the period of growth, ryegrass was analyzed for biomass and soils for properties, microbial community abundances and soil enzyme activities with the quantitative real-time PCR and microplate fluorimetric assay, respectively. 【Result】Results show that biochar at a low rate did not increase ryegrass biomass, but at a high rate it did significantly or by 68%. Biochar addition, low and high significantly increased soil pH, soil organic carbon (SOC), total nitrogen (TN), C/N ratio and available K content by 9%, 45% , 19%, 20%, and 104% and by 13%, 99%, 32%, 50%, and 187%, respectively, as compared with the control, whereas it decreased available N content by 17% and 18%, respectively. Besides, biochar addition, low and high also increased bacterial and archaeal 16S rRNA and nifH gene copies by 30%, 36%, and 72%, and by 50%, 83%, and 116%, respectively, and also significantly increased β-glucosidase (BG), β-D-cellobiosidase (CB), β-xylosidase (XYL), N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG) and phosphatase (PHOS) by 25%, 118%, 123%, 112% and 14%, and by 61%, 215%, 148%, 114%, and 20%, respectively, but had no effect on leucine aminopeptidase. In most cases, no significant differences were observed in chemical and biological properties between the treatments high and low in addition rate. Correlation analysis demonstrates that abundances of all soil microbes (except for fungi) were positively related to pH, SOC, TN, C/N and activities of most soil enzyme (except for leucine aminopeptidase). 【Conclusion】In summary, all the findings in this study suggest that biochar addition can improve soil fertility, key microbial communities in abundances and enzymes in activity, which may be the major causes of biochar enhancing soil nutrient transformation functions and plant productivity.

Key words   Biochar; Quantitative PCR; Soil enzyme; Microplate fluorimetric assay; Soil microorganisms
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