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摘  要   土传病害的发生与微生物关系密切，但砧穗互作下根际微生物活性变化尚不明确。为阐明在不同土壤类型下，砧穗互作对根际微生物活性的影响，采集黑土（吉林）、红壤（海南）、黄棕壤（江苏）和灰漠土（新疆）四种类型土壤，并在每种土壤上均种植自根葫芦、自根西瓜、嫁接西瓜（葫芦砧木）以及嫁接葫芦（西瓜砧木），利用Biolog培养技术探究不同处理下根际微生物碳源代谢活性的差异。结果表明，不同土壤类型下微生物代谢活性差异显著（R2 = 0.534，p < 0.001），不同嫁接植物之间根际微生物碳源利用同样存在显著差异（R2 = 0.075，p < 0.001）。不同嫁接处理根际微生物对碳源的综合代谢水平自根西瓜>嫁接葫芦（西瓜砧木）>嫁接西瓜（葫芦砧木）>自根葫芦。聚类推进树（Aggregated boosted tree, ABT）分析显示土壤有效磷、速效钾是影响微生物碳源利用的主要因子。评估不同土壤类型下根际微生物碳代谢活性对砧穗互作的响应，可为防控土传病害提供依据。
关键词    西瓜；葫芦；嫁接；根际；碳源代谢指纹
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]中图分类号　　S154.4　　　文献标识码　　A

[bookmark: _Hlk503859660]西瓜是我国重要经济作物，但因连作导致土传病害频发，对农业生产造成严重损失。西瓜枯萎病是一种分布广泛、危害严重、防治困难的典型土传病害[1]。Janvier等[3]研究发现，土壤微生物群落结构的破坏是诱发土传病害的主要原因[2]。当前，嫁接被广泛用于防控西瓜枯萎病。嫁接能够改变根系分泌物的组成，并通过分泌抑菌物质，组建健康的根际微生物群落，在根际形成化学屏障和生物屏障，有效抵抗病原菌入侵[4]。
土壤空间异质性导致不同类型土壤的微生物群落存在差异。Edwards等[5]研究表明，不同土壤上种植的水稻根际微生物群落显著改变。Peiffer等[6]也指出，不同地点玉米的根际微生物群落明显不同。吉林、海南、江苏、新疆分别位于我国北部、南部、东部和西部地区，地处不同气候类型带，土壤理化差异较大，且均为西瓜生产大省。因此，研究不同地区土壤上砧穗互作对根际微生物活性的影响不仅有利于综合了解不同西瓜种植地土壤微生物代谢活性现状，还可以探究嫁接对微生物活性的影响在不同土壤类型上是否存在普遍规律。
微生物的种类和特性决定了微生物对碳源的代谢能力[7]，研究微生物功能多样性能够了解环境中微生物群落结构和功能变化[8]。Biolog技术通过监测微生物对单一能源碳的利用程度和变化，来反映微生物群体代谢特征。因其操作简单、灵敏度高和分辨力强而被广泛用于微生物群落结构和功能多样性研究[9]。目前，大量研究从根系分泌物和根际微生物群落组成来探究嫁接对根际微生物的影响，但对不同土壤、不同嫁接植物根际微生物碳代谢活性方面研究较少。本研究通过盆栽实验，在四种类型土壤上种植不同嫁接处理的植株，利用Biolog培养技术，探究不同土壤类型和嫁接方式对作物根际微生物碳代谢活性的影响，以期找到微生物碳源代谢与嫁接抗病的关系，为研究嫁接对西瓜枯萎病的抗性机制提供科学依据。
1 材料与方法
1.1 供试材料
分别从吉林、海南、江苏和新疆四个省份采集土壤表层土（0 ~ 20 cm）。风干后，过100目筛，进行基本理化性质测定。土壤pH和电导率用无CO2水以1：2.5土水比测定，土壤总碳、全氮使用元素分析仪（Vario EL Ⅲ，elementar）测定，有效磷用碳酸氢钠法测定，速效钾用乙酸铵法测定。样地土壤基本情况见表1。植株类型分别为自根葫芦、自根西瓜、嫁接西瓜（葫芦砧木）和嫁接葫芦（西瓜砧木）。葫芦品种为瓠子(Lagenaria siceraria (Molina) Standl. var. hispida (Thunb.) Hara)，西瓜品种为早佳8424（Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. and Nakai var. Zaojia 8424）。嫁接方法采用插接法[10]，所有植株幼苗均由南京市蔬菜科学研究所提供。
表 1    供试土样采样地点和理化性质
Table 1    Sampling sites and physicochemical properties of the soils tested
	[bookmark: _Hlk504070525]采样地点
Location
	土壤类型
Classification
	经纬度
Longitude and latitude
	pH
	电导率
EC
(mS cm-1)
	全碳
Total carbon
(g kg-1)
	全氮
Total nitrogen
(g kg-1)
	有效磷
Available P
(mg kg-1)
	速效钾
Available K
(mg kg-1)
	碳氮比
Carbon-nitrogen ratio

	吉林 
Jilin
	黑土 
Black soil
	43.5°N 124.5°E
	7.23
	0.25
	17.96
	1.83
	35.5
	84.0
	 9.81

	海南 Hainan
	红壤
Red soil
	19.8°N 109.3°E
	4.79
	0.12
	17.29
	1.74
	 7.4
	2.0
	 9.94

	江苏 Jiangsu
	黄棕壤Yellow-brown soil
	32.0°N 118.9°E
	7.93
	0.14
	6.66
	0.76
	13.9
	29.0
	 8.76

	新疆 Xinjiang
	灰漠土
Desert grey soil
	43.8°N 87.5°E
	7.77
	2.17
	17.96
	0.75
	12.0
	69.0
	 23.94


1.2 试验方法
试验于2016年7月在南京农业大学牌楼试验基地进行。具体如下：4个地点土样过10目筛，去除碎石、根等杂物。将土装入盆钵中，每盆土重约480 g。将植株幼苗根部清洗干净，移栽到盆钵中。期间适当浇水。种植45 d后采集样品，抖落根表松软的土，将紧紧附着在根表的土视为根际土。根和根际土一并放入冰盒中，运回实验室4 ℃保存。
BIOLOG生态板（ECO MICROPLATE Cat. No. 1506 HAYWARD, CA 94545 U.S.A）包含用于土壤微生物群落分析最常用的31种碳源，每种碳源设有3个平行。具体方法为，称取根和根际土共1 g于无菌50 ml离心管中，加入9 ml灭菌的0.85% NaCl溶液，放入摇床中250 r min-1震荡30 min，取出后静置10 min，吸取2 ml上清液稀释至1 000倍。吸取稀释液接种到BIOLOG板中，每孔150 μl，放入恒温培养箱28 ℃培养[11]。使用Biolog自动微生物鉴定系统（BIOLOG MicroStation, USA）每隔12 h测定590 nm和750 nm波长下的吸光值，持续测量至168 h。
1.3 数据分析
微生物代谢活性用590 nm吸光度数值减去750 nm吸光度数值表示[8]。
平均每孔颜色变化（Average well color development, AWCD）代表微生物对碳源的综合代谢能力[11]。
AWCD = Σ (Ai - A1) / 31
式中，Ai为第i个孔的相对吸光度，A1为对照孔的相对吸光度。
选取培养过程中第96 小时测定的吸光度数据进行数据分析[12]。不同植物处理微生物的碳源利用单因素方差分析使用SPSS 19.0。使用R 3.3.3版本中的vegan、ggplot2程序包完成微生物碳源吸光度主成分分析，使用R 3.3.3版本中的permute、lattice、vegan、pheatmap程序包完成热图分析，使用R2.10.1版本的lattice、gbmplus程序包完成聚类推进树（Aggregated boosted tree, ABT）分析。
2 结 果
2.1 微生物碳代谢活性差异
不同土壤类型（p < 0.001）和不同植物类型处理之间（p = 0.047）AWCD值存在显著差异（图1A）。土壤处理中吉林黑土微生物碳源代谢活性最高、江苏黄棕壤次之、新疆灰漠土和海南红壤最低。不同土壤上4种嫁接处理AWCD值呈现不同的变化趋势。四种土壤自根西瓜处理的AWCD值均大于自根葫芦处理。与自根西瓜处理相比，黑土处理的嫁接西瓜（葫芦砧木）AWCD值显著降低，而其余土壤上嫁接处理AWCD值没有显著变化。
由不同嫁接处理根际微生物对六大类碳源利用程度（图1B）可知，根际微生物对糖类、氨基酸类、酯类碳源的利用程度存在显著差异，但对醇类、胺类和酸类碳源利用差异不显著。4种嫁接处理微生物对六类碳源的利用程度有相同趋势。自根葫芦处理根际微生物碳源利用性最低，自根西瓜处理最高，两种嫁接植物根际微生物碳代谢活性处于中间水平。
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注：同一土壤或同一碳源不同字母表示植物类型之间根际微生物AWCD的差异显著（p < 0.05）Note: Different letters represent in the same column of soil or carbon source mean significant difference between treatments (p < 0.05)
图1  4种土壤4种根际微生物碳源代谢吸光度（A）及4种根际微生物利用6类碳源的吸光度（B）
Fig. 1 AWCD of carbon sources utilization by microorganisms in rhizosphere relative to treatment (A) and relative to kind of carbon sources (B)
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2.2 土壤类型和植物类型对碳源利用的影响
31种碳源吸光度数据的多因素置换方差分析（Permutational multivariate analysis of variance, PERMANOVA）结果表明（图2），土壤类型（R2 = 0.534，p < 0.001）和植株类型（R2 = 0.075，p < 0.001）对微生物碳源代谢均有显著影响，两者交互作用（R2 = 0.215，p < 0.001）显著改变微生物碳源代谢水平。
六类碳源吸光度数据方差分析（ANOVA）的结果表明，土壤因素均显著影响微生物对六类碳源的代谢程度（p值均小于0.001）；不同植物处理之间微生物对糖类（p < 0.05）、氨基酸类（p < 0.001）、醇类（p < 0.05）、胺类（p < 0.001）碳源的利用程度显著改变，对酯类（p = 0.09）和酸类（p = 0.25）碳源利用的影响不显著；土壤与植物处理的交互作用同样显著影响微生物对六类碳源的利用（p值均小于0.05）。
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***, p < 0.001; **, p < 0.05
图2 微生物对31种单一碳源利用吸光度的PERMANOVA分析（A）及六类碳源利用吸光度方差分析（B）
Fig. 2 PERMANOVA of absorbance relative to sole carbon sources utilized by microorganisms (A) and ANOVA of absorbance relative to kind of carbon sources utilized (B)
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2.3 不同植物类型根际微生物的碳源利用模式
为了解每种土壤上，不同嫁接处理根际微生物碳代谢差异，对31种单一碳源吸光度数据进行主成分分析（图3）。可以看出，不同嫁接处理根际微生物对31种碳源的利用在主成分第一、二轴上分开（黑土p = 0.001、黄棕土p = 0.001、红壤p = 0.001、灰漠土p = 0.003），证明在不同土壤上，嫁接均改变根际微生物碳源利用模式。
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图 3 不同植物类型根际微生物碳源利用主成分分析
Fig. 3  PCA of carbon sources utilization by microorganisms relative to type of plant 
2.4 不同根际微生物碳代谢指纹差异
为进一步探究嫁接对根际微生物碳代谢活性的影响，将31种单一碳源的代谢吸光度数据标准化后，进行热图分析（图4）。结果表明，自根葫芦处理不同碳源利用总体上呈蓝色或深蓝色，证明其根际微生物对大部分单一碳源利用程度相对偏低，对α-D-乳糖、I-赤藻糖醇、γ-羟基丁酸、衣康酸、α-丁酮酸等少数碳源利用程度较高；相反，自根西瓜处理大部分碳源代谢呈橘红色或红色，说明其根际微生物对多种碳源均有较高利用程度。嫁接西瓜（葫芦砧木）与自根西瓜处理相比，微生物对糖类（D-木糖、肝糖）、氨基酸类（除L-精氨酸以外其他氨基酸）、酯类（吐温40、吐温80）、醇类（I-赤藻糖醇、D-甘露醇、D, L-α-甘油）和胺类（苯乙基胺、腐胺、N-乙酰基-D-葡萄胺）碳源的利用程度普遍降低，而在对酸类碳源的利用程度上，嫁接西瓜（葫芦砧木）处理增加了对D-半乳糖醛酸、衣康酸的利用，对2-羟基苯甲酸、4-羟基苯甲酸和D-苹果酸的利用程度降低。嫁接葫芦（西瓜砧木）处理根际微生物对碳源的综合利用程度高于自根葫芦和嫁接西瓜（葫芦砧木）处理。与自根西瓜处理相比，嫁接葫芦（西瓜砧木）处理根际微生物对氨基酸类碳源的利用程度（除L-丝氨酸和甘氨酰-L-谷氨酸）增加；除4-羟基苯甲酸、γ-羟基丁酸外其他酸类碳源的利用程度均有所提高；糖类、酯类、醇类和胺类碳源的利用略有降低。
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图 4 不同植物类型根际微生物对31种碳源代谢程度热图分析
Fig. 4 Heat map analysis of metabolisms of 31 sole carbon sources by rhizospheric microorganisms relative to type of plant
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2.5 环境因子对微生物碳代谢活性的影响
将31种碳源代谢吸光度数据进行主成分分析后，取PC1轴数据代表微生物对碳源的综合利用水平，与环境因子进行聚类推进树分析（图5）。结果表明，土壤速效钾和有效磷对微生物碳源代谢的相对影响率最高，分别为27.3%和26.9%；其次是土壤电导率和pH，分别为21.8%和16.6%；而土壤全氮量、全碳量和土壤碳氮比对微生物活性的影响较小，分别为3.2%，2.3%和1.9%。
六类碳源的代谢吸光度与不同环境因子的ABT分析表明，土壤有效磷和速效钾很大程度上影响微生物对糖类、氨基酸类、酯类、胺类及酸类碳源的代谢利用。土壤全氮和pH主要影响微生物对醇类物质的代谢（分别为31.0%和28.9%）。
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图 5    环境因子对微生物碳源利用的相对影响率
Fig. 5 Relative influence of environmental factors on carbon sources utilization by microorganisms
3 讨 论
3.1不同土壤根际微生物碳代谢指纹特征与差异
不同土壤类型处理中，吉林黑土的微生物带谢活性最高，江苏黄棕壤次之，海南红壤、新疆灰漠土最低。原因是黑土的肥力高，pH近中性，环境适宜微生物生存，微生物多样性水平高。而红壤属酸性土，土壤养分含量少，微生物数量和活性均被抑制。新疆灰漠土土壤电导率显著高于其他三种土壤，土壤电导率与含盐度呈正相关关系，高盐分抑制微生物的生长[13]。
聚类推进树分析（图5）表明，土壤理化因子影响微生物活性。有效磷、速效钾是影响土壤微生物碳代谢活性的主要因子，pH和全氮主要影响微生物对醇类物质的代谢。有研究表明，土壤有效磷、速效钾、pH和全氮量均显著影响土壤中微生物数量[14]。因此可以推断，理化因子通过改变土壤微生物量进而影响微生物对碳源利用能力。
3.2不同植物根际碳代谢差异及与土传病害之间的联系
前期试验证明，自根葫芦、自根西瓜和嫁接西瓜（葫芦砧木）分泌不同的根系分泌物[15]，且分泌物对微生物活性有刺激作用[16]，因此可以推断，嫁接改变了根系分泌物的组成进而影响根际微生物活性。本试验中，嫁接显著改变了根际微生物代谢活性，不同嫁接处理微生物对糖类、氨基酸类和酯类碳源的利用存在显著差异，而对醇类、胺类和酸类的利用程度差异不显著（图1b），原因是土壤因素对微生物碳源利用的影响远大于植物因素（图2），使部分植物因素的影响效果被掩盖[7]。主成分分析表明，嫁接显著改变了根际微生物碳源代谢模式。通过热图分析结果显示，自根葫芦处理根际微生物对碳源利用普遍偏低，而自根西瓜处理大部分碳源利用程度高，两种嫁接处理微生物碳源利用程度处于中间水平。
根际中的糖类、氨基酸、酸类等物质主要来自于根系分泌物[17]。植物将5% ~ 21%的光合产物以根系分泌物的形式释放到土壤环境中[18]，为微生物提供物质和能量。大量研究表明，根系分泌物中的糖、氨基酸等物质能够为土传病原菌提供生存必要的碳源和氮源，对病原菌的生长和孢子萌发有明显促进作用[17, 19]。尖孢镰刀菌是异养微生物，倾向于利用碳氮比高的物质。根际环境中糖类含量高，可为致病菌提供营养。氨基酸参与多种生命过程，是微生物重要的营养源之一，对土壤微生物群落结构和活性均有直接影响。前人研究表明，外源添加丙氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、精氨酸、甘氨酸和苯丙氨酸对尖孢镰刀菌的生长有明显的刺激作用[17]。潘凯和吴凤芝[20]以5种对枯萎病不同抗性黄瓜品种为实验材料，发现其根系分泌物中总氨基酸水平与品种抗性呈负相关关系。本试验的西瓜品种早佳8424属于感病品种，从根系分泌物中检测出大量糖和氨基酸[17]。与其他植物处理相比，自根西瓜处理根际微生物对糖类、氨基酸类碳源代谢水平高（图4）。因此，根际微生物对糖类、氨基酸类利用水平可能与枯萎病抗性存在一定关系。此外，酚酸作为根际中重要的化感物质，对土传病原尖孢镰刀菌的生长有很大影响。外源添加2-羟基苯甲酸在低浓度时促进孢子萌发，高浓度对孢子萌发起抑制作用；4-羟基苯甲酸对尖孢镰刀菌产孢、孢子萌发有一定的促进作用[17]。本研究中，自根西瓜处理的根际微生物对4-羟基苯甲酸代谢活性高，自根葫芦处理微生物对4-羟基苯甲酸代谢活性较低，砧穗互作降低了根际微生物对4-羟基苯甲酸的利用程度，这可能与嫁接之后植物向根际分泌4-羟基苯甲酸的量减少有关。
连作障碍是由根系分泌物介导下植物与微生物共同作用的结果[21]。植物通过分泌根系分泌物影响微生物的碳代谢活性，自根西瓜处理微生物碳源综合利用程度高，证明根际环境碳源种类丰富，能够为病原菌生长提供有利条件，可能诱导枯萎病产生；相反，自根葫芦根际环境中碳源物质相对贫乏，不利于病原菌大量繁殖。通过嫁接，改变了植物根系分泌物的组成，降低了根际微生物对部分碳源的代谢活性。嫁接西瓜（葫芦砧木）处理与自根西瓜相比，根际的微生物对碳源（尤其是糖类和氨基酸类）的利用普遍降低（图 4），在一定程度上解释了嫁接防控土传病害的原因。而嫁接葫芦（西瓜砧木）处理，对糖类、氨基酸类碳源的代谢程度仍处于较高水平，证明西瓜作为砧木不能达到病害防控的目的。
4 结 论
土壤类型和砧穗互作均显著改变微生物碳源代谢活性，土壤类型对微生物活性的影响更大。四种土壤处理中，吉林黑土微生物代谢水平最高，海南红壤和新疆灰漠土最低。土壤速效钾、速效磷养分的差异影响微生物对不同类型碳源的代谢活性。不同嫁接处理中，自根西瓜根际微生物代谢程度最高，自根葫芦最低。嫁接降低了微生物对糖类、氨基酸等有益于病原菌生长物质的代谢，表明根际微生物组成和化学环境发生变化，不利于病原菌大量繁殖。
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Fingerprints of Carbon Metabolisms of Gourd as Rootstock and Watermelon as Scion in Rhizosphere of Different Types of Soils — Characteristics and Differences
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]RUAN Yang1  WANG Dongsheng2  GUO Shiwei1  LING Ning1†  SHEN Qirong1 
(1 Jiangsu Provincial Key Lab of Organic Solid Waste Utilization, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)
(2 Nanjing Institute of Vegetable Science, Nanjing 210042, China)

【Objective】 Grafting, as an ancient horticulture technology, can prevent soil borne diseases effectively during watermelon planting. Studies in the past demonstrated close relationships between soil-borne diseases and microbiota, but it is still unknown how rhizospheric microbial activity is affected by rootstock-scion interaction. The objective of the present study is to elucidate effects of rootstock-scion interaction on microbial activity in the rhizosphere of watermelon grafted on gourd in a variety of soils. 【Method】 Four types of soils were collected including black soil (from Jilin), red soil (from Hainan), yellow-brown soil (from Jiangsu) and desert grey soil (from Xinjiang) and four types of seedlings (bottle gourd, watermelon, watermelon grafted on bottle gourd rootstock and bottle gourd grafted on watermelon rootstock) were planted in the four types of soils, separately. Rhizosphere soils were collected after 45 days. The BIOLOG method was used to explore differences between the treatments of the experiment in soil microbial activity. 【Result】Two-way PERMANOVA (Permutational multivariate analysis of variance) showed that soil microbial activity varied remarkably with soil type (R2 = 0.534, P < 0.001), and significant differences were observed in utilization of microbial carbon sources between grafted plants, i.e. grafted watermelon and grafted gourd (R2 = 0.075, P < 0.001). The treatment of watermelon was the highest in comprehensive utilization level of carbon source by rhizospheric microbiota, and followed by the treatment of grafted bottle gourd, the treatment of grafted watermelon, and the treatment of bottle gourd in the end. Principal component analysis (PCA) also showed that rootstock-scion interaction had an influence on microbial carbon sources utilization in different soil types. Heatmap analysis further demonstrated that grafting varied the microbial utilization of 31 sole carbon sources. For instance, the microorganisms in own-root bottle gourd rhizosphere utilized less carbohydrates, amino acids, polymers, phenols and amines compared to own-root watermelon and grafted plants, whereas they utilized more carboxylic acids such as γ-hydroxybutyric acid and α-keto butyric acid. On the contrary, the microbiome in own-root watermelon rhizosphere preferred to metabolize more carbohydrates, amino acids, polymers, phenols and amines, but less carboxylic acids. Compared with own-root watermelon treatment, grafted watermelon showed a lower absorbance level of various carbon sources such as carbohydrates, amino acids, which suggested that rootstock-scion interaction changed microbial metabolic pattern in rhizosphere. Aggregated boosted tree analysis (ABT) proved that soil available nutrients (such as readily available potassium and readily available phosphorus) were main influencing factors of carbon utilization by microbiota. 【Conclusion】 Both soil types and plant types can affect microbial activity in rhizosphere. Rootstock-scion interaction varied microbial metabolic pattern significantly. This study evaluated responses of microbial activity in rhizosphere to rootstock scion interaction in different types of soils, with results which may serve as theoretical basis for control of soil-borne diseases. 
  Watermelon; Bottle gourd; Graft; Rhizosphere; Carbon source metabolic fingerprint
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