连续水旱轮作对水稻冷浸田土壤细菌群落结构的影响
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摘 要  利用高通量测序技术，采用单季稻-冬闲（CK）、油菜-水稻（R-R）、春玉米-水稻（C-R）、紫云英-水稻（M-R）和蚕豆-水稻（B-R）五个处理来探究水旱轮作模式对水稻冷浸田土壤细菌群落结构的影响，同时分析了土壤理化因子与细菌群落结构的关系。结果表明：水旱轮作能够显著增加水稻产量18% ~ 44%。与CK相比，绝大多数水旱轮作降低了土壤细菌的丰富度，而细菌多样性与CK处理无显著差异。变形菌门和酸杆菌门为土壤中的优势细菌类群，其中变形菌门的丰度最高。与CK相比，轮作后酸杆菌、放线菌、硝化螺旋菌、慢生根瘤菌和亚硝化螺菌等参与碳氮循环的菌群丰度明显增加。聚类分析表明CK和M-R轮作土壤细菌群落单独聚为一类，而B-R、C-R和R-R轮作土壤聚为另一类。冗余分析表明土壤全磷、
有效磷和pH是影响水旱轮作土壤细菌群落结构的主要因子。
关键词   冷浸田；水旱轮作；细菌群落结构；高通量测序
中图分类号  S15       文献标识码  A
冷浸田是指山丘谷地受冷水、冷泉浸渍或湖区滩地受地下水浸渍而形成的一种强育性低产水稻田[1]。据统计，我国有冷浸田约400万hm2，已成为我国粮食增产的主要障碍之一[2]。冷浸田由于长期受冷水浸泡，具有水冷土温低、还原性强和产量低等特征[3]。然而冷浸田不同于其他的中低产田，其有机质含量丰富，潜在肥力较高，增产潜力巨大。若对冷浸田进行针对性的改良措施，提高农田的生产能力，对保障粮食生产与促进农民增收具有重要的现实意义。
水旱轮作是冷浸田土壤获得水稻高产的一项有效措施[4]。在水旱轮作条件下，由于季节性的干湿交替使得土壤中的物理和化学性质发生了一系列的变化，这势必会影响土壤中的微生物。植物根际的土壤微生物群落对不同作物的根系分泌物反应不同[5]。而根际土壤的微生物群落又会对非根际土壤的微生物群系产生影响[6]。微生物群落多样性与土壤生态系统的结构和功能密切相关，在维持土壤肥力和生态平衡中发挥着重要作用[7]，对外界环境较敏感，是土壤变化的重要指示因子之一[8]。各学者关于作物轮作对土壤微生物多样性影响的研究分歧较大[9-11]。
上述轮作研究多集中于障碍特征不明显的土壤类型，而针对以潜育化为主要特征的冷浸田土壤的报道尚少。水旱轮作下冷浸田土壤的研究主要集中在轮作对冷浸田土壤的理化性状和微生物数量[12]、活性碳氮磷[13]以及土壤亚铁的影响[14]。然而，冷浸田土壤细菌群落结构对水旱轮作的响应规律尚未有系统研究。
为了寻求适合冷浸田的轮作体系，提高冷浸田的生产能力，本研究通过冷浸田水旱轮作改制试验，采用高通量测序技术探讨冷浸田由单季稻改为水旱轮作制后，对土壤细菌群落结构的影响，旨在为冷浸田治理利用提供理论依据。
1 材料与方法
1.1  研究区概况
试验设于农业部福建耕地保育科学野外观测实验站（闽侯县白沙镇溪头村，119°04'10″ E、26(13'31″ N）。所处地形为山前倾斜平原交接洼地，土壤类型为浅脚烂泥田，属潜育化程度较低的冷浸田。成土母质为低丘坡积物。试验前为单季稻-冬闲。供试土壤基本性状：有机质34.0 g kg-1，全氮 2.01 g kg-1，全磷 0.32 g kg-1，全钾 13.0 g kg-1，速效氮 173.4 mg kg-1，有效磷 5.5 mg kg-1，速效钾 49.5 mg kg-1，pH 5.3。
1.2  试验设计
轮作试验共设5个处理：（1）单季稻-冬闲（CK）；（2）油菜-水稻（R-R）；（3）春玉米-水稻（C-R）；（4）紫云英-水稻（M-R）；（5）蚕豆-水稻（B-R）。每处理设3次重复，采用随机区组排列。每小区面积10 m2 (长4 m，宽2.5 m）。各作物品种、种植时间、种植密度、播种量及施肥方式详见王飞等所述[12]。
试验自2011年10月上旬单季稻收割后开始，连续种植4茬旱作与4茬单季稻（其中CK处理分别于2012 ~ 2015年连续4年种植单季稻，冬季空闲），2015年10月上旬结束。由于冷浸田冬季地下水位高，旱作试验前，小区内四周开环沟（30 cm×30 cm），以适当降低地下水位。旱作期结合起畦栽培，畦高20 cm。紫云英于盛花期（4月上旬）翻压，各旱作作物收获后秸秆全部粉碎回田并翻压入土，田间保持湿润状态，自然腐熟。水稻生育期各处理以浅水灌溉为主。


	
	
	

	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	

	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	



2015年10月份水稻收获期采用五点法采集各小区耕层土样（0~20 cm）约1 kg，部分土样风干，测定土壤理化性状；部分土样-80℃保存，用于高通量测序分析。
1.3  测定方法
土壤理化性质按常规分析方法[15]测定：土壤pH用蒸馏水浸提（水土比1:2.5）pH计测定，有机质采用重铬酸钾外加热法，全氮用半微量凯氏定氮法，全磷用碱熔-钼锑抗比色法，全钾用NaOH熔融―火焰光度法，速效氮用碱解扩散法，有效磷用0.5 mol L-1 NaHCO3浸提-钼锑抗比色法，速效钾用1.0 mol L-1 NH4OAc 浸提―火焰光度法测定。
土壤基因组DNA的提取：利用试剂盒提取土壤基因组DNA，采用FastDNA SPIN Kit for Soil
（MP Biomedicals公司，美国）试剂盒，使用超微量分光光度计（NanoDrop 2000，美国）检测DNA的浓度和纯度。DNA样品保存于-20℃冰箱待用。
16S rRNA基因的高通量测序：采用通用引物519F（CAGCMGCCGCGGTAATWC）和907R（CCGTCAATTCMTTTRAGTTT）扩增细菌16S rRNA基因的V4~V5区。正向引物序列包含5 bp的barcode序列。 PCR反应体系为50 μl，包括25 μl的Taq DNA聚合酶（Takara），2 μl的正反向引物（10 μmol L-1），1 μl的DNA模板（约50 ng基因组），20 μl的 ddH2O。扩增条件为95 ℃预变性3 min，95 ℃变性45 s，56 ℃ 退火45 s，72℃ 延伸60 s，35个循环。最后72℃ 扩增7 min。PCR产物纯化后，等物质的量混合后，通过Illumina Miseq平台（Illumina公司，美国）进行高通量测序（中国科学院南京土壤研究所）。
1.4 数据处理
基于QIIME分析平台对原始FASTQ文件进行过滤、拼接、去除嵌合体[16]。序列比对后按照97%相似性水平划分操作分类单元（operational taxonomic unit，OTU）。每个OTU的最优势序列选作代表性序列，通过RDP提供的参考序列和分类系统[17]进行分类。采用Mothur软件计算多样性指数（Chao1、Ace、香农指数和辛普森指数
）[18]。使用R软件基于Bray-Curits距离算法进行聚类分析。采用Canoco 5.0 软件对环境因子与细菌群落结构进行冗余分析（Redundancy analysis，RDA）。采用SPSS 18.0进行统计分析，单因素方差分析（One-way ANOVA）检验多处理间均值差异的显著性。
2 结 果
2.1水旱轮作模式对冷浸田水稻产量的影响
    不同水旱轮作模式对2015年冷浸田水稻产量产生了明显的影响（图1）。单季稻-冬闲（CK）处理产量最低，仅为5 737 
kg hm-2；春玉米-水稻轮作（C-R）产量最高，为8 266 kg hm-2，其次为蚕豆-水稻轮作（B-R）、油菜-水稻轮作（R-R）和紫云英-水稻轮作（M-R），产量依次为7 737 kg hm-2、7 493 kg hm-2和6 783 kg hm-2。C-R、B-R、R-R和M-R轮作模式的产量分别是CK产量的1.44倍、1.35倍、1.31倍和1.18倍。
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图1
 不同水旱轮作模式对2015年水稻产量的影响
Fig.1 Effect of paddy-upland rotation on rice yield in 2015 relative to mode of the rotation
2.2 水旱轮作模式对冷浸田土壤理化性质的影响

由表1可知，水旱轮作模式对土壤有机质、全钾和速效氮含量无显著影响。B-R处理的土壤全氮含量最高，但是仅显著高于R-R处理，与其他轮作模式无显著差异。与CK相比，M-R处理的全磷含量与之无显著差异；其他轮作模式的全磷含量均得到明显提升（p < 0.05）。CK处理的有效磷含量最低，仅为14.92±0.72 mg kg-1，水旱轮作后土壤有效磷含量明显增加（p < 0.05），R-R、C-R、M-R和B-R增幅分别为80.36%、89.48%、25.80%和79.83%。CK和M-R处理的速效钾含量最低，R-R、C-R和B-R处理的速效钾含量分别是CK的1.04倍、1.12倍和1.29倍。与CK处理相比，水旱轮作模式的土壤pH值显著增加，一定程度上缓解了土壤酸化程度。
表1 不同水旱轮作模式对冷浸田土壤理化性质的影响
Table 1 Effect of paddy-upland rotation on soil physico-chemical properties relative to mode of the rotation
	处理
Treatment

	 有机质
  OM

（g kg-1）
	 全氮
 Total N

（g kg-1）
	 全磷
 Total P

（g kg-1）
	 全钾
 Total K

（g kg-1）
	 速效氮
 Available N

（mg kg-1）
	有效磷
Available P

（mg kg-1）
	 速效钾
Available K（mg kg-1）
	 pH

	CK
	38.49±2.76a

	2.10±0.14ab
	0.34±0.02b
	22.02±0.74a
	172.1±30.2a
	14.92±0.72c
	39.89±0.03c
	5.34±0.11b

	R-R
	36.97±0.66a
	1.94±0.03b
	0.47±0.01a
	21.51±1.17a
	168.4±5.0a
	26.91±1.02a
	41.51±8.50bc
	5.66±0.02a

	C-R
	37.77±2.17a
	2.17±0.03ab
	0.44±0.05a
	21.76±1.24a
	161.4±10.7a
	28.27±0.03a
	44.72±2.27b
	5.68±0.06a

	M-R
	38.76±2.88a
	2.10±0.13ab
	0.34±0.01b
	21.71±0.65a
	167.5±13.3a
	18.77±0.69b
	38.30±6.68c
	5.61±0.16a

	B-R
	37.24±4.48a
	2.23±0.27a
	0.47±0.04a
	20.78±0.77a
	166.6±2.9a
	26.83±0.88a
	51.46±1.61a
	5.64±0.11a


注：同列数字后不同小写字母表示差异显著（p < 0.05）Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0.05 level.
2.3水旱轮作模式对冷浸田土壤细菌群落丰富度和多样性的影响
Illumina高通量测序结果显示，15个土壤样品共获得有效序列283 774条，每个样品序列数为10 782~23 786条，为保证后续α和β多样性的可比性，对所有样品随机抽取10 000条序列。Chao 1指数和OTU数目反映物种丰富度。由表2可知，CK处理土壤细菌Chao 1指数最高，达3 016±135，水旱轮作模式降低了土壤细菌的丰富度，R-R、C-R、M-R和B-R处理Chao1指数比冬闲对照分别降低13.65%、13.68%、4.21%和13.99%。OTU数目与Chao 1指数显示相同的变化趋势，即水旱轮作降低了土壤细菌OTU数目。香农和辛普森指数可反映土壤细菌群落的多样性，表2显示单季稻-冬闲和水旱轮作模式土壤细菌多样性无显著性差异（p > 0.05）。

表2 不同轮作模式下土壤细菌丰富度指数与多样性指数
Table 2 Diversity and richness of the soil bacteria in the soil relative to mode of the rotation

	处理
Treatment
	Chao 1 指数

Chao 1 index


	操作分类单元数目OTU number
	Shannon指数Shannon index
	Simpson指数Simpson index

	CK
	3 016±135a

	1 903±116a
	9.32±0.36a
	0.99±0.00a

	R-R
	2 604±240b
	1 593±181b
	8.74±0.45a
	0.99±0.00a

	C-R
	2 603±82b
	1 626±94b
	9.01±0.26a
	0.99±0.00a

	M-R
	2 889±123ab
	1 667±73ab
	8.94±0.14a
	0.99±0.00a

	B-R
	2 594±219b
	1 627±177b
	8.95±0.29a
	0.99±0.00a


注：同列数字后不同小写字母表示差异显著（p < 0.05）Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0.05 level.

2.4 水旱轮作模式对冷浸田土壤细菌群落结构的影响
在门分类水平，各轮作处理的土壤细菌群落组成相似（相对丰度 >1%）（图2）。主要包含变形菌门（Proteobacteria）、酸杆菌门（Acidobacteria）、 拟杆菌门（Bacteroidetes）、绿弯菌门（Chloroflexi）、放线菌门（Actinobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）、浮霉菌门（Planctomycetes），约占全部细菌丰度的71.88% ~ 80.09%。此外，还含有装甲菌门（Armatimonadetes）、蓝细菌（Cyanobacteria）、迷踪菌门（Elusimicrobia）、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）、硝化螺旋菌门（Nitrospirae）和疣微菌门（Verrucomicrobia）等相对丰度较低（<1%）的细菌群落。各样品中还有14.92% ~ 22.89%的菌，属于目前分类学无法划分的细菌种类。
变形菌门是土壤中最为优势的菌群，占41.61% ~ 44.82%。变形菌门的4个亚群的分布在各轮作处理间发生了变化（图3）。与CK相比，水旱轮作土壤α-变形菌和γ-变形菌相对含量呈增加趋势（p < 0.05），分别增加了49.42% ~ 82.58%和38.92% ~ 61.48%。而δ-变形菌相对丰度从CK处理的14.95%下降至水旱轮作处理的8.95% ~ 11.29%。属于α-变形菌的根瘤菌目（Rhizobiales）轮作后丰度显著增加（p < 0.05）。酸杆菌门（Acidobacteria）是冷浸田土壤中第2大优势菌群，其丰度在CK处理中最低为14.18%，水旱轮作模式明显增加了酸杆菌的丰度（p < 0.05），R-R、C-R、M-R和B-R分别较CK处理增加了62.36%、48.84%、33.48%和51.78%，表明水旱轮作的土壤环境更有利于酸杆菌门的生长。
在门分类水平还有部分细菌菌群的相对丰度也发生了显著变化。例如，放线菌门（Actinobacteria）、硝化螺旋菌门（Nitrospirae）和绿弯菌门（Chloroflexi）在CK、R-R、C-R、M-R和B-R中的相对丰度分别为1.10±0.17、1.40±0.30、1.55±0.20、2.01±0.25、1.62±0.07；0.35±0.07、0.75±0.10、0.98±0.14、0.75±0.18、0.81±0.05和7.61±1.63、4.59±1.18、5.33±1.30、4.84±0.97、4.96±1.61。与CK相比，水旱轮作土壤放线菌门和硝化螺旋菌门相对丰度分别增加27.27% ~ 82.73%和114.29% ~ 180%。而绿弯菌门（Chloroflexi）相对丰度则减少29.96% ~ 39.68%。
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图2 各水旱轮作处理土壤细菌群落在门水平上的组成和相对丰度
Fig. 2 Composition and relative abundance of the bacterial community at the phylum level in the soil 
relative to mode of the rotation
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图3 各水旱轮作处理土壤变形菌亚群分布情况
Fig. 3 Distribution of proteobacterial subgroups in the soil relative to mode of the rotation 

土壤细菌群落在属水平的分布也发生了改变（图4）。各水旱轮作处理中土壤GP1、GP3、GP6、GP18、Sideroxydans、unclassified Alphaproteobacteria、unclassified Betaproteobacteria、unclassified Deltaproteobacteria、unclassified Rhodospirillaceae、unclassified Rhizobiales、Pseudolabrys、Bradyrhizobium、Rhizomicrobium、unclassified Chloroflexi、unclassified Anaerolineaceae、unclassified Bacteroidetes的相对丰度> 1%。其中酸杆菌门包含的菌属最多，GP1、GP3、GP6和GP18占全部菌属的9.79% ~ 17.19%。在不同轮作处理中有一些丰度发生显著变化的属，例如GP1、亚硝化螺菌属（Nitrosospira）、慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）、Rhizomicrobium在CK处理中含量最低，水旱轮作后相对丰度分别增加61.77% ~ 265.34%、67.76% ~ 113.55%、4.78% ~ 60.75%和99.18% ~ 194.65%；铁氧化属细菌（Sideroxydans）相对丰度在CK处理中最高，轮作后相对丰度减少33.68% ~ 57.85%。
2.5 聚类分析
对样品进行聚类分析，如图5所示。样品可以分为2大类，第1类：CK和M-R；第2类：R-R、C-R和B-R。单季稻-冬闲和紫云英-水稻轮作之间土壤细菌群落结构无明显差异。玉米、蚕豆和油菜这3种旱作作物与水稻轮作对土壤细菌群落结构无明显影响。
2.6环境因子对水旱轮作冷浸田水稻土壤细菌群落结构的影响
土壤理化因子和细菌群落多样性相关性分析见表3。OTU数目、Chao1指数和理化因子间有着密切的相关性。其中OTU数目与TP、AP呈显著负相关（p < 0.05）；Chao1指数与TP和AP呈极显著负相关（p < 0.01）；OTU数目、Chao1指数与TK呈显著正相关（p < 0.05）。用Spearman’s系数对土壤优势菌（门水平）、变形菌亚群和土壤理化性质进行相关性分析（表4）。我们发现α-变形菌的相对丰度与TP、pH呈极显著正相关（p < 0.01）；δ-变形菌门与TP、AP呈显著负相关（p < 0.05），和pH呈极显著负相关（p < 0.01）；γ-变形菌门相对丰度与AP呈极显著正相关（p < 0.01），和pH呈显著正相关（p < 0.05）；酸杆菌门的相对丰度与TP呈显著正相关（p < 0.05），和pH呈极显著正相关（p < 0.01），与TK呈显著负相关（p < 0.05）；绿弯菌门相对丰度与pH呈显著负相关（p < 0.05）。
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图4 
各水旱轮作处理土壤细菌群落在属水平上的组成和相对丰度
Fig. 4 Composition and relative abundance of the bacterial community at the genus level in the soil relative to mode of the rotation
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图5 不同水旱轮作处理的土壤细菌群落结构相似度树状图
Fig.5 Dendrogram of hierarchical cluster analysis of the bacterial community in the soil relative to mode of the rotation


表3 土壤性质与细菌群落多样性指数的相关性分析
Table 3 Relationships between soil properties and bacterial diversity index 

	Diversity index
	OM 
	TN
	TP
	TK
	AN
	AP
	AK 
	pH

	OTU
	0.031
	-0.199
	-0.551*
	0.525*
	0.249
	-0.559*
	-0.184
	-0.565

	Chao 1
	0.136
	-0.234
	-0.773**
	0.567*
	0.242
	-0.72**
	-0.462
	-0.607

	Shannon index
	0.048
	-0.073
	-0.377
	0.482
	0.075
	-0.368
	0.018
	-0.351

	Simpson index
	-0.019
	0.038
	-0.032
	0.262
	-0.27
	0.036
	0.297
	0.01


表4 土壤性质与细菌优势菌的相关性分析
Table 4 Relationships between soil properties and dominant bacterial taxa (RA >3% in all samples)
	Abundant taxa
	OM
	TN
	TP
	TK
	AN
	AP
	AK
	pH

	Alphaproteobacteria
	-0.379
	-0.143
	0.575**
	-0.438
	-0.238
	0.457
	0.393
	0.752**

	Betaproteobacteria
	0.036
	-0.318
	-0.336
	0.318
	-0.434
	0.091
	-0.560
	-0.064

	Deltaproteobacteria
	0.229
	0.064
	-0.539*
	0.424
	-0.020
	-0.529*
	-0.289
	-0.716**

	Gammaproteobacteria
	-0.300
	0.054
	0.436
	-0.157
	-0.297
	0.739**
	0.489
	0.612*

	Acidobacteria
	-0.089
	0.029
	0.550*
	-0.549*
	0.018
	0.482
	0.321
	0.698**

	Bacteroidetes
	-0.007
	0.107
	0.343
	-0.091
	-0.319
	0.382
	0.263
	0.396

	Chloroflexi
	0.050
	0.039
	-0.354
	0.313
	0.063
	-0.275
	-0.029
	-0.640*





通过CANOCO软件对环境因子和土壤细菌群落进行RDA分析。由图6可知，第一排序轴和第二排序轴分别解释了细菌群落变化的54.92%和10.75%，两者之和达65.67%，表明本研究选择的环境因子能较好地解释土壤细菌群落。M-R和CK处理位于一、四象限，B-R、C-R和R-R处理位于二、三象限。经过蒙特卡罗检验，土壤pH（F = 7.9，P = 0.002）、AP（F = 6.2，P = 0.002）和TP（F = 5.2，P = 0.018）对细菌群落结构的影响达到显著水平。
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图6
 土壤细菌群落结构和土壤理化因子的RDA分析
Fig.6 Redundancy analysis (RDA) of soil bacterial community structure and soil properties

▽CK（单季稻-冬闲）；◇ R-R（油菜-水稻）；□ C-R（春玉米-水稻）；○ M-R（紫云英-水稻）；
△ B-R（蚕豆-水稻） 

3 讨 论
单季稻-冬闲（CK）处理水稻产量最低，水旱轮作后产量呈增加趋势：M-R< R-R< B-R< C-R。轮作增加水稻产量这一结论与Xuan等[11]的结果相一致。然而由于轮作作物种类和施入肥料的差异，水稻产量的增幅存在差异。C-R处理水稻产量最高为8 266 kg hm-2，比CK产量高44.12%。产量的增加可能与旱作期收获物带走的养分量低于施肥量和秸秆还田养分量有关[12]。水旱轮作后土壤部分理化因子也发生了变化。与CK相比，水旱轮作后土壤TP、AP、AK和pH值明显增加。这可能是由于旱作植物秸秆还田后可以当做肥料使用的原因。值得注意的是，紫云英-水稻轮作处理中种植紫云英时没有施用氮肥，然而土壤TN和AN含量与其他轮作处理间并无显著差异，这是由于绿肥的高效固氮能力和快速生物积累特性造成的[19] 。CK处理土壤pH值最低，水旱轮作后pH值明显增加，这在一定程度上缓解了土壤的酸化现象，这可能与旱作秸秆还田下盐基离子释放有关。
本研究采用高通量测序技术对冷浸田不同水旱轮作模式下土壤细菌群落多样性进行了分析研究。结果显示，与CK相比，水稻与紫云英、蚕豆、玉米和油菜轮作后土壤细菌的丰富度降低，各轮作处理间丰富度没有显著差异。水旱轮作后土壤细菌多样性指数与冬闲处理无显著差异（表2）。以上结果表明水稻产量与土壤的细菌多样性之间并没有明显的因果关系[11]。较低的土壤细菌多样性不一定表示差的生态系统，较低的多样性也不一定暗示着它们是不稳定或不健康的微生物群落[20]。
相比水稻-冬闲处理，水旱轮作并没有显著改变冷浸田土壤的细菌群落结构，只是部分类别的细菌相对丰度发生变化。在门分类水平，土壤细菌以变形菌门为绝对优势菌，占细菌群落的41.61% ~ 44.82%。酸杆菌门广泛存在于自然界的各种环境中，是土壤微生物的重要成员，约占土壤细菌类群的5% ~ 46%[21]。本研究中酸杆菌门的相对丰度为18.92% ~ 23.02%，仅次于变形菌门，这与Fang等[22]的研究相一致。土地种植方式的改变对土壤微生物群落结构会产生显著影响。例如，轮作后土壤变形菌的亚群分布发生了明显变化，α-变形菌和γ-变形菌从CK处理的8.67%、3.32%增加至轮作后的12.92% ~ 15.79%和4.61% ~ 5.37%。Rousk等[23]报道α-变形菌和γ-变形菌的相对丰度随着pH值的增加而增多，我们的研究结果也显示轮作后土壤pH值增加，同时α-变形菌和γ-变形菌的相对丰度也得到明显提升（表2和图3）。α-变形菌中的慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）在轮作土壤中丰度显著增加，它们是水稻生态系统中活跃的固氮细菌[24]。而δ-变形菌相对含量在CK处理中含量最高（14.95%），轮作后丰度明显降低（8.95% ~ 11.29%）。水旱轮作后酸杆菌丰度明显增加，其相对含量与土壤全磷含量呈显著正相关（p < 0.05），而轮作处理（除M-R处理）能够显著增加土壤全磷含量。Eichorst等[25]报道酸杆菌能够降解复杂的碳化合物例如纤维素和木聚糖等。轮作处理中旱作植物秸秆还田增加了土壤中纤维素等复杂碳化合物的输入，导致酸杆菌的增多。同时本研究发现酸杆菌与土壤pH呈极显著正相关，而Mannisto等[26]和Griffiths等[27]的研究结果表明酸杆菌丰度与pH呈显著负相关。也有研究表明，酸杆菌相对丰度与土壤pH相关性不显著[28 ]。由于一些酸杆菌的基因序列也在中性、甚至碱性的环境中被检测出来[29]，所以酸杆菌相对含量和pH的关系还有待进一步研究。与CK相比，水旱轮作后土壤放线菌和硝化螺旋菌相对丰度明显增加。放线菌能够降解复杂的木质素[30]和纤维素[31]。旱作植物秸秆还田能够增加木质素和纤维素的输入，从而刺激了放线菌的生长。硝化螺旋菌可将亚硝酸盐氧化成硝酸盐，提高土壤氮素的利用率，从而促进水稻的生长，增加其产量。
与CK相比，水旱轮作增加了慢生根瘤菌属以及亚硝化螺菌属的丰度，这些菌属与土壤氮循环（固氮作用和硝化作用第一步）都有着密切的联系。
冷浸田土壤由于其自身的生态特征，使之区别于高产田。王秀呈[32]报道水稻-绿肥轮作下红壤水稻土细菌类群主要为变形菌门、酸杆菌门、放线菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、绿弯菌门、疣微菌门、浮霉菌门以及芽单胞菌门。本研究中冷浸田土壤细菌主要类群与之类似，然而某些类别的细菌丰度存在明显差异。例如冷浸田轮作土壤放线菌丰度明显低于红壤水稻土，可能是由于放线菌一般是好气性微生物，而冷浸田土壤长期处于还原性条件，不利于放线菌的生长。
许多研究表明环境因子能够影响微生物群落结构[33-34 ]。本研究发现细菌的某些优势菌和变形菌亚群与土壤pH高度相关。许多研究已经证实土壤pH是影响细菌群落结构的重要因子[35-36 ]。此外，土壤的其他理化性质如TP、AP和细菌的某些优势菌和变形菌亚群也呈显著相关（表4）。例如，α-变形菌与土壤TP呈极显著正相关，这就解释了CK和M-R处理中含有较低丰度的α-变形菌。由RDA分析可知，土壤pH、全磷和有效磷是影响水旱轮作土壤细菌群落结构的主要因子。秦红等[37 ]研究结果也表明全磷和有效磷的含量是影响细菌群落结构的重要因素。B-R、C-R和R-R处理的土壤全磷和有效磷含量均显著高于CK和M-R处理。这可能是由于B-R、C-R和R-R轮作模式下磷肥的盈余（收获物带走的磷低于施肥量）高于CK和M-R处理[12 ]，从而导致了土壤细菌群落结构的变化。

4 结 论 

与冬闲对照相比，水旱轮作通过提高土壤全磷、有效磷、速效钾含量，缓解土壤酸化程度而增加水稻产量。水旱轮作土壤细菌丰富度降低，多样性指数与对照没有显著差异。变形菌门和酸杆菌门为研究区土壤中的优势细菌类群。轮作后酸杆菌、放线菌、硝化螺旋菌、慢生根瘤菌以及亚硝化螺菌等参与碳氮循环的菌群丰度显著增加。土壤pH、AP和TP是影响水旱轮作冷浸田土壤细菌群落分布的主要因子。
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Effect of Continuous Paddy-upland Crop Rotation on Bacterial Community Structure in Cold Waterlogged Paddy Soil

FANG Yu  WANG Fei†  LI Qinghua  LIN Cheng  HE Chunmei

（Institute of Soil and Fertilizer, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350013，China）
Abstract: A paddy-upland crop rotation field experiment, consisting of 5 treatments, i.e. fallow-rice (CK), rape-rice (R-R), corn-rice (C-R), milk vetch-rice (M-R) and bean-rice (B-R), was conducted to investigate effects of the rotation modes on bacterial community structure in cold waterlogged paddy soil, using the high-throughput sequencing technique, and relationship between soil physicochemical properties and bacterial community structure as well. Results show that compared with CK, paddy-upland rotation significantly increased rice yield by 18%~44%, but decreased richness of the soil bacterial community in most cases. However, the rotation did not affect much bacterial diversity. Proteobacteria and Acidobacteira were dominant bacterial groups in all the soil samples, and Proteobacteria was the highest in relative abundance. Compared with CK, rotation significantly increased relative abundances of Acidobacteria, Actinobacteria, Nitrospirae, Bradyrhizobium and Nitrosospira and various bacterial groups involved in carbon and nitrogen recycling. Cluster analysis shows that CK and M-R belonged to a group, B-R, C-R and R-R to the other group in terms of soil bacterial community. Redundancy analysis demonstrates that soil total phosphorous, available phosphorous and pH were the main factors affecting soil bacterial community structure.

Key words  Cold waterlogged paddy field；Paddy-upland rotation；Bacterial community structure； High-throughput sequencing
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						Acidobacteria		Actinobacteria		Aminicenantes		Armatimonadetes		BRC1		Bacteroidetes		Candidatus Saccharibacteria		Chlamydiae		Chloroflexi		Cloacimonetes		Cyanobacteria/Chloroplast		Deinococcus-Thermus		Elusimicrobia		Firmicutes		Fusobacteria		Gemmatimonadetes		Hydrogenedentes		Ignavibacteriae		Latescibacteria		Lentisphaerae		Microgenomates		Nitrospirae		Omnitrophica		Parcubacteria		Planctomycetes		Proteobacteria		Spirochaetes		Verrucomicrobia		candidate division WPS-1		candidate division WPS-2		candidate division ZB3		unclassified_Bacteria

				R_A_1		18.90		1.90		1.20		0.99		0.05		4.88		0.00		0.02		5.06		0.05		0.46		0.00		0.09		1.57		0.00		0.39		0.07		0.41		0.22		0.00		0.03		0.81		0.00		0.11		1.36		43.60		0.09		0.41		0.05		0.04		0.00		17.24

				R_A_2		14.58		2.30		1.34		0.61		0.05		5.74		0.00		0.00		5.69		0.04		0.56		0.00		0.07		2.33		0.00		0.28		0.17		0.31		0.19		0.00		0.08		0.55		0.00		0.02		1.34		47.37		0.05		0.58		0.02		0.02		0.00		15.71

				R_A_3		23.29		1.83		0.58		0.72		0.08		4.89		0.00		0.07		3.78		0.06		0.33		0.00		0.14		1.87		0.00		0.63		0.10		0.46		0.28		0.00		0.12		0.90		0.00		0.05		1.31		43.50		0.07		0.65		0.03		0.03		0.00		14.23

				R_B_1		24.93		1.62		0.31		0.66		0.09		5.28		0.00		0.09		3.82		0.00		0.46		0.00		0.04		1.93		0.00		0.81		0.07		0.40		0.27		0.01		0.03		0.77		0.00		0.03		1.38		43.63		0.04		0.55		0.09		0.02		0.01		12.66

				R_B_2		22.17		1.55		0.39		0.97		0.14		5.64		0.00		0.04		4.26		0.08		0.50		0.00		0.07		1.66		0.00		0.73		0.12		0.54		0.28		0.01		0.18		0.86		0.00		0.04		1.33		43.79		0.04		0.61		0.01		0.04		0.00		13.95

				R_B_3		17.45		1.69		0.88		0.58		0.11		4.60		0.01		0.05		6.80		0.07		0.26		0.00		0.16		2.28		0.00		0.38		0.10		0.83		0.39		0.02		0.25		0.80		0.00		0.00		1.03		42.50		0.08		0.40		0.09		0.03		0.00		18.16

				R_F_1		13.58		1.20		1.33		0.53		0.08		4.35		0.00		0.01		7.26		0.04		0.43		0.00		0.14		1.76		0.00		0.11		0.09		0.45		0.25		0.00		0.09		0.30		0.00		0.02		1.05		43.56		0.06		0.41		0.02		0.01		0.00		22.87

				R_F_2		15.68		0.90		1.33		0.73		0.08		4.14		0.03		0.09		6.18		0.02		0.33		0.00		0.10		1.92		0.00		0.29		0.12		0.42		0.28		0.00		0.17		0.43		0.01		0.02		1.36		43.87		0.09		0.60		0.05		0.01		0.00		20.75

				R_F_3		13.27		1.19		1.98		0.55		0.09		3.36		0.02		0.02		9.38		0.05		0.77		0.00		0.22		2.80		0.00		0.21		0.07		0.66		0.47		0.00		0.09		0.32		0.00		0.02		1.42		37.41		0.07		0.37		0.12		0.03		0.00		25.04

				R_M_1		19.55		1.74		0.68		0.90		0.08		5.69		0.02		0.02		5.64		0.15		0.27		0.00		0.06		1.96		0.00		0.48		0.13		0.58		0.23		0.00		0.13		1.13		0.00		0.00		1.19		44.09		0.03		0.42		0.05		0.03		0.00		14.75

				R_M_2		18.89		1.35		0.56		0.55		0.08		6.12		0.00		0.04		6.44		0.13		0.89		0.00		0.17		2.26		0.00		0.56		0.19		0.94		0.30		0.02		0.16		0.86		0.00		0.03		1.26		41.77		0.05		0.41		0.02		0.00		0.00		15.95

				R_M_3		24.86		1.56		0.52		1.43		0.12		3.99		0.01		0.07		3.90		0.01		0.37		0.00		0.03		2.03		0.00		0.60		0.15		0.42		0.25		0.00		0.11		0.95		0.00		0.05		1.48		41.79		0.00		0.69		0.07		0.03		0.00		14.51

				R_R_1		29.08		1.35		0.34		0.68		0.07		3.37		0.00		0.01		3.95		0.03		0.21		0.00		0.06		1.25		0.00		0.69		0.11		0.48		0.22		0.00		0.08		0.74		0.00		0.00		1.27		42.70		0.03		0.34		0.05		0.02		0.00		12.87

				R_R_2		20.72		1.13		0.45		0.64		0.10		4.91		0.00		0.00		5.96		0.04		0.36		0.00		0.11		1.85		0.00		0.65		0.16		0.89		0.36		0.01		0.22		0.85		0.01		0.01		1.17		41.82		0.03		0.39		0.04		0.03		0.00		17.09

				R_R_3		19.25		1.73		0.64		0.38		0.09		5.58		0.02		0.05		3.87		0.07		0.74		0.00		0.06		1.57		0.00		0.63		0.19		0.48		0.21		0.01		0.14		0.65		0.00		0.03		1.23		46.51		0.04		0.78		0.04		0.06		0.00		14.95

																										蓝细菌				迷踪菌门						芽单胞菌门												硝化螺旋菌门												疣微菌门

						SD		Actinobacteria		Chloroflexi																						0.09														Nitrospirae		avarage		SD				-0.25		-0.14

						R_A		0.25		0.97																						-0.25														R_A		0.75		0.18				-0.17		0.10

						R_B		0.07		1.61																						0.15														R_B		0.81		0.05				0.12		-0.71

						R_F		0.17		1.63																						0.08														R_F		0.35		0.07				0.19		0.16

						R_M		0.20		1.30																						0.11														R_M		0.98		0.14				0.04		-0.14

						R_R		0.30		1.18																																				R_R		0.75		0.10

						Acidobacteria		Actinobacteria		Aminicenantes		Armatimonadetes		Bacteroidetes		Chloroflexi		Firmicutes		Planctomycetes		Proteobacteria		unclassified_Bacteria		Others		SUM

				R_A		18.92		2.01		1.04		0.77		5.17		4.84		1.92		1.34		44.82		15.73		3.43		96.57

				R_B		21.52		1.62		0.53		0.74		5.17		4.96		1.96		1.25		43.31		14.92		4.03		95.97

				R_F		14.18		1.10		1.55		0.60		3.95		7.61		2.16		1.28		41.61		22.89		3.08		96.92

				R_M		21.10		1.55		0.59		0.96		5.27		5.33		2.08		1.31		42.55		15.07		4.20		95.80

				R_R		23.02		1.40		0.48		0.57		4.62		4.59		1.56		1.22		43.68		14.97		3.90		96.10

				作图数据		优势菌

						Proteobacteria		Acidobacteria		Bacteroidetes		Chloroflexi		Actinobacteria		Firmicutes		Planctomycetes		Others		SUM

				CK		41.61		14.18		3.95		7.61		1.10		2.16		1.28		28.12		71.88

				R-R		43.68		23.02		4.62		4.59		1.40		1.56		1.22		19.91		80.09

				C-R		42.55		21.10		5.2666666667		5.33		1.55		2.08		1.31		20.8133333333		79.19

				M-R		44.82		18.92		5.17		4.84		2.01		1.92		1.34		20.97		79.03

				B-R		43.31		21.52		5.1733333333		4.96		1.62		1.96		1.25		20.22		79.78

				R_A		44.82		18.92		15.73		5.17		4.84		2.01		1.92		1.34		1.04		0.77		3.43

				R_B		43.31		21.52		14.92		5.1733333333		4.96		1.62		1.96		1.25		0.53		0.74		4.03

				R_F		41.61		14.18		22.89		3.95		7.61		1.10		2.16		1.28		1.55		0.60		3.08

				R_M		42.55		21.10		15.07		5.2666666667		5.33		1.55		2.08		1.31		0.59		0.96		4.20

				R_R		43.68		23.02		14.97		4.62		4.59		1.40		1.56		1.22		0.48		0.57		3.90

										拟杆菌

						Proteobacteria		Acidobacteria		Bacteroidetes		Chloroflexi		Actinobacteria		Firmicutes		Planctomycetes		SUM

				R_A		44.82		18.9233		5.17		4.84		2.01		1.92		1.34		79.03

				R_B		43.31		21.5167		5.17		4.96		1.62		1.96		1.25		79.78

				R_F		41.61		14.1767		3.95		7.61		1.10		2.16		1.28		71.88

				R_M		42.55		21.1000		5.27		5.33		1.55		2.08		1.31		79.1866666667

				R_R		43.6766666667		23.02		4.62		4.5933333333		1.4033333333		1.5566666667		1.2233333333		80.09

						酸杆菌门		放线菌门										绿弯菌门								硝化螺旋菌门

						Acidobacteria		Actinobacteria放线菌		Aminicenantes		Armatimonadetes		BRC1		Bacteroidetes		Chloroflexi		Firmicutes		Gemmatimonadetes		Hydrogenedentes		Nitrospirae		Planctomycetes		Proteobacteria		Verrucomicrobia		unclassified_Bacteria

				R_A		ab		a		ab		a		b		a		b		a		ab		a		b		a		a		a		b

				R_B		ab		b		b		a		a		a		b		a		a		a		ab		a		a		a		b

				R_F		b		c		a		a		ab		a		a		a		b		a		c		a		a		a		a

				R_M		ab		b		b		a		ab		a		ab		a		a		a		a		a		a		a		b

				R_R		a		bc		b		a		ab		a		b		a		a		a		b		a		a		a		b
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