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摘要@采用厌氧培养箱技术3用最大或然数计数法:tc.法?和滚管法同时测定稻C鸭复合系统和常规稻作系统早稻不同生育期

土壤中的产甲烷细菌数量G结果表明@:7?两系统产甲烷菌数量具有明显的季节变化规律G水稻返青期前3两系统的产甲烷菌数

量相差不大3随着水稻生育期的推进3两处理的产甲烷菌数量逐渐增加3均在分蘖盛期明显增高3孕穗期达到最高3乳熟期又显

著减少3生长后期又有所回升G:!?稻田围栏养鸭能减少稻田中的产甲烷菌数量3特别是减少了稻田甲烷排放高峰期的产甲烷菌

数量G在水稻分蘖盛期和孕穗期3tc.计数法中3稻C鸭复合生态系统低于常规稻作系统 !$;$uFDE;Du<滚管法计数中3前者

比后者降低 99;9uFD#;7u3两系统的产甲烷菌数量之间的差异均达极显著水平G:9?产甲烷细菌对甲醇X异丙醇X&)!ve!X乙

酸 钠有嗜好表现3对甲胺X甲酸X甲胺w甲醇w甲酸w异丙醇w乙酸钠:混合基质 7?X甲酸w甲醇w异丙醇w乙酸钠:混合基质

!?X甲醇w异丙醇w乙酸钠:混合基质 9?有不适应的表现G
关键词@稻C鸭复合生态系统<产甲烷细菌<数量<基质
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近年来>温室气体对全球气温变化的影响已成为可持续发展研究的重要内容之一‘OQ̂ 是重要的温室气体之一>目前它在

大气中浓度正以 ?DC@的年增长率急剧上升aKb>且 c?@属于生物起源a"b‘水稻田被认为是大气甲烷的最大农业排放源之一 â>_b>
占全球排放总量的 @̂A"?@aCb‘稻田中的 OQ̂ 释放量决定于根系际部产甲烷菌的数量及其活性和甲烷氧化菌的数量及其活

性aIb‘因而研究稻田土壤中产甲烷菌的数量和活性>可以更好地从本质上认识其排放特性>对将来制定温室气体缓解释放对策

具有重要意义‘"???A"??K年的研究表明>稻(鸭复合种养模式改善了稻田土壤的理化性状>提高了土壤肥力和土壤的通气性>
其中稻(鸭复合系统的土壤氧化还原电位比常规稻作系统 增 加 K_DI7<=稻(鸭 复 合 生 态 系 统 甲 烷 排 放 具 有 明 显 的 季 节 变 化 规

律>早稻田两系统的排放峰值均出现在水稻幼穗分化至孕穗期间>乳熟期显著减少>成熟期又有所回升=研究还表明实行稻鸭生

态 种 养 显 著 降 低 了 稻 田 甲 烷 排 放 总 量>特 别 是 减 少 甲 烷 排 放 高 峰 期 的 排 放 量>早 稻 在 分 蘖 盛 期(孕 穗 期 甲 烷 排 放 总 量 减 少 了

IDKJ_/d7">降低率为 C?Dc@aK"b‘在此基础上>对稻(鸭复合系统产甲烷菌数量及其基质的影响进行研究>旨在阐明稻鸭复合生

态种养模式显著降低甲烷排放量的机理与调控因素>为建立稻田甲烷减排技术提供理论基础和实践依据‘

e 材料和方法

eDe 实验设计与田间管理

试验于 "??"年 月̂ "K日A"??"年 c月 K?日在湖南省长沙县星沙镇筒灰村进行‘大田试验以相邻两个自然丘块为单位>
两丘块的土壤理化性状一致‘一丘用作稻田养鸭>一丘用作对照!Of#>每丘面积 ?D"67">然后将两丘田分别隔成 I个均等小区

用作重复>稻田养鸭区用围网隔成>对照区用泥埂隔开‘稻田养鸭区为连续 I年围栏养鸭区>不施化学农药>每小区四周用高 _?
的 尼 龙 网 做 成 围 栏>以 防 鸭 子 外 逃>田 角 设 K7"的 鸭 栖 息 棚‘雏 鸭 出 壳 后 喂 养 K_+>待 秧 苗 移 栽 返 青 后!分 蘖 始 期#>按 每

CCCDc7"K_只的标准将鸭投放于稻田中露宿饲养>齐穗期收回鸭子‘对照区不放鸭>并长期施用化学农药‘两处理均于 I月 KJ
日 播 种>水 稻 品 种 为 中 优 早 K"号>供 试 鸭 品 种 为 江 南 一 号‘^月 "K日 抛 秧>抛 秧 前 每 67"稻 田 均 施 GK_?9/>F"P_c_9/>

f"PB?9/>c月 K?日收获‘

eDg 土壤样品的采集

采用 _点取样法>分别于早稻的返青期h分蘖盛期h孕穗期h乳熟期h成熟期>在植株间用采土器取 ?A"?&7土样>切除土柱

两端 _&7的土样>立即将土柱转移至塑料袋中混合均匀>用橡皮条扎紧带回实验室尽快接种培养>以保证数据的准确性‘

eDi 产甲烷细菌的培养与测定方法

!K#基 础 培 养 基 组 成!/dj# GQ̂O.K/=酵 母 浸 膏 K/=E/O."?DK/=刃 天 青 ?D??K/=j(半 胱 氨 酸 ?D_/=fQ"FP̂ ?D̂/=

f"QFP̂ ?D̂/=水 K???7.=微 量 元 素 溶 液 K?7.=土 壤 浸 出 液 K??7.=)QcD?=固 体 培 养 基 组 成 则 在 基 础 培 养 基 的 基 础 上 再 加

"D?@的琼脂‘富集培养时>K_77kK_?77培养管每支分装 JD_7.>分离培养时>K_77kK_?77培养管每支分装 D̂_7.>K"Kl
高压蒸汽灭菌 I?7%0‘

!"#采用厌氧培养箱技术>取上述土壤 K/>分别以乙酸钠h甲醇h异丙醇h甲酸h甲胺hOP"dQ"为基质>在装有 JD_7.培养液
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的培养管中富集培养一周!气相色谱检测有 "#$产生!然后将菌液摇匀!用无菌水逐级稀释%&’(&)&’(*+!用无菌注射器分别注

入 ’,-./于不同的产甲烷菌基质的培养管中!以 "012#1为基质的培养管中!#1和 "01的体积分数分别为 3’4和 1’45以乙

酸钠6甲醇6异丙醇6甲酸6甲胺为基质的培养管中!每管基础培养基中分别注入 1,-.7/28的乙酸钠!体积分数 -’4的甲醇6异

丙 醇6甲 酸 及 9’4甲 胺 各 ’,&./!混 合 基 质 即 在 含 有 基 础 培 养 基 的 培 养 管 中 同 时 注 入 上 述 基 质 各 ’,&./!:;<法 处 理 重 复 $
次!滚管法处理重复 9次!9-=培养 9)$周>

%9+培养产甲烷菌基质的选择!以水稻分蘖期的土壤为样品!分别利用 "012#16甲胺6甲醇6异丙醇6甲酸6乙酸钠以及混合

基质?甲胺@甲醇@甲酸@异丙醇@乙酸钠!混合基质A甲酸@甲醇@异丙醇@乙酸钠!混合基质B甲醇@异丙醇@乙酸钠作

为产甲烷菌的生长基质!1次重复!富集培养 &周!再用气相色谱检测>选择能刺激产甲烷细菌生长的物质作为培养产甲烷菌的

基质>
产甲烷菌种群数量采用 :;<法和滚管法同时测定!其中!:;<法以 "#$形成作生长指标!滚管法计数则以日产 0/C.DEF

G#H1型荧光显微镜下直接计有荧光的菌落数>

"#$的测定采用 I3*’<型气相色谱仪!毛细管色谱柱法!氢火焰离子检测器检测>在以 <1为载气!流量为 9,’./2.JK!#1
为燃烧气!流量为 $-,’./2.JK!LJM流量为 $-’,’./2.JK!尾吹为 $-,’./2.JK!柱室温为 I’=!检 测 器 温 为 1’’=!进 样 口 温 为

&N’=!柱压为 &1,N9DFJ!保留时间为 &,&’$.JK的色谱条件下!"#$的测定可以达到较好的效果>"#$含量的测定!以标准 "#$
作参照!外标法计算>

O 结果与讨论

O,P 不同基质培养对甲烷产生量的影响及基质选择

表 P 不同基质对甲烷产生量的影响及基质利用情况%..7/2管+

QRSTUP QVUUWWUXYZW[\WWU]ÛY_‘S_Y]RYU_Ẑ aUYVR̂UUa\__\Ẑ R̂[

YVU‘Y\T\bRY\Ẑ ZW_‘S_Y]RYU_%..7/2cEde+

基质

fEdFcMgceF

处理之间的差异

hJiieMeKje7i
cMegc.eKcF

基质之间的差异

hJiieMeKje7i
FEdFcMgceF

稻田养鸭

kJjeHlEjm

常规稻田

"n

稻田养鸭

kJjeHlEjm

常规稻田

"n
空白 d/gKm ’oI& dG&1oN& gL ep ep
"012#1 3’o*- dG&’9oI’ gL gL gL
甲醇 :ecqgK7/ -’o13 dGN&o&& gL j" j"
甲酸 r7M.gce ’o&’ gL’o&9 gL ir ir
异丙醇 sF7DM7DgK7/$No3* gL19o9$ dG lh lh
甲胺

<7Ke.ecqC/g.JKe
’o’1 gL’o’1 gL ir ir

乙酸钠

f7lJE.gjecgce
-No*N dGN*o9* gL dG dG

混合基质 &
:JtelFEdFcMgce&

’o&1 gL’o&I gL ir ir

混合基质 1
:JtelFEdFcMgce1

’o’3 gL’o&$ gL ir ir

混合基质 9
:JtelFEdFcMgce9

’o&’ gL’o&$ gL ir ir

u以上数据均为 9个小区 的 平 均 值!处 理 之 间 的 差 异 分 析 采 用

8fh测验!基质之间的差异采用 hEjgK测验5其中小写字母表示 -4

的显著水平!大写字母表示 &4的显著水平 Ld7veFcgceFgMegveMgwe

KE.deM7icqMeed/7jmF5xqelJiieMeKcJg/gKg/CFJFdecyeeKcMegc.eKcF

dC8fhceFc5xqelJiieMeKcJg/gKg/CFJF7KFEdFcMgceFdChEKjgKzF

ceFc,F.g///ecceMJF{|’,’-,"gDJcg/JF{|’,’&

检测结果%表 &+表明!以甲胺6甲酸6甲胺@甲醇@甲酸@异丙醇@乙酸钠%混合基质 &+6甲酸@甲醇@异丙醇@乙酸钠%混

合基质 1+6甲醇@异丙醇@乙酸钠%混合基质 9+为基质的培养管中!产 "#$量均少于空白!围栏养鸭田中!少于空白 $*,N-4)

3’,9*4!"n田中少于空白 *3,N34)**,3$4!说明甲酸6甲胺及 9种混合基质对产甲烷菌均有抑制作用>以甲醇6"012#16异

丙 醇6乙酸钠为基质!产"#$量均高于空白!围栏养鸭田中!产"#$量分别是空白的 31,&I6&91,I6N3,1$6*$,N&倍>"n田中!产

"#$量分别是空白的 -,-*63,16&,3$6I,1-倍>它们之间的差

异均达极显著水平>说明该 $种基质对产甲烷菌的生长有刺

激作用>因此!本试验选择甲醇6"012#16异丙醇和乙酸钠为培

养产甲烷菌的生长基质>表 &同时表明!在利用甲醇6"012#16
异丙醇6乙酸钠作基质以及不加基质培养时!常规稻作生态系

统%"n+中的产 "#$量均高于围栏养鸭田%除异丙醇以外+!且

两处理之间的差异均达 &4的显著水平>
本研究中产甲烷菌表现出 1个明显的特征}一是对甲醇6

异 丙 醇6乙 酸 钠6"012#1有 嗜 好 表 现5二 是 对 以 甲 胺6甲 酸 以

及甲胺6甲酸6甲醇6异丙醇6乙酸钠配制的 9种混合培养基质

有不适应的表现>这两个特征!尚未见报道>本研究的采样地

点是湖南省长沙县!位于湘中丘陵地区>采样丘块是耕作多年

的稻田!熟化程度高>

O,O 水稻不同生育期对产甲烷菌数量的影响

在 早 稻 各 个 生 长 时 期!分 别 对 两 个 系 统 土 壤 中 的 产 甲 烷

菌进行了计数分析>结果表明!湿地稻田生态系统种稻期间产

甲烷菌数量具有明显的季节变化规律>表 1和表 9表明!水稻

不同生育期对产甲烷菌的生长发育有很大影响>水稻返青期!
产 甲 烷 菌 的 数 量 相 对 较 少!且 两 系 统 中 的 产 甲 烷 菌 数 量 相 差

不大!随着水稻生育期的推进!两系统的产甲烷菌数量明显增

加!这 说 明 土 壤 淹 水 后 为 产 甲 烷 菌 创 造 了 一 个 合 适 的 厌 氧 环

境>两 系 统 中 的 菌 数 均 在 分 蘖 盛 期 明 显 增 高!孕 穗 期 达 到 最

高!乳熟期又显著减少!黄熟期又有所回升>这是因为在水稻

田 这 一 独 特 的 厌 氧 生 态 环 境 中!水 稻 在 各 个 不 同 的 生 长 发 育

阶段!其根系的分泌物和脱落物的质与量不一样!对根系周围

N*I&3期 邓 晓等}稻H鸭复合生态系统产甲烷细菌数量
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表 ! 早稻不同生育期土壤中的产甲烷菌数量"#$%&’干土()*+法,

-./01! .23456372168.53915:;5:3;0.6<;771=1569=3>;59:6.9173=1.=0?=;@1"#$%&’ABCDEFG()*+HIJKEA,

生育期

LBEMJKDJN’I
OPPO年 QINB

"月&日,")ERJK&SNC,

甲醇

)IJKNREG

异丙醇

TDEUBEUNREG

乙酸钠

VEAF%HN#IJNJI
WXO&YO

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]
返青期 "̂&_, ‘̂abcPd ‘̂ebcPd c‘̂bcP̂ c‘abcP̂ e‘̂bcP̂ _‘dbcP̂ e‘fbcPe e‘̂bcPe

ZI’BIIRFR’ Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng
分蘖盛期"̂&OP, c‘ObcPe c‘̂bcPe ‘̂abcPa O‘ebcPcP ‘̂cbcPf c‘ObcPcP O‘_bcPf a‘hbcPf

g#JFiIJFGGIBFR’ Ng Ng jk Ng jk Ng jk Ng
孕穗期 "e&O, c‘cbcP_ O‘ebcPa ‘̂ObcPf c‘hbcPcc e‘ebcPa c‘ObcPcP O‘cbcPcP f‘ebcPcc

kEEJFR’ jk Ng jk Ng jk Ng jk Ng
乳熟期"e&Oh, _‘PbcP̂ O‘ObcPe c‘dbcPe ‘̂ObcPe ‘̂ebcP̂ a‘ObcP̂ O‘ObcP_ h‘abcP_

)FG\BFUIRFR’ jk Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng
黄熟期 "_&cP, d‘ebcP_ d‘ebcP_ c‘hbcPe c‘PbcP̂ d‘̂bcP̂ h‘abcPd d‘ebcPe ‘̂hbcPe

QIGGEMBFUIRFR’ Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng

l以上数据均为 h个小区的平均值(处理之间的差异分析采用 mVS测验(其中小写字母表示 n̂的显著水平(大写字母表示 cn的显著水

平(下同 gjEiIDJNJIDNBINiIBN’IR%HjIBE$JKBIIjGE#\DoSF$$IBIRJGIJJIBDNBIDF’FRF$F#NRJGCAF$$IBIRIR#IjCmVSJIDJoDHNGGGIJJIBFDpqPrP̂r

WNUFJNGFDpqPrPcoJKIDNHIjIGEM

表 s 早稻不同生育期土壤中产甲烷菌数量"#$%&’干土(滚管法,

-./01s .23456372168.53915:;5:3;0.6<;771=1569=3>;59:6.9173=1.=0?=;@1"#$%&’ABCDEFG(BEGGJ%jIHIJKEA,

生育期

LBEMJKDJN’I
OPPO年 QINB

"月&日,")ERJK&SNC,

甲醇

)IJKNREG

异丙醇

TDEUBEUNREG

乙酸钠

VEAF%HN#IJNJI
WXO&YO

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]

稻田养鸭

ZF#I[A%#\

常规稻田

W]
返青期"̂&_, O‘_bcPh c‘PbcPd d‘̂bcPe c‘̂bcP̂ c‘̂bcPd a‘PbcP̂ ‘̂abcPh ‘̂ebcPh

ZI’BIIRFR’ Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng
分蘖盛期"̂&OP, O‘_bcPh c‘PbcPd c‘̂bcP̂ d‘̂bcPe c‘cbcPd c‘_bcP̂ e‘̂bcPe _‘ObcP_

g#JFiIJFGGIBFR’ Ng Ng jk Ng jk Ng jk Ng
孕穗期"e&O, f‘abcP̂ ‘̂PbcPe c‘PbcPa c‘̂bcPa c‘̂bcP_ a‘PbcPa h‘fbcPa ‘̂ObcPf

kEEJFR’ jk Ng jk Ng jk Ng jk Ng
乳熟期"e&Oh, ‘̂PbcPh _‘PbcPd ‘̂̂bcPh _‘ebcPd h‘PbcPh c‘hbcPd d‘abcP̂ h‘ebcPe

)FG\BFUIRFR’ jk Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng
黄熟期"_&cP, a‘PbcPh O‘cbcPd c‘̂bcP̂ c‘abcPh h‘PbcPd Ngc‘ebcPd c‘abcP̂ c‘cbcPe

QIGGEMBFUIRFR’ Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng

土壤中微生物的发育提供的营养源也不同(也就间接地影响了厌氧食物链中的最后成员tt产甲烷菌的生长发育u水稻在营养

生长旺盛时期光合作用最强(有较多的光合产物从根系分泌(而根部分泌物主要由碳水化合物v有机酸和氨基酸组成(很容易被

土壤中的发酵性细菌分解成 WXOvYO和乙酸盐(而被产甲烷细菌利用w_xu进入孕穗期(根系分泌物减少u到生长后期(水稻死根

增多(又为甲烷菌的生长提供较多的营养基质u这表明厌氧环境和甲烷形成基质的提供是产甲烷菌种群发育所必需的u这与闵

航v段彬伍等wf(cPx报道的研究结果相一致(同时与水稻田中甲烷排放的季节变化规律相一致wa(cOx(从而证实了水稻田中的 WYd
释放量决定于根系际部产甲烷菌种群的数量及其活性这一观点u

!rs 稻[鸭复合生态系统对产甲烷菌数量的影响

结果表明"表 O(表 h,(养鸭对稻田甲烷排放高峰期的产甲烷菌种群数量控制效果最为明显u水稻返青期前(两系统的产甲

烷菌数量差异不显著(这是由于此时两系统的土壤条件基本一致o水稻进入返青期以后(特别是在分蘖盛期和孕穗期(湿地稻[
鸭复合生态系统土壤中的产甲烷菌数量明显低于对照()*+计数中(前者低于后者 OPrPnyferfno滚管法计数中前者比后

者降低 hhrhnyfarcn(在以甲醇为基质的两种计数方法中(稻[鸭复合生态系统均在水稻孕穗期和乳熟期对产甲烷菌种群生

长发育的抑制作用最明显(两系统之间产甲烷菌数量的差异均达极显著水平u以异丙醇v乙酸钠和 WXO&YO为基质的两种计数

法中(稻[鸭复合生态系统产甲烷菌种群数量均在分蘖盛期和孕穗期明显受到控制(两系统之间的差异均达极显著水平u这是因

为随着鸭子的放入(并长期露宿于田间(其频繁地活动搅动了土壤(提高了土壤的通气能力(也由于鸭子在田间大量觅食杂草和

浮游生物(将田泥翻动(增加了田泥与氧气的接触机会(改善了土壤的氧化还原状况(加强了土壤中有机物质的好氧性氧化u同

时尽管鸭粪及残余的饵料在淹水条件下分解导致氧的消耗加快而引起土壤氧化还原电位下降(但研究表明稻[鸭复合系统中土
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壤氧化还原电位仍比常规稻作系统高 !"#$%&’!()*水稻进入乳熟期以后+两系统中的产甲烷菌数量又表现为基本一致+这可能

是由于鸭子在齐穗期收回以后+稻,鸭复合系统中的氧化还原电位又逐渐恢复的缘故*这种结果表明土壤的氧化还原特性是影

响产甲烷菌生长的主要因素*

- 结论

综上所述+湿地稻田生态系统种稻期间产甲烷菌数量具有明显的季节变化规律+且与稻田甲烷排放的季节变化模式基本一

致+从而证实了产甲烷菌的数量是决定水稻田中甲烷释放量的主要因素之一*通过围栏养鸭+不仅能提高经济效益’!!+!$)+还可

以减少稻田中的产甲烷菌数量+特别是减少了稻田甲烷排放高峰期的产甲烷菌数量*本研究通过养鸭抑制了甲烷菌的产生+达

到了减少稻田甲烷排放的目的+对将来制定温室气体缓释对策具有重要意义*同时也寻找到一种既不影响经济效益又能减少水

稻田中产甲烷释放量的措施+兼具社会.生态.经济三重效益*
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