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长期围封对不同放牧强度下草地植物和
AM 真菌群落恢复的影响

周文萍1, 2,向摇 丹2,胡亚军2,李志芳1,陈保冬2,*

(1. 中国农业大学农学与生物技术学院, 北京摇 100193; 2. 中国科学院生态环境研究中心, 北京摇 100085)

摘要:为探明人为干扰对草地生态系统生态恢复的影响,以不同放牧强度试验草地为研究对象,调查了围封 14a 后草地植物群

落的多样性,并应用第二代高通量测序技术 454 测序法分析了植物根际土壤中 AM 真菌的群落结构。 研究结果显示,14a 围封

保育使得不同放牧强度小区与长期封育小区植被盖度及植物多样性指数基本恢复至同一水平。 土壤速效磷含量在重度放牧小

区最低(1. 00 mg / kg),轻度放牧区最高(2. 25 mg / kg),其它土壤理化性质指标在不同小区之间没有显著差异。 通过分子鉴定发

现所有土壤样品中 AM 真菌共有 87 个分类单元 ( VT),隶属于 Diversispora、 Otospora、 Scutellospora、 Glomeraceae Glomus、

Rhizophagus、Paraglomus 和 Archaeospora 等 7 个属。 对不同放牧强度小区 AM 真菌进行多样性分析,结果表明长期封育小区 AM
真菌 Shannon 多样性指数和 Pielou 均匀度指数最低,且显著低于中度放牧区,而 AM 真菌多样性在各放牧小区之间差异不显著。

本研究表明长期围封可以有效促进退化草地植物群落的恢复,而 AM 真菌表现出与植物群落恢复的不同步性。 对于草地生态

系统退化及恢复过程中植物和土壤功能微生物类群的协同关系还需要进一步系统深入的研究。
关键词:丛枝菌根真菌;454 测序;放牧强度;封育;生态恢复

Influences of long鄄term enclosure on the restoration of plant and AM fungal
communities on grassland under different grazing intensities
ZHOU Wenping1, 2, XIANG Dan2, HU Yajun2, LI Zhifang1, CHEN Baodong2, *

1 College of Agriculture and Biotechnology, China Agricultural University, Beijing 100193, China

2 Research Center for Eco-Environmental Sciences, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100085, China

Abstract: Grassland is one of the most important terrestrial ecosystems, however, in recent years, degradation and
desertification of grassland ecosystem becomes more and more serious due to intensive human activities, such as
overgrazing, mowing, and conversion of grassland to cropland. Effective countermeasures, such as pasture enclosure, are
suggested to maintain the grassland productivity and sustainability. Most studies on ecological restoration of degraded
grassland focused on recovery of plant communities, while little information is available as for the parallel succession of
belowground microbial communities, especially for symbiotic microbes associated with plants.

Abuscular mycorrhizal ( AM) fungi are ubiquitous symbionts for higher plants in most natural and agricultural
ecosystems. It has been widely accepted that these symbiotic fungi play important roles in stimulating biodiversity and
productivity of plant communities. To reveal the impacts of grassland enclosure on recovery of the degraded grassland
ecosystem, especially for the recovery of AMF communities, we conducted an investigation based on a long鄄term field
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experiment where experimental plots under different grazing intensities ( heavily, moderately, slightly grazed and the
ungrazed control) have been enclosed for 14 years. Plant coverage, height and species richness were recorded in situ, while
soil samples were collected for analysis of soil chemo鄄physical properties and AM fungal parameters. As a newly developed
molecular tool, the second鄄generation sequencing technology, 454 pyrosequencing, was applied for predicting AMF
community composition and biodiversity.

The experimental results indicated that, after enclosure for 14 years, the coverage, diversity and evenness index of
plant communities on different experimental plots did not show significant difference; The soil organic matter, available N,
total N and total C contents tended to be higher in lightly and moderately grazed plots compared with heavily grazed plots,
but statistically there were no significant differences among different plots. Available soil P was lowest in the heavily grazed
plots (1. 00 mg / kg), which was significantly lower than that in the lightly grazed plots ( 2. 25 mg / kg) . The 454
pyrosequencing of AM fungi from all soil samples yielded a total of 59,382 Glomeromycota sequences, assigned to 87 virtual
taxa (VT) in the MaarjAM database, belonging to 7 genera, namely Diversispora, Otospora, Scutellospora, Glomeraceae
Glomus, Rhizophagus, Paraglomus and Archaeospora. Similar to previous reports, Glomus was the dominant genera on the
grassland, as 83郾 9% of the 87 VTs belonged to Glomeraceae Glomus; while only 13 sequences (1 VT) were identified as
Archaeospora, which was undoubtedly the rarest genus in the research area. In contrast with plant communities, the AM
fungal communities had not equally recovered in different experimental plots. Although there were common VTs for all
plots, but each plot clearly exhibited some specific VTs, and most specific VTs were recorded in CK plot. Furthermore, the
diversity index and evenness index were lowest in CK plot, lower than any other plots, and significantly lower than that in
the moderately grazed plot.

This investigation suggested that grassland enclosure after overgrazing is essentially important for the recovery of plant
communities, soil chemo鄄physical properties and also soil microbial communities. However, recovery of AM fungal
communities was out of synch with plant communities. Further research is still necessary to reveal the interactions between
plant and functional soil microbial communities during the ecological restoration of degraded grassland.

Key Words: arbuscular mycorrhizal fungi; 454 pyrosequencing; grazing intensity; grassland enclosure; ecological
restoration摇

草地生态系统是陆地上最重要、分布最广的生态类型之一。 在我国,草地面积占国土面积的 41. 7% ,约 4
亿 hm2[1]。 20 世纪以来,环境变化和人类活动干扰导致草地退化日益严重。 在华北地区,退化草地面积超过

草地总面积的 2 / 3[2]。 不合理放牧是导致草地退化的一个重要原因[3鄄4],放牧行为直接影响到草地生物量及

物种多样性,间接改变草地生态系统物质与能量的分配模式,最终引起生态系统内部生物群落结构和功能的

变化[5]。 不同放牧强度干扰对草地生态系统会产生不同的影响,多数研究表明过度放牧导致草地生态系统

植被盖度和生物量下降、群落结构趋于简化,土壤容重、含水量、有机质以及氮、磷、钾等营养元素含量降

低[6],而中度放牧可能降低具有竞争能力的优势物种的多度,增加亚优势物种的多度,间接增加土壤种子库

的物种多样性,提高植物物种多样性和丰富度指数[7]。 在我国,牧区缺乏统一、规范的管理,过度放牧情况严

重,很多草地由于过度放牧严重退化。 作为一种人工保护退化草地自然恢复的措施,围封可以有效恢复植物

群落的结构和生产力,增加土壤有机质、氮、磷等养分含量[8鄄9]。 此外,也有研究发现,封育草地由于所受外界

干扰较少,少数优势物种会迅速占据生态位而导致物种多样性指数较低[4]。 放牧强度与草地生物多样性响

应机制一直是草地生态学的一个研究热点。
丛枝菌根(AM)真菌是一种广泛分布,可与大部分陆生高等植物共生的一类土壤真菌[10]。 AM 真菌侵染

植物根系建成共生体系,宿主植物为菌根真菌提供能量物质,而作为回报 AM 真菌则帮助宿主植物吸收各种

矿质养分,并增强植物的抗逆性。 研究表明,菌根真菌的多样性影响到生态系统的物种多样性,AM 真菌群落
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的变化会导致植物群落组成的改变[11鄄13]。 在草地生态系统中,AM 真菌是不可忽视的组成部分,对于退化草

原的生态恢复具有潜在的重要作用[14]。
以往有关草地生态恢复的研究多侧重于考察植被演替[15鄄16],而忽略了地下功能微生物群落的变化。 事

实上,生态系统是由地上和地下两个部分组成的一个有机整体[17],通过很多直接或间接的相互作用将这两部

分紧密联系在一起。 地下生态系统是土壤生物群落及其生存环境共同组成的动态平衡系统[18],结构上包含

土壤基质、地下水循环系统及土壤生物系统,研究内容侧重于土壤生物与环境间的相互作用机制。 土壤生态

系统可以提供必要的水循环、生物化学循环和能量流,拥有丰富的、可以维持生态系统功能的生物多样性,并
且能汇集土壤中的根系、矿质营养及枯枝落叶形成巨大的碳汇和养分库[19]。 显而易见,生态系统的恢复不只

是地上部植被的恢复,客观上还应包括地下部分土壤肥力和功能微生物类群的恢复。 研究表明,植被恢复情

况可以直接影响土壤微生物群落的恢复过程[20],而土壤微生物群落也能直接驱动植物群落的改变[21]。 认识

草地恢复过程中植物和土壤关键功能微生物类群的协同演替规律,可为科学评价草地生态恢复效果及探索有

效生态恢复途径提供理论依据。
本研究以不同放牧强度试验草地为研究对象,调查了围封 14a 后草地植物群落多样性,并应用第二代高

通量测序技术 454 测序法分析了植物根际土壤中 AM 真菌群落的组成情况,探讨退化草地生态恢复过程中植

物群落及其共生 AM 真菌的协同演替规律,期望为草地生态系统的恢复与重建提供理论依据。
1摇 调查样地与研究方法

1. 1摇 样地与样品采集

1. 1. 1摇 研究区域自然概况

研究区域位于内蒙古科尔沁沙地中国科学院奈曼沙漠化研究站附近(42毅56忆N,120毅42忆E),海拔 358 m,
具有明显的温带大陆性半干旱气候特点。 年平均气温 6. 0—6. 5益,年平均降水量 366 mm,降水主要集中在

6—8 月,年均蒸发量 1972. 8 mm。
1. 1. 2摇 样地设置

调查样地原为自由放牧的天然沙质草地,面积约 60,000 m2,于 1992 年刺线围封,在围封区布置梯度放牧

强度试验。 试验设 4 个处理:重牧区(HG,6 只羊 / hm2)、中牧区(MG,4 只羊 / hm2)、轻牧区(LG,2 只羊 / hm2)
及封育区(CK,不放牧)。 各小区面积相等,为 75 m伊200 m。 每年的放牧时间从 6 月 1 日开始,9 月 20 日结

束。 梯度放牧强度试验于 1996 年结束,此后围封进行生态系统自然恢复。 本试验以封育区为对照,研究梯度

放牧强度处理后长期封育对地上植被和 AM 真菌群落恢复的影响。
1. 1. 3摇 样品采集

试验样品采集于 2010 年 8 月,采样时间距离试验区围封已经 14a。 取样时在每个试验小区的两端和中间

各选择一块样地,样地面积 10 m伊10 m,在样地四个边角及中心各取一个 1 m伊1 m 的样方,按照方精云等[22]

的草本层植物群落清查方法对各小区植被组成、盖度、密度、高度等进行调查统计,并取 0—30 cm 土层土壤及

植物根样。 每个样地内的土壤过 2 mm 筛后混匀,取 200 g 样品装袋,植物根系样品也混匀后装袋,暂放低温

保温箱带回实验室,保存于-80益冰箱待用。 其余土壤样品装袋后带回实验室自然风干,进行理化性质分析。
1. 2摇 样品分析

1. 2. 1摇 土壤理化性质测定

土壤有机质采用重铬酸钾氧化法[23],土壤 pH 值用电位法,土壤速效 N 用碱解扩散法,土壤速效磷用碳

酸氢钠浸提鄄钼锑抗比色法[24]。 土壤全 N 和全 C 由元素分析仪(Vario EL芋, Elementar company, German)
测定[25]。
1. 2. 2摇 菌根侵染率测定

采用根段染色鄄镜检法[26],从采集的根样中挑出细根剪成 1 cm 根段,用 10% KOH 透明、2% HCl 酸化、
0郾 05%台盼蓝(Trypan Blue)染色鄄乳酸甘油脱色。 将 30 条经染色的根段置于载玻片上在显微镜下逐一观测
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丛枝、泡囊和菌丝着生状况,计算菌根侵染率。
1. 2. 3摇 菌丝密度测定

台盼蓝染色鄄镜检法[27],取 5 g 过 2 mm 筛土壤样品放入带盖塑料瓶中,加入 100 mL 水和 12 mL3. 7%六

偏磷酸钠溶液,剧烈振荡 30 s,静置 2. 5 min 后过 0. 05 mm 筛,收集筛上过滤物于搅拌器中搅拌 20 s,静置 10
s,吸取 5 mL 滤液抽滤(滤膜孔径 0. 22 滋m),台盼蓝染色制片,显微镜下观测,计算菌丝密度。
1. 2. 4摇 AM 真菌分子鉴定

采用 454 焦磷酸测序法对 AM 真菌进行多样性鉴定。 该测序方法对各样品片段高通量平行测序,稀有物

种的序列也不会丢失。 454 焦磷酸测序有其固定的测序引物,为了保证多个样品测序同时进行,需要在样品

引物的一端添加识别序列 bar鄄code[28]。 本试验采用巢式 PCR,即需要在第二对引物上添加 bar鄄code,添加完

bar鄄code 的前引物序列为:5忆鄄 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG (NNNNNNN) TGGAGGG CAGTCTGT C鄄3忆;
后引物序列为 5忆鄄 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG GTTTCCCGTAAGGCGCC GAA鄄3忆。 其中,带下划线部分

是测序引物,括号内为 7bp 的 bar鄄code,斜体部分是样品特异性引物 NS31 / AM1。 NS31 / AM1 是近年来最常用

于测定自然土壤 AM 真菌群落多样性的引物,其扩增区域位为 SSU rRNA,片段大小约为 550 bp,满足 454 焦

磷酸测序对片段长度的要求。 由于该引物具有一定的偏扩性,不利于无梗囊霉科和类球囊霉科 AM 真菌的扩

增[29],为弥补 NS31 / AM1 偏扩带来的误差,选用覆盖度更广的 AML1 / AML2[30]作为第 1 对引物。 该引物能覆

盖除 Archaeospora trappei 以外的所有已知 AM 真菌。 具体测序步骤如下:
1)DNA 提取摇 取 500 mg 过 2 mm 筛的混匀鲜土,按照 DNA 提取试剂盒说明(Fast DNA spin kit for soil,

Bio 101, La Jolla, Calif. )进行操作,提取的 DNA 溶液贮藏于-20益冰箱待用。
2)Nested鄄PCR摇 第 1 次扩增反应体系 25 滋L,包括 2 滋L DNA 模板(10—20 ng / 滋L,由土壤 DNA 提取液稀

释得到)、0. 3 滋L 25 滋mol / L 引物(前后引物各 0. 3 滋L)、2. 5 滋L 10伊Ex Taq Buffer、2 滋L 2. 5 mmol / L dNTP 混

合液(各碱基浓度均为 2. 5 mmol / L)、0. 3 滋L 25 滋mol / L BSA、0. 5 滋L 5 U / 滋L Ex Taq,以及 17. 1 滋L dd H2O。
反应程序为:94益变性 5 min;94益 30 s,58益 45 s,72益 1 min,循环 35 次;最后 72益延伸 10 min。 PCR 产物用

1% 琼脂糖凝胶电泳检测。 第 1 次扩增产物稀释十倍作为第 2 次扩增反应的模板,第 2 次扩增体系为 50 滋L,
包括 2 滋L DNA 模板(10—20 ng / 滋L,由第 1 次扩增产物稀释得到)、0. 6 滋L 25 滋mol / L 引物(前后引物各 25
滋mol / L)、5. 0 滋L 10伊Ex Taq Buffer、4. 0 滋L 2. 5 mmol / L dNTP 混合液(各碱基浓度均为 2. 5 mmol / L)、0. 6 滋L
5 U / 滋L Ex Taq,以及 37. 2 滋L dd H2O。 反应程序与结果鉴定方法与第 1 次扩增相同。

3)纯化摇 按照纯化试剂盒(QIAEX 域 Gel Extraction Kit,QIAGEN Sciences, Maryland)操作说明对第 2 次

扩增产物进行纯化,纯化产物由 NanoDrop 1000 测定浓度。 各样品纯化后 DNA 等量(每个样品 DNA 含量 150
ng)混合,混合液送上海人类基因组研究中心进行 454 焦磷酸测序。

4)测序结果分析摇 454 测序得到的序列满足以下 3 个条件的用作进一步分析:1)包含正确的 bar鄄code;
2)有正确的 NS31 引物序列;3)片段总长超过 160 bp(不包括测序引物及 bar鄄code)。 进一步分析需要用到

MaarjAM 数据库[31],该数据库包含所有已报道的球囊菌门(Glomeromycota)真菌 SSU rRNA 序列,以相似度

逸90%和片段长度不少于 query 序列 10 bp 为条件与该数据库比对筛选出属于球囊菌门真菌的序列。 筛选出

的序列以相似度逸97%及片段长度不小于 query 序列 10 bp 为条件进一步与 MaarjAM 数据库比对,相同序列

比对结果即为同一虚拟分类单元(Virtual taxa,VT)。 VT 是 MaarjAM 数据库中用以区别不同 AM 真菌序列的

新的分类方法。 与以往形态学鉴定不同,MaarjAM 数据库中 AM 真菌不以种作为最基本分类单位,而是用不

同的 VT 加以区分。 获得 VT 分类后,用 MOTHUR[32] 软件(Version 1. 23. 1) 及其在线平台( http: / / www.
mothur. org)分析 AM 真菌群落 Shannon鄄Wiener 指数,并对不同处理群落结构差异进行显著性分析。 AM 真菌

Margalef 丰富度指数及 Pielou 均匀度指数计算方法与植物丰富度指数及均匀度指数计算方法相同。
1. 3摇 数据处理

1. 3. 1摇 物种多样性采用 Shannon鄄Winer 指数(H)表示。
摇 摇 植物物种多样性指数计算公式

6833 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 33 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

H =- 移P i 伊 lnP i,P i = Ni / N

式中,ni 为物种 i 的个体数,n 为群落中所有物种个体数之和;
1. 3. 2摇 物种丰富度采用 Margalef 指数(Ma)表示。

Ma = (S - 1) / lnN
式中,S 为物种数目,N 为群落中所有物种个体总数;计算 AM 真菌物种丰富度时,S 为 VT 数目,N 为群落中所

有 VT 个体总数。
AM 真菌 Chao鄄1 index[33]通过 MOTHUR 软件及其在线平台计算得到,该指数为 AM 真菌 VT 期望值,即

AM 真菌群落的理论物种丰富度。
1. 3. 3摇 物种均匀度采用 Pielou 均匀度指数(E)表示。

E=HlnS
式中,H 为 Shannon鄄Wiener 指数。 计算植物物种均匀度时,S 为物种数目;计算 AM 真菌物种均匀度时,S 为

VT 数目。
1. 4摇 统计分析

采用 aRarefactWin 软件(Version 1. 3)对 AM 真菌进行 Rarefaction 分析,检测 454 测序序列数的充分性。
采用 R 软件(Version 1. 0)下的 Heatmap builder 程序对 454 测序得到的序列进行处理制作成热图,分析群落中

不同物种的丰度。
所有试验数据采用 Microsoft Excel 进行均值和标准差计算并作图,采用 SPSS 统计分析软件(SPSS 17. 0)

对数据进行单因素方差分析,采用邓肯新复极差法(SSR)多重比较检验处理之间的差异显著性。
2摇 结果与分析

2. 1摇 土壤理化性质

不同试验处理小区土壤理化性质见表 1。 由于研究区为沙质草地,各处理小区土壤有机质及矿质养分含

量均不高。 速效 N 最高为 19. 60 mg / kg,速效 P 最高为 2. 25 mg / kg。 重牧区速效 P 含量仅 1. 00 mg / kg,显著

低于中牧区和轻牧区。 其余土壤理化性质指标在各处理之间差异均不显著。

表 1摇 不同试验小区土壤基本理化性质

Table 1摇 The chemo鄄physical properties of soils from different experimental plots

处理
Treatments

有机质
Organic matter
/ (mg / kg)

速效 P
Available P
/ (mg / kg)

速效 N
Available

N / (mg / kg)

全 N
Total N
/ %

全 C
Total C
/ %

pH

重牧区 Heavily grazed HG 4. 75依2. 04a 1. 00依0. 21a 15. 87依3. 45a 0. 03依0. 01a 0. 32依0. 15a 8. 50依0. 03a

中牧区 Moderately grazed MG 6. 89依0. 85a 2. 24依0. 66b 19. 48依2. 72a 0. 04依0. 00a 0. 43依0. 04a 8. 39依0. 06a

轻牧区 Lightly grazed LG 6. 80依1. 54a 2. 25依0. 62b 19. 60依7. 23a 0. 04依0. 00a 0. 39依0. 04a 8. 24依0. 19a

封育区 Control, ungrazed CK 6. 16依0. 72a 1. 46依0. 47ab 17. 15依1. 53a 0. 04依0. 00a 0. 39依0. 04a 8. 41依0. 08a

摇 摇 表中数据为均值依标准差(n=3); 同列数值后标注不同字母表示经 SSR 检验处理间有显著差异(P < 0. 05),相同字母的数据列表示方差分

析结果显示试验处理对该观测指标影响不显著

2. 2摇 植物多样性

各试验处理小区单位面积物种数、植物多样性指数、丰富度指数以及均匀度指数均无显著差异(表 2)。
2. 3摇 AM 真菌多样性

2. 3. 1摇 菌根侵染率和根外菌丝密度

菌根侵染率在不同处理之间无显著差异(表 3)。 重牧区根外菌丝密度最低,为 2. 41 m / g 土,显著低于轻

牧区(3. 58 m / g 土),但和其它各小区差异不显著。
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表 2摇 不同试验小区植物多样性和丰富度指数

Table 2摇 Plant diversity and species richness in different experimental plots

处理
Treatments

单位面积物种数

Species per m2
Shannon 多样性指数
Shannon鄄Wiener index

Margalef 丰富度指数
Margalef index

Pielou 均匀度指数
Pielou index

重牧区 HG 9. 7依1. 2a 1. 66依0. 25a 1. 24依0. 12a 0. 73依0. 08a

中牧区 MG 9. 0依2. 0a 1. 30依0. 31a 1. 18依0. 32a 0. 60依0. 16a

轻牧区 LG 9. 0依1. 7a 1. 40依0. 39a 1. 22依0. 30a 0. 65依0. 22a

封育区 CK 10. 7依2. 1a 1. 51依0. 28a 1. 46依0. 36a 0. 64依0. 08a

表 3摇 不同试验小区菌根侵染率和根外菌丝密度

Table 3摇 Infection percentage and hyphal length density of AM fungi

处理
Treatments

菌根侵染率
Mycorrhizal colonization rate / %

菌丝密度
Hyphal length density / (m / g soil)

重牧区 HG 51. 3依7. 5a 2. 41依0. 10a

中牧区 MG 37. 1依16. 0a 2. 97依0. 69ab

轻牧区 LG 44. 7依5. 3a 3. 58依0. 44b

封育区 CK 40. 7依8. 6a 3. 36依0. 65ab

2. 3. 2摇 AM 真菌总体构成

通过 454 测序从所有土壤样品共得到 60108 条有效序列,序列长度 160 bp 至 534 bp,平均长度 385 bp。
AM 真菌序列数为 59382 条,约占总有效序列的 98. 8% ,各样品菌根真菌序列数不等(1057—9161 条),平均

约 5830 条。 所得 AM 真菌序列以 97%相似度与 MaarjAM 数据库进行比对,最终得到序列总数为 51509 条,样
品之间序列数差异较大,最多为 8216 条,最少为 974 条。 所有 AM 真菌序列归类至 4 目 5 科 7 属 87 VT。 球

囊霉属 AM 真菌有效序列数最多,共 50306 条,占总序列数 97. 7% 。 所有球囊霉属序列归为 73 VT,占 VT 总

数 83郾 9% 。 原囊霉属 AM 真菌最少,仅有 13 条序列(占总序列数 0. 03% ),1 个 VT(表 4)。

表 4摇 454 测序获得 AM 真菌序列数和虚拟分类

Table 4摇 Number of Sequences and VTs of AM fungi from all soil samples by 454 pyrosequencing

目
Order

科
Family

属
Genus

VT 数
Number of VT

序列数
Number of sequences

多孢囊霉目 Diversisporales 多孢囊霉科 Diversisporaceae Otospora 1 210

多孢囊霉属 Diversispora 4 209

盾巨孢嚢霉科 Scutellosporaceae 盾巨孢囊霉属 Scutellospora 1 312

球囊霉目 Glomerales 球囊霉科 Glomeraceae 球囊霉属 Glomus 74 50306

Rhizophagus 3 371

类球囊霉目 Paraglomerales 类球囊霉科 Paraglomeraceae 类球囊霉属 Paraglomus 4 88

原囊霉目 Archaeosporales 原囊霉科 Archaeosporales 原囊霉属 Archaeospora 1 13

2. 3. 3摇 物种稀释曲线

由物种稀释曲线可见,当序列数达到 2000 时,AM 真菌 VT 数上升幅度已非常缓慢,除轻牧区序列数为

1633 条外,其余各处理序列数均超过 4000 条达到平台期(图 1),所以本研究 AM 真菌多样性结果基本可以反

映取样区 AM 真菌群落的真实情况。
2. 3. 4摇 AM 真菌多样性指数及均匀度指数

如表 5 所示,中度放牧区 Shannon鄄Wiener 多样性指数和 Pielou 均匀度指数均显著高于封育区,而
Shannon鄄Wiener 多样性指数在不同放牧强度小区之间差异不显著,Pielou 均匀度指数在中牧区和重牧区也较
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图 1摇 不同处理 AM 真菌物种稀释曲线

摇 Fig. 1 摇 AMF taxon accumulation curves along the number of

sequences obtained from different experimental plots

高,与封育区相比达到显著差异。 中牧区单位面积物种

数及 Margalef 丰富度指数相对较高,但经统计分析与其

它处理无显著性差异。
2. 3. 4摇 Chao鄄1 物种丰富度

表 6 给出的是各处理的 AM 真菌实测 VT 数和经计

算得到的 Chao鄄1 物种丰富度(期望物种数)。 由表中数

据可以看出,实测 AM 真菌 VT 数与期望 AM 真菌物种

数趋势一致(极显著正相关,r = 0. 92,P < 0. 01),均为

重牧区最多,轻牧区最少,这从一个方面表明试验方法

的可信度。 对各处理平均序列数进行统计分析,结果表

明,封育区平均序列数最多,约 6342 条,显著高于轻牧

区(1634 条),但与另两个处理之间差异不显著(表 6)。

表 5摇 各处理 AM 真菌多样性指数和丰富度指数

Table 5摇 Shannon鄄wiener index and Margalef index in different experimental plots

处理
Treatment

单位面积物种数
Species per Square meter

Shannon鄄Wiener 多样性指数
Shannon鄄Wiener index

Margalef 丰富度指数
Margalef index

Pielou 均匀度指数
Pielou index

重牧区 HG 32. 3依4. 2a 2. 39依0. 26ab 4. 55依0. 61a 0. 69依0. 06b

中牧区 MG 34. 7依1. 2a 2. 67依0. 21b 4. 89依0. 17a 0. 75依0. 05b

轻牧区 LG 32. 3依9. 7a 2. 17依0. 25ab 4. 55依1. 41a 0. 63依0. 02ab

封育区 CK 28. 0依7. 0a 1. 86依0. 43a 3. 92依1. 02a 0. 56依0. 10a

表 6摇 不同处理实测和理论 AM 真菌物种数

Table 6摇 Observed and estimated number of species (VT) of AM fungi in different experimental plots

处理
Treatments

平均序列数
Average sequences

实测 AM 真菌 VT 数
Observed VT of AM fungi

AM 真菌 VT 期望值
Estimated VT of AM fungi

重牧区 HG 4738依3012ab 46. 7依7. 8a 59. 7依14. 4a

中牧区 MG 4456依2275ab 44. 3依2. 5a 49. 5依3. 6a

轻牧区 LG 1634依991a 36. 3依15. 0a 45. 0依21. 8a

封育区 CK 6342依1605b 43. 7依6. 4a 49. 5依6. 7a

2. 3. 5摇 AM 真菌群落结构分析

不同小区共有及特有的 AM 真菌 VT 如图 2 所示。 所有小区共有的 AM 真菌有 40 个 VT,其余不同小区

间共有的 VT 数量不一,以封育区和重牧区共有的 VT 数最多(53 个)。 封育区特有的 AM 真菌 VT 数最多(10
个),而轻牧区最少(2 个)。

图 3 显示各处理小区 AM 真菌群落的物种组成及丰度信息。 封育区优势 VT 为 VT00130 及 VT00156,轻
牧区优势 VT 为 VT00130 及 VT00214,中牧区优势 VT 为 VT00214 及 VT00295,重牧区物种丰度较高的 VT 较

多,有 VT00063、VT00130 及 VT00156 等。 各小区优势 VT 分布相对较集中,且处理之间存在一定的差异,但
由 Mothur 软件分析不同小区 AM 真菌群落差异表明,各小区之间的群落结构并无显著性差异。
3摇 讨论

草地围栏封育是维护草地生态系统生产力的重要手段,也是牧区开展退化草地恢复治理的有效途径之

一。 大多数有关草地恢复的研究主要关注植物群落、土壤养分,或是土壤生物群落的变化[34鄄36],而对生态系

统地上和地下部分的协同关系考虑较少。 事实上,生态系统地上部分植物群落和地下微生物群落在物种水

平、群落水平及系统水平上均存在互动机制。 植物从土壤中吸收水分和养分,并通过根际过程改变土壤环境,
进而影响土壤微生物的种类和数量[37];反之,根际微生物种类和数量的不同也可以改变植物从土壤中获取营
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图 2摇 Venn 图鄄不同处理特有和共有 VT 数量

摇 Fig 2 摇 Number of unique and shared VTs among different

experimental plots

图中面积大小与 VT 数量多少无关; CK,封育区;LG,轻度放牧

区;MG,中度放牧区;HG,重度放牧区

养物质的方式和途径,从而促进或抑制植物的生长[38]。
显然,对于退化草地的生态恢复过程而言,只有地上植

物群落和根际微生物群落均达到稳定状态才可认为达

到了生态恢复的最终阶段。 本研究分析了封育 14a 后

不同放牧强度草地植物群落多样性、土壤理化性质及

AM 真菌的群落多样性,结果显示长期封育使得植物群

落和土壤肥力基本恢复到与对照区一致的水平(表 1 和

表 2)。 单桂莲等[16] 曾研究过围封年限对典型草原群

落结构及物种多样性的影响,结果表明退化草地采用生

长季围封措施后,群落生产力与物种多样性增加,群落

结构和优势物种地位发生较大改变,在围封 14a 的时候

达到群落盖度和密度的最大值。 本研究进一步印证以

上的研究结果。 另一方面,本研究还发现 AM 真菌多样

性在各处理间存在显著差异,其多样性指数和均匀度指

数在中度放牧强度区最高,且显著高于对照处理(表
5)。 该结果表明不同放牧强度下的草地在封育 14a 后

AM 真菌群落的恢复与地上植物群落及土壤肥力的恢复并不一致。 换言之,本研究揭示了草地生态恢复过程

中植物和土壤微生物群落恢复过程具有不同步性,土壤微生物群落的演替可能较地上植物群落的演替过程缓

慢。 454 焦磷酸测序法为第 2 代基因测序技术,具有简便、快速、获取信息量大且花费较少的优点,已广泛应

用于微生物基因组研究[39]。 该方法获得 DNA 信息量大,保证了稀有 AM 真菌的可检测性,可以较好的反映

自然环境中 AM 真菌的群落组成,近几年在 AM 真菌多样性研究中也逐步得以应用[40]。 由 454 测序所获得

AM 真菌序列可以与 MarrjAM 数据库进行比对,获得可靠的 AM 真菌分类结果。 MarrjAM 数据库[31] 收录了所

有已知球囊霉门的序列及其相关信息(寄主植物、地理位置等),并对所有序列进行统一分类和命名。 该数据

库中不以“种冶为最小分类单位,而是统一用虚拟分类单元“VT冶表示。 本研究中 AM 真菌序列共归为 88 VT,
与形态学鉴定及其它分子鉴定方法(如克隆文库)获得的种类数相比,检测到的多样性更高[41鄄42]。 本试验各

处理 AM 真菌物种稀释曲线基本到达平台期(图 1),所测物种丰富度趋势与 Chao鄄1 丰富度趋势一致,因而可

反映 AM 真菌群落的真实情况[43]。 在研究样区中球囊霉属 AM 真菌共有 73 VT,占 AM 真菌 VT 总数的

83郾 9% ,为优势属,这与其它研究者所得出的结论一致[41鄄42]。

图 3摇 各处理小区 AM 真菌群落物种组成及丰度

Fig. 3摇 Composition of AM fungal community and abundance of species in different experimental plots

VT00054—VT00245 为 454 测序序列分析得到的 87 个 AM 真菌 VT(虚拟分类单元); 1—12 为样品编号,其中 1—3 为封育区,4—6 为轻牧

区,7—9 为中牧区,10—12 为重牧区; 方格颜色由浅到深代表群落中对应 VT 丰富度由低到高

放牧强度对草地生态系统各功能单元的影响已有很多研究报道。 放牧可以影响土壤碳、氮循环[44],随着

放牧强度的增加,土壤有机质、总氮、总硫含量显著降低[45],地上部植被生物量也有所降低[46]。 本试验中,土
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壤总碳、总氮、速效氮含量以及地上部植物多样性与对照处理相比已经无显著差异(表 1,表 2),说明长达 14a
的封育已基本恢复放牧对植被和土壤的影响。 有关放牧强度对 AM 真菌群落影响的报道也有很多,然而不同

研究者得出的结论不一。 Tian 等人[41]对不同退化程度草地 AM 真菌多样性进行研究,其结果表明随着放牧

强度的增加 AM 真菌多样性急剧降低。 Ba 等[47]的研究却显示中度放牧区的物种丰富度及均匀度最高,显著

高于其它放牧强度处理。 本试验 AM 真菌多样性指数和均匀度指数也是在中度放牧强度下最高,与 Ba 等的

研究结果吻合,也在特定层面验证了 Connell 于 1978 年提出的中度干扰假说[48]。 该假说认为对群落实施中

等强度的干扰比频繁干扰和不干扰群落的物种多样性要高,而在干扰后群落的恢复过程中,恢复中期物种丰

富度最大。 中度干扰假说几乎适应于所有生态系统。 Sabatier 和 Molino[49] 对圭亚那地区热带雨林的研究与

Lindholm 等[50]对奥卡万戈三角洲地区浮游生物的研究都表明所研究生态系统的物种丰富度在中度干扰水平

下达到顶峰。 不过,也有研究表明并不是所有情况下中度干扰处理物种多样性均达到最高,物种多样性也可

能在干扰处理下没有相应变化或随着干扰强度增加而降低[51],这与干扰方式以及干扰的空间、时间条件有密

切相关。 在本研究中,AM 真菌多样性对放牧强度的响应符合中度干扰假说,而植物群落生物多样性并没有

表现出同样的规律,这很可能是受到特定时间节点的影响,不同生物类群对环境扰动的响应是不尽一致的。
本研究结果表明,围栏封育 14a 后梯度放牧草地植被及土壤肥力恢复到对照小区同一水平,但 AM 真菌

多样性在不同处理之间仍存在差异。 植被与 AM 真菌群落恢复程度的不同步性提示我们草地生态系统的退

化和恢复是一个地上地下协同演进的动态过程,单一研究某一方面或某一节点都不能反映整体效应。 今后的

研究应该将生态系统地上与地下视为有机整体,把恢复的动态过程作为研究重点,探索生态系统地上和地下

部分的协同演替规律,从而为退化草地的生态恢复及合理利用提供坚实的理论基础。
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