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不同喀斯特小生境中土壤丛枝菌根真菌的遗传多

样性 
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摘  要  为探明西南喀斯特地区小生境土壤中丛枝菌根真菌(AMF)的遗传多样性特征, 利用巢式PCR和变性梯度凝胶电泳相

结合的分子生物学方法, 对茂兰3种植被类型下的小生境(石缝、石沟、土面) AMF遗传多样性进行了研究。结果发现: 各类

小生境都含有丰富的AMF遗传多样性, 灌木林土面的多样性指数和物种丰富度 高, 为4.06和68; 次生林石缝的 低, 为
3.16和29, 所研究的9个小生境多样性指数和物种丰富度的平均值分别高达3.67和48, 高于同类研究在其他地区的结果, 这可

能主要与喀斯特生态系统复杂的结构和较高的植物多样性有关; 聚类分析显示各类小生境间的AMF群落结构差异显著, 相
似性指数 高仅为0.45, 说明小生境所带来的空间异质性对AMF的遗传多样性产生了显著影响; 基因测序显示球囊霉属

(Glomus)极有可能是喀斯特地区AMF的优势菌属, 在以后筛选喀斯特地区的高效生态恢复菌种时可重点考虑球囊霉属的一

些菌种。 
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Abstract 

Aims  Our objective was to explore the genetic diversity of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in karst micro-
habitat. 
Methods  We used nested polymerase chain reaction and denaturing gradient gel electrophoresis to study the ge-
netic characteristics of AMF sampled from microhabitats of three different vegetation types in Maolan National 
Nature Reserve of Guizhou Province.  
Important findings  The AMF genetic diversities in all three microhabitat types were rich. The highest values of 
biodiversity index (4.06) and species abundance (68) were found in the shrubland soil surface, and the lowest 
values (3.16 and 29, respectively) were found in the secondary forest rocky crevice. The average values of biodi-
versity index and species abundance of the 9 microhabitats studied were 3.67 and 48, respectively. These were 
much higher than those in some other areas; the possible reasons were the complex karst ecological system struc-
ture and high plant species diversity. The AMF genetic diversity of different microhabitat types showed significant 
differences. The highest similarity index was only 0.45, and this means the spatial heterogeneity of different mi-
crohabitat types had significant influence on AMF genetic diversity. Glomus was the dominant genus through the 
karst area and should be a candidate for screening high ecological restoration strains for karst areas. 
Key words  arbuscular mycorrhizal fungi, genetic diversity, karst, microhabitat, richness 

 
我国西南喀斯特地区碳酸盐岩充分发育, 地表

破碎度高, 特殊的地质背景奠定了喀斯特生态系统

明显的脆弱性和生境多样性。喀斯特地表、地下双

重水文地质结构使地表干旱缺水, 土壤富钙偏碱, 
缺磷氮等营养元素, 这些限制因子造成植被生境严

酷, 生物量偏小, 水、土、植物相互作用过程具有
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明显的不稳定性(李阳兵等, 2006), 稍有人为干扰便

会导致以石漠化为典型代表的生态退化问题, 石漠

化已成为制约我国西南喀斯特地区可持续发展的

重大生态环境问题。喀斯特地表基岩出露面积较大, 
且起伏多变, 微地貌十分复杂, 具有与常态地貌上

明显不同的形态特征和分布特征, 形成了以石面、

石缝、石沟、土面等为主的多种小生境, 这些小生

境类型及其组合构成了喀斯特生境的多样性(周游

游等, 2003)。已有的研究表明, 喀斯特小生境土壤

存在明显的空间异质性, 这些异质性不仅改变土壤

养分和水分的空间分布, 同时造成植物分布格局与

生长过程的变化(刘方等, 2008)。在喀斯特生态恢复

研究中, 小生境的地位和作用已引起越来越多学者

的关注。 
丛枝菌根真菌 (arbuscular mycorrhizal fungi, 

AMF)是一类能与绝大部分植物的根系形成互惠共

生体的微生物, 是目前发现的与植物生长关系 为

密切的微生物之一(Smith & Read, 1997)。研究表明, 
AMF能够提高植物的抗旱性, 促进植物对营养元素

尤其是磷的吸收, 提高植物在逆境中的生长和定殖

(李岩等, 2010)。以AMF主导的菌根共生系统已作为

一种新型生物修复主体被广泛地应用到退化或受

损生态系统的恢复和重建当中(王立等, 2010)。值得

提出的是, AMF这些生态学作用与喀斯特生态系统

的限制因子之间有着良好的耦合关系, 在石漠化治

理中表现出很强的潜在利用价值。AMF具有明显的

地域性, 喀斯特独特的地理单元特征必定会形成自

己特有的AMF多样性。要想科学合理地利用AMF
为石漠化治理服务, 就要充分地了解喀斯特地区

AMF的多样性和分布特征。目前, 针对喀斯特地区

AMF多样性的研究还很薄弱, 小生境微地貌尺度上

AMF多样性的特征还未见报道。本文以贵州茂兰国

家自然保护区3种植被类型下的主要小生境为研究

对象, 利用巢式PCR和变性梯度凝胶电泳(DGGE)
相结合的分子生物学方法研究了不同小生境下的

AMF遗传多样性 , 意在为今后科学合理地利用

AMF为喀斯特生态系统的保护和石漠化治理服务

奠定理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  研究地概况  
茂兰国家自然保护区位于贵州省荔波县南部, 

地理坐标为107°52′10′′–108°05′40′′ E, 25°09′20′′– 
25°20′50′′ N; 地处贵州高原南部向广西丘陵平原过

渡的斜坡地带, 地势西高东低, 平均海拔758.8 m。

该区属中亚热带季风性湿润气候, 年平均气温18.6 
, ℃ 年平均降水量1 752 mm, 年平均蒸发量1 343.6 

mm, 年平均相对湿度83%, 年日照时数1 272.8 h。
区内喀斯特地貌十分发育, 是原生性强、相对稳定、

平衡的喀斯特森林生态系统。土壤主要以黑色石灰

土为主, 成土母质是纯度较高的石灰岩和白云岩

(周政贤, 1987)。 
1.2  样地选择和样品采集 

为了保证样品的广泛性和代表性, 在保护区内

选取具有代表性的3个不同植被类型的喀斯特样地: 
原生乔木林、次生乔灌混合林、灌木林。在选择样

地时尽量保证立地条件的一致性, 根据群落 小表

现面积确定样方面积。按照王世杰等(2007)的方法

进行小生境类型的调查和划分, 共划分出土面(局
部连续的土体表面)、石沟(出露的岩石溶蚀沟或侵

蚀沟)、石缝(出露的岩石裂隙或溶蚀裂隙)、石面(出
露基岩的岩石表面)四类小生境, 其中石面无土壤

因此不作为采样对象。采样时用消毒铲剥去表层杂

物, 挖取0–15 cm土壤, 对每一个小生境进行多点

取样, 根据面积大小确定每个小生境的取样量, 
后把同类小生境的土壤组成混合样。样品过2 mm筛

以保证充分混合均匀, 于–20 ℃冰箱保存用于DNA
提取。采样时间为2010年5月。 
1.3  实验方法 
1.3.1  提取土壤总DNA  

本文采用Power SoilTM DNA Isolation Kit (MO 
BIO Laboratories Inc., Carlsbad, USA)的试剂盒提取

土壤总DNA。此方法能够保证提取的土壤DNA数量

多, 杂质少, 是一种比较理想的土壤DNA提取方

法。具体操作完全按照试剂盒提供的步骤进行。 
1.3.2  Nested PCR扩增目的片段 

以提取的土壤总DNA为模板, 运用Nested PCR
技术进行扩增。扩增条件参考龙良鲲等(2005)的方

法, 稍加修改。所用引物均由上海生工生物工程技

术服务公司合成(表1)。 
第一次PCR: 所用引物为AMF 18S rDNA通用

引物GeoA2和Geo11, 反应体系25 μL, 其中模板1 
μL, Master mix (Promega, M712B) 12.5 μL, 引物各1 
μL, ddH2O 9.5 μL。反应程序为94 ℃预变性4 min,  
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表1  Nested-PCR引物 
Table 1  Primers of Nested-PCR 
引物 
Primer 

序列 
Sequence 

长度 
Length 

来源 
Sources 

GeoA2 5′-CCAGTAGTCATATGCTTGTCTC-3′ 

Geo11 5′-ACCTTGTTACGACTTTTACTTCC-3′ 

1.80 kb Schwarzott & Schüβler, 2001 

AM1 5′-GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3′ 

NS31-GC 5′-TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3′ 

0.55 kb Helgason et al., 1998 
Simon et al., 1992 

Glol 5′-GCCTGCTTTAAACACTCTA-3′ 0.23 kb Comejo et al., 2004 

NS31-GC的5′端接5′-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG-3′序列。 
The sequence of 5′- CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG-3′ was added at the 5′ end of NS31-GC. 
 

 
94  1℃  min, 54  1℃  min, 72  2℃  min, 30个循环。

后72 ℃延伸7 min, 4 ℃保育。 
第二次PCR: 第一次PCR产物1:100稀释后(如

电泳不见条带则不稀释)作为模板 , 所用引物为

NS31-GC和AM1, 反应体系同上。反应程序为94  ℃

2 min预变性, 94  45℃  s, 65  1℃  min, 72  45℃  s, 30
个循环, 后72 ℃延伸7 min, 4 ℃保育。第三次

PCR: 第二次PCR产物1:100稀释后作为模板, 所用

引物为NS31-GC和Glol, 反应体系同上。反应程序

为94  2℃  min预变性, 94  45℃  s, 55  1℃  min, 72  ℃

45 s, 30个循环, 后72 ℃延伸7 min, 4 ℃保育。 
取每次扩增产物4 μL, 用1.0%的琼脂糖凝胶电

泳后在凝胶成像系统(Gel Doc Documentation Sys-
tem, Bio-Rad Company, Philadelphia, USA)中检测 
结果。 
1.3.3  变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析遗传多样性 

取第三次PCR产物20 μL, 用基因突变检测系

统(Bio-Rad Company, Philadelphia, USA)进行DG- 
GE分析。聚丙烯酰胺凝胶浓度为8% (100%的变性

剂为7 mol尿素和40%的去离子甲酰胺), 变性剂梯

度范围20%–55%。电泳条件: 缓冲液为1 × TAE, 80 
V 10 min进胶, 再在60 ℃下120 V电泳10 h。电泳后

采用硝酸银染色法对凝胶染色, 然后用凝胶成像系

统分析。 
1.3.4  DGGE条带测序和序列分析 

从DGGE图谱每一个泳道中选取1条丰度较高

的条带(图1方框标注)进行切胶回收。具体方法: 用
小刀切下目的条带, 转入0.5 mL的灭菌离心管中, 
加入12 μL ddH2O, 捣碎后4 ℃过夜, 然后3 000 
r · min–1离心1 min, 50 ℃水浴30 min, 再加入20 μL 
ddH2O, 3 000 r·min–1离心1 min, 50 ℃水浴30 min, 
后12 000 r·min–1离心1 min, 取10 μL作为模板进

行PCR扩增。扩增引物为NS31 (不带GC clamp)和
Glol, 反应体系50 μL。PCR 扩增产物送北京六合华

大基因科技股份有限公司进行测序。将测序结果与

GenBank数据库进行BLAST在线比对。所测序列已

全部提交GenBank数据库, 登录号: JN153040-JN1- 
53048。 
1.4  数据处理与统计 

用 Bio-Rad QUANTITY ONE 4.4.0 软 件 对

DGGE图谱进行分析, 建立各样品AMF相似性的图

谱, 该图谱是由系统依据戴斯系数Cs (Dice coeffi-
cient)按照UPGMA算法绘出, Cs = 2j/(a + b), j是样

品A和B共有的条带, a和b分别是样品A和B中各自

的条带数。在Excel 2003中计算多样性指数、丰度(S)
和均匀度指数(EH)等指标(Luo et al., 2004)。 

EH = H/Hmax = H/lnS 
式中: H为Shannon多样性指数, S为DGGE胶中每个

样品中条带的数量, Pi为第i条带灰度占该样品总灰

度的比率。 

2  结果和分析 

2.1  样品DNA的提取与Nested PCR 
用琼脂糖凝胶检测DNA提取效果, 条带清晰明

亮, 提取效果良好, 证明本研究中所采用的DNA提

取方法可以很好地提取出目的样品中的总DNA。本

研究第一次PCR扩增用的是AMF通用引物, 在第二

次PCR中, 以AMF特异性引物AM1将AMF DNA片

段锁定为扩增对象, 后通过第三次PCR获取特异

性AM菌的NS31/Glol区, NS31-GC/Glol区的片段大

小为230 bp, 非常适合做DGGE分析。在靶模板很少

的情况下, 通过Nested PCR的放大作用可很好地扩 
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图1  不同样品丛枝菌根真菌的DGGE图谱以及泳道比较图。百分数(%)是其余泳道与第7泳道结构的相似百分比。1, 次生林

石缝; 2, 次生林石沟; 3, 次生林土面; 4, 灌木林石缝; 5, 灌木林石沟; 6, 灌木林土面; 7, 原生林石缝; 8, 原生林石沟; 9, 原生

林土面。 
Fig. 1  DGGE profile of amplified AMF fragments from different samples and lane compare. % is the structure similarity of other 
lanes with 7 lane. 1, secondary forest rocky crevice; 2, secondary forest rocky gully; 3, secondary forest soil surface; 4, shrubbery 
rocky crevice; 5, shrubbery rocky gully; 6, shrubbery soil surface; 7, original forest rocky crevice; 8, original forest rocky gully; 9, 
original forest soil surface. 
 

 
增出目标产物。 
2.2  DGGE图谱分析 

变性梯度凝胶电泳(DGGE)是在非培养条件下

研究微生物群落组成与动态变化的有力工具, 也是

目前在AMF群落研究中用的 多的一种方法(杨如

意等, 2005)。由图1分析, DGGE可以很好地分离样

品中的AMF。每一个泳道中都含有数量较多的条带, 
说明所研究的每一个小生境中都含有丰富的AMF
种类。各样品中条带的强度和迁移率差别很大, 有
一些共有的条带, 但更多的是特有条带, 每个样品

的带谱表现出明显的差异, 说明各个小生境的AMF
的多样性差异显著。 
2.3  AMF群落聚类分析 

图2是根据UPGMA算法绘出的样品间AMF群
落相似性图谱。由图2分析, 各小生境间的AMF群落

结构相似性指数非常低, 灌木林石沟和灌木林土面

表现出 高的相似性, 但也仅为0.45; 其次为原生 

 
 
 
图2  非加权组平均法(unweighted pair-group method with 
arithmetic means)分析。1, 次生林石缝; 2, 次生林石沟; 3, 
次生林土面; 4, 灌木林石缝; 5, 灌木林石沟; 6, 灌木林土

面; 7, 原生林石缝; 8, 原生林石沟; 9, 原生林土面。 
Fig. 2  DGGE cluster analysis (unweighted pair-group 
method with arithmetic means, UPGMA) of 18S rDNA AMF 
communities in soil samples. 1, secondary forest rocky crevice; 
2, secondary forest rocky gully; 3, secondary forest Soil sur-
face; 4, shrubbery rocky crevice; 5, shrubbery rocky gully; 6, 
shrubbery soil surface; 7, original forest rocky crevice; 8, origi-
nal forest rocky gully; 9, original forest soil surface. 
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林石缝和原生林石沟, 相似性指数为0.41; 次生林

石沟和灌木林石缝也表现出相对较高的相似性, 指
数大小为0.34。相似性指数分析进一步表明, 不同

小生境间的AMF多样性差异显著。 
2.4  AMF多样性指数和丰富度分析 

由表2分析, 各小生境的AMF多样性指数都很

高, 高的小生境是灌木林土面(4.06), 低的是次

生林石缝(3.16), 所有小生境的AMF多样性指数平

均值为3.67。同一植被类型下的小生境多样性指数

表现出不太相同的变化趋势, 原生林表现为石缝>
石沟>土面, 次生林表现为土面>石沟>石缝, 灌木

林也表现为土面>石沟>石缝。物种丰富度 高的小

生境是灌木林土面(68), 低的是次生林石缝(29), 
所有小生境的物种丰富度平均值为48。同一植被类

型下的小生境物种丰富度也表现出不太相同的变

化趋势, 原生林表现为石缝>石沟>土面, 次生林表

现为土面>石沟>石缝, 灌木林表现为土面>石缝>
石沟。各小生境间的物种均匀度没有表现出太大的

差别, 基本保持在0.95。 
2.5  基因测序结果分析 

从每个泳道中挑取一条清晰粗亮的条带进行

基因测序, 测序结果如表3所示。除原生林石缝和原

生林石沟的 高相似性稍低以外, 其余小生境的

高相似性都在95%左右。所测得9个小生境的条带同

源性 高的序列均是未培养的AMF菌种, 但都属于

球囊霉属(Glomus)。 

3  讨论 

与传统的形态学方法相比, 分子生物学能够更

加快速、灵敏地反应AMF的遗传多样性, 但是也存

在成本高、取样量少等缺陷, 如何经济有效地反应

样品中目标种群多样性是值得讨论的问题。Renker
等(2006)比较了3种不同的方法对AMF多样性的影

响 , 第一种是对重复样品分别进行DNA提取和

PCR, 然后将PCR产物分别进行克隆, 第二种是对

重复样品分别进行DNA提取和PCR, 然后将PCR产
物进行等量混合后再进行后续的克隆, 第三种是从

一开始就将DNA进行混合, 然后再进行PCR与克

隆, 结果发现第二种方法不仅得到了与第一种方法

同样水平的AMF多样性, 更重要的是可以节约大量

的时间和成本, 而第三种方法得到的AMF多样性

少。本研究样地同类小生境的数量非常多, 一般都

有数十甚至上百个, 综合考虑后采取了对同类小生

境样品混合后进行PCR的方法 , 根据Renker等
(2006)的研究, 此方法有可能降低了样品中AMF的
多样性水平, 所以在以后的研究中应考虑采用对重

复样品分别进行DNA提取和PCR, 然后将PCR产物

进行等量混合后再进行后续实验的方法, 这样既可

以尽量减少DNA提取时取样量相对野外样品采集

量较少所带来的弊端, 又可以节约后续实验的时间

和成本, 至少可以根据自己的样品实际情况进行尝

试和比较。 
AMF种质资源丰富, 生态适应性极强, 在不同

的生态系统, 尤其是像沙漠、矿山、工业污染区、

盐碱土这样的逆境中都有分布, 而且形成了各自不

同的群落多样性, 扮演着不可替代的重要角色。本

研究利用巢式PCR和DGGE相结合的分子生物学方

法发现, 喀斯特地区同样存在着丰富的AMF遗传多

样性, 总体而言, 各类小生境中都含有丰富的AMF
遗传多样性, Shannon多样性指数和物种丰富度的 

 
 
表2  不同样品的丛枝菌根真菌多样性指数、丰富度及均匀度 
Table 2  AMF Shannon index, richness and evenness of each sample 
样品 
Sample 

Shannon多样性指数 
Shannon’s diversity index 

丰富度 
Richness 

均匀度 
Evenness 

原生林石缝 Original forest rocky crevice 3.89 57 0.96 

原生林石沟 Original forest rocky gully 3.74 48 0.97 

原生林土面 Original forest soil surface 3.33 36 0.93 

次生林石缝 Secondary forest rocky crevice 3.16 29 0.94 

次生林石沟 Secondary forest rocky gully 3.65 48 0.94 

次生林土面 Secondary forest soil surface 3.71 50 0.95 

灌木林石缝 Shrubbery rocky crevice 3.68 50 0.94 

灌木林石沟 Shrubbery rocky gully 3.77 48 0.97 

灌木林土面 Shrubbery soil surface 4.06 68 0.96 
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表3  DGGE切胶条带序列比对结果 
Table 3  Alignment of DGGE sequenced clone to its most-similar GenBank sequence 
条带来源(GenBank登录号) 
Band source (GenBank accession number) 

近相似种属 
Closest genera 

相似性 
Similarity

原生林石缝 
Original forest rocky crevice 
(JN153048) 

用DGGE方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus isolate DGGE gel band 22-1 18S ribosomal RNA gene  
(HQ874638)  

88% 

原生林石沟 
Original forest rocky gully 
(JN153041) 

用DGGE方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus isolate DGGE gel band 11-2 18S ribosomal RNA gene 
(HQ874635)  

86% 

原生林土面 
Original forest soil surface 
(JN153042) 

用克隆方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus clone OEF89 18S ribosomal RNA gene (EU340303) 

99% 

次生林石缝 
Secondary forest rocky crevice 
(JN153043) 

用DGGE方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus isolate DGGE gel band 22-2 18S ribosomal RNA gene 
(HQ874639) 

95% 

次生林石沟 
Secondary forest rocky gully 
(JN153044) 

用克隆方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus clone Ap7 18S ribosomal RNA gene (EU350053) 

95% 

次生林土面 
Secondary forest soil surface  
(JN153040) 

用克隆方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus clone FEA6HBX02GK5NA 18S ribosomal RNA gene 
(GU198582) 

93% 

灌木林石缝 
Shrubbery rocky crevice 
(JN153045) 

未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus gene for 18S ribosomal RNA (AB556933) 

97% 

灌木林石沟 
Shrubbery rocky gully 
(JN153046) 

未培养的球囊霉属的18S RNA菌种,  
Uncultured Glomus partial 18S rRNA gene (AJ563889) 

96% 

灌木林土面 
Shrubbery soil surface 
(JN153047) 

用DGGE方法分离的属于未培养的球囊霉属的18S RNA菌种 
Uncultured Glomus isolate DGGE gel band 22-2 18S ribosomal RNA gene 
(HQ874639) 

91% 

 
 

平均值分别高达3.67和48, 远高于同类研究在东南

沿海、西双版纳、都江堰等地区的结果(张美庆等, 
1998; 张英等, 2003; 房辉等, 2006)。研究地属于中

亚热带季风性湿润气候, 生态系统的组成和结构复

杂, 植物种类多样性和结构多样性较高(屠玉麟 , 
1989; 朱守谦, 2003), 一般而言, 这种丰富的植物

多样性有利于提高 AMF 的多样性 (Kernaghan, 
2005)。而这种小生境本身所带来的微环境的多样性

也可能是造成喀斯特地区整体AMF多样性较高的

另一原因, 因为地形的多样性是生物多样性的基

础。同时, 研究地位于茂兰国家自然保护区, 受人

为干扰影响小 , 也有利于AMF多样性的保护和   
提高。 

根据群落聚类结果分析, 小生境间的AMF结构

相似性指数很低, 高仅为0.45, 多样性指数和丰

富度也表现出显著差异, 说明小生境所带来的空间

异质性对AMF的遗传多样性产生了显著影响。造成

不同小生境间AMF多样性差异显著的主要原因可

能是: 1)不同小生境在光照条件、热量条件, 水分的

接受、贮存、蒸发等方面有较大的差异, 它们对植

物分布、生长、发育的制约程度也不同, 使不同的

植物种类分别占领与其特性相应的小生境。石缝透

光、较干燥, 生长较多喜光旱生性植物, 石沟荫蔽、

湿润, 生长较多喜阴湿生性植物, 土面面积开放度

高, 环境相对中和, 多生长些中性植物。Sykorová
等(2007)在根系18S rDNA和ITS序列研究中证实

AMF群落组成强烈受到寄主植物种类的影响。所以, 
这种植物种类组成上的不同应该是导致不同小生

境间AMF结构多样性差异巨大的主要原因。2)受小

生境地表微形态和微地貌空间变异的影响, 小生境

的成土条件和成土过程出现差异, 形成的土壤在空

间上的分布也出现明显的变化。刘方等(2008)对喀

斯特小生境土壤的异质性进行了研究, 发现土壤性

质的差异主要表现在黏粒、微团聚体、有效养分数

量上的变化, 而土壤质地、有机质和营养元素都显

著地影响AMF的多样性(张美庆等, 1999)。例如彭思
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利等(2010)的研究表明在2–5 mm大团聚体的形成

过程中AMF菌丝起到了决定性作用, 而本研究样地

中不同小生境间的团聚体组成差异又恰好体现在

这一粒级的团聚体上, 说明这种差异可能与小生境

间不同的AMF多样性有密切联系。如果能够证实它

们之间的这种关系, 那么AMF在提高喀斯特土壤生

态系统稳定性和抗侵蚀方面将具有重要的潜在利

用价值。再如磷、有机质对AMF的发生和产孢都具

有很大影响, 不同小生境间的这些生态因子差异显

著, 所以导致了小生境间的AMF多样性指数和物种

丰富度差异显著, 但需要注意的是, 不同植被类型

下的小生境并没有表现出完全一致的变化趋势, 原
生林石缝 高, 次生林和灌木林土面 高, 说明喀

斯特地区小生境AMF多样性受多种环境因子的综

合影响, 而且这种综合作用的机理具有高度的复杂

性和随机性。通过对不同植被类型下的同类小生境

间的AMF的多样性指数和丰富度进行比较, 发现石

缝和土面随着植被类型的变化发生了显著变化, 而
石沟的变化很小, 这可能是因为植被类型的变化对

不同小生境的微环境影响程度不同, 同时也说明石

沟环境对AMF来说更具有稳定性, 在运用AMF进
行喀斯特生态恢复时可以重点考虑对石沟环境的

利用。 
一般而言, DGGE图谱中清晰粗亮的条带所代

表的种在样品中的含量丰富, 是样品中的优势种。

从图1分析, 9个小生境中都含有一些清晰粗亮的优

势条带, 而且这些条带多是特异性条带, 说明各个

小生境中的优势种差异很大。在9个小生境中各选

取了1条灰度值高的特异性条带进行基因测序, 将
结果与GenBank数据库BLAST在线比对, 同源性

高的序列各不相同, 且都是一些未培养和命名的

AMF菌种, 基因测序进一步说明AMF在与小生境

的相互选择中形成了各自不同的优势种。值得注意

的是, 所测的9条带都属于球囊霉属, 从整体而言, 
球囊霉属极有可能是喀斯特地区AMF的优势菌属。

球囊霉属生态适应性很强, 是很多逆境生态系统的

优势属, 球囊霉属AMF在喀斯特生态系统中可能占

据着更重要的生态位, 以后培养喀斯特地区高效生

态恢复菌种的时候应重点考虑球囊霉属的一些  
菌种。 

喀斯特地区小生境含有丰富的AMF多样性, 而
且形成了各自不同的多样性结构特征, 这是与喀斯

特生态环境长期协同进化和相互选择的结果, 意味

着AMF在提高喀斯特地区植物的抗岩溶干旱、耐土

壤贫瘠能力和对石生、富钙环境的适应力等方面可

能有重要贡献。需要提出的是, 本文只是利用分子

生物学的方法对不同小生境土壤AMF多样性进行

了调查, 以后应结合形态学的方法对不同小生境的

AMF的孢子种类、数量以及跟植物的侵染共生关系

开展更全面深入的研究, 这对保护开发喀斯特地区

的AMF种质资源以及从AMF这一全新角度系统探

讨西南喀斯特地区植物的综合适应性和生态系统

退化恢复机理都具有重要意义。 
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