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本文件起草单位：黑龙江省农业科学院土壤肥料与环境资源研究所、哈尔滨市芮煊科技有限公司。

本文件主要起草人：王爽、赵文博、孙磊、金品娇、郝小雨、李伟群、陈雪丽、万书明、刘凯。 
大豆根瘤菌竞争结瘤能力与固氮效果评价技术规程
1  范围

本文件规定了大豆根瘤菌竞争结瘤能力、有效根瘤、无效根瘤和固氮效率的术语和定义，大豆根瘤菌的竞争结瘤能力的测定与固氮效果的评价方法。
本文件适用于外源接种大豆根瘤菌的效果评价。
2  规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 19495.2 转基因产品检测 实验室技术要求
GB/T 19495.3-2004 转基因产品检测 核酸提取纯化方法
NY/T 2066-2011 微生物肥料生产菌株的鉴别 聚合酶链式反应（PCR）法
3  术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 

占瘤率

    是筛选不同根瘤菌与豆科植物宿主高效匹配效果的一个重要指标。
3.2 

竞争结瘤能力
根瘤菌能够在宿主豆科植物上形成根瘤，而且它在其他根瘤存在的情况下，也能于相同的豆科植物结瘤的能力，叫做竞争结瘤能力。
3.3 

固氮效率
接种的待测菌株处理与未接种处理相比，收获的大豆籽粒总氮量增加。

4  结瘤能力评价
4.1  一般要求
    实验室操作人员应具备良好的分子生物学专业技能，操作熟练。有毒、有害、废弃物的处理及安全防护应符合GB/T 19495.2的要求。
4.2  原理
利用分子标记方法获得菌株基因组指纹图谱并利用图谱统计其根瘤菌菌株的占瘤率，以此评价供试菌株的竞争结瘤能力。
4.3  主要材料与用具
铁锹、小铲、镊子、记号笔、塑料袋、剪刀、冰盒、小型离心机、微量可调移液器及对应的无菌Tip头、1.5mL无菌离心管、振荡培养箱（摇床）、静置培养箱、高压蒸汽灭菌锅、分光光度计、细菌基因组DNA提取试剂盒、超净工作台、PCR仪、电泳仪及电泳槽、凝胶成像仪。
4.4  占瘤率测定方法
4.4.1  蛭石盆栽实验中根瘤菌占瘤率的测定
a）大豆种子的处理
精选无病、饱满、大小一致的大豆种子，经过75%酒精处理2min、20%次氯酸钠处理5min、无菌水水洗3次后置于1%水琼脂培养基上培养，待其萌芽后种植于灭菌的蛭石中，进行蛭石盆栽培养，每盆3粒～4粒大豆种子。
b）根瘤菌接种
将根瘤菌接种于YMA培养基（配方见附录A）上，5天后用生理盐水将菌体洗下来。待大豆生长出第四片叶子时，将上述菌悬液接种于根部，每盆约5ml菌液，每个菌株接种3棵～4棵植株。以不接种根瘤菌的大豆为阴性对照。
c）根瘤中收获类菌体：蛭石培养45d后收获根瘤，每个盆中随机挑取3个～5个根瘤，分别用75%乙醇消毒1min、15%次氯酸钠消毒3min、无菌水水洗3次后置于灭菌的EP管中，用灭菌的镊子将根瘤捣碎后，使根瘤内汁液流出，去除植物根瘤组织后，加入10μL的无菌水，13000rpm(min-1离心3min，保留沉淀，即为收获的类菌体。
d）类菌体DNA的制备：在上述收获的类菌体中加入10μL无菌水充分悬浮类菌体，混匀后于沸水中煮沸5min，然后迅速移入冰上冰浴5min，随后进行13000rpm(min-1离心3min，取上清液，即为类菌体DNA模板。
e）BOX-PCR扩增：以接种菌株的基因组DNA为对照进行BOX-PCR，接种菌株的DNA提取方法按照GB/T 19495.3-2004附录A.4中的规定执行，BOX-PCR扩增体系及扩增反应程序见附录B。
f）BOX-PCR产物的检测：电泳结束后在凝胶成像仪中扫描凝胶，将指纹图谱用TIFF文件保存，PCR产物电泳图谱带型按照NY/T 2066-2011中5.6和6.2规定的方法进行检测与判定。
4.4.2  土壤盆栽试验中根瘤菌占瘤率的测定
以土壤作为大豆生产的基质，按照上述方法进行土壤盆栽试验，从根际随机挑取20个根瘤并进行根瘤表面消毒，无菌水清洗后，按照上述方法进行BOX-PCR扩增及图谱分析。
4.4.3  结果分析
对比分离根瘤菌与接种菌种的BOX-PCR指纹图谱，达到100%相似水平时即可定位同一类BOX图谱类型，统计数量。
5  固氮效果评价
5.1  材料与工具
大豆盛花期植株根瘤样品，102G型气相色谱仪，标准乙烯（灵敏度为103，衰减1/128），待测样品中乙烯（灵敏度为104，衰减1/1），乙炔（C2H2）气体，100mL带有异丁基胶塞的血清瓶，（1mL、10mL密封性能好的）注射器，100μL微量注射器。
5.2  固氮酶活性测定
采用乙炔还原法测定大豆根瘤菌固氮酶活性：取样计数后将鲜根瘤称重，收集到100mL血清瓶中，立即用异丁基胶塞密封，然后按瓶子中气相体积用注射器从瓶中抽空5%-10%的空气，再用注射器注入等体积的C2H2，28ºC保温2h。取出瓶子，用注射器吸出100μL的混合气体，用气相色谱仪以外标法测定其固氮酶活性。计算公式如下：
固氮酶活性（nmol(mg-1(h-1）：U=n/（m(t）
式中：U：根瘤固氮酶活性nmol(mg-1(h-1；n：乙烯含量nmol；m：根瘤鲜重mg；t：反应时间h。
附录A
（规范性）
培养基配方
A.1  YMA培养基配方：甘露醇，10.0g；酵母粉，0.8g；K2HPO4，0.25g；KH2PO4，0.25g；MgSO4·7H2O，0.2g；NaCl，0.1g；0.25%溴麝香草酚蓝（仅在从根瘤中分离根瘤菌时选择性的加入），1ml；琼脂，15g～18g；蒸馏水，1000ml；pH值，6.8～7.0。
附录B
（规范性）
BOX-PCR扩增体系及扩增反应程序
B.1  BOX-PCR引物：BOX-A1R：5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’。

B.2  扩增体系为25.0μL:10×Reaction Buffer 2.5μL、MgCl2（20 mmol(L-1）5.6μL、BSA（10mg(mL-1）0.2μL、4×dNTP（10mmol(L-1）2.0μL、100% DMSO 2.5μL、BOX Primer（30μmol(L-1）0.32μL、模板DNA（100ng(μL-1）1.0μL、Tag DNA聚合酶（5U(μL-1）1.0μL，ddH2O补足至25.0μL。
B.3  BOX-PCR扩增程序：95ºC预变性2min，[94ºC变性1min，52ºC退火1min，65ºC延伸8min]30个循环，65ºC最终延伸18min，PCR产物40ºC暂存5min。

