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前    言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由黑龙江省林业和草原局提出。
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野生越橘根际细菌、真菌资源调查技术规程

1  范围

本文件规定了野生越橘根际真菌、细菌资源调查的对象及要求，调查内容、调查方法、标本采集与鉴定、数据处理等技术要求。

本文件适用于野生越橘植物根际细菌、真菌资源调查。
2  规范性引用文件 

    下列文件中的内容通过文中的规范性应用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用件，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。

NY/T 1736 微生物肥料菌种鉴定技术规范
    NY/T 2066 微生物肥料生产菌株的鉴别聚合酶链反应（PCR）法
    SC/T 7019 水生动物病原微生物实验室保存规范
DB2500     草原植物资源调查技术规程

3  术语与定义

    本文件没有需要界定的术语和定义。
4  工具与器材

GPS 定位仪、采集刀（铲）、冰盒、纸袋、塑封袋、记录本、记录笔、标签、数码相机以及个人用品等。
5  调查流程

5.1  调查对象
选定调查区域内野生越橘根际可培养真菌、细菌。

5.2  调查要求

野生越橘根际可培养真菌、细菌的调查一般在植株生长旺盛的季节开展，最好在春季、夏季和秋季各开展调查一次。通过查阅资料，结合访谈（问）法，了解调查地区野生越橘种类及生态系统类型，选定要调查的区域。野生越橘根际可培养真菌、细菌的鉴定需要专业人士根据其形态学特征和分子生物学等特征进行。
5.3  调查内容
了解调查地区野生越橘根际细菌、真菌种类、密度、分布及生长环境等特佂。
A) 真菌、细菌种类； 
B) 数量或密度； 
C) 生境； 
D) 营养类型；

E) 分布特点；
F) 利用现状及潜力。
5.4  调查方法
采用样方调查法。在调查区域内，根据生境设立面积大小为 10 m×2 m 的样方，进行采样、分离，最终记录样地内野生越橘根际可培养真菌、细菌及生境信息。
5.5  样品采集及微生物鉴定
调查中记载生态环境（地形、植被、温湿度、海拔等），拍摄生境数码照片。
5.5.1土壤来源
在自然分布区实地采集正常生长的健康越橘植株，带土置于专用冷链箱中，4 h内带回实验室直接处理：轻缓取出，抖落根部土壤，未抖落的留存土为根际土。

5.5.2分离与纯化培养基

根际细菌分离与纯化培养采用NA、LB、TSA培养基，根际真菌分离与纯化培养采用PDA、MEA培养基。

5.5.3分离与纯化方法
采用稀释平板涂布法分离、纯化。

A) 野生越橘根际可培养细菌的分离：采集紧贴植物根部的根际土壤1 g，将土样置于内含玻璃珠和99 mL无菌水的锥形瓶中，37℃，180 rpm震荡30 min，制成土壤悬浊液，在80℃水浴30min，每隔5 min震荡混匀。取土壤悬浊液1 mL采用连续稀释法配成浓度为10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7土壤悬浊液，每一浓度吸取100 μL涂布于NA、LB、TSA固体培养基，每一浓度重复涂布3次。37℃恒温培养箱培养24 h。将不同形态的菌落在新的平板上反复纯化，直至平板上菌落表面形态特征相同并出现单菌落。参考《Bergey's Manual of Systematic Bacteriology》(9th)定期观察菌落大小、边缘、颜色、光泽、透明度特征。将纯化的菌株进行保存。
B) 野生越橘根际可培养真菌的分离：取采集的植物根际土壤1 g，移入装有9 mL无菌水的试管中进行梯度稀释，稀释度分别为10-1~10-3，各取100 μL涂布于含青霉素(50 μg/mL)和链霉素(50 μg/mL)的PDA和MEA固体培养基上，25℃培养3~7天。根据菌落形态、颜色及生长速度，挑取菌丝进行培养纯化。反复数次至单菌株。将获得纯化菌株进行保存。

5.5.4可培养细菌的形态学及生理生化特点
记录野生越橘根际可培养细菌的菌落形态特征，菌体形态特征，革兰氏染色结果，生理生化特征，对细菌进行初步鉴定。
5.5.5可培养真菌的插片培养
将无菌的盖玻片以45º的角度斜插在PDA培养基上，接后种 25℃暗培养14~20天，待菌丝生长至盖玻片后，将长有菌丝的盖玻片取出，在光学显微镜下观察菌丝体结构和产孢情况。

5.5.6可培养细菌的鉴定

采用CTAB法提取细菌基因组DNA，选用通用引物27F (5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´)和1492R (5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´)，利用PCR技术扩增细菌基因组16S rRNA序列。PCR反应体系（25 μL）为：10×Buffer (含Mg2+) 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，模板DNA 50~100 ng，引物27F和1492R (10 μmol/L)各2 μL，Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.2 μL，ddH2O 补至25 µL。PCR反应条件：94℃ 2 min；94℃ 1 min，59℃ 45 s，72℃ 55 s，共33个循环；72℃ 10 min。对扩增产物进行测序。

 结合形态学特征、生理生化特征、16S rRNA序列信息，参照《Bergey's Manual of Systematic Bacteriology》(9th)对分离的细菌进行鉴定。

5.5.7可培养真菌的鉴定

采用CTAB法对真菌基因组DNA进行提取，采用真菌通用引物ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´)和ITS5 (5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3´)扩增真菌核糖体内转录间隔区(Internal transcribed spacer, ITS)序列。PCR反应体系（50 μL）为：10×Buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 5 μL，MgCl2 (2.5 mmol/L) 5 μL，模板DNA50~100 ng，引物ITS4和ITS5(10 μmol/L)各2 μL，Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL，ddH2O 补至50 µL。PCR反应条件：94℃ 2 min；94℃ 1 min，55℃ 1 min，72℃ 1min，共37个循环；72℃ 10 min。对扩增产物进行测序，并对测序结果进行Blast分析。

结合形态学特征、核糖体内转录间隔区序列信息，参照《The Dictionary of the Fungi》(8th)对分离的真菌进行鉴定。
5.6  调查结果整理
5.6.1 种类组成

对调查到的野生越橘根际可培养真菌、细菌种类进行整理、归类，填写微生物物种名录表（附录A），了解野生越橘根际可培养真菌、细菌种类组成，分析野生越橘根际真菌、细菌的物种多样性。

计算物种出现频度，计算公式见式1。

Wi=ni/n  ………………………………………………………………………………………………（1）
式中：

Wi——i物种出现频度；
ni——i物种分布的样方数；

n——总样方数。

计算物种分布面积，计算公式见式2。

Ai=AWi   ………………………………………………………………………………………………（2）
式中：

Ai——i物种分布面积；

A——调查区域总面积；
Wi——i物种出现频度。

5.6.2分布特点

分析调查地区具有优势或特色的野生越橘根际可培养真菌、细菌，了解各种野生越橘根际可培养真菌、细菌的分布特点及与特定植被或生境的关系。
5.6.3营养类型

将获得的微生物按光能自养、光能异养、化能自养、化能异养进行分类。将获得的真菌按共生型、腐生型、寄生型进行分类，分析各种类型真菌所占比例。
5.6.4资源评价

A) 种类名称：中文名、拉丁名； 
B) 分类地位； 

C) 数量或密度；

D) 生境；

E) 营养类型；

F) 分布特点
G) 开发利用现状及潜力。
6 生产档案

 应建立生产档案，内容包括：调查对象、调查内容、调查方法、标本采集与鉴定、种类组成、分布特点、营养类型、资源评价等。
附 录 A

(资料性附录)

微生物物种名录表

A.1 微生物物种名录表见表A.1。
表A.1  微生物物种名录
	目/科
	中文名称
	学名
	采样时间
	采样地
	小生境
	生态条件
	营养类型
	备注

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	注：（1）小生境：林下、沟边、路边、山坡等；（2）生态条件：干燥、湿润、浸水、流水；（3）营养类型：光能自养、光能异养、化能自养、化能异养。
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