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[bookmark: _Toc25238][bookmark: _Toc11486][bookmark: _Toc587]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。
本文件替代NY/T 1690-2009《蕉种质资源离体保存技术规程》。
本文件与NY/T 1690-2009相比主要差异如下：
----增加3.1  外植体explant
----增加3.2  继代subculture
----增加3.3  无害化（除害）decontamination
----增加3.4  繁育breeding
----增加3.5  挽救rescue
----修改了4.2  利用聚合酶链式反应（PCR）、反转录聚合酶链式反应（RT-PCR）和酶联免疫吸附试验（ELISA）方法检测，确保材料不带香蕉花叶心腐病毒（CMV）和束顶病病毒（BBTV）。
----增加5 香蕉种质资源离体保存程序
----增加6 资源采集与包装。
----增加7 无害化（除害）。
----增加8 挽救。
----增加9 检测。
----增加11.4 无害化。
----增加11.5 挽救。
----增加B、C、D、E附录。
----调整了标准的结构。
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。
本文件的附录B、E为资料性附录，附录C、D为规范性附录。
本文件由农业农村部农垦局提出。
本文件由农业农村部热带作物及制品标准化技术委员会归口。
本文件起草单位：中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所，中国热带农业科学院环境与植物保护研究所。
本文件主要起草人：李志英，徐立，符运柳，武华周，孙进华，杨庆全，陈浪欣，孟春阳，王小冰，王加宾，王敏瑞，王诗倩，黄碧兰，朱振芬。
本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为：
----2009年首次发布为NY/T 1690-2009；
本次为第一次修订
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香蕉种质资源离体保存技术规程
1  [bookmark: _Toc20534][bookmark: _Toc3387][bookmark: _Toc16345]范围
本文件确立了香蕉（Musa nana Lour.）种质资源离体保存技术程序，规定了基本要求、资源的采集及包装、无害化处理、挽救、检测、保存等要求，描述了档案管理等追溯方法。
本文件适用于香蕉种质资源的采集、无害化（除害）处理、挽救、保存。
2  [bookmark: _Toc31689][bookmark: _Toc19120][bookmark: _Toc28738]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。
NY/T357 香蕉 组培苗
NY/T1690 香蕉种质资源离体保存技术规程
3  [bookmark: _Toc6956][bookmark: _Toc15125][bookmark: _Toc14911]术语和定义
NY/T357和NY/T1690中确立的及下列术语和定义适用于本文件。
3.1  [bookmark: _Toc2d5d1a52-96e7-4d77-9c5b-485fca87bc64][bookmark: _Toc3269][bookmark: _Toc28126][bookmark: _Toc18256]外植体explant
在组织培养中，用于初始培养以产生无菌体系的茎尖、顶芽、分生组织和胚等材料的统称。
3.2  [bookmark: _Toccde8ad40-afb4-462f-9efa-0990c31d1c83][bookmark: _Toc23974][bookmark: _Toc6023][bookmark: _Toc10478]继代subculture
对来自外植体所增殖的培养物（包括细胞、组织或其切段）通过更换新鲜培养基及不断切割或分离，进行连续多代培养的过程。
3.3  [bookmark: _Tocfa6f749e-89e3-42c4-887b-4b34447f9cac][bookmark: _Toc19404][bookmark: _Toc32380][bookmark: _Toc10089]无害化（除害）decontamination
通过表面消毒、残余物杀灭、低温脱毒、材料无菌培养等技术，获得不含真菌、细菌、病毒、病原线虫等生物的健康资源的过程。
3.4  [bookmark: _Toc405e3ce8-d9fe-4912-a815-f3e0b4593b24][bookmark: _Toc19646][bookmark: _Toc9596][bookmark: _Toc24542]繁育breeding
通过组织培养技术扩繁香蕉资源的过程。
3.5  [bookmark: _Toc02986231-6c05-4f24-8f7d-8d894511bf26][bookmark: _Toc11024][bookmark: _Toc17729][bookmark: _Toc13605]挽救rescue
通过茎尖培养、杀菌处理等技术，将损坏严重、腐烂、发霉等状态不良的材料，培育为健康种苗的过程。
3.6  [bookmark: _Toc25240][bookmark: _Toc21628][bookmark: _Toc17509]常温保存normal temperature conservation
在（25±2）℃下保存正常生长离体培养物的方式。
3.7  [bookmark: _Toc19511][bookmark: _Toc13986][bookmark: _Toc15570]低温保存low temperature conservation
在（16±1）℃下，通过改变培养基成分和光照条件保存缓慢生长离体培养物的方式。
3.8  [bookmark: _Toc1959][bookmark: _Toc13978][bookmark: _Toc32368]超低温保存cryopreservation
在液氮（-196℃）中保存代谢和生长几乎完全停止、生物学状态相对稳定的离体培养物的方式。
4  [bookmark: _Toc12697][bookmark: _Toc21395][bookmark: _Toc20134]基本要求
4.1  用于种质资源保存的材料必须保证品种纯正，来源可靠。
4.2  利用聚合酶链式反应（PCR）、反转录聚合酶链式反应（RT-PCR）和酶联免疫吸附试验 (ELISA）方法检测，确保材料不带香蕉花叶心腐病毒（CMV）和束顶病病毒（BBTV）。
4.3  种质未发生变异。
4.4  详细登记材料情况（见附录A）。
4.4.1  名称：种质名、品系名、地方名。
4.4.2  产地：原生地。
4.4.3  引种情况：来源地、引种人、原保存单位、原保存单位编号、引种时间。
4.4.4  种质编号：国家统一编号、引种号、采集号、保存号。
4.4.5  保存情况：保存材料、保存者、保存数量、继代时间、继代次数、操作人。
5  [bookmark: _Toc30248][bookmark: _Toc3953][bookmark: _Toc23828]香蕉种质资源离体保存程序
 保存过程主要包括资源的采集、无害化处理、资源的挽救、检测和保存5个过程，处理材料类型包括吸芽、种子和试管苗，详细流程如下：


6  [bookmark: _Toc6301][bookmark: _Toc20885][bookmark: _Toc4806]资源的采集及包装
6.1  [bookmark: _Toc27669][bookmark: _Toc527][bookmark: _Toc24751]采集材料类型
选择符合4.1的种质材料并按4.2详细登记。
6.1.1  [bookmark: _Toc4d6b87a9-e9b8-43ff-b544-7f7ba577799b]吸芽
吸芽来源于无明显病虫害、健壮、特征明显的母株，优先选取地面上叶片未展开的笋状芽，其次选择高度较低的吸芽。
6.1.2  [bookmark: _Toc17654][bookmark: _Toc24067]果实
果实来源于无明显病虫害、健壮、特征明显的母株。成熟且外观完整，无腐烂现象。
6.1.3  [bookmark: _Toc27000][bookmark: _Toc22366]试管苗
试管苗选取健壮、无污染、包装完好的植株。
6.2  [bookmark: _Toc13356][bookmark: _Toc13185][bookmark: _Toc908]资源采集
6.2.1  [bookmark: _Toc244587a1-5a1e-405f-810b-e54588af076c][bookmark: _Toc25907][bookmark: _Toc28971]吸芽采集
取完整吸芽，假茎和肉质茎各保留4 cm～5 cm，剥除干枯、腐烂的叶鞘，晾干表面水分（见附录B）。
6.2.2  [bookmark: _Toc271b32b0-1105-486f-86b0-0d3d00cb11b6][bookmark: _Toc16599][bookmark: _Toc23946]种子采集
直接剪取完整无腐成熟果实或从果实中分离出种子，清洗、晾干表面水分后包装。
6.3  [bookmark: _Toc32326][bookmark: _Toc21141][bookmark: _Toc9079]资源包装
资源的包装应满足能够抗挤压、保湿、防霉等要求。
6.3.1  [bookmark: _Toc10420][bookmark: _Toc839ee9cf-ab89-4e4e-a66e-522a1cf395e8][bookmark: _Toc31753]包装材料
包装材料要具有透气、柔软、吸水性好、清洁、不易发霉腐烂、保湿性强等特性，包装材料易获得，且允许用于邮寄或运输。
6.3.2  [bookmark: _Toc15764][bookmark: _Toc2b45585d-69f8-475b-94a0-7e74eb5e9ab5][bookmark: _Toc2291]包装
资源包裹打包后，要在包装明显位置标注采集的种质类型、日期、地点、采集人等关键信息。
7  [bookmark: _Toc29693][bookmark: _Toc31056][bookmark: _Toc29038]无害化（除害）
7.1  [bookmark: _Toc9697][bookmark: _Toc5598][bookmark: _Toc21545]病虫害类型
7.1.1  [bookmark: _Toc65ee4ae0-f44d-41ca-8945-f18864717c78][bookmark: _Toc21601][bookmark: _Toc11334]主要病害
《中华人民共和国进境植物检疫禁止进境物名录》（2018）、《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名录》（2021）中涉及的香蕉可能携带的病害，包括香蕉束顶病、黑叶斑病和枯萎病等。
7.1.2  [bookmark: _Toc83161cb4-e96f-447b-a16f-6dee1469067a][bookmark: _Toc21205][bookmark: _Toc25785]主要虫害
《中华人民共和国进境植物检疫禁止进境物名录》（2018）、《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名录》（2021）中涉及的香蕉可能携带的虫害，包括钻穴线虫、象鼻虫、雀斑虫等。
7.2  [bookmark: _Toc30622][bookmark: _Toc772][bookmark: _Toc30431]不同材料的无害化方法
7.2.1  [bookmark: _Toc9042][bookmark: _Toc02df7b53-332b-4f8b-90d4-74c8a8385f94][bookmark: _Toc29394]吸芽无害化
7.2.1.1  [bookmark: _Toc01dae2a4-8a41-412f-b283-18e7bd0a39b4][bookmark: _Toc13303][bookmark: _Toc6790]取材方法
取吸芽顶芽或其侧芽，去除表层组织，使用75%酒精消毒后，剥取0.5 mm左右的茎尖，接种到培养基。
7.2.1.2  [bookmark: _Toc5fdd7aaa-d32c-43de-b7c0-fd2baf9fb465][bookmark: _Toc11390][bookmark: _Toc11512]培养条件
培养基为MS+6-BA 2.0～3.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8，在温度25℃条件下黑暗培养。
7.2.1.3  [bookmark: _Tocfa724913-a028-4158-bc7c-676dd29f5fea][bookmark: _Toc20494][bookmark: _Toc14936]繁育
参照行业标准NY/T357的4.2外植体诱导与继代培养。
当暗培养的材料开始分化时，用相同培养基继代，在25℃，光照强度300 lx～500 lx的条件下，以8～10小时/天的光照周期培养。
继代次数、后期光照强度、光照周期和培养温度，参照行业标准NY/T357的4.2.2继代次数和培养周期。继代培养不超过15代，光照强度1000 lx～3000 lx，光照时间为8～12小时/天，温度27±2℃。
7.2.1.4  [bookmark: _Toc22627][bookmark: _Toc24580][bookmark: _Toc3cb841f1-ee36-48ee-b44c-868717877f71]生根培养
参照行业标准NY/T357的4.3生根培养。
培养基：1/2MS+NAA 0.1～0.2 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8。容器为宽12 cm，高16 cm大小的塑料组培袋。
培养条件：光照强度1000 lx～3000 lx，光照时间为8～12小时/天，温度27±2℃。
7.2.1.5  [bookmark: _Toc0e3edcb2-c9a5-41c0-9060-9402c6a6a499][bookmark: _Toc10245][bookmark: _Toc8391]残余物的处理
收集剥取茎尖过程中产生的切除组织、包装材料、已用无菌纸、已用手套等所有接触过材料的残余物，在高压灭菌锅中121℃处理20分钟，彻底杀灭材料所携带的各类生物。
7.2.2  [bookmark: _Toc14229][bookmark: _Toce9b46902-9067-47a4-b276-6ce4a3ad40fd][bookmark: _Toc31274]种子无害化
7.2.2.1  [bookmark: _Toc97dc761c-69db-460c-9a58-7eb5d3e4c6df][bookmark: _Toc4045][bookmark: _Toc23707]取材方法
去掉包装后，妥善收集包装材料。
将种子用洗涤剂浸泡10分钟，流水冲洗10分钟，吸干水分后，于超净工作台上用次氯酸钠消毒20分钟，用无菌水冲洗5次，无菌纸吸干水分，借助解剖镜，小心剥取胚，接种到培养基上。
7.2.2.2  [bookmark: _Toc737111b5-8c0c-4bc2-a66f-d3992dca2d88][bookmark: _Toc32029][bookmark: _Toc4905]培养方法
培养基为MS+6-BA 20～30 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8。φ90 mm，高2 cm的一次性塑料培养皿。温度25℃，黑暗培养。
7.2.2.3  [bookmark: _Tocf8fb72b3-a3b4-465f-ba4b-f23370322fb2][bookmark: _Toc29487][bookmark: _Toc6350]繁育
参照行业标准NY/T357的4.2外植体诱导与继代培养。
当暗培养的材料开始分化时，用相同培养基继代，在25℃，光照强度300 lx～500 lx的条件下，以8～10小时/天的光照周期培养。
继代次数、后期光照强度、光照周期和培养温度，参照行业标准NY/T357的4.2.2继代次数和培养周期。继代培养不超过15代，光照强度1，000 lx～3，000 lx，光照时间为8～12小时/天，温度27±2℃。
7.2.2.4  [bookmark: _Toc32101][bookmark: _Tocfa1bfee6-c4a9-4e0c-94b8-1f4d20e5d369][bookmark: _Toc15592]生根培养
参照行业标准NY/T357的4.3生根培养。
培养基：1/2MS+NAA 0.1～0.2 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8。容器为宽12 cm，高16 cm大小的塑料组培袋。
培养条件：光照强度1，000 lx～3，000 lx，光照时间为8～12小时/天，温度27±2℃。
7.2.2.5  [bookmark: _Toc3bd33c44-08d9-460b-a886-8cb32b29dde4][bookmark: _Toc27172][bookmark: _Toc23227]残余物的处理
同7.2.1.5。
8  [bookmark: _Toc7768][bookmark: _Toc22700][bookmark: _Toc21953]挽救
8.1  [bookmark: _Toc10768][bookmark: _Toc25732][bookmark: _Toc2511]材料
8.1.1  [bookmark: _Toc49a4eb52-d7ce-4a26-915e-ab893b84b9c9][bookmark: _Toc8160][bookmark: _Toc2288]试管苗
需挽救的试管苗包括但不限于：主体部分变黑、枯黄、芽心变黑等活力部分丧失的材料。
8.1.2  [bookmark: _Toc22960][bookmark: _Toc2877d30e-4e9a-4d71-8468-59be1028b970][bookmark: _Toc32167]吸芽
需挽救的吸芽包括但不限于：采集处理产生断裂的吸芽、顶芽被破坏或丢失的吸芽、已产生发霉或腐烂的吸芽、切块太小的吸芽、材料干枯的吸芽等。
8.2  [bookmark: _Toc29861][bookmark: _Toc1275][bookmark: _Toc28445]挽救
8.2.1  [bookmark: _Toc1c0d9e87-b8d6-4d86-98fb-e4fe86063050][bookmark: _Toc24844][bookmark: _Toc21158]试管苗挽救
8.2.1.1  [bookmark: _Tocafc05ce5-9fca-4726-b87d-2ab3c21711f9][bookmark: _Toc17466][bookmark: _Toc17012]取材方法
取需挽救的试管苗，去除上部叶片和基部根系，将芽纵切后，再切除变黑部分，接种到培养基上；对于枯黄的试管苗，切掉上部及外部叶片后，在解剖镜下剥取1～3 mm大小的茎尖，接种到培养基上
8.2.1.2  [bookmark: _Tocb6cd0762-4208-436c-86d8-344d80da3431][bookmark: _Toc3060][bookmark: _Toc21068]培养方法
培养基为MS+6-BA 2.0～3.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8。温度25℃，暗培养
8.2.1.3  [bookmark: _Toc2024][bookmark: _Toc19561][bookmark: _Tocdb02377c-168d-4f78-8eb6-9816fe4fcd5b]繁育
参照行业标准NY/T357的4.2外植体诱导与继代培养。
当暗培养的材料开始分化时，在相同培养基上继代，25℃，弱光，光照强度300 lx-500 lx，8～10小时/天的光照周期。
继代次数、后期光照强度、光照周期和培养温度，参照行业标准NY/T357的4.2.2继代次数和培养周期。继代培养不超过15代，光照强度1，000 lx～3，000 lx，光照时间为8～12小时/天，温度27±2℃。
8.2.1.4  [bookmark: _Toc62b5cf31-2766-4865-949c-cab1a9fe8134][bookmark: _Toc16848][bookmark: _Toc28376]生根培养
参照行业标准NY/T357的4.3生根培养。
培养基：1/2MS+NAA 0.1～0.2 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8。容器为宽12 cm，高16 cm大小的塑料组培袋。
培养条件：光照强度1，000 lx～3，000 lx，光照时间为8～12小时/天，温度27±2℃。
8.2.2  [bookmark: _Toc09ed79e5-dc15-45ff-9cec-43e51bb17c18][bookmark: _Toc15661][bookmark: _Toc1083]吸芽挽救
8.2.2.1  [bookmark: _Toc16454][bookmark: _Toc14705][bookmark: _Toc92cd880d-64e6-452f-bad4-c6a5ee372523]取材方法
取可用的吸芽（见附录B，图B.1），观察是否有顶芽或侧芽（见附录B，图B.2），切掉表层组织，表面用75%酒精擦拭消毒后，于超净工作台晾干，借助解剖镜，小心剥取0.5 mm左右的茎尖，接种到培养基。
8.2.2.2  [bookmark: _Toc70d45ce5-9ba7-49b5-b0ab-27ee0ad1f275][bookmark: _Toc175][bookmark: _Toc31950]培养方法
培养基为MS+6-BA 2.0～3.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L+蔗糖30 g/L+卡拉胶7 g/L，pH 值为5.8。温度25℃，黑暗培养。
8.2.2.3  [bookmark: _Toc9864][bookmark: _Tocd8f5e916-0eae-428e-b462-00b84a7b9bb2][bookmark: _Toc110]二次处理方法
对于腐烂材料的茎尖，需要二次处理，第一次处理后的茎尖，在初代培养基上培养中，出现肉眼可见的菌脓时，在二次继代时，在采用相同培养基的表面滴加杀菌剂（PPM）10 μL～20 μL，把细菌污染的茎尖插入到有杀菌剂液滴的培养基中，在6.3.2.2的条件下继续培养。
8.2.2.4  [bookmark: _Toc29105][bookmark: _Toc27092][bookmark: _Toc849088de-22a5-4d8f-8736-8bece57f03d3]繁育
同7.2.1.3。
8.2.2.5  [bookmark: _Toc17479][bookmark: _Toc30848][bookmark: _Tocf01816f0-35e0-4bbb-8a70-4f4088fb7ea0]生根培养
同7.2.1.4。
8.2.2.6  [bookmark: _Toc13523][bookmark: _Toc862c06bb-8110-4110-92ce-12ab3cdb5684][bookmark: _Toc12737]残余物的处理
同7.2.1.5。
收集剥取茎尖过程中产生的切除组织、包装材料、已用无菌纸、已用手套等所有接触过材料的残余物，在高压灭菌锅中121℃处理20分钟，彻底杀灭材料所携带的各类生物。
9  [bookmark: _Toc10041][bookmark: _Toc30034][bookmark: _Toc11268]检测
经过挽救、除害后繁育的香蕉苗，可以排除多种细菌、真菌和昆虫的可能性，但不能确保是否含有肉眼不可见的病毒、线虫类生物。
9.1  [bookmark: _Toc5010][bookmark: _Toc24069][bookmark: _Toc21094]病毒检测
检测香蕉束顶病病毒和香蕉花叶病病毒。参考行业标准NY/T2251.2012病毒分子检测技术规范。
本文件提供了需要设备简单、操作方便、速度快的PCR检测和ELISA两种方法。
9.1.1  [bookmark: _Toc5926][bookmark: _Toc18964]分子检测
    每一个保存的编号送其中1个芽进行病毒检测，带病芽允许率为0。
9.1.1.1  [bookmark: _Toc5ee7a719-0796-4063-8c98-34b6ce978ff5][bookmark: _Toc26082][bookmark: _Toc13947]BBTV病毒分子检测
BBTV采用PCR方法，检测应设置对照，用健康的植物组织作阴性对照，用感染BBTV的植物组织作阳性对照，用 ddH20 作空白对照。
取香蕉无菌生根苗叶片0.1 g，采用CTAB法提取DNA，以提取的叶片DNA为模板进行PCR扩增。
具体操作步骤（见附录C）。当使用商品化检测试剂盒时，参照试剂盒使用说明进行操作。
9.1.1.2  [bookmark: _Toc20467][bookmark: _Toc31517][bookmark: _Toc17b919a3-17bb-4f61-8e9a-a092a56b0964]CMV的RT-PCR扩增
 CMV采用反转录PCR法（RT-PCR）扩增。设置对照，用健康的植物组织作阴性对照，用感染BBTV的植物组织作阳性对照，用 ddH20 作空白对照。
取香蕉无菌生根苗叶片0.1 g，采用CTAB法提取RNA，反转录合成cDNA。以合成的cDNA为模板进行扩增。
具体操作步骤（见附录C）。当使用商品化检测试剂盒时，参照试剂盒使用说明进行操作。
9.1.1.3  [bookmark: _Toc9952][bookmark: _Toc80160fe3-238e-48aa-8321-32001ac4aecb][bookmark: _Toc17190]PCR 产物凝胶电泳检测
各组分PCR扩增完毕后，进行1%（W/V）的琼脂糖凝胶电泳检测。
9.1.1.4  [bookmark: _Toc23274][bookmark: _Toc27814][bookmark: _Toc20209]结果判定
阳性对照、阴性对照与空白对照正确，待测样品出现目标条带，判定为阳性。阳性对照、阴性对照与空白对照正确，待测样品未出现目标条带，判定为阴性。
9.1.2  [bookmark: _Toc20172][bookmark: _Tocd4c5b370-a911-47a3-946a-4afe779b682c][bookmark: _Toc27598]ELISA检测
[bookmark: _Toc2657b579-dddd-479b-afef-bdf869eccab7]ELISA检测设置对照，用健康的植物组织作阴性对照，用感染BBTV和 CMV的植物组织作阳性对照，用样品提取缓冲液作空白对照。其中，阴性对照材料应该尽量与所检测样品一致。
具体操作步骤（见附录D）。当使用商品化检测试剂盒时，参照试剂盒使用说明进行操作。
9.2  [bookmark: _Toc10162][bookmark: _Toc14521][bookmark: _Toc27594]线虫检测
参考行业标准NY/T1485-2007香蕉穿孔线虫检测与鉴定技术进行形态检测，并利用分子方法进行检测。
9.2.1  [bookmark: _Toc26319][bookmark: _Toc1253][bookmark: _Toc1bee8b7c-9652-42c2-bf11-212e6ae85b63]现场检疫
对香蕉组培苗根及根茎部分进行检查，注意检查是否有变褐和坏死等症状，并送实验室进行香蕉穿孔线虫的检验。
9.2.2  [bookmark: _Toc3078][bookmark: _Toc28471][bookmark: _Toc8456cc3e-587b-46de-9fd8-8778fc20b083]实验室检验
9.2.2.1  [bookmark: _Toc83fd8b85-3539-4dd5-96a2-57c81eed9efc][bookmark: _Toc1019][bookmark: _Toc15792]样品分离
对于抽取的样品，仔细检查根部，尽量选取组培苗的根作为分离样品。
9.2.2.2  [bookmark: _Toc148bfcfc-1dba-47ba-b768-882d9ae43ac7][bookmark: _Toc9730][bookmark: _Toc31786]线虫分离
用浅盘分离法或漏斗法分离线虫。
9.2.2.3  [bookmark: _Toc55c7e51d-fe52-49c0-aa7a-71fd5f2dce3d][bookmark: _Toc8234][bookmark: _Toc3201]显微镜检查
挑取线虫若干条制成临时玻片在生物显微镜下镜检，观察线虫的形态。
9.2.2.4  [bookmark: _Toc23516][bookmark: _Toc45035d70-8599-4ae1-a15b-f451589c2c7c][bookmark: _Toc22317]形态鉴定特征
穿孔线虫形态及显微形态特征（见附录E）。
9.2.3  [bookmark: _Toc12063][bookmark: _Toc496cb778-c5da-45c0-b328-0bc1bcd1fb30][bookmark: _Toc410]分子检测
9.2.3.1  [bookmark: _Toc10251][bookmark: _Toc22051][bookmark: _Toc645ea14d-051e-4566-a1c3-0c75c033bf84]DNA粗提
以香蕉组培苗根及根茎部分采用改良的CTAB提取DNA。
9.2.3.2  [bookmark: _Toc17324][bookmark: _Toc44a04841-e5eb-4b32-ae9b-0655ecd076c9][bookmark: _Toc5107]PCR检测
25 μL特异性扩增PCR反应体系：DNA模板2 μL，上游引物PF（5’-TGTCATCGCCTTTGGCAGCT-3’）（10μM）0.7 μl，下游引物PR（5’-TGGTAAACGACCCTGAACCAG-3’）（10μM）0.7 μL，2×mix酶10μL，其余用超纯水补足。进行PCR扩增。
反应程序为：94℃ 5 min；94℃ 30s, 56℃ 30 s, 72℃ 45 s, 35个循环；72℃ 8 min，4℃保存。
9.2.3.3  [bookmark: _Toc359][bookmark: _Toc17496]对照设置
设置对照，用健康的植物组织作阴性对照，用纯化培养的线虫为阳性对照，用 ddH20 作空白对照。
9.2.3.4  [bookmark: _Tocadaee911-5561-4725-8751-a07b82a1931d][bookmark: _Toc17906][bookmark: _Toc1644]琼脂糖凝胶电泳检测
PCR反应结束后，取5 μL产物进行1%（W/V）的琼脂糖凝胶电泳检测。进行观察、拍照和记录，若出现271bp的特异性片段说明有香蕉穿孔线虫的存在。
9.3  [bookmark: _Toc21522][bookmark: _Toc12362][bookmark: _Toc13165]不合格材料处置
通过检测合格的材料进行保存，处理后仍达不到保存条件的，视材料质量可进行再次的无害化处理，若材料已无法使用，按7.2.1.5 残余物的处理方式处理。
10  [bookmark: _Toc27978][bookmark: _Toc20206][bookmark: _Toc32043]保存
用于保存的材料全部为经过检测不带有真菌、细菌、病毒、线虫等的试管苗。
10.1  [bookmark: _Toc5733][bookmark: _Toc9106][bookmark: _Toc5282]常温保存
10.1.1  [bookmark: _Toc15257][bookmark: _Toc15925]保存材料
    选择符合4.1、4.2和4.3的种质材料并按4.4详细登记，经表面消毒后在无菌条件下切取大小约0.5 cm的生长点组织，按照常规组织培养方法进行外植体诱导、增殖（继代）培养，繁殖出的试管苗用作香蕉离体保存的材料。
10.1.2  [bookmark: _Toc21263][bookmark: _Toc19887]保存容器
采用规格为18 mm～25 mm×160 mm～180 mm的试管，用内置硅胶圈的密封塑料盖封口，用标签写明种质编号。
10.1.3  [bookmark: _Toc20111][bookmark: _Toc29933]保存条件
保存温度（25±2）℃，光照强度350 lx～500 lx，光照时间8小时/天～12小时/天，培养基为：MS+蔗糖30 g/L+6-苄基腺嘌呤（6-BA）1.12 mg/L+α-萘乙酸（NAA）0.175 mg/L，pH 5.8。每管加培养基15 mL～20 mL。
10.1.4  [bookmark: _Toc20753][bookmark: _Toc20316]保存数量
每份种质保存10管以上，每管1个丛芽。
10.1.5  [bookmark: _Toc21894][bookmark: _Toc16627]继代时间
每2～3个月继代1次。
10.2  [bookmark: _Toc18376][bookmark: _Toc12501][bookmark: _Toc1579]低温保存
10.2.1  [bookmark: _Toc2797]保存材料
同10.1.1。
10.2.2  [bookmark: _Toc22602]保存容器
同10.1.2。
10.2.3  [bookmark: _Toc15927]保存条件
保存温度（16±1）℃，光照强度300 lx～350 lx，光照时间12小时/天，培养基为：MS+蔗糖50 g/L+6-苄基腺嘌呤（6-BA）1 mg/L+吲哚乙酸（IAA）0.1 mg/L，pH 5.8。每管加培养基15 mL～20 mL。
10.2.4  [bookmark: _Toc16274]保存数量
每份种质保存10管以上，每管1个丛芽。
10.2.5  [bookmark: _Toc2707]继代时间
每12～15个月继代1次。
10.3  [bookmark: _Toc17161]超低温保存
10.3.1  [bookmark: _Toc29818]保存材料
选择符合MY/T 357 规定的一级标准的组培生根苗作为超低温保存的材料。
10.3.2  [bookmark: _Toc13550]保存数量
每份种质保存10管以上，每管5～7个茎尖。
10.3.3  [bookmark: _Toc26000][bookmark: _Toc31230]预培养
将9.3.1的试管苗在MS+30 g/L蔗糖的固体培养基上预培养，培养条件为温度（25±2）℃，光照时间16小时/天，光照强度600 lx～800 lx，时间为30天～45天。
10.3.4  [bookmark: _Toc30745][bookmark: _Toc32375]分离无菌茎尖
    选取预培养后假茎粗为0.5 cm~0.8 cm的健康生根植株，在无菌条件下剥取0.8 mm～1.0 mm茎尖。
10.3.5  [bookmark: _Toc10878][bookmark: _Toc320]装载
将无菌棉纸（1.5 cm～2 cm×1.5 cm～2 cm）放置在培养皿中，用装载液（见附录F的1）湿润。将5～7个茎尖包在棉纸中，迅速浸入装载液中，在22℃～25℃下暗处放置20分钟～30分钟后取出，用无菌滤纸去除多余的装载液。
10.3.6  [bookmark: _Toc1790][bookmark: _Toc26296]脱水
将棉纸团浸在预冷的PVS2溶液（见附录F的2）中，冰浴20分钟。
10.3.7  [bookmark: _Toc16741][bookmark: _Toc20876]快速冷冻保存
    将冰浴后的棉纸团放入装满新鲜制备的用冰预冷的PVS2溶液的小塑料冻存管中，拧紧螺旋盖后，用一层封口膜封口，迅速将冷冻管浸入液氮中保存。
10.3.8  [bookmark: _Toc20811][bookmark: _Toc25006]化冻
在无菌条件下，将冷冻保存管在1 s内从液氮中转移到40℃的水浴中，剧烈振荡90 s，然后在超净工作台上将包有茎尖的棉纸团从冷冻管中取出，在灭过菌的干燥滤纸上放置30 s。
10.3.9  [bookmark: _Toc5319][bookmark: _Toc7047]卸载
将棉纸团转移到卸载液（见附录 F的3）中，在22℃～25℃下放置10分钟，每隔5分钟换一次卸载液。然后将棉纸团展开，茎尖在卸载液中再悬浮5分钟。
10.3.10  [bookmark: _Toc30793][bookmark: _Toc472]再生
取两张灭过菌的滤纸，平铺于培养皿内的半固体MS+100 g/L蔗糖的培养基上；将茎尖从卸载液中捡出，放于滤纸上，在22℃～25℃下，放置12小时～18小时后，再将茎尖转移到半固体MS+30 g/L蔗糖+0.5 mg/L6-BA 的培养基上，暗培养10天～15天；然后在（25±2）℃，光照强度1，000lx～1，300 lx，光照时间16小时/天条件下培养40天～60天后，冷冻的茎尖就会发育成幼苗。
11  [bookmark: _Toc11613][bookmark: _Toc27981][bookmark: _Toc23434]技术指标
11.1  [bookmark: _Toc29045][bookmark: _Toc21874][bookmark: _Toc11732]常温保存
变异率≤2%，无香蕉花叶心腐病和束顶病。
11.2  [bookmark: _Toc10839][bookmark: _Toc3061][bookmark: _Toc21241]低温保存
变异率≤2%，无香蕉花叶心腐病和束顶病。
11.3  [bookmark: _Toc7951][bookmark: _Toc26917][bookmark: _Toc4140]超低温保存
冻后现生率≥20%，变异率≤0.5%，无香蕉花叶心腐病和束顶病。
11.4  [bookmark: _Toc3828][bookmark: _Toc17808][bookmark: _Toc31015]无害代
无真菌，无细菌，无虫，无香蕉花叶心腐病和束顶病。
11.5  [bookmark: _Toc10309][bookmark: _Toc9791][bookmark: _Toc7426]挽救
存活率≥90%。无真菌，无细菌，无线虫，无香蕉花叶病和束顶病。
12  [bookmark: _Toc4983][bookmark: _Toc8466][bookmark: _Toc13193]种质资源信息管理
12.1  [bookmark: _Toc902]种质资源信息
种质资源信息包括但不限于种质名、品系名、地方名、原产地、来源地、引种人、引种时间、引种号、保存方法、保存数量和继代信息等（见附录A），并以此信息为基础建立数据与纸质档案。
12.2  [bookmark: _Toc8972][bookmark: _Toc21419][bookmark: _Toc6112]数据信息管理
建立香蕉种质资源离体保存信息管理系统，主要的种质资源信息录入计算机，建立种质资源数据库，具备资源查询、资源信息增删、相关继代记录、保存事件记录、数据统计、导入/导出数据等功能，信息系统具有信息安全相关组件或功能。
12.3  [bookmark: _Toc27133][bookmark: _Toc4360][bookmark: _Toc209]纸质档案建立
种质资源入库保存过程中的相关原始纸质记载表,按库编号或种质入库时间顺序装订成册,建立原始记录纸质档案.











[bookmark: _Toc21157][bookmark: _Toc31535][bookmark: _Toc1739]附 录 A
（资料性）
表A.1 香蕉种质资源离休保存登记表
	种质名
	
	品系名
	

	地方名
	
	原产地
	

	来源地
	
	原保存单位
	

	原保存单位编号
	
	引种人
	

	引种时间
	
	引种号
	

	国家统一编号
	
	采集号
	

	保存号
	
	保存方法
	

	保存材料
	
	保存者
	

	继代次数
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	继代时间
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	保存数量
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	操作人
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	





























[bookmark: _Toc8100][bookmark: _Toc14068][bookmark: _Toc18739]附 录 B
（资料性）
吸芽采集参考对照
[image: 1731638325827-0.png]
图B.1小吸芽的采集方法
上图中，左边的吸芽假茎保留长度为5cm~6 cm，肉质茎保留了3 cm，为标准采集方法。右边吸芽假茎没有处理，肉质茎长度不足1 cm（以肉质茎中心位置的长度为准）。
[image: 1731638449139-0.png][image: 1731638453249-0.png]
图B.2假茎截面图
左图为未分化花芽的吸芽，具有明显的螺纹。右图为分化花芽的吸芽，截面光滑，没有假茎中心点。
[image: 1731638518625-0.png]
图B.3大吸芽处理后的标准状态
以鞘叶基部为起点，上下各保留4 cm~5 cm，直径10 cm。

[bookmark: _Toc11896][bookmark: _Toc18003][bookmark: _Toc25524]附 录 C
(规范性)
PCR和RT-PCR 方法
1 DNA和RNA提取
采用改良的CTAB法，从香蕉在组培苗叶片中提取总RNA和DNA。
提取的总RNA和DNA必须在2h内进行PCR检测，若需长期保存须放置-80℃冰箱。
采用 RNA 与 DNA 提取试剂盒的，操作步骤参照产品说明书。
2 反转录合成cDNA
先将RNase-freeWater、Achored Oligo（dT）18 Primer与RNA混合均匀后，置于PCR仪上65℃反应5 min后，立即将反应混合物置于冰上静置2 min，按表C-1加入其它的反应组分。
表C-1反转录合成cDNA体系
	组分
	用量

	Achored Oligo（dT）18 Primer
2ⅹReaction Mix
TransScript® RT/RI Enayme Mix
gDNA Remover
RNA
Rnase-free Water
Total
	1 μL
10 μL
1 μL
1 μL
5 ng-5 μg
Variable
10 μL


轻柔混匀后，放置PCR仪42℃反应30 min；85℃反应5 s，使TransScript® RT/RI Enayme Mix和gDNA Remover失活，冰上冷却。
加入ddH2O将其稀释5倍后为模板。
3 引物序列
表C-2检测引物序列
	类别
	名称
	引物序列
	
	PCR产物大小（bp）

	BBTV
	组分I
	B1L
	5'AAAGGGGAGCCAAGAAGAAG3'
	
	607

	
	
	B1R
	5'CGGAAGGAAGTTAGCCATGA3'
	
	

	
	组分Ⅲ
	B3L
	5'ATCAAGAAGAGGCGGGTT3'
	
	490

	
	
	B3R
	5'TCAAACATGATATGTAATTC3'
	
	

	
	组分IV
	B4L
	5'CAACAGAGCGGGTGCAAC3'
	
	326

	
	
	B4R
	5'GTTTCCTCGTCTTCCTTG3'
	
	

	CMV
	-
	5'-CACCCAACCTTTGTGGGTAG-3'
	
	557

	
	
	5'-CAACACTGCCAACTCAGCTC-3
	
	


4 PCR扩增
采用 PrimeSTAR® MaxDNA聚合酶（高保真酶），以 cDNA或DNA为模板对目标基因进行扩增。PCR反应体系如表2-3。
表C-3目的片段扩增体系
Table C-3 Target fragment amplification system
	组分
Component
	用量
Volume

	PrimeSTAR® Max DNA Polymerase
Primer F
Primer F
cDNA
ddH2O
	10 μL
0.5 μL
0.5 μL
1 μL
8 μL


②PCR反应的程序：BBTV：组分Ⅰ：94℃ 4 min：94℃ 1 min，68℃ 1 min，72℃ 1 min，共35个循环；72℃ 10 min；组分Ⅲ：94℃ 4 min；94℃ 1 min，5℃ 1 min，72℃ 1 min，共35个循环；72℃ 10 min；组分Ⅳ:94℃ 4 min：94℃ 30 s，68℃ 30 s，72℃ 30 s，共35个循环；72℃ 10 min。CMV：PCR扩增条件为：94℃ 4 min；94℃ 1 min，58℃ 1 min，72℃ 1 min，共35个循环；72℃ 10 min。
5 琼脂糖凝胶电泳检测
取5 μL的RNA溶液在110 V和220 mA的条件下进行琼脂糖凝胶电泳，25 min。
6 结果判定
阳性对照、阴性对照与空白对照正确，待测样品出现目标条带，判定为阳性。
阳性对照、阴性对照与空白对照正确，待测样品未出现目标条带，判定为阴性。

















[bookmark: _Toc21602][bookmark: _Toc8115][bookmark: _Toc23352][bookmark: _Toc3693dac3-3305-4f88-8bc9-669bb6146c76]附 录 D
（规范性）
ELISA检测方法
1 准备抗原
取待测样品和阴性对照、阳性对照的叶片用抗原包被缓冲液配制1:10（0.1 g叶片/1 mL包被缓冲液）的样品悬浮液，3000 rpm低速离心后备用。
2 加样
在酶联板上加样，每孔100 μL，每个样品重复两次，并设空白对照，于4℃冰箱保湿过夜（或25℃温箱孵育3～5h，或37℃孵育2h）。
3 洗板
甩去酶标板上各孔中的液体，用PBST洗3次酶标板，每隔5分钟洗1次，每次每孔加PBST各300 μL，最后一次洗完将酶标板上洗涤液甩干。
4 抗体稀释
用IgG稀释缓冲液将 CMV、BBTV特异抗体以1:1500和1:2000的倍数进行稀释，4℃保存备用。
5 加特异抗体
在酶标板上每孔加入100 μL稀释后的抗体，各重复1次；37℃恒温箱中孵育2h。
6 加入酶标抗体
洗板3次后，加酶标抗体。每孔加入用血清稀释液按1:2000比例稀释的酶标抗体液100 μL，在37℃电热恒温培养箱中孵育2小时。
7 加底物溶液
洗板3次后，加入底物溶液，每孔100 μL，置37℃电热恒温培养箱中避光10分钟显色。
8 记录数据，判断结果
目测判断方法：当样品的颜色与阳性对照颜色一致或深于阳性对照，样品判断为阳性。酶标仪读数判断方法：当样品OD490值≥阴性对照OD490值的2倍，样品判断为阳性。





[bookmark: _Toc2037][bookmark: _Toc24978][bookmark: _Toc4073]附 录 E
（资料性）
穿孔线虫雌虫与雄虫形态特征
1 雌虫
——虫体长0.4 mm～0.9 mm，a值在20～30之间；头部低，不缢缩或稍缢缩，头架骨化显著；
——口针粗短，14μm～23μm，基部球发达；
——中食道球发达，后食道腺叶较长叶状从背部覆盖肠；
——侧区刻线3条～7条，非网格化；
——无颈乳突，侧尾腺孔常位于尾的前部；
——双生殖腺、对伸，或后生殖腺退化，精囊圆至卵圆形，内多有杆状精子；
——尾长圆锥形至亚圆柱形，长为肛门处体宽的2倍～4倍，末端窄圆至稍尖。
2 雄虫
——头部高，显著缢缩呈球状；
——口针和食道明显退化；
——交合企延伸到近尾端，极少延伸到尾端；
——引带大，伸出泄殖腔。
穿孔线虫雌雄虫体如下图：
[image: 1731638637476-0.png]
图F.1香蕉穿孔线虫的形态特征图
A雄虫；B雌虫；C-D雌虫前部；E-F雄虫前部。







[bookmark: _Toc7162][bookmark: _Toc2610][bookmark: _Toc5445]附 录 F
（资料性）
香蕉茎尖超低温保存溶液的配制
1 装载液
MS+184 mL/L甘油+137 g/L蔗糖，pH 5.8，0.22 µm滤膜过滤灭菌。
2 PVS2溶液
MS+300 mL/L甘油+150 mL/L乙二醇+150 mL/L二甲基亚砜（DMSO）+137 g/L蔗糖，pH 5.8，0.22 µm滤膜过滤灭菌。
3 卸载液
MS+411 g/L蔗糖，pH 5.8，0.22 µm滤膜过滤灭菌。
注：以上溶液所用试剂至少为分析纯级。	
5
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