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一、 基本情况 
	项目名称
	碱蓬根际细菌和内生细菌对苜蓿耐盐碱性调控研究

	所属学科
	学科一级门： 草学   学科二级类： 

	项目来源
	□ A、学生自主选题，来源于自己对课题的长期积累与兴趣 
☑ B、学生来源于教师科研项目选题 
□ C、学生承担社会、企业委托项目选题 
□ D、拔尖专项 
□ E、竞赛专项 
□ F、研修专项 

	申请金额
	20000 元 
	项目期限
	一年
	拟申报项目级别
	创新训练项目（A类）

	负责人
	李红旭
	性别
	男
	民族
	汉族 
	出生年月
	2003年 5月22 

	学号
	20214033112
	联系电话
	宅：19503633900手机：19503633900

	指导教师
	苗阳阳
	联系电话
	宅：13836767486手机：13836767486 

	项目简介
	以盐碱地改造“先锋植物”碱蓬促生细菌为切入点，NaCl∶Na2SO4∶NaHCO3∶Na2CO3=9∶1∶1∶9混合，设置0、100、150、200 mmol•L-1浓度胁迫苜蓿幼苗，菌液根部浇灌，研究促生细菌对盐碱胁迫下苜蓿生物学指标、光合参数、根系生理调控作用，同时以高通量测序技术分析不同菌株处理对根际微生物群落的影响，以期为更好地运用促生菌菌剂这一环境友好型方式提供理论支持与科学性指导。

	负责人曾经参与科研的情况
	参与指导老师课题：盐碱先锋植物碱蓬PGPR收集及对紫花苜蓿促生机理研究（ZRCPY201908）； PGPR收集利用及对苜蓿促生机理研究（XYB20813） 

	指导教师承担科研课题情况
	
1.苜蓿根瘤菌向种子内运移和定殖的动力学过程及其内生机理（31560666)，国家自然基金，参加
2.苦参碱对草原区连作苜蓿生产性能及土壤扰动机理研究（zd-2019-31），大庆市指导性计划项目，主持
3.盐碱先锋植物碱蓬PGPR收集及对紫花苜蓿促生机理研究（ZRCPY201908），黑龙江八一农垦大学人才培育计划，主持
4. PGPR收集利用及对苜蓿促生机理研究（XYB20813） ，黑龙江八一农垦大学学成、引进人才项目，主持
5.苦参碱对草原区紫花苜蓿连作障碍调控研究(201910223005)，国家级大创，第一指导教师
6.高纬度低海拔复杂自然环境下土壤改善机理及复合型光伏场区综合利用的研究HGS-KJ/KJGLB-[2021]第29号（总195号），大庆市新能源领域“揭榜挂帅”科技攻关项目，参加


	指导教师对本项目的支持情况
	同意



	项目组主要成员
	姓名
	学号
	学院
	专业班级
	联系电话
	项目分工

	
	赵令
	20214033138
	动物科技学院
	21草业
	15939565308
	菌株活化培养，生理指标测定

	
	   孔令文
	20214033111
	动物科技学院
	21草业
	15028788611
	苜蓿幼苗培育，生长指标测定

	
	朱美霖
	20214033140
	动物科技学院
	21草业
	13624605929
	盐碱胁迫紫花苜蓿及菌液处理

	
	吕星
	20214033120
	动物科技学院
	21草业
	15037610702
	[bookmark: _GoBack]生理指标及根际微生物测定

	指导教师
	姓名
	工号
	学院/单位
	职称
	联系电话
	电子邮件

	
	苗阳阳
	010864
	动物科技学院
	讲师
	13836767486
	1046309525@qq.com


二、 立项依据（可加页） 
	（1）研究目的 
当前世界土地盐碱化问题愈演愈烈，土壤盐分通过对植物生长和作物产量产生的负面影响严重威胁到农业的可持续性，这已成为世界性的难题。紫花苜蓿（M. sativa）素有“牧草之王”的美誉，具有一定的耐盐碱能力，适当的盐碱胁迫不会对苜蓿的产量和营养品质造成影响，而中、重度盐碱会抑制苜蓿生长。随着草原以及耕地土壤盐碱化程度的加剧，可种植苜蓿的土地面积也逐渐减少。因此提高苜蓿的耐盐碱能力对我国畜牧业发展和盐碱地改良具有重要意义。
在当前“绿水青山就是金山银山”的生态理念下，资源节约和环境保护已成为我国发展的基本国策，绿色生态也成为现代农业发展的内在要求。鉴于此，人们一直在努力寻找新的生物治理途径—在不投入巨资改变盐碱地原有性状的前提条件下，通过微生物与植物的相互作用来提高植物的耐盐碱性，改善盐碱土状况，有望成为利用盐碱地的新措施。由于盐碱地土壤含盐量和pH都较高，酸性和中性土壤中筛选得到的PGPB在盐碱环境中很难存活定殖，在酸性、中性土壤中有很好促生效果的菌株在盐碱土中很难发挥促生作用，所以普通促生细菌在盐碱地应用困难。
因此，本研究以盐碱地改造的“先锋植物”碱蓬耐盐碱促生菌——根际细菌和内生细菌为切入点， 菌液根部浇灌紫花苜蓿幼苗，并根据松嫩平原盐碱地盐碱成分情况，以中性盐（NaCl、Na2SO4）和碱性盐（NaHCO3、Na2CO3）按NaCl∶Na2SO4∶NaHCO3∶Na2CO3=9∶1∶1∶9混合，设置0、100、150、200 mmol·L-1盐碱浓度胁迫苜蓿幼苗，研究碱蓬根际促生细菌和内生细菌对盐碱胁迫下苜蓿幼苗生物量、根系形态、光合参数、根系脂质过氧化和质膜完整性、抗氧化系统、渗透调节物质生理调控作用，同时以高通量测序为技术手段，分析对比不同处理下根际微生物群落的数量与种类之间的差异，揭示其生态调控机制，以期为更好地运用根际促生菌菌剂这一环境友好型的方式提供理论支持与科学性指导，为提高苜蓿耐盐碱性，改善盐碱胁迫对苜蓿生长及生理影响提供依据，促进盐碱地农业的发展，更有利于盐碱地开发利用，促进优质牧草种植，为畜牧业的良性发展做贡献。
（2）研究内容 
a.盐碱胁迫下碱蓬促生细菌对紫花苜蓿生物学指标的影响
对地上生长指标的影响：株高的影响、对生长速率的影响、对地上生物量
对根系生长的影响：根长、根体积、根生物量
对根冠比的影响
b. 盐碱胁迫下碱蓬促生细菌对紫花苜蓿根系脂质过氧化和质膜完整性的影响
组织化学染色分析法
MDA含量测定
c. 盐碱胁迫下碱蓬促生细菌对紫花苜蓿抗氧化系统的影响：
对超氧化物歧化酶活性的影响
对过氧化物酶活性的影响
对过氧化氢酶活的影响
d. 盐碱胁迫下碱蓬促生细菌对紫花苜蓿根系渗透调节物质含量的影响
对游离脯氨酸含量的影响
对可溶性糖含量的影响
对可溶性蛋白含量的影响
e.盐碱胁迫下碱蓬促生细菌对紫花苜蓿根际细菌多样性的影响
高通量测序对根际微生物Alpha多样性、物种组成和Beta多样性等不同生态学层次进行分析评估
（3）国、内外研究现状和发展动态 
土地盐碱化治理已成为世界性难题，盐碱胁迫是威胁全球可持续植物生产的主要非生物胁迫之一，对植物的生理、生化和分子特征都会产生各种不利影响，导致耕地面积、作物生产力和作物质量大幅度下降。近年来，随着气候变化和人类生产活动的影响，土壤盐碱化程度进一步加重。预计到2050 年，受盐碱化影响的土地面积将占农业土地总面积的50%左右[1]。
紫花苜蓿（Medicago  sativa）素有“牧草之王”的美誉，产量高，营养价值高，是重要的蛋白质饲料，还能够改良土壤，在农业、畜牧业和生态建设中起着非常重要的作用[2-4]。我国苜蓿数量和质量上不能满足市场需求，主要从国外进口苜蓿，随着我国农业结构调整，苜蓿在牧草产业中成为主导产业，发展苜蓿种植可缓解我国蛋白质饲料的供求矛盾。我国盐碱地面积广阔，苜蓿中等耐盐，适当的盐碱胁迫不会对苜蓿的产量和营养品质造成影响，而中、重度盐碱会降低苜蓿光合作用，抑制苜蓿生长，加剧营养成分损失[5-7]。松嫩平原是世界三大苏打盐碱地分布区之一，地处“黄金奶源”地区，是我国苜蓿的主产区之一，由于自然及人为因素的影响，出现了严重的次生盐碱化现象降低苜蓿产量与品质[8]，造成苜蓿产量较低且不稳定。随着草原以及耕地土壤盐碱化程度的加剧，可种植苜蓿的土地面积也逐渐减少，盐碱迫害已成为发展优质、高产苜蓿草产业的限制因子之一。
在当前“绿水青山就是金山银山”的生态理念下，资源节约和环境保护已成为我国发展的基本国策，绿色生态也成为现代农业发展的内在要求。鉴于此，人们一直在努力寻找新的生物治理途径—在不投入巨资改变盐碱地原有性状的前提条件下，通过微生物与植物的相互作用来提高植物的耐盐碱性，改善盐碱土状况，有望成为利用盐碱地的新措施。利用植物促生菌缓解植物盐碱胁迫是有利于农业可持续发展的经济友好型的重要生态学方法。植物促生细菌可促进植物生长及其对矿物质营养的吸收和利用，是一类可抑制有害生物的有益菌株[9-10]，可有效减轻植物的盐碱胁迫损伤。
碱蓬（Suaeda glauce）是藜科（Chenopodiaceae）碱蓬属（Suaeda）植物，对盐碱具有高度适应性，能保护和改良土壤、消除裸露盐碱荒滩，防止水土流失，对保持和重建盐地生态有重要作用，被誉为盐碱地改造的“先锋植物”[11-12]。碱蓬作为真盐生植物，体内盐含量相对较高，而绝大多数微生物生长在低盐环境中，因此推测碱蓬内生菌属于极端微生物之一的嗜盐微生物，其内生细菌和根际细菌具有特殊的生理生化性质，具有较高的研究价值[13]。由于盐碱地土壤含盐量和pH都较高，酸性和中性土壤中筛选得到的PGPB在盐碱环境中很难存活定殖，在酸性、中性土壤中有很好促生效果的菌株在盐碱土中很难发挥促生作用，所以普通促生细菌在盐碱地应用困难。大多数植物促生细菌很难适应盐碱环境难以存活，从中性土壤及非盐生植物植株中分离获得的具有促生效果的菌株在盐碱土中施用很难发挥其促生作用。且促生细菌在应用过程中受到地域、气候、作物种类等因素的制约，肥效没有稳定保障。因此充分挖掘适合黑龙江省本地使用、建立特有的菌株库，筛选优质高效菌株，解决菌株效果不稳定、种类单一等问题势在必行。
目前对缓解盐碱胁迫下苜蓿生长的研究中多用丛枝菌根真菌（AMF）、根际促生菌（PGPR）和根瘤菌，减缓盐碱胁迫对苜蓿植株根的损伤，提高苜蓿叶片相对含水量、干物质含量，降低超氧阴离子和丙二醛含量，提高超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性、脯氨酸和可溶性糖含量[14-19]。而应用耐盐碱促生细菌提高苜蓿的耐盐碱性，缓解盐碱胁迫下苜蓿生长研究尚少。
根系是植物与土壤环境接触的主要器官和界面，在植物吸收水分和矿质营养、土壤固着及内源激素合成中起关键作用[20]。根系是植物在土壤盐碱危害中最直接的受害部位，也是植物感知盐胁迫信号的重要器官，根系在感受到逆境信号后, 通过不同形态、生理变化来响应逆境胁迫信号，并通过信号传导对有关基因的表达进行时间和空间的调整，进而通过代谢途径和方向的改变来影响碳同化产物在不同器官中的分配比例，最终又会影响根系生长，并从形态和分布上来适应环境胁迫[21-22]，因此， 研究根系对盐胁迫的应对与调控机制对植物适应逆境具有重要意义。
根际微生物能够在大范围的根区盐度下促进多种不同作物的生长，同时，在难以幵发耐盐品种的情况下，接种耐盐菌株的方法被认为是行之有效的[23]。与植物根系有密切关联的微生物，由于其独有的耐受属性、与作物的相互作用及潜在的部署方式，在缓解生长于盐土中的植物所受的胁迫起重要作用。土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，其群落结构的多样性可以反映出生态环境的功能演变及其环境影响。由于根系的穿插，使根际的通气条件和水分状况优于根际外，从而形成利于微生物的生态环境。植物根际是一个丰富的微生物基地，它与植物相互作用，促进植物－微生物界面中不同的信号传导过程和物质交换。细菌参与盐碱胁迫条件下根际微生物群落的发育，有助于菌种向植物根系和土壤颗粒的定植，并最终促进了植物生长和改善土壤结构。微生物的生物量是土壤有机质中重要的不稳定部分，既可以作为有机物质和土壤养分的转化和再循环剂，也可以作为植物营养来源，因此这些与植物相关的土壤微生物在养分循环和改变植物环境中仍然起到关键作用[24]。微生物的生物量是土壤有机质中重要的不稳定部分，既可以作为有机物质和土壤养分的转化和再循环剂，也可以作为植物营养来源，因此这些与植物相关的土壤微生物在养分循环和改变植物环境中仍然起到关键作用。
结合在宏观上表观形态的表现和微观根际微生物多样性的结构与分布特征，对植物促生细菌调控植物盐胁迫的机理才会有更加深入的认识。微生物与植物根系的相互作用在生理、生化和分子水平上引起植物局部和（或）远端多管齐下的反应[25]。随着生物信息学的进步，多组学的数据化科学提高了我们对微生物群落组成及其在根际等复杂环境中的功能行为的理解，在根际环境中，微生物群落之间的相互联系直接影响植物对胁迫的反应。目前，国内外对盐碱胁迫下接种碱蓬促生细菌对苜蓿根际微生物群落结构及多样性影响的研究几乎没有。
本课题组前期已经从碱蓬植株体内和根际分离出沙雷氏菌菌株JT2、JJ5、JG1 ，嗜麦芽寡养单胞菌JT4 和短小芽孢杆JT8 ，上述5株菌株均为碱蓬促生细菌，其中JT4 对盐碱胁迫下苜蓿种子萌发及幼苗生长的效果最佳。同时模拟松嫩平原盐碱地盐碱成分研究发现JT4、JG1和JJ5这3株促生细菌均能缓解盐碱胁迫对紫花苜蓿的抑制作用，促进紫花苜蓿生长，不同促生细菌对盐碱胁迫下苜蓿促生效果为JT4＞JG1＞JJ5＞CK。但其具体作用机理还不清楚。因此，本研究以盐碱地先锋植物碱蓬根际和内生耐盐碱细菌为切入点，研究其对盐碱胁迫下苜蓿幼苗根系生长及抗氧化系统的影响，并以高通量测序为技术依托，较为全面地考察盐碱胁迫下紫花苜蓿幼苗根部接种碱蓬根内细菌（JG1）、根际土壤细菌（JT4）和茎内生细菌（JJ5）３株菌剂后苜蓿根际土壤细菌的群落结构与组成，分别围绕Alpha多样性、物种组成和Beta多样性等不同生态学层次进行分析评估，为揭示接种耐盐碱促生细菌调节盐碱胁迫下苜蓿幼苗耐盐碱性的机理和利用促生细菌缓解苜蓿幼苗对盐碱胁迫的伤害提供理论依据。
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（4）创新点与项目特色 
以盐碱地先锋植物碱蓬根际和内生耐盐碱细菌为切入点，以其对盐碱胁迫下苜蓿调控效应为研究对象是本研究的内容特色。
首次采用生长、生理及根际微生物多样性角度系统全面探讨碱蓬耐盐碱促生细菌调控紫花苜蓿耐盐碱的生长、生理及根际微生态环境机制，具备可预见的实用性，属于创新性工作。
（5）技术路线、拟解决的问题及预期成果 
技术路线
[image: ]
拟解决的问题
采用生长、生理及根际微生物多样性角度系统全面探讨碱蓬耐盐碱促生细菌调控紫花苜蓿耐盐碱的生长、生理及根际微生态环境机制。
预期成果
明确碱蓬根际细菌和内生细菌对盐碱胁迫下紫花苜蓿的调控效应；
阐明碱蓬根际细菌和内生细菌对盐碱胁迫下紫花苜蓿的生长的耐盐碱机理；
在国内外专业学术刊物上发表论文1篇；
撰写结题研究报告1份。
（6）项目研究进度安排 
a.查阅碱蓬促生细菌及苜蓿耐盐碱相关文献；碱蓬根际细菌和内生细菌活化培养。
b.培育紫花苜蓿幼苗，盐碱处理后于分枝期根部浇灌促生细菌，处理30d后测量苜蓿生长指标，对地上生长指标的影响：株高的影响、对生长速率的影响、对地上生物量；对根系生长的影响：根长、根体积、根生物量；对根冠比的影响，明确碱蓬根际细菌和内生细菌对盐碱胁迫下紫花苜蓿生长的调控机制；
c.培育紫花苜蓿幼苗，盐碱处理后于分枝期根部浇灌促生细菌，处理30d后测量根系生理指标，包括根系脂质过氧化和质膜完整性、根系抗氧化系统、根系渗透调节物质含量，明确碱蓬根际细菌和内生细菌对盐碱胁迫下紫花苜蓿生理调控机制；
d. 培育紫花苜蓿幼苗，盐碱处理后于分枝期根部浇灌促生细菌，处理30d后，高通量测序对根际微生物Alpha多样性、物种组成和Beta多样性等不同生态学层次进行分析评估, 分析对比不同处理下根际微生物群落的数量与种类之间的差异，揭示其生态调控机制。
e.项目总结，结题验收。
（7）已有基础 
1.与本项目有关的研究积累和已取得的成绩
已经发表2篇相关论文：碱蓬促生细菌筛选鉴定及其对盐碱胁迫下苜蓿种子萌发及幼苗生长的影响[J].黑龙江畜牧兽医，2022，8月见刊
碱蓬根际和内生细菌菌株对盐碱胁迫下苜蓿生长的影响[J].草业学报，2022年9月见刊
取得如下结果：从碱蓬植株体内和根际分离出沙雷氏菌菌株JT2、JJ5、JG1 ，嗜麦芽寡养单胞菌JT4 和短小芽孢杆JT8 ，上述5株菌株均为碱蓬促生细菌，其中JT4 对盐碱胁迫下苜蓿种子萌发及幼苗生长的效果最佳。同时模拟松嫩平原盐碱地盐碱成分研究发现JT4、JG1和JJ5这3株促生细菌均能缓解盐碱胁迫对紫花苜蓿的抑制作用，促进紫花苜蓿生长（图1）。
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图1 盐碱胁迫下碱蓬促生细菌对苜蓿株高的影响
2.已具备的条件，尚缺少的条件及解决方法
申请人所在单位多年来致力于东北盐碱地生态及生物种质资源开发利用等方面的研究，为盐碱地可持续发展及生态农业的建立，探索出寒区盐碱地植被恢复的新模式。
申请人李红旭学习成绩在班级排名第三，对科研有着很大热情，不轻言放弃；申请团队由赵令、孔令文、朱美霖、吕星四人构成，他们成绩均位居班级前列，做事认真细致，对科研有着浓厚的兴趣。
指导教师所在课题团队近年来在草地研究方向中承担了多项国家及地方课题有较丰厚的前期工作研究基础。本项目依托黑龙江省寒区饲料资源高效利用与营养调控重点实验室和草业实验室，有超低温冰箱、人工气候箱、人工生长室、高压灭菌锅、超净工作台、分析测试室、分子生物学室、显微观察室等多功能、多层次、多模式的综合性实验室和设备设施。有可为本项目的实施提供良好的设备支撑。试验条件可以保证本项目各个阶段试验的顺利进行。试剂及生物材料已与持有供货单位联系落实。实验设计成熟可行，仪器齐全，运行正常，精确度高。
上述研究基础及工作条件都为本项目的顺利进行提供了有利的保障，可以预期达到实验目标。


三、 经费预算 
	开支科目 
	预算经费（元） 
	主要用途 
	阶段下达经费计划（元） 

	
	
	
	前半阶段
	后半阶段

	预算经费总额 
	
	
	
	

	1. 业务费 
	
	
	
	

	（1）计算、分析、测试费 
	10000
	土壤微生物多样性测定
	
	

	（2）能源动力费 
	
	
	
	

	（3）会议、差旅费 
	
	
	
	

	（4）文献检索费 
	
	
	
	

	（5）论文出版费 
	4500
	版面费
	
	

	2. 仪器设备购置费 
	
	
	
	

	3. 实验装置试制费 
	
	
	
	

	4. 材料费 
	5500
	购买生理试剂盒、药品及耗材
	
	

	学校拨款 
	0.00 

	财政拨款 
	0.00 


四、 项目组成员签名 
	  
  
  


五、 指导教师意见 
	  
导师（签章）：
  年        月        日  


六、 院系推荐意见 
	  
  
  
盖 章：
  年        月        日  


七、 学校推荐意见 
	  
  
  
盖 章：
  年        月        日  



	
	



/ 15
/ 15
image1.png
AN [ SRR B e A B
| wm
AT 2 B AR e 781 R 9 2= 2 7

l l 1

AR || IR PO A | | TURRE | [ s g BRI
Jo 7 A Eggn% LR
—— | 1 ]
Y JIERIS &4 41| |SODIEM: | | HERE & MR 2L MpAlpha
ARKEE || AR | | b | | PODIEME | | FIVE MRS & ZREME
o FAEw || 4R 45 9| | MDA & | | CATHEYE | | TEHEAEE WFh 2H B
= & BetaZ REME

o7 B AR 20 B M A A 0 T 0T ER R I A (R A T AR AL





image2.jpeg




