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[bookmark: _Toc84944845][bookmark: BookMark2]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。
本文件由上海市绿化和市容管理局提出并组织实施。
本文件由上海市林业标准化技术委员会归口。
本文件起草单位：上海市崇明东滩自然保护区管理事务中心、华东师范大学、上海市园林科学规划研究院、复旦大学。
本文件主要起草人：马强、袁琳、张群、李博、徐晓、张利权、朱义、崔心红、冯雪松。
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[bookmark: _Toc84944846][bookmark: BookMark3]引言
本文件的发布机构提请注意，声明符合本文件时，可能涉及到6.1、6.4、7.1、7.2、8与其对应内容相关的专利的使用。
本文件的发布机构对于该专利的真实性、有效性和范围无任何立场。
该专利持有人已向本文件的发布机构承诺，他愿意同任何申请人在合理且无歧视的条款和条件下，就专利授权许可进行谈判。该专利持有人的声明已在本文件的发布机构备案。相关信息可以通过以下联系方式获得：
发明专利名称：一种潮间带海三棱藨草自然群落生态恢复方法
专利持有人名称：华东师范大学
地址：上海市闵行区东川路500号
发明专利名称：一种海三棱藨草的快速繁育方法
专利持有人名称：上海市园林科学研究所
地址：上海市徐汇区龙吴路899号
发明专利名称：一种海三棱藨草种子萌发的方法
专利持有人名称：复旦大学
地址：上海市杨浦区邯郸路220号
请注意除上述专利外,本文件的某些内容仍可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
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[bookmark: BookMark4]

海三棱藨草组织培养技术规程
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc81340428][bookmark: _Toc83285951][bookmark: _Toc84944847]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Hlk84956463]本文件确立了海三棱藨草种群恢复程序，规定了恢复场地的选择、恢复材料的选择与培育、实施恢复的方法与要求，以及监测与管理的要求。
本文件适用于本市海三棱藨草种群生态恢复与重建。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc81340429][bookmark: _Toc83285952][bookmark: _Toc84944848]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。
[bookmark: _Hlk84956829]GB/T24708 湿地分类
HY/T 214 红树林植被恢复技术指南
LY/T 1882 林木组织培养育苗技术规程
NY/T 2306 花卉种苗组培快繁技术规程
DB31/T 1243互花米草生态控制技术规范
[bookmark: _Toc81340430][bookmark: _Toc83285953][bookmark: _Toc84944849]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

层积处理 stratification
[bookmark: _Toc68705797][bookmark: _Toc68706194]解除种子休眠的一种方法，即将种子埋在湿沙中置于1℃～10℃温度中，经1～3个月的低温处理解除休眠，促进种子萌发。

优化区 habitat regulation area
通过一系列生态治理方针去除入侵物种后营建及优化鸟类栖息地，并恢复土著植物的区域，该区域为非潮汐影响区，且具备一定调度管理基础。

球茎苗 rhizomatic seedling
由扁球状的地下球茎萌发或催芽形成的幼苗。

再生苗 regeneratedplantlet
通过植物组织培养方式获得的完整植株，具有根、茎、叶等植物器官。

人工辅助播种 artificial assisted seeding
将种子与潮滩沉积物混合后装入麻袋并固定在自然潮滩上的人工辅助播种方法。
[bookmark: _Toc81340431][bookmark: _Toc83285954][bookmark: _Toc84944850]恢复流程
海三棱藨草种群恢复的流程如图1所示，包括恢复场地选择、恢复材料准备、实施恢复、监测与管理。


海三棱藨草种群恢复流程
[bookmark: _Toc81340432][bookmark: _Toc83285955][bookmark: _Toc84944851]恢复场地
[bookmark: _Toc65421914][bookmark: _Toc68703339][bookmark: _Toc68705806][bookmark: _Toc68706203]自然潮滩生境
自然潮滩恢复场地应符合以下要求：
符合GB/T 24708的淤泥质海滩和潮间盐水沼泽的条件；
潮滩滩面基础高程在吴淞高程2.2 m～3.0 m的范围内，4月～6月单月垂向泥沙淤积应小于10 cm；
潮滩水动力的最大波能密度应小于250 J/m2，平均波能最高应为50 J/m2。
[bookmark: _Toc65421915][bookmark: _Toc68703340][bookmark: _Toc68705807][bookmark: _Toc68706204]优化区生境
[bookmark: _Toc68703341]优化区恢复场地应符合以下要求：
1. 地块水分饱和，盐度应小于10‰，持续淹水水深应小于8cm；
应清除原有植被，翻耕地块，去除原有植被根系；
地势应平整，单个恢复斑块内的高程差异应小于5 cm。
[bookmark: _Toc65421916][bookmark: _Toc68703342][bookmark: _Toc68705808][bookmark: _Toc68706205][bookmark: _Toc81340433][bookmark: _Toc83285956][bookmark: _Toc84944852]恢复材料
[bookmark: _Toc65421917][bookmark: _Toc68703343][bookmark: _Toc68705809][bookmark: _Toc68706206]种子
种子采集
[bookmark: _Hlk57809048]应在每年10月～11月，海三棱藨草种子成熟且未脱落前，人工收割海三棱藨草成熟的果穗，晾晒3天后用工具碾压，风干剥落后采集饱满、无虫害的种子。
[bookmark: _Toc68703347][bookmark: _Toc68705812][bookmark: _Toc68706208]种子层积处理
种子层积处理应按照以下步骤进行：
1. 将风干种子和洗净的湿润细沙按1:2的体积比混合均匀；
置于1℃～10 ℃的条件下储藏至少30 d，期间适当补水保持湿润，细沙宜手握成团但不滴水；
若发生霉变，应及时清洗，并置于同等条件下继续处理。
[bookmark: _Toc68703348][bookmark: _Toc68705813][bookmark: _Toc68706209]催芽
种子催芽应按照以下步骤进行：
0. 将层积处理的种子去沙或和细沙一起置于20 ℃～30 ℃的条件下催芽5d～10d；
0. 催芽期间应及时补充水分,若有霉变，应及时清洗，并置于同等条件下继续催芽；
0. 种子露白率超过50%后，即可使用。
[bookmark: _Toc65421918][bookmark: _Toc68703349][bookmark: _Toc68705814][bookmark: _Toc68706210]球茎苗
[bookmark: _Toc68703351]应于每年3月～4月，在恢复场地附件就近采集生长健康、无病虫害、株高大于10 cm的球茎苗。
采集球茎苗步骤如下：
0. [bookmark: _Hlk68704196]利用采集器挖取直径大于7 cm，深度约15 cm～20 cm的海三棱藨草植株柱状样；
0. [bookmark: _Toc68703359][bookmark: _Toc68705820][bookmark: _Toc68706216]应每隔10m设置1个取苗点，每个取苗点分散采集带土植株数量不应超过30个，保障对原有群落的生长不产生显著破坏。
[bookmark: _Toc65421919][bookmark: _Toc68703361][bookmark: _Toc68705821][bookmark: _Toc68706217]实生苗
[bookmark: _Toc68703362]实生苗育苗方法及过程应按以下步骤进行：
a) 按6.1.1方法采集种子，并按6.1.2执行层积处理；
b) 将待恢复区的土壤装满直径为5 cm～10 cm，高度为5 cm的可降解育苗袋中；
c) 将按6.1.3方法处理的海三棱藨草种子放置在育苗袋底部后填充待修复区至与袋口齐平，每个育苗袋内播种50粒～100粒种子；
d) 将播种后的育苗袋置于25 ℃温室内培养，每天补充水分；
e) 培育1个月～2个月，待株高不低于10 cm时，竖直放置于周转箱内备用。
[bookmark: _Toc65421920][bookmark: _Toc68703368][bookmark: _Toc68705822][bookmark: _Toc68706218]再生苗
[bookmark: _Toc68703369][bookmark: _Toc68705823][bookmark: _Toc68706219]外植体选取
[bookmark: _Toc68703370]应选取当年生且饱满的小坚果作为外植体，每隔30 m采集5粒～10粒饱满的小坚果，至少采集5000粒。
外植体灭菌
外植体灭菌按照以下步骤进行：
1. 流水冲洗20 min；
在乙醇浓度为72%的溶液中浸泡15s；
在次氯酸钠浓度为0.1%的溶液中震荡消毒5 min～15 min；
无菌水冲洗5次；
使用无菌滤纸吸干水分。
[bookmark: _Toc68703371][bookmark: _Toc68705824][bookmark: _Toc68706220]培养基配制、灭菌、保存
[bookmark: _Toc68703372][bookmark: _Toc68705825]配方
[bookmark: _Toc68703373]培养基分为种子萌发培养基、丛生芽诱导增殖培养基、壮苗培养基、生根培养基。
应按附录A要求配制培养基。
配制、灭菌、保存
培养基配置、灭菌、保存按以下步骤进行：
1. 按LY/T 1882规定方法配制培养基；
配制培养基当天按NY/T 2306规定方法进行灭菌；
常温下灭菌后的培养基应在3 d内使用完毕。
[bookmark: _Toc68703374][bookmark: _Toc68705826][bookmark: _Toc68706221]培养条件
除特别说明外，再生苗培养条件应符合以下要求：
培养温度25 ℃～30 ℃,培养周期25 d～35 d；
光培养时，光周期为12 h/d，光照强度为1500 lx～2500 lx。
[bookmark: _Toc68703375][bookmark: _Toc68705827][bookmark: _Toc68706222]再生苗培养
前处理
在无菌条件下，用解剖刀划破种皮2处～3处，注意避免损伤种胚。
无菌苗获取
消毒后的外植体，接种于萌发培养基，培养30 d后，待幼芽高度达到3 cm时，转入诱导增殖培养基。
诱导及增值培养条件
培养温度30 ℃，光照强度2500 lx，光周期15 h。
丛生芽的诱导及增殖
丛生芽诱导及增值按以下步骤进行：
1. 将健壮幼芽转入诱导增殖培养基，30 d后，分化形成8芽/丛～15芽/丛的丛生芽；
将丛生芽切分成以2个～3个幼芽为一丛的丛芽，转入诱导增殖培养基；
每30 d继代培养一次，转接15代后，应重新获取实生无菌苗。
[bookmark: _Toc68703376][bookmark: _Toc68705828]壮苗培养
壮苗培养，按照6.4.5.4要求分切丛生芽，转入壮苗培养基，培养30 d。
[bookmark: _Toc68703377][bookmark: _Toc68705829][bookmark: _Hlk57818391]生根培养
将壮苗培养后的丛生芽切分为单芽，转入生根培养基。
[bookmark: _Toc68703378][bookmark: _Toc68705830]炼苗
生根培养21 d后，当根长大于1 cm时，将瓶苗从培养室转移至大棚，时间为3 d～5 d。环境温度为15 ℃～30 ℃，采用散射光照，避免阳光直接照射。
[bookmark: _Toc68703379][bookmark: _Toc68705831]再生苗要求
移栽前，再生苗应达到以下要求：
1. 植株深绿色，无污染、白化、褐化；
苗高≥8 cm；
根长≥1 cm，根数3条以上。
[bookmark: _Toc68703380][bookmark: _Toc68705832][bookmark: _Toc68706223]移栽
移栽基质
珍珠岩:草炭:蛭石=1:1:1 (体积比)。
[bookmark: _Toc68703381][bookmark: _Toc68705833]移栽管理
移栽应在4月～6月或10月～11月进行，应在移栽前1 d打开瓶苗封口，按以下步骤操作：
1. 从培养容器中取出再生苗，用清水洗净其基部的培养基；
采用128孔穴盘，一孔一苗种植于移栽基质内；
种植后基质及再生苗应进行雾状喷湿，至基质溢水为止，并放入苗床；
移栽后，每天进行雾状喷湿，持续10 d，保持空气相对湿度在85%～95%；
移栽15 d后，再生苗可出圃。
[bookmark: _Toc81340434][bookmark: _Toc83285957][bookmark: _Toc84944853][bookmark: _Toc65421921][bookmark: _Toc68703382][bookmark: _Toc68705834][bookmark: _Toc68706224]实施恢复
自然潮滩恢复
[bookmark: _Toc65421922][bookmark: _Toc68703383][bookmark: _Toc68705835][bookmark: _Toc68706225]恢复方法
在符合5.1要求的场地范围内，按以下条件选择恢复方法：
1. [bookmark: _Hlk81339908]水动力相对较弱（最大波能密度小于150 J/m2）的修复场地，可采用球茎苗移栽或人工辅助播种的方法；
水动力相对较强（最大波能密度大于150 J/m2，且小于250 J/m2）的修复场地，采用人工辅助播种方法。
球茎苗移栽
[bookmark: _Toc68703384][bookmark: _Toc68705836][bookmark: _Toc68706226]时间
自然潮滩的移栽时间应满足以下要求：
1. 每年4月，日均气温高于15℃，日最低气温高于10℃；
应选择在小潮的低潮期实施移栽，且移栽后至少6h内不被潮水淹没。
[bookmark: _Toc65421924][bookmark: _Toc68703387][bookmark: _Toc68705838][bookmark: _Toc68706228]运输
将球茎苗柱状样竖直、紧密放置在周转箱内，遮荫运输至恢复场地。
[bookmark: _Toc65421925][bookmark: _Toc68703388][bookmark: _Toc68705839][bookmark: _Toc68706229]移栽
球茎苗移栽按以下步骤及要求进行：
a) 在恢复场地内，挖15cm深的坑将球茎苗柱状样种植于坑内，移栽植物表层土壤应与潮滩表面齐平；
b) 移栽密度应不低于30株/m2。
[bookmark: _Toc65421926][bookmark: _Toc68703390][bookmark: _Toc68705840][bookmark: _Toc68706230]人工辅助播种
[bookmark: _Toc68703391][bookmark: _Toc68705841][bookmark: _Toc68706231]时间
[bookmark: _Toc68703392]人工辅助播种时间应满足以下要求：
1. 4月～5月；
日均气温高于15℃；
日最低气温高于10℃；
小潮汛低潮期。
[bookmark: _Toc65421927][bookmark: _Toc68703394][bookmark: _Toc68705843][bookmark: _Toc68706233]运输
将催芽种子与细沙一起放置于周转箱内，箱体表面覆盖通气的遮阴网，运输至恢复场地。
[bookmark: _Toc68703395][bookmark: _Toc68705844][bookmark: _Toc68706234]辅助播种
人工辅助播种按以下步骤进行：
1. 将6.1.3获得的催芽种子与潮滩沉积物混合后装入孔径大于1 mm且小于4mm、尺寸不小于100 cm×60 cm×10 cm的麻袋中，每个麻袋内种子数量应不少于1000粒/袋；
[bookmark: _Hlk81340139]用铁锨在潮滩上掘出与麻袋大小一致的坑位，将装有种子的麻袋埋入坑位中，使用竹竿或U形钉将麻袋固定于滩面，上覆少量潮滩沉积物，麻袋与滩面齐平；
辅助播种的麻袋之间宜保持1～3m间距；
若竹竿破损或U形钉丢失，应及时更新和加固。
[bookmark: _Toc65421928][bookmark: _Toc68703396][bookmark: _Toc68705845][bookmark: _Toc68706235]繁殖体保存
恢复备用的球茎苗和种子等繁殖体若无法及时种植，应遮阴保存，并适当喷水保湿。
[bookmark: _Toc65421929][bookmark: _Toc68703397][bookmark: _Toc68705846][bookmark: _Toc68706236]优化区生境恢复
[bookmark: _Toc65421930][bookmark: _Toc68703398][bookmark: _Toc68705847][bookmark: _Toc68706237]时间
应在4月～6月期间进行。
[bookmark: _Toc65421931][bookmark: _Toc68703399][bookmark: _Toc68705848][bookmark: _Toc68706238]场地准备
在符合5.2要求的场地四周设置围栏，控制人为干扰。
在场地内灌水，使土壤含水量达到饱和。
[bookmark: _Toc65421932][bookmark: _Toc68703400][bookmark: _Toc68705849][bookmark: _Toc68706239]繁殖体运输
将准备的繁殖体（球茎苗、种子、实生苗或再生苗）放置在周转箱内，遮荫保湿运输至恢复地块。
[bookmark: _Toc65421933][bookmark: _Toc68703401][bookmark: _Toc68705850][bookmark: _Toc68706240]种植方法
[bookmark: _Toc68703402][bookmark: _Toc68705851][bookmark: _Toc68706241]球茎苗移栽
在移栽点挖取深度为15 cm的小坑，放入带球茎苗的土块后压实。
宜保持50 cm的丛距和行距，密度宜为4丛/m2。
[bookmark: _Toc68703403][bookmark: _Toc68705852][bookmark: _Toc68706242]播种
播种密度宜为50粒～100粒/m2；宜在阴天直接撒播萌发后的种子。
[bookmark: _Toc68703404][bookmark: _Toc68705853][bookmark: _Toc68706243]实生苗移栽
[bookmark: _Hlk64927542]在移栽点挖取比育苗袋更深的小坑，放入育苗袋后压实。
应以一个育苗袋为一丛进行移栽，宜保持50 cm的丛距与行距，密度宜为4丛/m2。
[bookmark: _Toc68703405][bookmark: _Toc68705854][bookmark: _Toc68706244]再生苗移栽
在移栽点挖取深度2 cm～3 cm的小坑，放入再生苗后压实。
应以3株～5株再生苗为一丛进行移栽，宜保持50 cm的丛距与行距，密度宜为4丛/m2。
[bookmark: _Toc65421934][bookmark: _Toc68703406][bookmark: _Toc68705855][bookmark: _Toc68706245]繁殖体保存
繁殖体运输至生态恢复区后，在6 h～8 h内完成种植。
无法及时种植的，应按HY/T 214的方法保存。
[bookmark: _Toc65421935][bookmark: _Toc68703407][bookmark: _Toc68705856][bookmark: _Toc68706246]养护要求
[bookmark: _Toc68703408][bookmark: _Toc68705857][bookmark: _Toc68706247]水位调控
种植1个月内，应保持土壤含水率＞80%，水深不应超过10 cm。
种植1个月后，水深不应超过20 cm。
[bookmark: _Toc68703409][bookmark: _Toc68705858][bookmark: _Toc68706248]盐度调控
定期测定水体盐度，保持水体盐度范围不高于10‰。
水体盐度大于10‰的，应及时灌水稀释。
[bookmark: _Toc68703410][bookmark: _Toc68705859][bookmark: _Toc68706249]蟹类控制
蟹类控制应按以下步骤进行：
1. 移栽前，应在地块四周搭建蟹类防护网，控制地块内蟹类的数量；
移栽后，应设置捕蟹桶，每天将捕捉的蟹类清理至地块外。
[bookmark: _Toc68703411][bookmark: _Toc68705860][bookmark: _Toc68706250]管理周期
养护管理应按以下步骤进行：
1. 种植后2个月～3个月内，应进行水位调控、盐度调控、杂草清除、蟹类控制；
种植2个月～3个月后，若海三棱藨草种群密度超过1000株/m2，可进行水位调控和盐度调控。
[bookmark: _Toc65421936][bookmark: _Toc68703412][bookmark: _Toc68705861][bookmark: _Toc68706251][bookmark: _Toc81340435][bookmark: _Toc83285958][bookmark: _Toc84944854]监测与管理
[bookmark: _Toc13490200][bookmark: _Toc13561357][bookmark: _Toc65421937][bookmark: _Toc68703413][bookmark: _Toc68705862][bookmark: _Toc68706252][bookmark: _Toc7426424][bookmark: _Toc7427062][bookmark: _Toc8135283][bookmark: _Toc8310074][bookmark: _Toc8399550][bookmark: _Toc8655281][bookmark: _Toc8659001][bookmark: _Toc8979533][bookmark: _Toc13490194][bookmark: _Toc13561351]自然潮滩恢复监测与管理
[bookmark: _Toc68703414][bookmark: _Toc68705863][bookmark: _Toc68706253]监测
可根据恢复方法不同按如下要求实施监测：
1. 球茎苗移栽1个月后，应检测移栽成活率、盖度和密度，成活率低于70%，应及时补种；
人工辅助播种1个月后，应检测每个麻袋辅助样方的出苗率、成活率、盖度、密度，辅助样方内出苗率低于10%，应及时补种。
[bookmark: _Toc68706254]后期管理
恢复场地内有互花米草入侵，应按照DB31/T1243要求，采用人工拔出或药剂治理方法及时清除。
[bookmark: _Toc65421938][bookmark: _Toc68703415][bookmark: _Toc68705864][bookmark: _Toc68706255]优化区恢复区监测与管理
[bookmark: _Toc8135284][bookmark: _Toc68703416][bookmark: _Toc68705865][bookmark: _Toc68706256]监测
重建1个月后，应每月监测种群内海三棱藨草的成活率、密度和杂草发生情况,及时进行人工除草。
种子、球茎苗、组培苗成活率低于10%，应及时补种。
[bookmark: _Toc68703417][bookmark: _Toc68705866][bookmark: _Toc68706257]后续管理
恢复区内出现加拿大一枝黄花、香蒲等杂草应及时清除，杂草盖度应控制在5%以内。
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[bookmark: _Toc84944855]
（规范性）
海三棱藨草组培生产培养基及配方
表A.1给出了海三棱藨草组培生产培养基及配方。
海三棱藨草组培生产培养基及配方
	培养基组成
	培养基成分
	种子萌发/（mg/L）
	诱导增殖/（mg/L）
	壮苗/（mg/L）
	生根/（mg/L）

	大量元素
	KNO3
	1900
	1900
	950
	950

	
	NH4NO3
	1650
	1650
	825
	825

	
	KH2PO4
	170
	170
	85
	85

	
	MgSO4·7H2O
	370
	370
	185
	185

	
	CaCl2·2H2O
	440
	440
	220
	220

	微量元素
	KI
	0.83
	0.83
	0.415
	0.415

	
	ZnSO4·7H2O
	8.60
	8.60
	4.30
	4.30

	
	MnSO4·4H2O
	22.30
	22.30
	11.15
	11.15

	
	H3BO3
	6.20
	6.20
	3.10
	3.10

	
	NaMoO2·2H2O
	0.25
	0.25
	0.125
	0.125

	
	CoCl2·6H2O
	0.025
	0.025
	0.0125
	0.0125

	
	CuSO4·5H2O
	0.025
	0.025
	0.0125
	0.0125

	有机成分
	维生素B1
	0.10
	0.10
	0.50
	0.50

	
	烟酸
	0.50
	0.50
	0.025
	0.025

	
	维生素B6
	0.50
	0.50
	0.025
	0.025

	
	甘氨酸
	2.00
	2.00
	1.00
	1.00

	
	肌醇
	100
	100
	50
	50

	铁盐
	FeSO4·7H2O
	27.80
	27.80
	13.90
	13.90

	
	Na2·EDTA
	37.30
	37.30
	18.65
	18.65

	糖
	蔗糖
	25000～35000
	25000～35000
	12500～17500
	12500～17500

	凝固剂
	琼脂
	4000～6500
	4000～6500
	4000～6500
	4000～6500

	激素
	6-BA
	0.50
	2.00
	0.05
	

	
	TDZ
	
	0.002
	
	

	
	IBA
	
	0.20
	0.01
	0.20
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