《生态型草种质资源抗逆评价技术规程（抗寒性）》团体标准
（征求意见稿）

编制说明

二〇二二年二月

1  任务来源及标准制定背景

1.1 任务来源

根据2021年《北京华夏草业产业技术创新战略联盟团体标准审议意见表》通知，批准四川省草原科学研究院申请的《生态型草种质资源抗逆评价技术规程（抗寒性）》团队标准制定工作立项。本标准由四川省草原科学研究院相关研究人员开展《生态型草种质资源抗逆评价技术规程（抗寒性）》制定的研究。标准性质为推荐性标准。

1.2 标准制定背景

温度是影响植物生长发育的重要环境因子之一，严格地限制了植物的分布区域，影响其生物产量。低温伤害是农业生产中经常发生的自然灾害。不仅限制农作物的地理分布．而且严重影响农作物的品质和产量，甚至造成农作物大面积死亡。迄今为止，尚没有解决低温伤害的根本办法。因此提高植物在寒冷胁迫的抗性，对植物的生长发育、繁殖均有十分重要的意义。
从器官、组织、细胞等不同水平上深入研究植物抗寒性的生理机制，是提高植物抗寒性研究的理论基础。当植物遇到低温逆境胁迫时，植物体内活性氧产生和清除的平衡状态容易被打破，因此叶片会产生抗氧化酶类物质，如超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶、抗坏血酸过氧化物酶等清除自由基。而植物体内原本含量不多的游离脯氨酸，在遇到逆境胁迫时会大量累积，以调节细胞渗透压。植物通过这一系列反应过程抵抗低温的胁迫以维持自身生长。 
随着分子生物学和生物技术的迅速发展．以及对模式植物抗寒机理研究的深入．人们对植物抗寒性的研究逐渐由生理生化的层面，走向更微观的分子水平。当外界温度降低时。植物感受低温信号，引起许多基因表达的变化。Guy等提出冷锻炼能改变基因的表达。近年来，利用包括基因芯片、SAGE（Serial analysis of gene expression）、蛋白组学在内的各种手段，已从拟南芥、油菜、苜蓿、菠菜、马铃薯、小麦、大麦等多种植物中鉴定出许多冷诱导基因。如拟南芥中的kinl、cor6.6／kin2、cor15a、cor47／rdl7、cor78／rd29A／Iti78和erd10等以及油菜中的Bn28和Bnll5，小麦中的wcsl20和wcs200等。目前已经鉴定得到300多种胁迫诱导的基因。其中很多基因，不止响应一种胁迫，而是响应多种胁迫。如10％干旱诱导的基因也被冷胁迫诱导。从整体上划分．这些基因可以归属到两个大的反应途径，即ABA依赖的途径与非ABA依赖的途径。
近年来。关于抗寒机理的研究不断深化。并且与抗寒相关的应用性研究也有所加强．另外，高寒草地寒冷胁迫也是限制草本植物生长的一个最主要的环境因子。即使是湿润地区，短期不寻常的寒冷也会影响草本植物的生长和质量。解决这个问题的途径有两条：一是改善环境条件以适应草本植物的生长；二是培育抗寒的生态草种以适应环境。在草本植物方面，我国已颁布的抗寒性鉴定技术规程较少，目前仅颁布了针对牧草的抗寒性鉴定技术规范，生态草抗寒性鉴定技术规程还处于空白，确定标准化和系统化的高寒草地生态型草抗寒评价技术体系规范将为高寒地区抗逆草品种选育进程提供技术参考。

2 主要工作过程

2021年6月-8月，由四川省草原科学研究院牵头，成立了标准起草小组，申报北京华夏草业产业技术创新战略联盟团体标准。

2021年11月北京华夏草业产业技术创新战略联盟下达的团体标准立项计划，批准四川省草原科学研究院申请的《生态型草种质资源抗逆评价技术规程（抗寒性）》团队标准制定工作立项。

2021年11月四川省草原科学研究院负责全面起草工作，以申报单位多年的研究成果为基础制定方案，并收集、整理国内外相关标准和技术资料，包括科学论文、科技期刊等学术团体普遍公认的文献，同时查阅相关的国家、行业标准资料，依据《中华人民共和国标准化法》、《中华人民共和国标准化法实施条例》、《标准化工作指导》、《标准化工作指南》等法律法规、条例、方法、标准，对生态型草种质资源抗逆评价技术相关资料进行了归纳、分析和总结。

2021年12月，起草编制说明，制定该项标准的主要框架、具体内容和条款，四川省草原科学研究院进行组织、协调和审核工作，其他起草单位协助提供数据资料，并对本标准涵盖的全部内容提出编写和修改意见。

3 标准编制原则和主要技术内容确定的依据

3.1 标准编制原则

严格按照GB/T 1.1-2009 《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写》的要求和规定编写本标准内容，充分考虑我国有关现行法律、法规、强制性标准及相关产业政策要求，并保证了对该标准最新版本的引用。

同时，标准制定是以现有的大量试验实践为基础，始终遵循理论与实践相结合，确保标准具有较强的科学性、先进性、经济性和可操作性，坚持促进行业规范发展的基本原则。本标准中规定的技术内容兼顾行业的技术现状，技术要求明确、便于推广，文字表述力求简洁、通俗易懂，并保持术语的严谨。

3.2 主要技术内容的确定

3.2.1 范围

本标准规定了生态草种种质资源，在种子萌发期和苗期低温胁迫下的指标选择、测定方法及综合评价等技术规范。

本标准适用于生态草种质资源具有生态价值的草种抗性检测。

本标准不适用于仲裁检验，对于仲裁检验应以经典方法为准。 

3.2.2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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 37314-2019 牧草抗性鉴定技术规范

GB/T 2930.4 牧草种子检验规程 发芽试验

3.2.3 术语与定义
《生态型草种质资源抗逆评价技术规程（抗寒性）》中的术语是参考国内外相关文献资料以及上述规范性引用文件，经编写人员研究讨论凝炼而成。

3.2.4 抗寒性鉴定

3.2.4.1 室内评价-种子萌发期

3.2.4.1.1 样品准备

每份待测草种挑选健康饱满种子800粒。

3.2.4.1.2 低温胁迫处理

设置4个重复，每个重复100粒种子，按照GB/T 2930.4的方法进行发芽试验。将种子置于人工气候箱中，胁迫温度设置为低于草种萌发最适温度15 ℃低于最适温度范围下限10 ℃。

3.2.4.1.3 对照处理

设置4个重复，每个重复100粒种子，按照GB/T 2930.4的方法进行发芽试验。将种子置于人工气候箱中，温度设置为草种萌发的最适温度（详见GB/T 2930.4）。

3.2.4.1.4 种子发芽率计算

种子发芽率按式（1）、式（2）、式（3）计算：
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式中：

Gc — 低温胁迫培养的发芽率，％；

XGc —低温胁迫培养4次重复在168 h后萌发种子数的平均值；

XTc —低温胁迫培养4次重复种子总数的平均值；

Gck —对照培养的发芽率，％；

XGck —对照培养4次重复在168 h后萌发种子数的平均值；

XTck —对照培养4次重复种子总数的平均值；

RGc —相对发芽率，％；

3.2.4.2 苗期

3.2.4.2.1 育苗

取饱满健康的种子120粒，平均分成4份，每份30粒，每份种子分别种于1个育苗钵里，共计4个育苗钵，每个育苗钵装入蛭石和营养土（比例为3:1），营养土成分比例见GB/T 37314-2019。将种子置于光照培养箱，培养温度设置在最适温度(参见附录 A)，具体条件参考GB/T2930.4的方法进行萌发。出苗后，每周浇1次营养液，白天设置25℃，晚间15℃，光周期设置为16 h/8 h（光照/黑暗），光照强度参数设置为2500lx，湿度控制在60％-80％，出苗后每盆留长势一致的20株作为一个重复，设置4个重复。

3.2.4.2.2 低温胁迫处理

当幼苗长至3叶时，对4个育苗钵同时进行低温处理，胁迫温度设置为低于草种萌发最适温度15℃或 低于最适温度范围下限10 ℃。常见草种的胁迫温度参见附录 A。胁迫7d后,将人工气候箱的温度调整为最适温度(参见附录 A)，培养4d。调查存活苗数，以叶片转呈鲜绿色者为存活株。

3.2.4.2.3 幼苗存活率计算

幼苗存活率计算按式（4）
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式中：

Sc —低温胁迫存活率，％；

Xsc —低温胁迫4次重复存活苗数的平均值；

Xst —低温胁迫前4次重复总苗数的平均值。

3.2.4.3 营养生长期

3.2.4.3.1 育苗

同3.2.4.2.1

3.2.4.3.2 低温胁迫处理

当幼苗长至分蘖或分枝达到3个时，对4个育苗钵同时进行低温处理，胁迫温度设置为低于草种萌发最适温度15 ℃或 低于最适温度范围下限10 ℃。常见草种的胁迫温度参见附录 A。胁迫7d后,将人工气候箱的温度调整为最适温度(参见附录 A)，培养7d，调查植株的冻害指数分级情况。

3.2.4.3.3 冻害指数评价 

按照表1的分级标准对供试植株进行冻害级数评价，并统计各个等级的株数，按公式（5）计算冻害指数（Fi）。
Fi = [image: image6.png]> (Np X R)
Ry XN



×100   …………………………………………（5）
式中：

Fi —盐害指数，%；

Nr —各级冻害指数的株数；

R —冻害级数，按表1进行评价

Rt —所有测试植株中最高的冻害级数，按表1进行评价；

N —总株数。

表1 冻害分级表

	级别
	植株胁迫状况

	0
	没有冻害症状，与对照相当

	1
	冻害症状不明显，或10%以下叶片萎蔫或叶尖变黄

	2
	冻害症状较为明显，10-30%叶片变黄

	3
	冻害症状明显，30-60%叶片变黄，少数叶片脱落或干枯

	4
	冻害症状极为明显，60%以上叶片变黄，少数叶片枯萎死亡

	5
	冻害症状极为严重，整个植株枯死或接近死亡


3.2.4.4 田间评价

3.2.5.1 越冬率调查

在越冬前后定点调查成活株数和死亡株数，定点采取随机方式，避开边缘地段。

3.2.5.2 越冬率

幼苗存活率计算按式（6）
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式中：

W —越冬率，％；

S —翌年存活株数；

T —越冬前的总株数。

3.2.5 抗寒性评价
3.2.5.1 种子萌发期抗寒性评价分级

种子萌发期抗寒性评价分级见表2。

表2 基于发芽率的抗寒性评价分级

	相对发芽率RGc 
	抗寒性等级

	RGc≥80
	极强

	60< RGc <80
	强

	30< RGc≤60
	中等

	20< RGc≤30
	弱

	≤20
	极弱


3.2.5.2苗期抗寒性评价

苗期抗寒性评价见表3。

表3 苗期抗寒性评价

	低温胁迫存活率Sc/ %
	抗寒性等级

	≥ 80
	极强（HR）

	60 ~ 80
	强（R）

	40 ~ 60
	中等（MR）

	20~ 40
	弱（S）

	< 20
	极弱（HS）


3.2.5.3营养生长期抗寒性评价

营养生长期抗寒性评价见表4。

表4 营养生长期抗寒性评价

	冻害指数Fi / %
	抗寒性等级

	< 20
	极强（HR）

	20 ~ 35
	强（R）

	35 ~ 65
	中等（MR）

	65 ~ 80
	弱（S）

	≥ 80 
	极弱（HS）


3.2.5.4田间抗寒性评价
田间抗寒性评价见表5。

表5 田间越冬率抗寒性评价

	越冬率W / %
	抗寒性等级

	≥ 80
	极强（HR）

	60 ~ 80
	强（R）

	40 ~ 60
	中等（MR）

	20~ 40
	弱（S）

	< 20
	极弱（HS）


4 采用的国际标准

无。

5 与现行法律法规和强制性标准的关系

本标准与现行法律法规和强制性标准没有冲突。

6 重大分歧意见的处理经过和依据

无。

7 标准作为强制性或推荐性标准的意见

建议将本标准作为推荐性标准发布实施，并加强标准的宣贯。

8 贯彻标准的要求和措施建议

组织学习国家标准，加大对标准的宣传及贯彻力度，推进行业的进一步发展。

9 废止现行有关标准的建议

无。

10 其他应予说明的事项

无。
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