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野大麦种质资源超低温保存技术规程
[bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc20131]范围
[bookmark: _Hlk152665020][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212]本文件规定了野大麦种子前处理、冷冻保存、解冻复苏、活力检测及档案管理的技术要求。
本文件适用于野大麦种子超低温保存。
[bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc904]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: _Toc97192966]GB/T 2930.2 牧草种子检验规程 净度分析
GB/T 2930.4 牧草种子检验规程 发芽试验
GB/T 2930.8 牧草种子检验规程 水分测定
[bookmark: _Toc4144]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

超低温保存 ultra-low temperature preservation
指将预处理后的种子直接投入液氮中进行冷冻保存的方法。

直接冷冻法 direct freezing method
即为分蘖期指将预处理后的种子直接投入液氮中进行冷冻保存的方法。
[bookmark: _Toc27168]超低温保存流程
种子前处理

4.1.1 种子选择
选择成熟度一致、无病虫害、初始发芽率≥85%的健康种子。
4.1.2 含水量调整
将种子含水量调整至≤8%（以鲜重为基础）。采用硅胶干燥法，在15℃、相对湿度30%的环境中处理48小时，每12小时称重监测含水量变化。
4.1.3 包装密封
将调整好含水量的种子分装至50 mL冻存管中，每管100粒，使用Parafilm膜密封管口，并标注资源编号及处理日期。

冷冻保存

4.2.1 冷冻方法
采用直接冷冻法，将密封后的冻存管直接投入液氮（-196℃）中长期保存。
4.2.2 冷冻记录
记录液氮罐编号、冻存架位置、保存日期及操作人员等信息。
解冻复苏

4.3.1 快速解冻
从液氮中取出冻存管，立即置于40℃水浴中快速解冻10分钟，直至冰晶完全消失。
4.2.2 回湿处理
将解冻后的种子置于铺有湿润滤纸的培养皿中，在15℃条件下回湿24小时。

活力检测

4.4.1 发芽率测定
按GB/T 2930.4执行，在光照培养箱（昼25℃/夜15℃，12h光照）中培养，统计第7天发芽势及第14天发芽率。合格标准：解冻后发芽率≥初始值的90%。
4.4.2 幼苗活力指数
测定幼苗根长、苗高及鲜重，计算活力指数，与未冷冻对照比较降幅应≤10%。
[bookmark: _Toc5831]档案管理
资源档案
每份种质需建立超低温保存档案，包括：资源编号、名称、来源、采集地生境、种子初始活力数据（发芽率、发芽势、含水量）、冷冻保存参数（方法、时间、位置）、解冻后活力检测结果。
液氮罐管理
绘制液氮罐冻存位置图，实时记录液氮液面高度及罐内温度，确保保存环境稳定。
档案保存
所有档案需纸质与电子版双备份，长期保存，定期审查更新。

[bookmark: _Toc108190016]
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