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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。

本文件由湖南省农业农村厅提出。

本文件由湖南省农业标准化技术委员会归口。

本文件起草单位：湖南省蔬菜研究所
本文件主要起草人：吴双花、杨建国、汪端华、李倩。

                           茄子耐低温鉴定技术规程

1 范围

本文件规定了茄子苗期耐低温鉴定的定义和术语、鉴定方法及判定标准等内容。
本文件适用于茄子苗期的耐低温性鉴定。

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，仅所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。

GB16715.3 瓜类作物种子第三类：茄果类

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 耐低温性 Chilling-resistance
指茄子在低温胁迫下，其生长发育对低温胁迫的耐受能力。
3.2 冷害 Cold damage
    指农作物生长季节，0℃以上低温对茄子的损害。
3.3 耐低温性级别 Chilling resistance level
    根据耐低温综合判定指标，耐低温性从强到弱依次分为5级：0.70≦(Pi≦1.00为高耐，0.60≦(Pi≦0.69为耐寒，0.40≦(Pi≦0.59为中耐，0.30≦(Pi≦0.39为低耐，0≦(Pi≦0.29为不耐寒。

4 耐低温性鉴定 

     耐低温性鉴定在人工气候培养箱中进行。
4.1育苗

   试验种子质量应符合GB16715.3要求，选取400粒饱满种子，用0.4g/L的赤霉素溶液浸种4h后，将种子播于培养皿中，保持滤纸湿润，置于30℃恒温箱中催芽，待种子露白后播种于50孔穴盘，常规管理。当植株长至3~4片真叶时，设置3个处理，每个处理选取长势一致、健康无损害的植株90株，移入人工气候室，每个处理设置3个重复，每重复30株，设置温度为25℃，相对湿度75%，光照强度250μmol.m-2S-1 ,光照时间16h，处理7d。

4.2 低温胁迫处理

处理一：相对湿度75%，250μmol.m-2S-1 ,光照时间16h，5℃处理3d后，统计茄子幼苗的冷害指数，测量茄子幼苗叶片中的相对电导率、丙二醛含量、脯氨酸含量、可溶性蛋白含量。

处理二：相对湿度75%，250μmol.m-2S-1 ,光照时间16h，5℃ 16h/0℃ 8h处理4d后,放入25℃培养箱，光照处理16h，光照强度250μmol.m-2S-1，处理3d，统计各处理植株存活率，档案记载见附录A1。

对照：各处理以25℃为对照，测定茄子幼苗叶片中的相对电导率、丙二醛含量、脯氨酸含量、可溶性蛋白含量。
4.3 指标检测 

4.3.1相对电导率测定

采用电导法，将处理组叶片和对照组叶片用去离子水冲洗2次，再用洁净滤纸吸净表面水分。用直径6~ 8mm的打孔器避开主脉打取叶圆片（或切割成大小一致的叶块），每组叶片打取叶圆片30片，分装在3支洁净试管中，每管放10片，并加入10ml的去离子水，放入真空干燥箱中用真空泵抽气10min以抽出细胞间隙的空气，叶片变成半透明，沉入水下。室温保持1h，期间多次摇动试管，或者将试管振荡1h后，用电导仪测其初电导值（S1），测毕，将各试管盖塞封口，置沸水浴中10min，以杀死植物组织，取出试管后冷却至室温，并在室温下平衡10min，摇匀，测其终电导值（S2）。设置空白试管（蒸馏水）做对照（S0），计算相对电导度(L)
L=（S1-S0）/(S2-S0)。档案记载见附录A2。

4.3.2 脯氨酸含量测定

    脯氨酸标准溶液的配置：准确称取25mg脯氨酸，用蒸馏水溶解后定容至250ml，其浓度为100μg/ml。再取此液10ml,用蒸馏水稀释至100ml,即成100μg/ml 的脯氨酸标准液。
脯氨酸含量用酸性茚三酮比色法测定，称取新鲜叶片0.5g，加入5ml 13%的磺基水杨酸，沸水中加盖提取10min，冷却后过滤，定容至50ml，吸取滤液2ml，加入2ml冰醋酸和3ml 酸性水合茚三酮显色液，沸水浴40min。冷却至室温，加入5ml甲苯，充分振荡，静置分层后取上层溶液520nm下比色，同时以不同浓度的标准液做对比绘制标准曲线，从标准曲线中查出测定液中脯氨酸含量，脯氨酸含量计算公式F=(C.V)/(a.W),其中C为标准曲线查得提取液中脯氨酸含量，V为提取液体积，a为测定时所用样品的体积，W为样品重。档案记载见附录A3 。

4.3.3 丙二醛含量测定
丙二醛含量测定采用2-硫代巴比妥酸法测定，取酶液1ml，加2ml 0.67%的TBA溶液，沸水浴15min，冷却后置于离心管，在4000rpm 的冷冻离心机中离心20min,于600nm、532nm、450nm下比色，丙二醛MDA含量=C×N/W，其中C为MDA浓度，N为提取液体积，W为植物组织鲜重。档案记载见附录A4。

4.3.4 可溶性蛋白含量测定
可溶性蛋白含量采用考马斯亮蓝法测定，取鲜叶0.5g，加入2ml蒸馏水研磨，磨成匀浆后用8ml蒸馏水冲洗研钵，洗涤液收集在同一离心管中，在4000r/min 下离心10min,取上清2ml转入10ml容量瓶中并用蒸馏水定容。另取试管，吸取定容后的样品溶液0.5ml，再加入5ml的考马斯亮蓝G-250蛋白试剂，充分混合，放置2min后，以空白液为对照，用1cm比色皿在595nm下测定吸光度OD值。将蛋白提取液更换成牛血清蛋白浓度梯度溶液，按照相同的方法测定吸光度OD值，绘制标准曲线，再用标准曲线算出茄子叶片中可溶性蛋白的含量，样品蛋白质含量=C×V/(a.W),其中C为查标准曲线所得每管蛋白质含量，V为提取液体积，a为测定所提取液体积，W为植物鲜重。档案记载见附录A5。

4.3.5 冷害程度分级
冷害程度根据叶片受损情况分级，分级标准见表1，档案记载见附录A6。
表1  茄子冷害分级标准
	耐低温级别
	冷害症状描述

	0
	植株生长正常，无明显症状

	1
	植株第1、2叶叶缘失水，其他无明显冷害症状

	2
	植株第1、2叶叶缘失水严重，第3叶叶缘略失水，心叶无明显冷害症状

	3
	植株第1、2叶叶缘出现脱水斑，第3叶叶缘严重失水，心叶略失水

	4
	植株第1、2叶脱水斑连接成片，第3叶出现脱水斑，心叶严重失水

	5
	全部叶片萎焉，幼苗在常温下不能恢复


冷害指数（CI）=（Σ冷害级数×该级株数）/（总株数×最高级别数）×100
存活率(S)为存活数与总株数的百分比，S=存活数/总株数×100。
5耐低温性综合判定

数据处理采用Microsoft Excel 2010以及DPS软件，按单因素完全随机设计的新复极差法对试验材料和处理间进行比较，为了消除材料本身的差异以及加大试验的准确性，采用相对值为各指标计算值。通过采用隶属函数法对数据进行统计和分析，各材料各指标隶属函数值进行累加后得到的平均值即为平均隶属度，用于综合评价茄子材料的耐低温能力，平均隶属度越高则材料耐低温性越强，低温处理后的存活数能要在一定程度上反应植株的耐寒性，存活率越高表明耐寒性越高，
隶属函数值计算和评价具体如下：
隶属函数值 Pij=(Iij-Imin)/ (Imax-Imin)                                       (1)
反隶属函数值Pij=1-(Iij-Imin)/ (Imax-Imin) (当某指标与耐寒性呈负相关)          (2)


[image: image1.wmf](Pij=ΣPij/指标数(i=1,2,3,4,……;j=1,2,3,4……）
  公式中:
       Imax — 指标的最大值；
      Imin — 指标的最小值；
       I — 指标的任意值；

存活率=存活植株/处理总植株
6 耐低温评价分级

根据(Pij判断耐低温性强弱，分为5级：0.70≦(Pi≦1.00为高耐，0.60≦(Pi≦0.69为耐寒，0.40≦(Pi≦0.59为中耐，0.30≦(Pi≦0.39为低耐，0≦(Pi≦0.29为不耐，档案记载见附录A7。

表2 茄子耐低温评价标准

	(Pij
	耐低温等级

	0.70 ~ 1.00
	高耐低温

	0.60 ~ 0.69
	耐低温

	0.40 ~ 0.59
	中耐低温

	0.30 ~ 0.39
	低耐低温

	≦0.29
	不耐低温


附录A

(规范性附录）

茄子耐低温鉴定记载表

A1 茄子存活率统计表
	序号
	品种名称
	存活数
	总株数
	存活率

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	
	
	
	
	


A2相对电导率档案记载表

	序号
	品种名称
	样品来源
	初电导值
	终电导值
	相对电导率
	记载人

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


A3 脯氨酸含量档案记载表

	序号
	品种名称
	样品来源
	脯氨酸（mg/g）
	记载人

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	
	
	
	
	


A4 丙二醛含量档案记载表

	序号
	品种名称
	样品来源
	脯氨酸（mg/g）
	记载人

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	
	
	
	
	


A5 可溶性蛋白含量档案记载表

	序号
	品种名称
	样品来源
	脯氨酸（mg/g）
	记载人

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	
	
	
	
	


A6 冷害分级实验操作档案记载表

	序号
	品种名称
	样品来源
	级数
	各级株数
	最高级别数
	记载人

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


A7 茄子耐低温综合评价表

	序号
	品种名称
	耐低温性
	记载人

	1
	
	
	

	2
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