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  摘要:以甘农2号小黑麦和小黑麦新品系P4为试验材料,石大1号小黑麦(CK1)和中饲1048小黑

麦(CK2)为对照,测定低温胁迫(0℃、-10℃、-20℃、-30℃)供试材料的可溶性糖,脯氨酸和丙二醛含

量,以及超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)的活性,以评价甘农2号小黑

麦抗寒性强弱。结果表明:小黑麦材料间除P4的 MDA含量(0.29
 

μmol/g)显著高于其他3个材料外,

其他指标均无显著差异;随着低温胁迫加剧,小黑麦叶片的可溶性糖在-20℃时最高,脯氨酸含量在-

10℃时最高,MDA含量和SOD,POD和CAT活性均在-30℃时最高;从小黑麦材料×低温胁迫交互

作用分析,抗寒性相关生理指标均存在极显著差异,在0℃和-10℃时,CK2 的各项抗寒性生理指标显

著高于甘农2号小黑麦和小黑麦品系P4,但随着低温胁迫程度加剧,甘农2号小黑麦和小黑麦P4的脯

氨酸含量,SOD,POD,CAT活性迅速上升,甘农2号小黑麦和小黑麦品系P4表现出较强的抗寒性。总

体的变化趋势为CK1 的各项生理指标均低于CK2,说明CK1 的抗寒性低于CK2。基于隶属函数的综合

评价也同样表明,甘农2号小黑麦的抗寒性最强,其次为P4,CK1 和CK2 的抗寒性较弱。

  关键词:小黑麦;生理生化指标;抗寒性评价

  中图分类号:S512.4  文献标志码:A  文章编号:1009-5500(2019)03-0085-07

  收稿日期:2018-10-30;
 

修回日期:2019-03-28

  基金项目:甘肃省草地畜牧业可持续发展创新团队项目

(2017C-11);国 家 重 点 研 发 计 划 (2018Y
 

FD0502402-3);国 家 自 然 科 学 基 金 项 目

(31760702)资助

  作者简介:马文馨(1994-),女,内蒙古乌兰察布人,在读

硕士。

E-mail:634355044@qq.com

杜文华为通讯作者。

E-mail:duwh@gsau.edu.cn

  青藏高原气候寒冷,自然环境恶劣,植物生长季

短,能够适应该地区生长的优质牧草较少,饲草缺乏是

制约其畜牧业发展的重要因素,引进高产,稳产和抗寒

性强的牧草品种是当前亟待解决的问题[1]。小黑麦

(Triticale)是小麦属(Triticum)和黑麦属(Secale)经
属间有性杂交,育成的异源多倍体新物种[2]。小黑麦

不仅生物量高、营养品质好,而且可以利用冬闲田种

植,在冬春枯草季节为家畜提供优质饲料[3]。小黑麦

发达的根系对土壤中水分、养分具有较强的吸收能力,

因此,可在土层浅薄的坡地和贫瘠的土壤种植[4]。小

黑麦耐寒性较强,冬季能够抵御-20℃低温,在2~

-10℃条件下能够正常生长,且具有较高生物量[5]。

目前,小黑麦研究多集中于遗传多样性[6]、遗传图

谱构建[7]、基因定位[8]、生产性能和营养价值[9-11]等方

面,对于小黑麦抗寒性的研究较少。张舒芸[12]测定了

小黑麦和黑麦叶片的含水量,可溶性糖含量,SOD,

POD,CAT等生理指标,对黑麦和小黑麦抗寒性进行

综合评价,结果表明,小黑麦抗寒性显著优于黑麦。刘

杰[13]研究了小黑麦对低温复合胁迫的抗逆性,综合评

价了小黑麦的抗逆性。以甘农2号小黑麦和小黑麦新

品系P4为试验材料,国家草品种审定委员会指定的小

黑麦区域试验统一对照石大1号小黑麦(CK1)和中饲

1048(CK2)作为对照,通过研究小黑麦材料在低温胁

迫处理(0℃、-10℃、-20℃、-30℃)下可溶性糖含

量、脯氨酸含量和丙二醛含量,以及 SOD,POD 和

CAT活性的变化,并利用隶属函数法进行综合评价,

以评价甘农2号小黑麦的抗寒性强弱,为其在青藏高

原高寒牧区和西北、华北的秋闲田种植提供参考。
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1 材料和方法

1.1 试验地概况

试验设在甘肃农业大学牧草试验地。N
 

36°03'76″,

E
 

103°53'24″,海拔1
 

600
 

m,年均温7.9℃,无霜期150
 

d,年降水量320
 

mm。土壤类型为黄绵土,土壤有机质

2.3
 

g/kg,碱解氮90.05
 

mg/kg,速效磷7.36
 

mg/kg,速

效钾172.8
 

mg/kg,pH
 

7.35。播种时间为2016年10月

26日,前茬作物为小黑麦,有灌溉条件。

1.2 试验材料

参试材料为甘肃农业大学草业学院培育的甘农2
号小黑麦品种和小黑麦新品系P4。对照为国家草品

种委员会审定的小黑麦品种石大1号(CK1)和中饲

1048(CK2)。

1.3 试验设计及方法

试验采取随机区组设计,小区面积2
 

m×5
 

m,行

距0.3
 

m,播种深度3~4
 

cm。播种量按照750万基本

苗/hm2 计算而得。生长发育期间进行正常灌水施肥,

并及时防除杂草。于小黑麦出苗40
 

d,从其上部采集

长势良好的叶片。每个材料取样20
 

g。将样品放入速

封袋,存放在装有液氮的保鲜盒中带回实验室。叶片

先用自来水冲洗干净,再用蒸馏水冲洗1遍,然后用吸

水纸吸干。将每个小黑麦材料的叶片分为3份,3个重

复,用锡箔纸包好分别放入超低温冰箱中进行人工模拟

低温处理。处理温度根据甘肃省高寒牧区冬季的最低

温,分别为0℃,-10℃,-20℃,-30℃,先在不同温度

下处理8h,取出在常温下放置8h,重复3次[14-15]。处

理结束后测定叶片的生理指标。

1.4 测定指标与方法

可溶性糖含量用蒽酮比色法测定,游离脯氨酸含

量用水合茚三酮法测定,MDA含量用硫代巴比妥酸

法测定,SOD活性用氮蓝四唑(NBT)法测定,POD活

性采用愈创木酚法测定,CAT活性采用紫外吸收法测

定[16-17]。

1.5 数据处理与分析

试验数据采用Excel
 

2013和SPSS
 

19.0进行数

据处理。抗寒性综合评价应用隶属函数法[18]。生理

指标与抗寒性正相关时,用公式:

Uij=(Xij-Xjmin)/(Xjmax-Xjmin)

负相关公式:

Uij=1-(Xij-Xjmax)/(Xjmax-Xjmin)

式中:i表示某一小黑麦材料,j表示测定指标,Xij 表

示某一小黑麦材料第j指标的测定值,Xjmin 表示所有

小黑麦材料j指标的最小值,Xjmax 表示所有小黑麦材

料j指标的最大值,Uij 表示某一小黑麦材料j指标的

抗寒隶属函数值。

2 结果与分析

F 测验表明,除小黑麦材料间可溶性糖含量、脯氨

酸含量、SOD,POD和CAT活性无显著差异外,低温

胁迫间、小黑麦材料间和低温胁迫×小黑麦材料交互

作用间的其他生理生化指标均存在极显著差异(P<

0.01),需要进行多重比较(表1)。

表1 小黑麦生理指标的方差分析

Table
 

1 Variance
 

analysis
 

on
 

the
 

physiological
 

indexes
 

of
 

triticale

变量

F 值

可溶性糖
含量

脯氨酸
含量 MDA含量 SOD活性 POD活性 CAT活性

小黑麦材料间 1.47 1.47 5.61** 1.84 0.2 2.47

低温胁迫间 68.9** 15.43** 21.50** 10.65** 16.25** 20.58**

小黑麦材料×低温胁迫 918.22** 374.33** 124.01** 100.59** 2275.65** 503.54**

  注:**表示差异达极显著水平(P<0.01)
2.1 小黑麦材料间生理生化指标的差异

4个参试材料中,P4的 MDA含量(0.36
 

μmol/g)
显著高于其他3个材料,甘农2号小黑麦的 MDA含
量(0.29

 

μmol/g)和CK1、CK2 无显著差异。
2.2 低温胁迫下小黑麦生理生化指标的差异

随着低温胁迫程度的不断增加,小黑麦叶片中的

可溶性糖含量先升高后下降,
 

-20℃时可溶性糖含量
达到最大值,且显著高于其他低温胁迫处理。低温胁
迫处理对小黑麦叶片的脯氨酸含量有极显著影响,
-10℃时小黑麦叶片的脯氨酸含量极显著高于其他低
温胁迫处理。随着低温胁迫程度加剧,小黑麦叶片的

MDA含量呈现出不断升高的变化趋势,-30℃时
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MDA含量达到最大值,且与其他各处理间的 MDA含
量均有极显著性差异。-30℃处理下小黑麦叶片的

SOD活性显著高于其他低温处理,-10℃处理的SOD
活性显著低于0℃处理,但与-20℃处理无显著差异。
低温胁迫下小黑麦的POD在-30℃时平均POD活性

最大,且与其他各处理间的POD活性均有显著性差
异。随着低温胁迫加剧,小黑麦叶片的CAT活性呈
现出不断升高的变化趋势,-30℃时大值,且显著高于
其他处 理。其 余 处 理 间 的 CAT 活 性 无 显 著 差 异
(表2)。

表2 不同低温胁迫处理下小黑麦的生理指标

Table
 

2 Differences
 

of
 

physiological
 

indexes
 

of
 

triticale
 

materials
 

under
 

low
 

temperature
 

stress

生理指标
低温胁迫处理

0℃ -10℃ -20℃ -30℃

可溶性糖含量/(mg·g-1) 1.56±0.04b 1.63±0.04b 2.36±0.04a 1.60±0.07b

脯氨酸含量/(μg·g
-1) 51.95±3.13b 73.25±5.40a 58.80±4.60b 36.41±0.89b

MDA含量/(μmol·g
-1) 0.22±0.01c 0.27±0.02b 0.30±0.01b 0.38±0.02a

SOD活性/(U·g-1) 57.73±3.60b 40.82±4.48c 52.43±2.10b 72.76±5.33a

POD活性/(U·g-1·min-1) 38.05±3.46c 34.84±2.38c 71.35±3.16b 121.24±2.54a

CAT活性/(U·g-1·min-1) 27.29±1.35b 33.47±4.52b 40.45±4.61b 61.23±6.70a

  注:同行不同字母表示差异显著(P<0.05)
2.3 小黑麦材料×低温胁迫交互作用间生理生化指
标的差异

0℃时,甘农2号小黑麦的可溶性糖含量显著低于

P4和CK2;-10℃时,与P4和CK1 无显著差异,但显
著低于CK2;-20℃和-30℃时显著高于CK1,但显著
低于P4和CK2。0℃和-20℃时,甘农2号小黑麦的
脯氨酸含量显著低于P4,但显著高于CK1 和CK2 对
照;-10℃时其脯氨酸含量显著低于P4,和 CK1 和

CK2;-30℃时,显著低于P4,与CK1 和CK2 对照无
显著差异。0℃时,甘农2号小黑麦的 MDA含量显著
低于P4和CK2,与CK1 无显著差异;-10℃和-20℃
时,甘农2号小黑麦的 MDA含量显著低于P4,但显
著高于CK1 和CK2;-30℃时,其 MDA含量显著高
于CK2,但低于P4和CK1。0℃和-10℃时,甘农2号
小黑麦的 SOD 活性和 P4相近,显著低于 CK1 和

CK2;-20℃时其SOD活性显著高于P4和CK2,但显

著低于CK1;-30℃时显著高于CK1 和CK2 对照,但
显著低于P4。0℃时,甘农2号小黑麦的POD活性显
著高于CK1 和P4,但显著低于CK2;-10℃时其POD
活性显著高于P4,但显著低于CK1 和CK2;随着低温
胁迫加剧,其SOD活性急剧增加,-20℃时显著高于

P4和2对照,-30℃时虽然低于P4,但显著高于2对
照除-10℃处理下甘农2号小黑麦和P4的CAT活
性显著低于CK2 外,其余低温胁迫处理下甘农2号小
黑麦 和 P4的 CAT 活 性 均 显 著 高 于 CK1 和 CK2
(图1)。
2.4 小黑麦材料间抗寒性综合评价

利用可 溶 性 糖 含 量、脯 氨 酸 含 量、MDA 含 量、
SOD活性、POD活性、CAT活性6个抗寒性指标对4
个小黑麦材料的抗寒性进行综合评价,用隶属函数法
进行综合评价结果为甘农2号小黑麦>P4>CK1>
CK2(表3)。

表3 不同小黑麦材料抗寒性排序

Table
 

3 Comprehensive
 

evaluations
 

on
 

the
 

cold
 

resistance
 

of
 

different
 

triticale
 

materials

小黑麦材料

指标隶属度

可溶性糖
含量

脯氨酸
含量 MDA含量 SOD活性 POD活性 CAT活性

平均隶
属度

排名

甘农2号 0.31
 

0.55
 

0.54
 

0.46
 

0.42
 

0.45
 

0.68
 

1
P4 0.35

 

0.62
 

0.50
 

0.40
 

0.38
 

0.40
 

0.66
 

2
CK1 0.37

 

0.38
 

0.35
 

0.57
 

0.40
 

0.30
 

0.59
 

3
CK2 0.35

 

0.32
 

0.44
 

0.41
 

0.40
 

0.29
 

0.55
 

4

图1 小黑麦材料×低温胁迫交互作用间小黑麦的生理生化指标

Fig.1 The
 

physiochemical
 

indexes
 

of
 

the
 

interaction
 

between
 

triticale
 

materials
 

and
 

low
 

temperature
 

stress
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3 讨论

3.1 小黑麦材料间生理生化指标的差异
植物在逆境条件下会产生活性氧代谢,破坏植物

的组织与功能[19]。随着低温胁迫程度加剧,抗寒性强
的材料能积累更多的可溶性糖和脯氨酸[20]。研究中,
随着低温胁迫的加剧,小黑麦的可溶性糖含量和脯氨
酸含量先增高后降低,CK2 的可溶性糖含量最高,P4
的脯氨酸含量最高。MDA是植物膜质过氧化作用的
主要产物之一,对细胞膜有毒害作用,低温胁迫程度越
大,植物积累的 MDA越多[21]。植物细胞内的保护酶
SOD,POD和CAT可清除植物细胞产生的自由基,使
植物细胞的膜系统不被损伤[22]。逆境胁迫下SOD与
CAT的变化趋势相似,与抗寒性呈正相关;POD活性
变化较复杂,有报道寒冷条件下抗寒品种叶片

 

POD
活性上升或维持较高水平,并随低温胁迫程度增强而
增加。抗寒性越强的植物叶片中SOD,POD和CAT
活性越大[22-23]。4个参试小黑麦材料的其他指标无
显著差异,只有P4的 MDA含量显著高于其他3个材
料,说明P4的抗寒性最强。
3.2 不同低温胁迫下小黑麦生理生化指标的差异

随着低温胁迫加剧,小黑麦叶片的可溶性糖和脯
氨酸含量呈现先升高后降低的趋势,-20℃时可溶性
糖最高,-10℃时脯氨酸含量最高,是因为一定程度的
低温胁迫有利于提高植物的可溶性糖和脯氨酸含量。
但随着胁迫程度加剧植物叶片的组织细胞受到破坏,
小黑麦叶片的可溶性糖和脯氨酸含量降低。这与张基
德等[24]的研究结果一致。植物受到低温胁迫时,叶片
的

 

MDA含量和POD、SOD、CAT活性会持续上升或
维持较高水平以降低伤害[25-26],试验得出相似结论,
即随着低温胁迫程度增强,参试小黑麦材料的 MDA
含量和POD、SOD、CAT活性呈持续上升的趋势。
3.3 小黑麦材料×低温胁迫交互作用间生理生化指
标的差异

可溶性糖通过糖代谢来增加细胞液浓度,增加细
胞中的非结冰水,保护植物受到逆境胁迫,抗寒性强的
植物可溶性糖含量高[27]。MDA是膜脂过氧化的产
物,在逆境胁迫下随着低温胁迫的加剧,细胞的过氧化
物会增多,植物体内的 MDA含量会增高[28]。SOD,
POD和CAT作为细胞的酶保护物质,共同作用清除
植物因逆境产生的过多的 O2-,防止膜脂过氧化,保
护植物细胞受到低温胁迫带来的伤害[29]。试验的参
试小黑麦材料受到低温胁迫时,表现各异。0℃和-
10℃时CK2 的可溶性糖、脯氨酸和 MDA含量,以及
POD,SOD和CAT活性显著高于甘农2号小黑麦和
小黑麦品系P4,但随着胁迫程度加剧,其含量显著低
于2材料,说明其难以抵抗-10℃以下的低温,抗寒性
较甘农2号小黑麦和小黑麦品系P4弱;从总体分析,
CK1 的可溶性糖、脯氨酸和 MDA 含量,以及POD,
SOD和CAT活性均低于CK2,说明其抗寒性比CK2
弱,这与综合评价的结果一致(表3)。对于甘农2号
小黑麦和小黑麦品系P4分析,虽然0℃和-10℃时,
和抗寒相关的生理生化指标与CK1 和CK2 相近或低
于对照,但随着低温胁迫程度加剧,各指标迅速上升,
表现出较强的抗寒性[30-31]。分析图1结果后发现,
0℃和-10℃时CK1和CK2的相关生理生化指标值

较高,甘农2号小黑麦和小黑麦品系P4则较低,温度
低于-10℃时则相反,因此,4份参试材料在不同低温
胁迫下各生理生化指标平均值的差异就缩小,小黑麦
材料间除 MDA含量外其他生理生化指标就无显著差
异(表1)。这一结果进一步说明了小黑麦材料和低温
胁迫天数交互作用分析的重要性。由于4份参试小黑
麦材料对不同生理生化指标的反应各异,为准确评价
其抗寒性强弱。

4 结论
 

从渗透调节物质、酶保护物质两方面相应指标的
变化,基于隶属函数综合评价结果表明,参试小黑麦材
料的抗寒性强弱依次为甘农2号小黑麦>P4>CK1>
CK2,甘农2号小黑麦和小黑麦新品系P4的抗寒性较
强,适宜于甘肃省高寒牧区及其他气候相似区种植,该
研究将为高寒牧区饲草品种的选择奠定基础。
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  Abstract:The
 

cold
 

resistance
 

of
 

Triticale
 

wittmack
 

cv.Gannong
 

No.2
 

and
 

new
 

line
 

P4
 

was
 

evaluated
 

by
 

u-
sing

 

Triticale
 

wittmack
 

cv.Shida
 

No.1
 

(CK1)
 

and
 

Zhongsi
 

1048
 

(CK1)
 

as
 

the
 

control.Parameters
 

including
 

the
 

contents
 

of
 

soluble
 

sugar,proline
 

and
 

MDA,and
 

activities
 

of
 

SOD,POD
 

and
 

CAT
 

were
 

determined
 

at
 

different
 

low
 

temperature
 

treatments
 

(0℃,-10℃,-20℃,-30℃).Results
 

showed
 

that
 

no
 

significant
 

differences
 

exis-
ted

 

among
 

the
 

triticale
 

materials
 

except
 

for
 

the
 

MDA
 

content
 

of
 

P4,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

other
 

materials.Along
 

with
 

the
 

cold
 

stress,the
 

contents
 

of
 

soluble
 

sugar
 

and
 

proline
 

in
 

triticale
 

leaf
 

reached
 

the
 

highest
 

at
 

-20℃
 

and
 

-10℃
 

respectively,but
 

for
 

the
 

MDA
 

content,activities
 

of
 

SOD,POD
 

and
 

CAT,the
 

highest
 

values
 

were
 

obtained
 

at
 

-30℃.Based
 

on
 

the
 

interaction
 

between
 

triticale
 

materials
 

and
 

low
 

temperature
 

stress
 

days,there
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

physiological
 

indexes
 

related
 

to
 

cold
 

resistance.When
 

the
 

tem-
perature

 

varied
 

from
 

0℃
 

to
 

-10℃,the
 

physiological
 

indexes
 

of
 

cold
 

resistance
 

of
 

CK2 were
 

significantly
 

higher
 

than
 

Gannong
 

No.2
 

and
 

P4,but
 

along
 

with
 

the
 

cold
 

stress,the
 

contents
 

of
 

proline,SOD,POD
 

and
 

CAT
 

in
 

Gan-
nong

 

No.2
 

and
 

P4
 

increased
 

rapidly,and
 

these
 

two
 

materials
 

showed
 

strong
 

cold
 

resistance.In
 

general,all
 

physi-
ological

 

indexes
 

of
 

CK1 were
 

lower
 

than
 

CK2,indicating
 

that
 

the
 

cold
 

resistance
 

of
 

CK1 was
 

lower
 

than
 

CK2.
Comprehensive

 

evaluation
 

showed
 

that
 

Gannong
 

No.2
 

had
 

the
 

strongest
 

cold
 

resistance,followed
 

by
 

line
 

P4,and
 

the
 

cold
 

resistance
 

of
 

CK1 and
 

CK2 was
 

poor.
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