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摘要：为大麦耐低氮育种提供理论依据，本实验利用溶液培养和大田产量试验相结合的方法，探索了大麦苗期和成熟期各相关性状分别在两种供氮条件下的变异情况。结果表明，苗期氮素生理利用效率、单株吸氮量、地上部干重和苗高在品种间存在极显著差异，籽粒产量在品种间存在显著差异，不同供氮水平对各性状都有极显著的影响。相对性状的基因型变异为：相对地上部干重＞相对分蘖数＞相对单株吸氮量＞相对籽粒产量＞相对氮素利用率＞相对苗高。相关性分析表明低氮胁迫下分蘖数与籽粒产量呈极显著正相关关系，苗期相对氮素生理利用效率、相对苗高和成熟期相对籽粒产量间互呈显著或极显著正相关关系。从各性状的相对值中可以看出大麦品种BI-04表现最好，因而具有较强的耐低氮性，BI-45表现最差，相对比较敏感。
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Abstract: To provide theoretical basis for low nitrogen breeding, a hydroponic experiment and a field trail were carried out to investigate the index variations for low-N tolerance in Barley under low-N stress and normal-N supply condition, respectively. The result showed that there were significant differences in nitrogen utilization efficiency, nitrogen uptake per plant, shoot dry weight and plant height at seedling stage and differences in grain yield among barley varieties at seedling stage, and there were significant differences in each trait between nitrogen supplies. The relative traits analysis suggested that the relative shoot dry weight, the relative tiller number and the relative nitrogen uptake per plant had the bigger genotype variations. And the correlation analysis indicated that there was a significantly positive correlation between tiller number and grain yield, and there were also significantly positive correlations among the relative nitrogen utilization efficiency, the relative plant height and the relative grain yield. And the variety of BI-04 had the highest values of relative traits, and showed the most tolerance to low nitrogen, while the variety of BI-45 was the most sensitive one.
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大麦是世界上列于小麦、玉米和水稻之后的第四大作物[1]，也是制造啤酒的主要原料，所以培育优质、高产、广适的专用啤酒大麦品种一直受到我国政府的关注。氮素是作物生长所必需的大量元素之一，也是作物生长的一个重要的限制因子[2]，为了保证了作物高产和稳产，人们就大量施用氮肥。但是在大麦生产上中过量施用氮肥不仅造成了氮肥利用率下降、生产成本提高和环境污染等问题，而且还造成了大麦酿啤品质的下降[3、4]。培育氮素利用效率较高的耐低氮大麦品种可以降低氮肥施用量，是有效利用化肥资源、减少环境污染、降低生产成本和提高大麦品质的重要途径。而培育氮高效、耐低氮作物品种就需要找到具备这些特性的种质资源，这样就需要对种质资源进行有效、快速的评价和筛选。籽粒产量是人们最关心也是最重要的评价指标，而籽粒产量与供氮水平之间的关系往往和氮素吸收利用效率有关[5]，所以很多研究报道都是围绕氮素吸收利用和籽粒产量来开展的[6-16]。以往有关大麦氮高效利用和耐低氮的研究也很多，Górny通过盆栽法对大麦苗期氮素生理利用效率的遗传效应作了初步探索[14]，通过对苗期大麦耐低氮性进行了评价和筛选[15]，Sinebo等通过田间试验研究了低氮胁迫下不同基因型大麦成熟期氮素利用相关性状及产量的遗传变异[16]。但这些都没有把大麦苗期耐低氮相关性状和产量性状结合起来对耐低氮性进行评价和筛选。
本研究通过苗期的溶液培养试验和田间产量试验，比较分析了在两种供氮条件下大麦苗期耐低相关性状和成熟期籽粒产量的变异情况，以寻找苗期耐低氮相关性状与成熟期产量性状的相关性关系，为苗期鉴定、筛选大麦氮高效、耐低氮性状提供有价值的科学数据，以期为大麦耐低氮育种提供理论依据。

1材料与方法

1.1试验材料与试验方法

供试材料为BI-04、BI-35和BI-45，由上海市农科院生物所提供。
田间试验于2008年11月份在上海青浦重固试验基地进行，本次试验所在地为稻、麦轮作地，土质为壤土，表层20厘米厚土壤含有机质34.5g/kg，全氮2.42g/kg，速效氮37.35mg/kg。试验采用裂区设计，主区为肥料处理，设正常施氮肥和不施氮肥2个处理，副区为3个品种，每个小区面积约为7.5平方米，3次重复。

溶液培养试验于2008年11月份在上海市农科院生物所植物细胞工程研究室温室进行。营养液配置方法参照国际水稻所营养液配方（略有改动），种子用1%NaClO消毒30分钟，用清水冲洗干净，30℃浸种5小时，25℃催芽过夜，露白后播种到经高温高压灭菌的蛭石中，两叶一心时，挑选整齐一致的幼苗，去胚乳后用海绵条固定在打孔的泡沫板上，然后放入盛有清水的周转箱（40cm×27cm×10cm）中，恢复两天后换上营养液，每块泡沫板上平均分布30个孔（7×5），设3个品种，每个品种5株，设低氮（0.4mmol/L）和正常供氮(2mmol/L)2个处理，以NH4NO3形态供应，3次重复，每周更换一次营养液，每天补充水分，调pH为5.5左右，病、虫害按常规方法管理，5周后收苗。

1.2 性状调查和数据分析


田间试验，成熟收获，测定籽粒重（水份含量＜3%）。溶液培养试验，收获的苗先用自来水冲洗干净，再用去离子水冲洗，测定苗高，取地上部苗，分别在105℃下杀青30分钟，70℃下烘至恒重，测定地上部干物重，磨细过0.25毫米筛，凯氏定氮法测定全氮。氮素生理利用效率为大麦吸收单位氮量所获得的植株干重[8]。（本实验氮素生理利用效率和单株吸氮量等指标均为苗期地上部分）

相关数据应用Excel2003和SPSS13.0进行处理分析。


含氮量=地上部氮素积累量/地上部干物重×100%

氮素生理利用效率=地上部干物重/地上部氮素积累量×100%

单株吸氮量=含氮量×平均单株地上部干重

性状相对值=低氮胁迫性状值/正常供氮性状值（反映耐低氮性）
2 结果与分析

2.1 两种供氮条件下不同大麦基因型相关性状的方差分析
表1. 两种供氮条件下不同大麦基因型相关性状的方差分析
Table1. Analysis of variance of correlated traits for different barley genotypes under two N-supply levels

	变异来源
Source
	性状
Trait
	自由度df
	均方
Mean Square
	F值

F value

	
	
	
	
	

	品种
Variety
	氮素生理利用效率Nitrogen utilization efficiency(NUE)
	2
	39.321
	30.573**

	
	单株吸氮量Nitrogen uptake per plant(NU)
	2
	0
	23.884**

	
	地上部干重Shoot dry weight(SDW)
	2
	0.034
	16.641**

	
	苗高Plant height(PH)
	2
	63.332
	12.190**

	
	分蘖数Tiller number(TN)
	2
	0.091
	0.928

	
	籽粒干重Grain yield (GY)
	2
	0.812
	3.505*

	供氮水平Nitrogen supply level
	氮素生理利用效率Nitrogen utilization efficiency(NUE)
	1
	1356.734
	1054.894**

	
	单株吸氮量Nitrogen uptake per plant(NU)
	1
	0.001
	157.282**

	
	地上部干重Shoot dry weight(SDW)
	1
	0.048
	23.321**

	
	苗高Plant height(PH)
	1
	203.487
	39.168**

	
	分蘖数Tiller number(TN)
	1
	5.200
	53.153**

	
	籽粒干重Grain yield (GY)
	1
	9.434
	40.728**

	品种×供氮水平Variety×Nitrogen supply level
	氮素生理利用效率Nitrogen utilization efficiency(NUE)
	2
	27.696
	21.535**

	
	单株吸氮量Nitrogen uptake per plant(NU)
	2
	3.81E-005
	11.949**

	
	地上部干重Shoot dry weight(SDW)
	2
	0.027
	13.368**

	
	苗高Plant height(PH)
	2
	1.375
	0.265

	
	分蘖数Tiller number(TN)
	2
	0.632
	6.463*

	
	籽粒干重Grain yield (GY)
	2
	0.151
	0.651

	误差
Error
	氮素生理利用效率Nitrogen utilization efficiency(NUE)
	20
	67.372
	

	
	单株吸氮量Nitrogen uptake per plant(NU)
	20
	0.003
	

	
	地上部干重Shoot dry weight(SDW)
	20
	0.003
	

	
	苗高Plant height(PH)
	20
	8.274
	

	
	分蘖数Tiller number(TN)
	20
	0.087
	

	
	籽粒干重Grain yield (GY)
	20
	7.069
	


*、**：分别代表在0.05、0.01水平上差异显著。下同。

*、**：Mean significant differences at 0.05 and 0.01 levels, respectively. The same as below.

从表1中可以看出，氮素生理利用效率、单株吸氮量、地上部干重和苗高在品种间存在极显著差异，籽粒干重在品种间存在显著差异，不同供氮水平对各性状都有极显著的影响，另外氮素生理利用效率、单株吸氮量和地上部干重在品种与供氮水平间的互作达到极显著水平，分蘖数在品种与供氮水平间的互作达到显著水平，说明这几个性状在大麦品种间的差异因供氮水平的不同而不同。

2.2两种供氮水平下大麦相关性状及其相对值的基因型差异
表2. 正常供氮水平下大麦相关性状的基因型差异

Table2. Genotypic difference of barley traits under normal nitrogen supply

	品种
Variety
	氮素生理利用效率(g干重/g氮)
NUE1)
	单株吸氮量(mg)
NU
	地上部干重(g)
SDW
	苗高(cm)
PH
	分蘖数
TN
	籽粒产量(kg)
GY

	
	
	
	
	
	
	

	BI-04
	23.95±0.83
	0.0146±0.0010a2)
	0.3501±0.0314a
	44.17±1.37a
	2.67±0.31a
	6.17±0.49

	BI-35
	23.34±0.37
	0.0172±0.0027a
	0.4016±0.0586a
	43.65±2.25a
	3.20±0.20ab
	5.72±0.32

	BI-45
	23.05±0.34
	0.0273±0.0026b
	0.6285±0.0543b
	50.93±3.29b
	3.67±0.31b
	5.75±0.23

	变异系数（%）

Coefficient variation
	1.96
	33.97
	32.20
	8.78
	15.75
	4.27


1) 性状英文缩写同表1。
2) 数值后面不同字母代表在0.05水平差异显著。

1) The abbr. of traits are the same as in Table 1.
2) Different letters within a column mean significant differences at 0.05 level
从表2中可以看出，在正常供氮条件下，除了氮素利用率和籽粒产量外，其它各性状都存在显著的基因型差异，但就某个性状而言也不是所有的品种间都存在显著差异的，另外表中数据可以看出BI-45在苗期生长比较好，BI-04比较差，但是籽粒产量性状表明正常供氮条件下几个品种间差异不大。各性状的基因型差异：单株吸氮量＞地上部干重＞分蘖数＞苗高＞籽粒产量＞氮素生理利用效率，说明在正常供氮条件下，单株吸氮量和地上部干重基因型变异比较大，氮素生理利用效率和籽粒产量的基因型变异比较小。
表3. 低氮胁迫下大麦相关性状的基因型差异

Table3. Genotypic difference of barley traits under low nitrogen stress
	品种
Variety
	氮素生理利用效率(g干重/g氮)
NUE
	单株吸氮量(mg)
NU
	地上部干重(g)
SDW
	苗高(cm)
PH
	分蘖数
TN
	籽粒产量(kg)
GY

	
	
	
	
	
	
	

	BI-04
	45.80±4.17a
	0.0086±0.0009a
	0.3921±0.0410a
	38.23±2.53a
	2.43±0.40
	4.95±0a

	BI-35
	41.17±0.32ab
	0.0070±0.0004b
	0.2876±0.0187b
	37.22±2.03a
	2.00±0.20
	4.17±0.88ab

	BI-45
	37.83±1.20b
	0.0100±0.0006c
	0.3777±0.0349a
	42.83±1.03b
	1.80±0.40
	3.83±0.04b

	变异系数（%）
Coefficient variation
	9.62
	17.55
	16.06
	7.59
	15.58
	13.37


1) 性状英文缩写同表1。
2) 数值后面不同字母代表在0.05水平差异显著。

1) The abbr. of traits are the same as in Table 1.
2) Different letters within a column mean significant differences at 0.05 level
从表3中可以看到，在低氮胁迫下，各品种除了氮素生理利用效率性状外，其他各性状都明显受到抑制（其中BI-04地上部干重例外），但受抑程度不一样，BI-04受抑程度相对最小，尤其是地上部干重性状还表现出促进作用，BI-45受抑程度最大，尤其是籽粒产量降低最明显，同时我们也发现其氮素生理利用效率性状值增加也比较少。这在图1中也可以看出来。另外，除分蘖数外，各性状在品种间有显著差异。各性状的基因型差异：单株吸氮量＞地上部干重＞分蘖数＞籽粒产量＞氮素生理利用效率＞苗高，说明在低氮胁迫下，单株吸氮量和地上部干重的基因型变异也是比较大的。但是通过与表2的比较发现，单株吸氮量和地上部干重在低氮胁迫下其基因型变异是变小的，而氮素生理利用效率和籽粒产量的基因型变异则是提高的，这暗示了适当减少氮肥的用量有利于提高氮素生理利用效率。另外苗高和分蘖数在两种供氮情况下基因型变异差别不大。
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图1.大麦各相对性状值

（1：相对氮素利用率；2：相对单株吸氮量；3：相对地上部干重；4：相对苗高；

5：相对分蘖数；6：相对籽粒产量）
Fig1. The value of relative trait.
（1: Relative nitrogen utilization efficiency (RNUE); 2: Relative nitrogen uptake per plant (RNU); 3: Relative shoot dry weight (RSDW); 4: Relative plant height (RPH); 5: Relative tiller number (RTN); 6: Relative grain yield (RGY)）
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图2.大麦各相对性状的变异系数
（1：相对氮素利用率；2：相对单株吸氮量；3：相对地上部干重；4：相对苗高；

5：相对分蘖数；6：相对籽粒产量）
Fig2. The coefficient of variation of relative trait.
（1: RNUE; 2: RNU; 3: RSDW; 4: RPH; 5: RTN; 6: RGY）
The abbr. of traits are the same as in Fig.1.
从图1中可以看出来，BI-04在低氮胁迫下表现最好，尤其是地上部干重性状，在其他品种受抑的情况下，反而表现出促进的作用，而BI-45在低氮胁迫下表现最差。各相对性状的基因型差异（图2）：相对地上部干重＞相对单株吸氮量＞相对分蘖数＞相对籽粒产量＞相对氮素利用率＞相对苗高。其中相对地上部干重、相对单株吸氮量和相对分蘖数三个指标变异系数特别大，说明这三个性状基因型变异受氮素的影响特别大。
2.3大麦各相关性状及相对值相关性分析

表4. 正常供氮下大麦各性状间的相关性分析

Table 4. Correlation analysis among relative traits under normal-N supply in barley 
	性状Trait1)
	NUE
	NU
	SDW
	PH
	TN

	NU
	-0.862
	
	
	
	

	SDW
	-0.851
	1.000(*)
	
	.
	

	PH
	-0.702
	0.966
	0.972
	
	

	TN
	-0.986
	0.934
	0.926
	0.810
	

	GY
	0.927
	-0.609
	-0.591
	-0.383
	-0.852


1) 性状英文缩写同表1。
“*”：代表在0.05水平显著。
1) The abbr. of traits are the same as in Table 1.

*：Mean significant differences at 0.05 levels.
表5. 低氮胁迫下大麦各性状间的相关性分析

Table 5. Correlation analysis among relative traits under low-N stress in barley 
	性状Trait1)
	NUE
	NU
	SDW
	PH
	TN

	NU
	-0.378
	
	
	
	

	SDW
	0.219
	0.820
	
	
	

	PH
	-0.706
	0.923
	0.536
	
	

	TN
	0.993
	-0.268
	0.331
	-0.619
	

	GY
	0.992
	-0.256
	0.344
	-0.608
	1.000(**)


1) 性状英文缩写同表1。
“**”：代表在0.01水平显著。
1) The abbr. of traits are the same as in Table 1.

**：Mean significant differences at 0.01 levels.
表6. 大麦各相关性状相对值相关性分析
Table4. Correlation analysis among relative traits in barley
	性状Trait1)
	RNUE
	RNU
	RSDW
	RPH
	RTN

	RNU
	0.955
	
	
	
	

	RSDW
	0.967
	0.999(*)
	
	
	

	RPH
	1.000(*)
	0.948
	0.961
	
	

	RTN
	0.988
	0.989
	0.995
	0.984
	

	RGY
	1.000(**)
	0.952
	0.964
	1.000(**)
	0.987


1) 性状英文缩写同图1。
“*”、“**”：分别代表在0.05和0.01水平显著。
1) The abbr. of traits are the same as in Fig 1.
*、**：Mean significant differences at 0.05 and 0.01 levels, respectively.
表4表明在正常供氮条件下仅地上部干重和单株吸氮量成显著正相关关系，说明苗期单株吸氮量对地上部干重起着重要的作用。表5表明在低氮胁迫下分蘖数和籽粒产量成极显著正相关关系，这样可以把低氮条件下的分蘖数指标与籽粒产量建立一定的联系。表6的相关性分析表明相对氮素生理利用效率、相对籽粒产量和相对苗高互呈极显著或显著正相关，这说明苗期相对氮素生理利用效率和相对苗高与相对籽粒产量也可以建立联系，另外还发现单株吸氮量和相对地上部干重成显著正相关，但是没有发现相对单株吸氮量、相对地上部干重和相对籽粒产量间呈显著正相关关系，这说明相对地上部干重的高低可能并不能代表相对籽粒产量的高低。

3 讨论
从目前的研究手段来看，耐低氮的筛选一般采用苗期和全生育期相结合的方法，通过溶液培养试验、盆栽试验和田间试验调查不同指标，从而评价品种的耐低氮性[6-16]。田间试验结果比较可信，但往往受到空间和时间的限制；而溶液培养试验和盆栽试验就可以就某些形态学和生理指标对大批量的基因型在早期进行快速筛选，并且培养条件可以准确无误地进行重复，但其可信性有待商榷。本文采用溶液培养试验结合田间试验的方法研究了大麦耐低氮性，既比较了苗期大麦各基因型在正常供氮和低氮胁迫间的差异，又比较了成熟期大麦各基因型在施肥和不施肥间的差异，同时兼顾了溶液培养的简单、重复性好等特点和田间试验的真实性，为科学评价大麦耐低氮性提供了较好的保证。
从耐低氮评价指标来看，不同研究者对营养效率的定义虽不相同，但大量资料表明许多作物的氮素利用率存在显著的基因型差异，而且认为氮素利用效率对作物籽粒产量起着重要的作用。朴钟泽等[7] 认为在水稻氮高效、耐低氮品种的选育时，在低氮水平下对生理氮素利用效率进行直接选择比较有效。程建峰等[8]对88 份稻种资源进行了苗期氮素利用效率的基因型差异比较，发现不同稻种资源苗期的氮素利用效率存在显著的基因型差异,且受氮素水平的影响，低氮、中氮和高氮间的氮素利用率存在极显著差异，并随氮素水平的升高而呈下降趋势。本研究发现在正常供氮条件，大麦苗期氮素生理利用效率的基因型差异不大，而在低氮胁迫下，存在明显的基因型差异，表明低氮条件下氮素利用率的基因型差异确实比较大。
另外，童汉华等[9]在对水稻苗期氮素营养高效基因型的筛选中认为对水稻进行氮高效筛选时单株分蘖数作为筛选指标是有效的，同时苗高也可以作为筛选耐低氮种质的辅助筛选指标。由于大麦是以收获籽粒产量为目标, 所以大麦氮高效基因型应该是那些在低氮胁迫条件下籽粒产量相对较高的基因型[17]，Sinebo等[16] 在对大麦氮素利用效率的基因型变异研究中认为成熟期氮素利用效率和籽粒产量成正相关关系。本研究发现，在低氮胁迫下分蘖数与籽粒产量呈极显著正相关关系，相对氮素利用率、相对苗高与籽粒产量分别都呈极显著正相关关系，考虑到相对苗高变异系数特别小，因此我们认为以低氮胁迫下分蘖数和苗期相对氮素利用率作为大麦苗期耐低氮筛选的重要指标，而苗期相对苗高作为辅助筛选指标。
在耐低氮筛选种质上，本研究通过相关指标的鉴定发现大麦品种BI-04比较耐低氮，而BI-45则对氮素相对比较敏感。
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