3种标准发芽试验方法对玉米种子发芽的影响
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摘要：以郑单958种子为材料，在种子发芽期间进行补水和干旱两种水分管理模式，对国内外广泛采用的BP-纸间法、S-沙床法和先锋BP-纸间法3种发芽试验方法检测结果的准确性、操作过程的标准化及幼苗形态指标进行了分析比较。结果表明：在相同温度下，水分是影响种子发芽试验结果的关键性因素，国内普遍采用的BP-纸间法和S-沙床法，在补水处理下发芽率为93%和92%，变异系数为2.82%和5.82%；在干旱处理下，发芽率较低，分别为92%和89%，且重复间差异较大，变异系数为4.71%和6.43%；先锋BP-纸间法发芽率为96%，重复间差异较小，变异系数仅为1.00%；三种试验方法在不同处理下，幼苗苗长、根长及鲜重差异均极显著。认为，先锋BP-纸间法操作标准化、管理规范，是一种快捷、准确、值得推广的玉米发芽试验方法。
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Effects of three normal germination test methods 
on seed germination in maize
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Abstract: With zhengdan 958 maize hybrids as experimental material, Treatments of Water and drought were used to study the accuracy of the results, the standardization of operating process, morphological index of seedlings with PIONEER-BP, GB-BP and GB-S. The results demonstrated that, water is a key factor affecting germination test in maize, at the same temperature. Germination percentage of GB-BP and GB-S were 93% and 92%, coefficient of variation was 2.82% and 5.82% under water conditions, however, germination percentage was lower 92% and 89%, coefficient of variation was 4.71% and 6.43% higher than normal water conditions under drought conditions. germination percentage of PIONEER-BP was more accurate 96%, coefficient of variation was lower 1.00%. seedling length, fresh weight and dry weight had significant difference under the different testaments in maize. So, the operation process and management method of PIONEER-BP are more standard and specification, and it is a fast, accurate, worthy of promotion method of germination test in maize.
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前言
种子是农业生产最基本的生产资料，也是一种不可替代的商品。种子质量的高低不仅影响良种特性的发挥，而且直接关系到农业生产的丰歉[1]。统一、标准的发芽试验方法是保证检验公证性、可靠性的前提条件，也是保证种子质量的主要手段[2,3]。每年因发芽问题引发的质量争议时有发生，且发芽率问题在整个质量争议的投诉中比重最大[4]。因此，如何提高发芽试验操作过程的标准化和检测结果的准确性，对于控制劣种下地、保苗增产、保护农民合法权益、维护种子经营单位信誉及种子管理部门实施种子质量监督抽查至关重要[4]。
由于水分、温度、氧气是种子萌发必需的外界条件[5-7]，《国际种子检验规程》和我国《农作物种子检验规程》均规定种子发芽试验时，应保证适宜的水量、温度、透气等条件，以便种子正常发芽[8]。李艳清等[9]研究发现，在温度、湿度等条件合适的情况下，如果发芽床选择不好，都会影响试验结果。在实际操作中由于管理及操作方法的不统一，经常造成检验误差，而导致同一批种子的发芽率不一致或超出允许误差范围。为使种子正常发芽、便于检查发芽结果和检测手段更加标准化，发达国家普遍研制并采用专用的发芽纸，美国安科发芽纸凭借其管理标准化、发芽率精准的优势，迅速成为了世界知名农业研究机构的使用对象。国内种子发芽率的检测，一般在滤纸或沙中进行[10-11]，发芽试验过程中往往会遇到种子因水分偏差、供氧不足、病菌蔓延、幼苗畸形等现象，从而使试验结果不可靠影响对种子批的正确评价[12-13]。近年来，随着国内相关企业对美国安科发芽纸的研制引进成功，为我国种子检测方法更加标准化奠定了良好的基础。本研究以郑单958杂交种为材料，在种子发芽期间补水和干旱两种水分管理模式下，对国内外广泛采用的BP-纸间法、S-沙床法和先锋BP-纸间法3种发芽试验方法操作过程的标准化及检测结果的准确性进行分析比较，以期为推动我国种子质量检测手段的标准化及提高检测结果的准确性提供依据。
1.材料与方法
1.1 材料
郑单958净种子，由甘肃农业大学农学院提供。
1.2 方法

1.2.1 试验设计

试验采用先锋BP-纸间法、BP-纸间法和S-沙床法3种发芽试验方法，设5个处理（表1），其中Ⅰ为先锋BP-纸间法，使用美国安科发芽纸（23×56mm），试验期间不做任何管理；Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ分别是BP-纸间法及S-沙床法补水与干旱处理，以种子发芽盒（130×190×120mm）中平铺滤纸及干净河沙为发芽床；均在浙江托普发芽箱（590×590×1785mm）中进行试验。
表1 试验方法及处理

	方法
Methods
	来源
Source
	重复
Repeat
	处理
Treatmeng
	环境
Environment

	先锋BP-纸间法  PIONEER-BP
	敦煌种业先锋良种有限公司
	4
	Ⅰ
	
	温度25℃
光照8h/d

湿度75%

	BP-纸间法  GB-BP 
	《农作物种子检验规程》GB/T 3543.4-1995
	4
	Ⅱ
Ⅳ
	Ⅲ
Ⅴ
	

	S-沙床法   GB-S
	《农作物种子检验规程》GB/T 3543.4-1995
	4
	
	
	


Table 1 Treatmengs of three normal germination test in maize
1.2.2试验方法
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先锋BP-纸间法：按敦煌种业先锋良种有限公司提供的玉米种子发芽试验操作流程进行(图1)。（1）将16张美国安科发芽纸平铺于不锈钢铁盘中，用230ml灭菌水完全浸湿，每两张发芽纸为一个发芽床，均匀播种50粒种子。（2）盖一张发芽纸后卷成直径为3.5～4cm的圆筒。（3）每4卷放入一个保鲜袋中。（4）悬挂于发芽箱中培养。

BP-纸间法：按《农作物种子检验规程》标准发芽试验方法进行(图2)。（1）将两层滤纸平铺于发芽盒中，用20ml灭菌水完全浸湿。（2）均匀播种50粒种子。（3）盖上一张等大的滤纸。（4）放入培养箱中培养。期间补水处理的试验组合需每隔一天补充20ml灭菌水；干旱处理组不做任何管理。
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S-沙床法：按《农作物种子检验规程》标准发芽试验方法进行(图3)。（1）将直径为0.05-0.80mm的河沙洗净180℃灭菌后，用灭菌水拌湿，以手捏住松开后刚好不散落为最适，以1.5-2cm的厚度均匀装于发芽盒中。（2）均匀播种50粒种子。（3）轻盖一层10-20mm细沙。（4）放入培养箱中培养。期间补水处理的试验组合需每隔一天补充20ml灭菌水；干旱处理组不做任何管理。
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1.2.3计数统计与数据分析
根据《农作物种子检验规程》规定的计数方法，7天后，对正常幼苗、畸形幼苗、发霉种子、腐烂种子和不发芽种子分别计数，试验结果以种子总粒数的百分率表示。计数时，将相邻重复合成100粒的重复，重复间的差距在最大容许差距内，则取其平均数表示发芽百分率,结果修约到最近似整数。数据分析使用Excel 2007及SPSS 17.0。
2.结果与分析
2.1 三种发芽试验方法对种子发芽率的影响
试验7天后，统计各处理下正常幼苗、畸形幼苗、发霉种子、腐烂种子及不发芽种子数（表2）。先锋BP-纸间法4个重复间的正常幼苗数分别为95、96、95、97，重复间的差距均在最大容许差距内，变异系数为1.00%，发芽率为96%。BP-纸间法补水处理下4个重复间的正常幼苗数分别为92、97、91、93，重复间的差距均在最大容许差距内，变异系数为2.82%，发芽率为93%；干旱处理下4个重复间的正常幼苗数分别为92、95、85、97，有一组重复间的差距超出最大容许差距，变异系数为4.71%，按照《农作物种子检验规程》，需重新进行发芽试验，本次试验中计算了4次重复的平均值，发芽率记为92%。S-沙床法补水与干旱处理，均有一组重复间的差距超出最大容许差距，需重新进行发芽试验。在本次试验计算了4次重复的平均值，补水处理下4个重复间的正常幼苗数分别为92、85、93、98，重复间的变异系数为5.82%，发芽率记为92%；干旱处理下4个重复间的正常幼苗数分别为92、90、94、81，重复间的变异系数为6.43%，发芽率记为89%。

表2 不同处理对种子发芽率影响的比较
	方法
Methods
	处理
Treatment
	发芽情况
Germination condition
	重复1

Repeat 1
	重复2

Repeat 2
	重复3

Repeat 3
	重复4

Repeat 4
	发芽率(%)

germination percentage
	变异
系数（%）
CV
	最大容
许差距
maximum distance

	
	
	
	1
	2
	发芽数
Number
	3
	4
	发芽数
Number
	5
	6
	发芽数
Number
	7
	8
	发芽数
Number
	
	
	

	先锋BP-

纸间法
	Ⅰ
	正常幼苗
	48
	47
	95
	49
	47
	96
	47
	48
	95
	49
	48
	97
	96±0.96a
	1.00
	8

	
	
	畸形幼苗
	1
	0
	
	1
	1
	
	1
	0
	
	0
	1
	
	
	
	

	
	
	发霉种子
	0
	1
	
	0
	1
	
	0
	1
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	腐烂种子
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	不发芽种子
	1
	2
	
	0
	1
	
	2
	1
	
	1
	1
	
	
	
	

	
	
	合计
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	
	
	

	BP-

纸间法
	Ⅱ
	正常幼苗
	46
	46
	92
	48
	49
	97
	44
	47
	91
	45
	48
	93
	93±2.63a
	2.82
	10

	
	
	畸形幼苗
	1
	0
	
	1
	0
	
	1
	0
	
	1
	1
	
	
	
	

	
	
	发霉种子
	2
	3
	
	1
	1
	
	3
	1
	
	3
	1
	
	
	
	

	
	
	腐烂种子
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	不发芽种子
	1
	1
	
	0
	0
	
	2
	2
	
	1
	0
	
	
	
	

	
	
	合计
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	
	
	

	
	Ⅲ
	正常幼苗
	45
	44
	92
	48
	48
	95
	46
	42
	85
	46
	50
	97
	92±5.25a
	4.71
	11

	
	
	畸形幼苗
	1
	1
	
	0
	1
	
	1
	2
	
	1
	0
	
	
	
	

	
	
	发霉种子
	4
	4
	
	2
	1
	
	3
	5
	
	3
	0
	
	
	
	

	
	
	腐烂种子
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	不发芽种子
	0
	1
	
	0
	0
	
	0
	1
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	合计
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	
	
	

	S-

沙床法

	Ⅳ
	正常幼苗
	45
	47
	92
	43
	42
	85
	46
	47
	93
	48
	50
	98
	92±5.35ab
	5.82
	11

	
	
	畸形幼苗
	4
	1
	
	2
	4
	
	2
	1
	
	1
	0
	
	
	
	

	
	
	发霉种子
	0
	1
	
	2
	1
	
	1
	1
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	腐烂种子
	0
	0
	
	0
	1
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	不发芽种子
	1
	1
	
	3
	2
	
	1
	1
	
	1
	0
	
	
	
	

	
	
	合计
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	
	
	

	
	Ⅴ
	正常幼苗
	47
	45
	92
	46
	44
	90
	46
	48
	94
	42
	39
	81
	89±5.74b
	6.43
	12

	
	
	畸形幼苗
	2
	3
	
	2
	2
	
	2
	1
	
	4
	5
	
	
	
	

	
	
	发霉种子
	1
	1
	
	1
	2
	
	2
	1
	
	2
	3
	
	
	
	

	
	
	腐烂种子
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	
	
	

	
	
	不发芽种子
	0
	1
	
	1
	2
	
	0
	0
	
	2
	3
	
	
	
	

	
	
	合计
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	50
	50
	100
	
	
	


Table 2 Contrast of three normal germination test germination percentage in maize
注：不同小写字母代表不同处理间在0.05水平上差异显著。下划线表示超出规定的最大容许差距范围。
Note: Different letters show significant difference at the 0.05 level among the treatments. Underline show date of exceeding maximum allowed distance.
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对所有非正常幼苗的类型进行统计(图4)，先锋BP-纸间法中非正常幼苗的类型包括：畸形幼苗、发霉种子及不发芽种子，不发芽种子占非正常幼苗数的53%；BP-纸间法补水和干旱处理中非正常幼苗的类型均包括：畸形幼苗、发霉种子及不发芽种子，补水处理中发霉种子占非正常幼苗数的56%，而干旱处理中发霉种子占非正常幼苗数的71%；S-沙床法补水和干旱处理中非正常幼苗的类型包括：畸形幼苗、发霉种子、腐烂种子及不发芽种子，补水处理中畸形幼苗占非正常幼苗数的47%，而干旱处理中畸形幼苗占非正常幼苗数的49%。说明影响先锋BP-纸间法发芽率的主要因素是不发芽种子，而影响BP-纸间法及S-沙床法发芽率的主要因素是发霉种子及畸形幼苗。
2.2三种发芽试验方法对幼苗生长影响的比较
试验7天后，幼苗生长状况如图5所示，不同处理对幼苗生长影响明显（表3）。幼苗根数（修约到近似整数）及干重差异不显著（p>0.01），根长差异性部分达到显著水平（p<0.01），苗长和鲜重的差异性均达到极显著水平（p<0.01）。
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先锋BP-纸间法幼苗根数平均为4，其他处理幼苗根数平均都为5，幼苗干重均在0.30g-0.32g之间。幼苗苗长除先锋BP-纸间法苗长5.84cm与S-沙床法在干旱处理下的苗长6.18cm没有显著的差异性（p>0.01），其他处理间苗长差异性均达到极显著水平（p<0.01）。BP-纸间法在补水处理下苗长9.49cm，干旱处理下仅3.10cm；S-沙床法在补水处理下苗长13.94cm。先锋BP-纸间法根长15.61cm，BP-纸间法在补水和干旱处理下根长分别为14.68cm和13.25cm，S-沙床法在补水和干旱处理下根长分别为17.21cm和11.91cm，其中先锋BP-纸间法的根长与BP-纸间法和S-沙床法在补水处理下根长的差异性均未达到显著（p>0.01），而与BP-纸间法和S-沙床法在干旱处理下根长的差异性均达到极显著水平（p<0.01）。幼苗鲜重处理间差异均达到极显著水平（p<0.01），先锋BP-纸间法幼苗鲜重1.14g，BP-纸间法补水和干旱处理下幼苗鲜重分别为1.44g和0.85g，S-沙床法在补水和干旱处理下幼苗鲜重分别为1.70g和0.64g。

	方法
	处理
	苗长（cm）
	根长(cm)
	根数
	鲜重(g)
	干重(g)

	先锋BP-纸间法
	Ⅰ
	5.84±0.60C
	15.61±3.29A
	4.00±0.52A
	1.14±0.11C
	0.30±0.04A

	BP-纸间法
	Ⅱ
	9.49±0.89B
	14.68±1.90AB
	5.00±0.57A
	1.44±0.22B
	0.30±0.07A

	
	Ⅲ
	3.10±0.65D
	13.25±2.93B
	5.00±1.07A
	0.85±0.13D
	0.31±0.06A

	S-沙床法
	Ⅳ
	13.94±1.37A
	17.21±1.93A
	5.00±0.88A
	1.70±0.14A
	0.31±0.05A

	
	Ⅴ
	6.18±1.41C
	11.91±2.15B
	5.00±0.92A
	0.64±0.15E
	0.32±0.04A


注：不同小写字母代表不同处理间在0.01水平上差异显著。

Note: Different letters show significant difference at the 0.01 level among the treatments.
2.3 三种发芽试验方法操作过程的标准化程度比较
2.3.1 发芽前的准备

先锋BP-纸间法无需准备发芽盒且发芽纸规格统一、用水量严格准确、操作过程标准化，即节省成本又更能有效利用发芽箱空间；BP-纸间法在试验前需准备发芽盒及发芽纸，且发芽盒、发芽纸及用水量均无明确的规定与标准，发芽纸一般用滤纸代替，纸张质量存在明显差异，操作过程因人而异，发芽试验过程标准化程度很低；S-沙床法试验前需准备发芽盒及筛选直径为0.05～0.80mm的沙粒，由于沙粒直径范围较大，不宜筛选，使用前必须进行洗涤和高温消毒，拌湿沙粒的用水量没有明确规定，沙床含水量不均一，操作过程很难标准化。

2.3.2 发芽过程中的水分、霉菌管理

在相同温度条件下，水分是种子发芽试验中影响试验结果的关键性因素。BP-纸间法和S-沙床法在补水管理的情况下发芽率分别为93%和92%，干旱情况下发芽率下降到92%和89%，重复间最大差距超出规定的最大容许差距范围。在水分管理过程中，不但水分没有定量规定，难以掌控，而且在补水后易使发芽床水分含量不均匀造成种子发霉、幼苗畸形等现象，在清理发霉种子时，霉菌几乎都已扩散，造成部分种子的无辜污染，导致检查结果不准确或产生错误的检查结果；先锋BP-纸间法只需在种子着床时添加规定量的水分，试验期间无需任何水分管理，发芽率达到96%，变异系数为1.00%。由于纸卷在空间上分离了种子，一定程度的阻隔了霉菌的传染，保证了试验结果的准确可靠性。
2.3.3发芽试验的幼苗鉴定

玉米种子幼苗室内鉴定工作，是正确判断其种子在适宜的条件下能否生长出正常植株的能力[14],它直接关系到发芽试验结果的准确性乃至田间出苗率的一致性[15]。试验7天后，先锋BP-纸间法幼苗生长规则整齐，BP-纸间法和S-沙床法因水分管理的不同而出现显著的差异，甚至无法满足种子发芽率检测的要求。先锋BP-纸间法是将试验处理直立悬挂于发芽箱中，有利于幼苗根的重力性生长和茎、叶的背重力性生长，根交错或缠绕的现象很少，易于幼苗的检查计数。BP-纸间法幼苗根互相缠绕交错，很难观察计数，部分根伸入发芽床，难以分离出来，影响幼苗鉴定。S-沙床法将幼苗从沙床中分离出来时，需清洗残留沙粒[14]，不正常种子在沙中难以寻找，给操作带来不便，有时会对幼苗的完整性造成破坏，对幼苗鉴定产生影响。
3.讨论
先锋BP-纸间法重复间的差距在允许的最大差距范围内，发芽率为96%。BP-纸间法补水处理下，发芽率为93%，干旱处理下，重复间的差距超出允许的最大差距范围，试验结果不能正确反映种子真实发芽率。S-沙床法补水与干旱处理下，重复间的差距均超出允许的最大差距范围。不发芽种子是影响先锋BP-纸间法发芽率的主要因素，是种子自身质量问题制约了发芽率，说明先锋BP-纸间法客观真实的反映了种子发芽率。BP-纸间法试验中出现大量霉变种子和畸形幼苗，严重影响种子正常的发芽率，S-沙床法不同处理下试验结果均超出允许的最大差距，沙床保水性及水分均一性差，使大量幼苗生长畸形，影响试验结果。
先锋BP-纸间法是将种子卷于发芽纸中，试验期间，种子和幼苗在黑暗环境中生长，导致幼苗黄化，中胚轴增长，苗长显著小于补水管理下的BP-纸间法和S-沙床法；BP-纸间法和S-沙床法干旱处理下，幼苗生长弱小，与补水处理下差异性达到极显著水平，可见水分和光照均对幼苗生长产生了影响。三种试验方法中，补水管理下，根长差异性均未达到显著水平,先锋BP-纸间法与BP-纸间法及S-沙床法干旱处理下根长差异性均达到极显著水平，S-沙床法补水与干旱处理下根长差异性也达到极显著水平，说明幼苗根的生长主要受水分的影响。5个处理下，幼苗鲜重差异性均达到极显著水平，说明幼苗生物量的积累主要由外界环境控制，根数和干重处理间差异均未达到显著，说明根数和干重主要是自身遗传因素控制，受外界环境影响非常小。
三种试验方法的试验器材及操作过程差别明显，先锋BP-纸间法是有明确规定的试验器材和操作过程，方便、快捷、标准化程度高，但BP-纸间法和S-沙床法无论是试验器材还是操作过程都是因人而异、因地而异，没有明确的操作规程，标准化程度低。试验期间，先锋BP-纸间法只需种子着床时添加规定量的水分后再无需任何水分管理，且发芽率高、重复间变异小，BP-纸间法和S-沙床法受到水分管理的影响，发芽率不高、重复间变异大，幼苗性状差异显著，种子发霉与幼苗畸形严重，试验结果准确性较差。在幼苗鉴定时，先锋BP-纸间法只需纸打开卷，即可鉴定幼苗，正常幼苗与非正常幼苗容易分离，BP-纸间法和S-沙床法幼苗会因水分因素而长势差异显著，非正常幼苗的分离计数较为困难。综合认为，先锋BP-纸间法是一种操作标准化，试验结果准确可靠，值得在国内推广的玉米发芽试验方法。
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图1 先锋BP-纸间法试验步骤


Fig. 1 PIONEER between paper test methods and step
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图2 BP-纸间法试验步骤


Fig. 2 Between paper test methods and step
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图3 S-沙床法试验步骤


Fig. 3 Sand bed test methods and step
























































表3 各处理间幼苗生长情况比较


Table 3 Contrast of seedling growth under different treatments in maize








不正常幼苗数


The number of abnormal seedlings





图4 不同处理下不正常幼苗数堆积分析图


Fig. 4 Contrast of abnormal seedlings number under different treatments in maize
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图5 不同处理对幼苗生长的影响


Fig. 5 Effects of seedling growth under different treatments in maize
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