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摘要：对多花黑麦草(Lolium multiflorum Lam.)7个品种进行了不同时期30个数量性状指标的测定，利用数量性状对多花黑麦草性状进行了概率分级的研究，并进行了相关性分析。结果表明，30个数量性状变异范围在7.55%~40.65%之间，变异系数最大的是分蘖数，最小的是千粒重。根据各数量性状的K-S检验及χ2检验，发现仅少部分性状不符合χ2分布；最终将28个数量性状分为5个等级，另外将抽穗期（春化后）和分蘖数分为3个等级。多花黑麦草的30个数量性状之间相关性分析结果表明株高与生长习性、小穗数与小穗密度、上部节间长与节间数呈极显著负相关，花序长与小穗密度呈极显著正相关。研究结果为多花黑麦草品种的鉴定评价、品种选育及数量性状的分级提供了理论依据。
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Classification Analysis for Italian Ryegrass DUS Testing Quantitative Traits
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Abstract: Quantitative traits of 7 Italian ryegrass varieties were measured in different growth periods and correlation of 30 quantitative traits were analyzed. The results showed that coefficient of variation of the 30 quantitative traits accessions varied from 7.55% to 40.65%, and the variation coefficient of tiller number was the biggest, while the variation coefficient of thousand seed weight was the least. According to the quantitative traits of K-S test and chi-square test, only a small number of properties did not conform to the chi-square distribution; finally, the 28 quantitative traits could be divided into 5 grades, but the time of inflorescence emergence and the tiller number could be divided into 3 grades. The correlation analysis of 30 quantitative traits indicated that the height and the vegetative growth habit, the number of spikelet and the density of spikelet, and the length of upper internode and the number of internode were all showed highly significant negative correlation, while the length of inflorescence and the spikelet density were showed highly significant positive correlation. These results can provide basic information for variety identification, breeding, and quantitative traits classification of Italian ryegrass.
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随着对知识产权保护的逐步重视，为了保护育种家的合法权益，我国于1997年3月20日颁布了《中华人民共和国植物新品种保护条例》，并于1999年4月23日正式加入国际植物新品种保护联盟（International Union for the Protection of New Varieties of Plants, UPOV），成为第39个成员国，植物新品种保护条例正式在中国实施[1]。多花黑麦草(Lolium multiflorum Lam.)是禾本科黑麦草属(Lolium L.)的一年生草本植物[2]，是世界上广泛栽培的优良牧草之一，适合生长在气候温和而湿润的地区，主要用于人工草地、割草地的建植和放牧利用中[3-4]。我国从20世纪30年代开始研究多花黑麦草，到2014年为止，全国草品种审定登记的多花黑麦草品种16个。其中引进品种11个，育成品种4个，属内杂交品种1个[5-6]。
植物新品种特异性（Distinctness）、一致性（Uniformity）和稳定性（Stability）测试（简称DUS测试）指南，是指新品种申报审查时判定测试品种是否为新品种的过程，为新品种的授权提供了可靠的技术支持和判定依据[7]。DUS测试指南既是指导研究单位科学准确开展DUS测试工作的技术手册，也是审批机构开展新品种DUS审查的技术标准[8]。根据黑麦草自身形态特征，按照《植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南总则》（GB/T/19557.1-2004）的相关原则，参考UPOV《特异性、一致性和稳定性测试指南-黑麦草》（UPOV TG/4/8）[9]、《特异性、一致性和稳定性测试方案》（CPOV-TP/004/1）[10]和《植物新品种特异性、一致性和稳定性测试及统一描述总则》（UPOV TG/1/3）[11]，结合田间种植试验的观测结果与室内试验分析，初步提出了我国黑麦草测试指南[12]。但在所有黑麦草DUS测试指南中，虽然数量性状的不同表达状态都列出了所对应的标准品种，但没有同时列出相应的分级范围，而且根据标准品种进行等级划分的划分方式主观性太强，无法客观的评价及划分黑麦草新品种性状的等级。目前国内对黑麦草研究主要集中在品种的生产性能和性状的综合评价、冬闲田种草等方面[13-16]，但少见多花黑麦草品种的DUS测试保护品种产权报道，特别是DUS测试性状的等级划分未见报道。
    本试验主要根据日本的《黑麦草亚种DUS测试指南》（イタリアンライグラス亜種/Italian ryegrass）[17]和我国的《黑麦草DUS测试指南》，参照国际植物新品种保护联盟（UPOV TG/4/8）[9]和欧盟植物保护联盟制定的（CPOV）[10]测试指南，采用单株测定的方式，以7个多花黑麦草国审标准品种为研究对象，对多花黑麦草的30个数量性状进行了分级研究，并对30个数量性状进行相关性分析和多样性分析，旨在明确多花黑麦草数量性状的分布类型，并建立其概率分级指标体系，以期为多花黑麦草种质资源的综合评价和利用提供参考，为多花黑麦草新品种的DUS测试的开展提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 材料种植地概况
本试验材料种植于四川省雅安市四川农业大学草学系雅安基地（N 30°08′, E 103°14′）。海拔600 m，日照偏少，湿度较大，平均年日照时数为1019 h，年日照率为23%，年平均湿度为79%；无霜期280~300 d，年降雨量1700 mm，年均雨日达210 d；蒸发量年平均为838.8 mm；属于亚热带湿润季风气候,平均气温16.7℃,极端高温37.7℃,极端低温-3℃，最热月(7月)均温25.3℃，最冷月(1月)均温6.1℃，紫色土，熟化程度高，土壤深厚肥沃，pH在4~6.5之间，有机质含量1.46%，土壤速效N、P、K含量分别为100.63，4.73，338.24 mg/kg。该地气候温和湿润，是具有代表性的四川盆地丘陵平原气候地区之一，适合各种牧草的种植[18-19]。
1.2 供试材料
供试材料为我国多花黑麦草的7个审定品种，其中6个引进品种，1个育成品种（表1），均由四川农业大学草业科学系收集而来。
表1 参试多花黑麦草品种（系）材料信息
Table1 Information of the tested Italian ryegrass materials

	编号
	品种
	拉丁名
	种子来源
	品种类型

	No.
	Variety
	Latin Name
	Seed Source
	Variety Type

	1
	特高德 
	L. multiflorum.cv. Tetragold
	百绿集团BARENBRUG
	引进品种The introduced varieties

	2
	长江2号 
	L. multiflorum.cv.ChangjiangNo.2
	四川农业大学Sichuan Agricultural University
	育成品种The bred varieties

	3


	赣选1号 


	L. multiflorum.cv.GanxuanNo.1


	江西省畜牧技术推广站Jiangxi livestock technologies popularizing Station
	引进品种The introduced varieties

	4
	阿伯德
	L. multiflorum.cv. Aubade
	FF公司 FF Company
	引进品种The introduced varieties

	5
	达伯瑞
	L. multiflorum.cv. 'Double Barrel'
	丹农种子公司DLF-TRIFOLIUM
	引进品种The introduced varieties

	6
	邦德
	L. multiflorum.cv. Abundant
	丹农种子公司DLF-TRIFOLIUM
	引进品种The introduced varieties

	7
	杰威
	L. multiflorum.cv. Splendor
	丹农种子公司DLF-TRIFOLIUM
	引进品种The introduced varieties


1.3 试验材料种植及管理
将各品种的种子置于盆钵中发芽，根据不同的天气情况1~2天浇水1次，避免幼苗缺水死亡，待幼苗长至4~5片叶龄，再移栽到试验地点种植。移栽前，需对土地进行人工翻耕、除杂，翻耕深度为25~30cm，耕后将土块耙平碾碎，平整后间以排水沟，便于排水；移栽前施适量基肥，基肥为充分腐熟的人畜粪尿。本试验中采取单因素随机区组设计，种植方式为单株种植，每个品种种植90株，设置3个重复，株行距为50cm×100cm。移栽后进行统一管理，及时浇水施肥和中耕除草，以保证植株正常生长发育。
1.4 观测指标

本试验所有指标均以单株为单位测量，在多花黑麦草整个生育期进行观测。共调查了30个数量性状（表2），主要结合了国际植物新品种保护联盟在2006年制定的《特异性、一致性和稳定性测试指南-黑麦草》（UPOV TG/4/8）和《日本黑麦草亚种DUS测试指南》，对不同时期（表3）的不同性状进行了观测与记录。观测时，每个品种从90个单株中随机选取长势一致的60个单株，每株选取5个分蘖测定。叶长、叶宽等性状利用卷尺和电子游标卡尺等工具进行测量；SPAD（Soil and Plant Analyzer Development）值数据采用SPAD-502叶绿素含量测定仪测定，测定时每枝分蘖选取旗叶和倒二叶上不同的三处进行测定，计算其平均值作为该分蘖枝的数据进行记录。

1.5 数据统计及分析
1.5.1 数量性状的分级

利用Excel 2013对各数量性状的最大值、最小值、平均值、中值和平均标准差等进行统计，然后对性状数据分布进行正态性检验，主要是采用单样本K-S（Kolmogorov-Smirnov）检验法[20]和卡方（χ2）检验法[21]，判断其分布是否符合正态分布或卡方分布。对符合正态分布的性状，参考UPOV的分级并结合性状的实测数据，将其分为5级或3级，分级标准的设定按照刘平[22]、刘孟军[23]、杨俊霞等[24]的分级方法，5级中1~5级出现的概率分别为10%、20%、40%、20%和10%，3级中1~3级出现的概率分别为30%、40%和30%，采用([image: image2.png]
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+1.2818S) 4个分点来分为5级，或用([image: image10.png]
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+0.5246S) 2个分点分为3级。分级后再统计各性状取值的分布直方图，用分布函数的卡方（χ2）检验法检验各性状频数的分布是否为正态分布类型。对于不符合正态分布的性状，采用刘平等[22]在分组的基础上，极差按0.5~1倍标准差来进行调整，使分布于各组的频数符合卡方分布。

1.5.2 数量性状的相关性分析 

用SPSS22.0软件计算各数量性状的相关系数。
1.5.3 数量性状的多样性分析

多花黑麦草的各性状参考UPOV《特异性、一致性和稳定性测试指南-黑麦草》（UPOV TG/4/8）列出的表达状态，具体划分等级按照表7确定的分级标准确定；对于每个品种，单个性状中表达的状态所对应的级别分别标记为AA（等级1）、BB（等级3）、CC（等级5）、DD（等级7）、EE（等级9），由此构建成形态性状的原始数据矩阵，对于品种群体，在某一性状中出现的级别的总数，标记为该性状的等位变异数目(Na)，采用PopGen32软件，分析不同性状的等位变异数目、有效等位变异数目(Ne) 和Shannon-Weaver多样性指数。
Shannon-Weaver多样性指数计算公式[25]为：H'=-ΣPiln(Pi)，式中Pi为某个性状第i个代码出现的概率。
1.5.4 聚类分析

将性状数据标准化处理后，采用多变量分析系统NTSYSpc2.10统计软件中的SM法计算遗传相似系数，然后根据相似系数用SAHN Clustering和非加权成对算术平均法（UPGMA，unweighted pair group method with arithmetic mean）进行聚类分析[26]。 
表2 测试性状及观测办法

Table2 Tested characteristics and methods
	代码
	性状
	观测方法
	代码
	性状
	观测方法

	Code.
	Characteristics 
	Survey method
	Code.
	Characteristics 
	Survey method

	C1
	*种子千粒重
	
	C16
	*花序长
	60-68

	
	Seed: weight of 1000 seeds
	(g)
	
	Inflorescence: length  
	(cm)

	C2
	∗叶长（营养生长阶段）
	20-29
	C17
	*小穗数
	60-68

	
	Leaf: length(at vegetative stage)
	(cm)
	
	Inflorescence: number of spikelet
	(个)

	C3
	*叶宽（营养生长阶段）
	20-29
	C18
	*小穗密度（每个小穗着生长度）
	60-68

	
	Leaf: width(at vegetative stage)
	(mm)
	
	Inflorescence: density ( dividing characteristic 16 by characteristic 17)
	

	C4
	*叶色（营养生长阶段）
	20-29
	C19
	*外颖长
	60-68

	
	Leaf: intensity of green color
	
	
	Inflorescence: length of outer glume on basal spikelet
	(mm)

	C5
	*株幅（春化后）
	30
	C20
	*基部小穗长（不包括芒）
	60-68

	
	Plant: width (after vernalization)
	(cm)
	
	Inflorescence: length of basal spikelet excluding awn
	(mm)

	C6
	*生长习性（春化后）
	30-39
	C21
	+开花期株高
	60-68

	
	Plant: vegetative growth habit (after vernalization) 
	
	
	Plant: height at inflorescence
	(cm)

	C7
	*株高（春化后）
	30-39
	C22
	+开花期株幅
	60-68

	
	Plant: height (after vernalization)
	(cm)
	
	Plant: width at inflorescence
	(cm)

	C8
	*孕穗期（春化后）
	50
	C23
	+开花期旗叶长
	60-68

	
	Plant: time of inflorescence emergence (after vernalization)
	(d)
	
	Flag leaf: length at inflorescence
	(cm)

	C9
	*孕穗期株高
	50
	C24
	+开花期旗叶宽
	60-68

	
	Plant: natural height at inflorescence emergence
	(cm)
	
	Flag leaf: width at inflorescence
	(mm)

	C10
	*孕穗期株幅
	50
	C25
	+小花数
	60-68

	
	Plant: width at inflorescence emergence 
	(cm)
	
	Spikelet: number of florets
	(个)

	C11
	*孕穗期旗叶长
	50
	C26
	+分蘖数
	60-68

	
	Flag leaf: length at inflorescence emergence
	(cm)
	
	Plant: number of tillers
	(个)

	C12
	*孕穗期旗叶宽
	50
	C27
	+节间数
	60-68

	
	Flag leaf: width at inflorescence emergence
	(mm)
	
	Number of internode
	(个)

	C13
	*旗叶长宽比
	50
	C28
	+单株鲜重
	60-68

	
	Flag leaf: length/width ratio 
	
	
	The fresh weight of each plant
	(g)

	C14
	*最长茎秆：长度（包括花序）
	60-68
	C29
	+单株干重
	60-68

	
	Plant: length of longest stem, inflorescence included (when fully expanded)
	(cm)
	
	The dry weight of each plant
	(g)

	C15
	*穗下茎节长度
	60-68
	C30
	+SPAD值
	60-68

	
	Plant: length of upper internode
	(cm)
	
	SPAD values
	

	∗：UPOV规定须统一描述的重要性状；＋：非指南性状
Asterisked characteristics (denoted by *) are those important for the variety description and should always be examined for DUS by all members of the UPOV. Characteristics (denoted by +)are those didn't included in the Test Guidelines



表3 多花黑麦草生育期阶段表

Table3 The growth period of Italian ryegrass stage

	名称
	编号
	描述

	Name
	No.
	Description

	营养生长时期
	DC10
	第1叶从胚芽鞘长出
	First leaf through coleoptile

	Seedling growth (seedling: one shoot)
	DC15
	第5叶展开
	Five leaves unfolded

	
	DC19
	9片及以上叶展开
	Nine or more leaves unfolded 

	分蘖期
	DC20
	仅有主茎
	Main shoot only (beginning of tillering) 

	Tillering
	DC23
	主茎和3个分蘖
	Main shoot and 3 tillers

	
	DC25
	主茎和5个分蘖
	Main shoot and 5 tillers 

	
	DC29
	主茎和9个分蘖以上
	Main shoot and 9 or more tillers

	拔节期
	DC30
	假茎直立
	Pseudo-stem erection (formed by sheaths of leaves). 

	Stem elongation
	DC31
	第1节出现
	First node detectable (early stem extension across all stems) 

	
	DC35
	第5节出现
	Fifth node detectable (50% extension across all stems)

	
	DC39
	旗叶叶舌可见
	Flag leaf ligula/collar just visible (pre-boot stage) 

	孕穗期
	DC41
	旗叶叶鞘伸展
	Flag leaf sheath extending (little enlargement of the

	Booting
	
	
	 inflorescence, early boot-stage)

	
	DC45
	穗苞开始膨大
	Boots swollen (late-boot stage)

	
	DC47
	第一叶鞘张开
	First leaf sheath opening

	
	DC49
	芒或穗顶端可见
	first awns visible (in awned forms only)

	抽穗期
	DC50
	刚可见花序第1小穗
	First spikelet of inflorescence just visible

	Inflorescence emergence (mostly non-synchronous) 
	DC52
	1/4花序出现
	25% of the inflorescence emerged (across all stems)

	
	DC54
	1/2花序出现
	50% of the inflorescence emerged (across all stems)

	
	DC56
	3/4花序出现
	75% of the inflorescence emerged (across all stems)

	
	DC58
	整个花序出现
	Emergence of inflorescence completed

	开花期
	DC60
	开花开始
	Beginning of anthesis 

	Anthesis (mostly non-synchronous) 
	DC64
	开花一半
	Anthesis half-way 

	
	DC68
	开花结束
	Anthesis complete


2 结果与分析

2.1 数量性状的变异分析
对7个品种的多花黑麦草数量性状数据进行统计分析，发现各性状的变异范围在7.55%~40.65%之间（表4），表明各性状在品种间存在明显变异。其中分蘖数的变异幅度最大，变异系数为40.65%，范围为44~330，且根据株型观察，分蘖数对其明显具有较大影响力，根据株型可以有效判断品种植株的整体形态，以此鉴别不同的品种，因此建议将分蘖数列为多花黑麦草测试指南中的加测指标；种子千粒重的变异系数最小，为7.55%，表明千粒重的遗传较为稳定，品种间差异较小，在进行DUS特异性鉴定时可将其改为备选测试性状，即在必测性状不能区别申请品种和近似品种时，仍需进一步测试而选用的性状。
2.2 数量性状的正态性检验
30个数量性状的K-S正态性检验结果表明（表5），千粒重等16个数量性状指标Sig值均大于0.05，差异不显著，符合正态分布，但基部小穗长等11个指标Sig值小于0.05，不符合正态分布。经检验，其中千粒重等16个性状符合正态分布，然后再对不符合正态分布的14个指标再进行卡方检验，看是否符合χ2分布。经检验，其中只有孕穗期、分蘖数和小花数不符合卡方分布
。

表4 多花黑麦草数量性状的变异

Table4 Variations of quantitative characteristics among Italian ryegrass 
	代码
Code.
	最大值
Max
	最小值
min
	平均值
Mean
	平均标准偏差
Average SD
	平均变异系数(%)
Average CV
	代码

Code.
	最大值
Max
	最小值
min
	平均值
Mean
	平均标准偏差
Average SD
	平均变异系数(%)
Average CV

	C1
	3.66 
	2.83 
	3.32 
	0.25 
	7.55 
	C16
	66.24 
	28.76 
	46.96 
	6.29 
	13.40 

	C2
	56.27 
	32.37 
	42.55 
	3.90 
	9.16 
	C17
	46.40 
	24.80 
	37.15 
	4.15 
	11.16 

	C3
	16.96 
	10.49 
	13.40 
	1.55 
	11.56 
	C18
	1.88 
	0.62 
	1.28 
	0.22 
	16.91 

	C4
	7.00 
	3.00 
	5.13 
	1.32 
	25.68 
	C19
	30.60 
	8.63 
	16.01 
	4.24 
	26.51 

	C5
	116.15 
	66.55 
	85.40 
	9.86 
	11.55 
	C20
	57.70 
	21.15 
	32.57 
	5.88 
	18.04 

	C6
	7.00 
	2.33 
	5.17 
	1.43 
	27.58 
	C21
	155.20 
	93.22 
	124.51 
	12.37 
	9.94 

	C7
	42.67 
	15.00 
	25.96 
	6.79 
	26.16 
	C22
	153.70 
	64.74 
	104.28 
	15.33 
	14.70 

	C8
	216.00 
	167.00 
	186.16 
	31.88 
	17.13 
	C23
	49.34 
	13.62 
	32.18 
	5.87 
	18.24 

	C9
	103.24 
	46.88 
	77.87 
	8.93 
	11.47 
	C24
	18.46 
	6.35 
	12.29 
	2.48 
	20.13 

	C10
	126.95 
	52.90 
	87.36 
	11.86 
	13.58 
	C25
	24.00 
	10.00 
	16.23 
	3.03 
	18.65 

	C11
	49.00 
	19.63 
	35.42 
	5.62 
	15.88 
	C26
	330.00 
	44.00 
	112.93 
	45.91 
	40.65 

	C12
	20.16 
	8.61 
	14.51 
	2.10 
	14.45 
	C27
	10.40 
	4.00 
	6.36 
	1.15 
	18.06 

	C13
	35.77 
	15.75 
	24.83 
	4.03 
	16.24 
	C28
	2326.33 
	381.33 
	1115.87 
	384.46 
	34.45 

	C14
	179.48 
	101.20 
	143.59 
	13.04 
	9.08 
	C29
	606.33 
	76.33 
	322.66 
	101.16 
	31.35 

	C15
	52.48 
	16.40 
	32.66 
	7.18 
	21.98 
	C30
	63.44 
	40.31 
	50.09 
	5.23 
	10.43 


表5 多花黑麦草数量性状的科尔莫哥洛夫-斯米诺夫（K-S）检验和卡方（χ2）检验
Table5 K-S and χ2 normal test of quantitative characteristics of Italian ryegrass 

	代码
	极差绝对值
	正极差
	负极差
	K-S值
	Sig值
	χ2-P值
	代码
	极差绝对值
	正极差
	负极差
	K-S值
	Sig值
	χ2-P值

	Code.
	Absolute
	Positive
	Negative
	K-S value
	Sig value
	χ2-P value
	Code.
	Absolute
	Positive
	Negative
	K-S value
	Sig value
	χ2-P value

	C1
	0.150
	0.089
	-0.150
	0.150
	0.200
	1.000
	C16
	0.049
	0.049
	-0.029
	0.049
	0.200
	1.000

	C2
	0.067
	0.067
	-0.047
	0.067
	0.200
	1.000
	C17
	0.046
	0.027
	-0.046
	0.046
	0.200
	0.085

	C3
	0.105
	0.105
	-0.097
	0.105
	0.052
	1.000
	C18
	0.053
	0.053
	-0.032
	0.053
	0.200
	1.000

	C4
	0.185
	0.118
	-0.185
	0.185
	0.000
	0.174
	C19
	0.068
	0.068
	-0.061
	0.068
	0.020
	1.000

	C5
	0.063
	0.063
	-0.037
	0.063
	0.200
	1.000
	C20
	0.101
	0.101
	-0.054
	0.101
	0.000
	1.000

	C6
	0.189
	0.126
	-0.189
	0.189
	0.000
	0.026
	C21
	0.053
	0.039
	-0.053
	0.053
	0.200
	1.000

	C7
	0.118
	0.118
	-0.056
	0.118
	0.017
	1.000
	C22
	0.052
	0.052
	-0.037
	0.052
	0.033
	1.000

	C8
	0.142
	0.142
	-0.100
	0.142
	0.000
	0.000
	C23
	0.051
	0.039
	-0.051
	0.051
	0.200
	1.000

	C9
	0.050
	0.050
	-0.044
	0.050
	0.200
	1.000
	C24
	0.027
	0.027
	-0.026
	0.027
	0.200
	1.000

	C10
	0.045
	0.045
	-0.028
	0.045
	0.045
	1.000
	C25
	0.100
	0.100
	-0.092
	0.100
	0.000
	0.000

	C11
	0.053
	0.026
	-0.053
	0.053
	0.200
	1.000
	C26
	0.124
	0.124
	-0.065
	0.124
	0.000
	0.000

	C12
	0.067
	0.067
	-0.043
	0.067
	0.024
	1.000
	C27
	0.137
	0.137
	-0.092
	0.137
	0.000
	0.955

	C13
	0.057
	0.057
	-0.027
	0.057
	0.098
	1.000
	C28
	0.109
	0.109
	-0.074
	0.109
	0.000
	1.000

	C14
	0.059
	0.037
	-0.059
	0.059
	0.075
	1.000
	C29
	0.068
	0.068
	-0.031
	0.068
	0.020
	0.091

	C15
	0.057
	0.051
	-0.057
	0.057
	0.089
	1.000
	C30
	0.081
	0.081
	-0.045
	0.081
	0.200
	1.000


2.3 多花黑麦草数量性状分级
将符合正态分布和χ2分布的性状均视为正态分布，统一采用([image: image14.png]


-1.2818S)、([image: image16.png]


-0.5246S)、([image: image18.png]
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+1.2818S) 4个分点分为5级，或 ([image: image22.png]


-0.5246S)和([image: image24.png]


+0.5246S) 2个分点分为3级。根据分点计算结果，得到各性状分级的分点（表6）。并对各性状频数绘制分布直方图，检验其频数是否符合χ2分布，不符合性状的极差按0.5~1倍标准差来进行调整，将其整理规范后列于表7中。试验中发现，除孕穗期（C8）和分蘖数（C26）分为3级外，其余性状均分为5级，同时参考UPOV，等级记录为1、3、5、7、9。孕穗期因环境等多个因素的影响导致抽穗的时间接近，分蘖数可能由于品种生产性能的选择趋势导致，且由于孕穗期的长短和分蘖数的分布状态不符合正态分布，因此将其调整为3级以符合性状的分布特点，进一步为制定中国的多花黑麦草DUS测试指南提供参考。
表6 数量性状分级的分值点
Table6 Grading point of quantitative characteristics
	性状Characteristics
	分点值Point values
	性状Characteristics
	分点值Point values

	
	1
	2
	3
	4
	
	
	1
	2
	3
	4

	C1
	3.00 
	3.19 
	3.45 
	3.64 
	
	C16
	38.90 
	43.66 
	50.26 
	55.03 

	C2
	37.55 
	40.50 
	44.59 
	47.54 
	
	C17
	31.84 
	34.98 
	39.33 
	42.47 

	C3
	11.41 
	12.58 
	14.21 
	15.38 
	
	C18
	1.00 
	1.17 
	1.39 
	1.56 

	C4
	3.44 
	4.44 
	5.82 
	6.82 
	
	C19
	10.57 
	13.78 
	18.23 
	21.45 

	C5
	72.76 
	80.23 
	90.57 
	98.04 
	
	C20
	25.04 
	29.49 
	35.65 
	40.10 

	C6
	3.34 
	4.42 
	5.91 
	6.99 
	
	C21
	108.65 
	118.02 
	131.01 
	140.38 

	C7
	17.26 
	22.40 
	29.53 
	34.67 
	
	C22
	84.62 
	96.24 
	112.32 
	123.93 

	C8
	145.29 
	169.43 
	202.88 
	227.02 
	
	C23
	24.65 
	29.10 
	35.26 
	39.70 

	C9
	66.42 
	73.18 
	82.55 
	89.32 
	
	C24
	9.12 
	11.00 
	13.59 
	15.47 

	C10
	72.15 
	81.14 
	93.58 
	102.56 
	
	C25
	12.35 
	14.64 
	17.82 
	20.11 

	C11
	28.21 
	32.47 
	38.38 
	42.63 
	
	C26
	54.08 
	88.85 
	137.01 
	171.77 

	C12
	11.82 
	13.41 
	15.61 
	17.19 
	
	C27
	4.89 
	5.76 
	6.96 
	7.83 

	C13
	19.66 
	22.72 
	26.95 
	30.00 
	
	C28
	623.07 
	914.18 
	1317.56 
	1608.68 

	C14
	126.88 
	136.76 
	150.43 
	160.30 
	
	C29
	192.99 
	269.59 
	375.73 
	452.34 

	C15
	23.46 
	28.90 
	36.43 
	41.86 
	
	C30
	43.39 
	47.35 
	52.83 
	56.79 


表7 数量性状分级的分级范围
Table7 Grading range of quantitative characteristics
	性状
Characteristics
	分级范围Grading range

	
	1
	3
	5
	7
	9

	C1
	≤3.00
	3.01~3.19
	3.20~3.45
	3.46~3.64
	≥3.65

	C2
	≤37.55
	37.56~40.50
	40.51~44.59
	44.60~47.54
	≥47.55

	C3
	≤11.41
	11.42~12.58
	12.59~14.21
	14.22~15.38
	≥15.39

	C4
	≤3.44
	3.45~4.44
	4.45~5.82
	5.83~6.82
	≥6.83

	C5
	≤72.76
	72.77~80.23
	80.24~90.57
	90.58~98.04
	≥98.05

	C6
	≤3.34
	3.35~4.42
	4.43~5.91
	5.92~6.99
	≥7.00

	C7
	≤17.26
	17.27~22.40
	22.41~29.53
	29.54~34.67
	≥34.68

	C8
	
	≤176.02
	176.03~191.97
	≥191.98
	　

	C9
	≤66.42
	66.43~73.18
	73.19~82.55
	82.56~89.32
	≥89.33

	C10
	≤72.15
	72.16~81.14
	81.15~93.58
	93.59~102.56
	≥102.57

	C11
	≤28.21
	28.22~32.47
	32.48~38.38
	38.39~42.63
	≥42.64

	C12
	≤11.82
	11.83~13.41
	13.42~15.61
	15.62~17.19
	≥17.20

	C13
	≤19.66
	19.67~22.72
	22.73~26.95
	26.96~30.00
	≥30.01


表7 （续）
	性状

Characteristics
	分级范围Grading range

	
	1
	3
	5
	7
	9

	C14
	≤126.88
	126.89~136.76
	136.77~150.43
	150.44~160.30
	≥160.31

	C15
	≤23.46
	23.47~28.90
	28.91~36.43
	36.44~41.86
	≥41.87

	C16
	≤38.90
	38.91~43.66
	43.67~50.26
	50.27~55.03
	≥55.04

	C17
	≤31
	31~34
	35~39
	40~42
	≥43

	C18
	≤1.00
	1.01~1.17
	1.18~1.39
	1.40~1.56
	≥1.57

	C19
	≤10.57
	10.58~13.78
	13.79~18.23
	18.24~21.45
	≥21.46

	C20
	≤25.04
	25.05~29.49
	29.50~35.65
	35.66~40.10
	≥40.11

	C21
	≤108.65
	108.66~118.02
	118.03~131.01
	131.02~140.38
	≥140.39

	C22
	≤84.62
	84.63~96.24
	96.25~112.32
	112.33~123.93
	≥123.94

	C23
	≤24.65
	24.66~29.10
	29.11~35.26
	35.27~39.70
	≥39.71

	C24
	≤9.12
	9.13~11.00
	11.01~13.59
	13.60~15.47
	≥15.48

	C25
	≤11
	11~14
	15~17
	18~20
	≥21

	C26
	
	≤82
	83~127
	≥128
	　

	C27
	≤4
	5
	6
	7
	≥8

	C28
	≤623.07
	623.08~914.18
	914.19~1317.56
	1317.57~1608.68
	≥1608.69

	C29
	≤192.99
	193.00~269.59
	269.60~375.73
	375.74~452.34
	≥452.35

	C30
	≤43.39
	43.40~47.35
	47.36~52.83
	52.84~56.79
	≥56.80


表8 多花黑麦草7个品种30个数量性状的多样性统计
Table8 Diversity statistics of 30 quantitative characteristics of 7 varieties

	性状
	等位变异数目
	有效等位
变异数目
	Shannon's 多样性指数
	性状
	等位变异数目
	有效等位
变异数目
	Shannon's 多样性指数

	Characteristics
	No. of allelic variation
	No. of effective allelic variation
	Shannon's diversity index
	Characteristics
	No. of allelic variation
	No. of effective allelic variation
	Shannon's diversity index

	C1
	5 
	4.05 
	1.50 
	C16
	5
	3.75 
	1.46 

	C2
	5 
	3.43 
	1.41 
	C17
	5
	4.05 
	1.50 

	C3
	5 
	4.00 
	1.47 
	C18
	5
	3.61 
	1.44 

	C4
	5 
	4.37 
	1.54 
	C19
	5
	3.49 
	1.39 

	C5
	5 
	3.85 
	1.46 
	C20
	5
	3.19 
	1.33 

	C6
	5 
	4.67 
	1.57 
	C21
	5
	4.32 
	1.53 

	C7
	5 
	3.39 
	1.39 
	C22
	5
	3.22 
	1.36 

	C8
	3 
	1.56 
	0.65 
	C23
	5
	3.67 
	1.45 

	C9
	5 
	3.72 
	1.45 
	C24
	5
	3.77 
	1.47 

	C10
	5 
	3.05 
	1.30 
	C25
	5
	3.58 
	1.37 

	C11
	5 
	3.99 
	1.49 
	C26
	3
	2.61 
	1.03 

	C12
	5 
	3.81 
	1.47 
	C27
	5
	3.21 
	1.35 

	C13
	5 
	3.80 
	1.46 
	C28
	5
	2.77 
	1.23 

	C14
	5 
	3.87 
	1.46 
	C29
	5
	3.82 
	1.47 

	C15
	5 
	3.95 
	1.49 
	C30
	5
	3.46 
	1.40 

	
	
	
	
	平均Mean
	4.87 
	3.60 
	1.40 


2.4 多花黑麦草数量性状的相关性分析
多花黑麦草各数量性状之间存在一定的相关性，且同一性状同时受多个性状变异的影响，但相关系数较小。高于0.6的相关系数仅有4对性状，株高和生长习性、小穗数与小穗密度、穗下茎节长度与节间数呈极显著负相关，相关系数分别为-0.661**、-0.641**、-0.662**，花序长与小穗密度呈极显著正相关，相关系数为0.729**。这说明本试验所采用的指标合理，独立性较强。
2.5 多花黑麦草数量性状多样性分析

为了解这7个品种的30个数量性状的多样性水平，对其进行了等位变异数、有效等位变异和Shannon's多样性指数（表8）分析。结果检测到146个等位变异，平均可以检测到5个；30个数量性状均有变异，平均有效等位变异数目为3.60，变幅为1.56~4.67；Shannon's多样性指数平均为1.40，变幅为0.65~1.57。
2.6 聚类分析
利用UPGMA法对构建成性状的数据矩阵对7个多花黑麦草品种进行了聚类分析（图1）。结果表明，通过对30个性状的综合评价，相似系数分布在0.78~0.90。当相似系数为0.84时，可分为3类。这次聚类主要将长江2号、阿伯德这两个品种分开，表明两个品种在单株形态性状跟其余品种差异明显，在不同生育期均有显著差异。
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图1 基于30个性状的7个多花黑麦草品种的聚类结果

Fig.1 Clustering analysis of 7 Italian ryegrass varieties based on 30 characteristics
3 讨论
3.1 关于多花黑麦草的数量性状分布

多花黑麦草不同材料、不同性状间变异程度具有统计学意义，30个数量性状的变异系数范围为7.55%~40.65%，具丰富的遗传多样性，为DUS测试工作的开展提供了可能性，为数量性状的近一步分级提供了条件。数量性状一般易受环境因素的影响，不如质量性状稳定，在群体内的各个体间表现为连续变异，一般呈连续正态分布，因此为准确进行数量性状的评价，数量性状分级范围的确定是必要的。
试验发现，千粒重、叶长、叶宽等16个性状符合正态分布，但本试验调查的30个性状中有接近一半性状不完全符合正态分布，而更近似χ2分布（偏态分布），这说明χ2分布在多花黑麦草数量性状的分布上，是除了正态分布以外的又一常态分布，在进行数量性状的测定时，这一分布形态也可作为正态分布性来看。在大部分植物上也存在类似的情况[22-23]，这种分布状态可能是由于长期的人工选择，在选择压力下，优胜劣汰的结果使群体向特定方向进化，从而使性状分布发生偏移。例如多花黑麦草单株鲜重，性状出现向重量高的一侧偏离的分布，这可能是由于多花黑麦草作为世界广泛栽培的牧草之一，长期对其进行选择选育出来的品种普遍是相对较高产的品种。各性状间相关系数普遍较小，说明本研究采用的性状指标独立性较强，从而间接证明了所参考UPOV指南中的所列指标的合理性，以及加测指标作为进一步区分品种的备选指标具有一定的参考价值。本试验发现，多花黑麦草各品种植株间分蘖数差异具有统计学意义，其变异系数是所测数量性状指标中最大的，因此建议将分蘖数列为加测指标。

3.2 关于黑麦草DUS测试指南
由于数量性状受年份、时间、地点的影响较大[27]，因此在黑麦草的DUS测试指南中并没有给出具体的划分依据，而是给出相应的标准品种来进行参照测试。但在实际的测定中，很难获取标准品种原种或原种不适宜试验种植地[28]，因此将数量性状数据直接进行合理的分级是必要的，以便于与UPOV等指南中的测试方法对应，我国学者对农作物种质资源的分级评价主要采用1~3级[23,29]、1~5级[30,31]、1~9级[32,33]，本试验基于UPOV的分级，将30个数量性状进行了分级，给出其分级的具体数值范围，记录时与UPOV记录指标保持一致，使用1、3、5、7、9级或3、5、7级来进行记录。在试验中发现，多花黑麦草部分数量性状指标分布范围接近，将其记录等级分为3级更为合理，如孕穗期（春化后）这个指标，可能由于环境等多个因素的影响导致抽穗的时间接近，因此可将其调整为3级。

本研究首次对多花黑麦草数量性状进行了概率分级，提出了基于数量性状分布特征的多花黑麦草主要数量性状的概率分级指标体系。通过对测定的30个数量性状指标进行分析，全方位地对多花黑麦草进行了概率分级，较好地体现了其数量性状变异的中值和离散程度以及不同性状值在总体变异中的位置，为黑麦草品种的鉴定评价、品种选育及数量性状的分级提供了理论依据。
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�DUS测试仅在测定数量性状确定中进行了相关文献参考，建议本文章题目删除“DUS测试”字样，增加“表型”字样


�此结论与表5结果不相符。节间数是符合卡方分布的，而小花数不符合卡方分布。


�应作为结论。


�做结论。
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