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一、工作简况，包括任务来源、制定背景、协作单位、主要工作过程、标准主要起草人及其所做的工作等；
（一）任务来源

根据农质标函〔2021〕76号农业农村部农产品质量安全监管司关于下达2021年农业国家标准和行业标准制修订项目计划的通知，由北京市农林科学院杂交小麦研究所主持承担《小麦区域试验品种DNA位点纯合率检测 SSR分子标记法》的制定工作。

制定背景

小麦作为我国主要的口粮作物，其生产安全直接关系到国家粮食安全和社会稳定。确保推广品种的优良特性，是从源头上保障小麦生产的基础。制定此标准是夯实国家粮食安全基石的重要技术举措。新修订的《中华人民共和国种子法》明确规定了对主要农作物实行品种审定制度。品种审定是国家对小麦等主要农作物新品种市场准入的关键监管环节。一个品种的稳定性与一致性是审定制度的核心要求，直接关系到农业生产的安全和农民的利益。本标准旨在为审定环节提供一个客观、量化的关键技术指标，使品种审定工作更加科学、严谨。特异性、一致性、稳定性（DUS）测试是授予植物新品种权的技术核心。其中，一致性和稳定性是品种维权和管理的基石。DNA位点纯合率检测，作为对品种群体遗传稳定性和一致性的直接度量，可以作为DUS测试的有力补充和前置筛查工具。在品种进入昂贵的正式DUS测试前，通过纯合率筛查，可提前淘汰那些因育种程序不当导致遗传背景不稳定的材料，提升育种效率，并为后续可能的品种维权提供早期、关键的证据链支撑。

小麦育种进程“急于求成”（早世代出圃）会给品种带来一定的质量风险。依据小麦常规育种程序，小麦品种通常在F6代及以上世代达到遗传稳定性（DNA位点纯合率平均≥95.5%）。然而，当前行业中普遍存在F4或F5代过早混合收获的现象，导致参试品种的遗传基础未完全纯合。这种“赶时间、抢进度”的做法，使得品种在后续繁殖过程中易发生分离现象，导致田间表现参差不齐，严重影响了品种的一致性和稳定性，为农业生产用种安全埋下巨大隐患。同时一个遗传背景不稳定的品种，不仅损害农民利益，也给市场监管和品种权保护带来巨大困难。当一个品种发生变异或混杂时，难以界定是天然变异、机械混杂还是品种本身固有的不稳定问题，这为套牌侵权、假冒伪劣种子的查处和新颖性维权取证带来了技术上的模糊地带和挑战。

DNA位点纯合率作为衡量品种一致性和稳定性的核心指标，在我国国家小麦区域试验中已成功应用超过十年。已被国内育种专家、种子企业和管理部门广泛接受，成为区试中考核和淘汰不合格品种的关键、硬性指标，其科学性和实用性获得了行业的一致认可。SSR（简单序列重复）分子标记技术因其多态性高、重复性好、检测成本相对较低等优点，已成为国际上主流的品种鉴定技术之一。该技术在我国小麦研究及应用领域技术体系完备，实验流程成熟，已在多个科研机构和检测平台普及，完全具备制定为国家统一技术规范的条件。尽管该指标已应用多年，但长期以来缺乏国家或行业层面的统一技术规范。目前主要依靠“会议纪要”等行政文件作为执行依据，在检测方法、位点选择、数据判读等方面存在不统一的风险，影响了执法的严肃性和检测结果的权威性。因此，亟需将这一行之有效的实践制度化、标准化，为区域试验、品种审定、市场监督和司法鉴定提供权威、统一的技术支撑。

综上所述，制定《小麦品种DNA位点纯合率SSR分子标记检测技术规范》是国家贯彻落实《种子法》、强化品种审定制度、保障粮食安全的战略需要；是应对当前育种行业突出问题、从源头提升种子质量、维护品种权人利益的迫切需求；也是将经过长期实践检验的成熟技术制度化、统一行业执法与管理尺度的必然要求。本标准的制定，将为推动我国小麦种业高质量发展，实现从种业大国向种业强国的转变提供坚实的技术保障。
（三）主要起草单位

本文件由北京市农林科学院杂交小麦研究所和全国农业技术推广服务中心合作起草。

（四）编写人员与分工

北京市农林科学院杂交小麦研究所和全国农业技术推广服务中心的人员参与了市场调研、文献查新、资料的收集整理、检测技术研发、SSR指纹数据库构建、实验室比对、外部验证、田间表型与分子数据相关符合性验证、数据分析与处理、文本撰写、项目申报等工作，主要起草人员信息及任务分工见表1。

表1. 主要起草人员信息及任务分工

	姓名
	单位
	职称
	专业特长及分工

	庞斌双
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	研究员
	组织实施、制定技术研发方案、体系建立、起草标准文本。

	刘丽华
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	副研究员
	品种鉴定/市场调研、文献查新、内部验证、外部验证。

	张笑晴
	全国农业技术推广服务中心
	主流农艺师
	文献查新、编制说明撰写

	刘阳娜
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	助理研究员
	标记筛选、标准文本的修改

	金石桥
	全国农业技术推广服务中心
	高级农艺师
	品种鉴定/市场调研、文献查新、技术把关。

	李宏博
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	助理研究员
	农学/标记筛选、指纹数据库构建、数据分析与处理。

	邱军
	全国农业技术推广服务中心
	研究员
	文献查新、技术指导，标准文本的修改。

	杨国航
	北京市农林科学院
	研究员
	技术指导，组织实施

	张明明
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	助理研究员
	标准外部验证

	晋 芳
	全国农业技术推广服务中心
	高级农艺师
	技术指导。

	周华
	全国农业技术推广服务中心
	助理农艺师
	表型验证，文本修改

	赵昌平
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	研究员
	技术指导。

	刘丰泽
	全国农业技术推广服务中心
	助理研究员
	外部验证、数据分析与处理。

	屈平平
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	助理研究员
	数据处理

	李亚会
	北京市农林科学院杂交小麦研究所
	助理研究员
	表型和分子数据关联分析


（五）主要工作过程

（应包含起草、征求意见、送审等环节的时间及具体情况。）

北京市农林科学院杂交小麦研究所和全国农业技术推广服务中心于2010年启动了区试参试品种一致性和稳定性分子鉴定技术研究。多年来在农业农村部农产品质量安全监管（种子管理）项目、北京市农林科学院财政专项等项目的支持下，历经15年科学研究，通过大规模多态性SSR位点筛选，阈值设定，国家区试处经过十余年分子和表型相关性验证，基本建立起小麦区试参试品种的SSR位点纯合率检测技术体系。
2011年本项目获得农业部批准，年底完成了该标准初稿。2012年3月份召开研讨会，征求了中国农科院辛志勇研究员、中国科学院王道文研究员、农业部谷物及制品质量监督检验测试中心张瑞英研究员、农业部新品种保护办公室专家堵苑苑、国家小麦品种审定委员会主任侯流沙研究员和副主任周扬研究员对初稿的意见。根据研讨会上专家的意见，经过反复修改，于2012年9月形成征求意见稿，发送至23个省市种子管理站征求意见，收到7个省种子管理站的回馈意见90多条。根据收集到的意见，又经多次修改，于2012年12月形成送审稿。之后在多位专家的指导下，进一步完善了文字表述。在3年中，本标准历经20多次整体修改，凝聚了数十名技术人员、专家和有关领导的辛勤工作。
2013年就标准内容进行了广泛研讨、征求意见，于2013年12月标准通过审定并提交了标准的报批稿，该标准一直没有发布。

2020年-2021年，考虑到当时报批稿技术采用的是垂直版电泳检测平台，不符合现代种业高速发展和庞大参试品种数量的时效性检测需求，标准编制单位又在原始报批稿基础上，通过大量查阅参考文献，扩充筛选了带型和峰型简单、易识别的多态性丰富的新型SSR标记引物，与原有引物合并后能够满足多重毛细管电泳检测需求。 

2024年10月：标准起草小组起草了标准文本和编制说明。

2025年11月28日开始在北京市农林科学院官网上向社会广泛征求意见，并通过函审分别征求了20家单位20位专家的意见。经汇总，整理成XX条意见和建议。起草组对专家意见和建议逐条进行了讨论，采纳了XX条，部分采纳XX条，不采纳XX条。在此基础上，对征求意见稿进行了修改，形成了标准送审稿。
二、标准编制原则和确定标准主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等）的论据（包括试验、统计数据），修订标准时，应增列新旧标准水平的对比。

（一）标准编制原则

规范性原则：本文件的制定符合法律法规，符合有关标准要求，包括国家主席令（2021年105号） 中华人民共和国种子法、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》、GB/T 3543.1 《农作物种子检验规程 总则》、GB/T 3543.2 《农作物种子检验规程 扦样》、GB/T20001-4-2015《试验方法标准》和GB/T 6682 《分析实验室用水规格和试验方法》。

适用性原则：本文件的全部内容具有可操作性和适用性，操作简单，基因型批量分型，不依赖于生物信息学高级人才，适用于所有种子检验机构、科研单位、大学院校和种子企业等。是新品种一致性、稳定性室内快速监测和鉴定的理想技术，将在在新品种测试领域和区域实验领域发挥重要作用。
统一性原则：本文件与现行有效的国家标准GB/T 3543.11-2025 《农作物种子检验规程 品种质量 品种真实性鉴定》和农业行业标准《主要农作物品种真实性SSR分子标记检测 普通小麦》等相关分子检测标准协调统一，所用的42个一级SSR位点均来自于这两个标准，确保了不同小麦SSR标记鉴定标准的协调性、衔接性和统一性。
先进性原则：本文件采用目前国际国内农作物品种鉴定领域均认可的SSR标记技术，是目前比较成熟的品种分子鉴定度技术，能够保证检测结果的准确性、时效性和低成本等技术需求。该方法低成本、不受环境和季节的影响、取材方便、不受组织特异性影响、自动化基因型分型通量高、重复性和稳定性好。1个品种的一致性和稳定性鉴定用时不会超过3个工作日。目前国际上还没有小麦新品种一致性、稳定性相关分子鉴定标准，该标准的发布填补了国际小麦品种在一致性和稳定性该领域鉴定技术的空白。
（二）主要技术内容

1、分子标记类型的选择

国际上公认用于品种鉴定的DNA标记是SSR和SNP标记，SSR标记技术是对简单重复序列等位变异扩增片段大小进行鉴定，是目前在全球范围应用最广最成熟的品种鉴定技术。被国际种子检验协会（ISTA）、国际植物新品种保护联盟（UPOV）、国际种子贸易联盟（ISF）推荐为作物品种鉴定和指纹数据库构建的标记类型。在我国SSR标记技术普及率广，操作简单，经济，检测平台多，设备高度国产化，从国家级到地县级种子管理单位，企事业单位，科研单位等均有相关检测平台，具有普遍推广的基础。SSR基因分型可视化强，作为证据容易呈现，因此本文件以SSR标记作为该项目的首选分子标记类型。

SSR标记位点的筛选

2.1研究材料

表1以各生态区生产上大面积推广应用的代表性品种为引物筛选材料，以历年国家、北京市、河南、河北、江苏、湖北等区试参试品种为阈值和结果验证材料。
表1 代表性品种信息

	品种编号
	品种名称
	品种编号
	品种名称

	S-1
	扬辐麦2号
	S-385
	陇中1号

	S-3
	扬麦15
	S-343
	川农16

	S-110
	农大3659
	S-31
	济麦3号

	S-142
	皖麦38
	S-22B
	中育6号

	S-340
	川农17
	S-10
	扬麦13号

	S-198B
	新麦11号
	S-76
	苏徐2号

	S-200
	新麦13号
	S-93
	周麦17

	S-269
	温麦10号
	S-371
	晋麦54

	S-67
	廊研43号
	S-70
	宝麦8号

	S-256
	中麦175
	S-166
	石新828

	S-359
	宁麦8号
	S-244
	西科麦4号

	S-51
	凤麦24
	S-291
	西农988

	S-325
	长4738
	S-400
	云麦53

	S-109
	农大3432
	S-52
	靖麦8号

	S-113
	农大211
	S-150
	烟农19号

	S-364
	中优9507
	S-74
	豫麦48

	S-380
	邯优3475
	S-377
	衡95观26

	S-287
	扬麦18
	S-87
	沧麦119

	S-37
	泽优1号
	S-55
	云麦42

	S-169
	山农优麦2号
	S-187
	安麦1号

	S-35
	临旱6号
	S-96
	宁麦5号

	S-108
	农大3488
	S-82
	长武134

	S-69
	丰优3号
	S-386
	静麦2号


2.2  SSR位点的筛选
从美国graingenes和日本小麦图谱网站等收集并合成了单位点SSR 标记542个。以染色体分布相对均匀、重复基序2bp以上、扩增产物稳定、PIC值高、带型或峰型简单易读等作为SSR引物优先入选原则，从中筛选了150对SSR引物作为候选SSR引物。根据多检测平台数据兼容原则最后确定了用于小麦品种SSR位点纯合率鉴定的候选SSR标记84个。

本着染色体上分布均匀、多态性信息指数高、易于区分审定小麦品种、PCR产物稳定、无非特异性扩增、PCR扩增片断大小区间相对集中、易于实现毛细管多重荧光电泳、对审定小麦品种分辨率高的原则，从84对候选标记中确定了42个SSR标记作为小麦品种鉴定的专用一级标记，21个SSR标记作为品种鉴定的二级标记（表2）。42个SSR标记在审定小麦品种中共检出422个等位变异，等位变异数范围为6-31个，平均每个位点上检测到10个等位变异，每个标记的平均PIC值为0.70，对小麦品种具有较高的分辨率，也是小麦品种真实性鉴定专用标记。二级SSR标记共计21个，共检出134个等位变异，变异范围为3-11个，平均为6.4个，PIC值平均为0.69，变幅为0.510-0.815，仍然具有较高的区分能力。
表2  63对SSR引物基序及多态性信息
	一级引物名称
	重复基序（bp）
	一级引物名称
	重复基序（bp）

	cwm65
	3
	wmc312
	2

	barc80
	3
	barc240
	3

	cfd72
	2
	gdm111
	2

	gwm294
	2
	wmc522
	2

	gwm429
	2
	cfa2155
	2

	gwm261
	2
	cfd51
	2

	gwm155
	2
	barc324
	3

	gwm285
	2
	barc164
	3

	gdm72
	2
	cfd9
	2

	gwm610
	2
	gwm161
	2

	ksum62
	2
	barc170
	3

	barc91
	3
	gwm495
	2

	gwm304
	2
	wmc720
	2

	二级引物名称
	重复基序（bp）
	二级引物名称
	重复基序（bp）

	gwm67
	2
	gwm186
	2

	cfd29
	2
	cfd8
	2

	gwm459
	2
	gwm169
	2

	barc198
	3
	barc345
	2

	cfd76
	2
	barc1121
	3

	cfa2028
	2
	cfa2123
	2

	gwm333
	2
	wmc476
	2

	gwm437
	2
	gwm44
	2

	barc17
	3
	C2A135
	4

	barc20
	3
	C3A205
	4

	barc21
	3
	C4A259
	5

	barc28
	3
	C5A325
	5

	barc59
	2
	C6A335
	4

	gwm469
	2
	C1B705
	4

	wmc349
	2
	C2B749
	5

	wmc468
	2
	C4B1027
	4

	wmc532
	2
	C5D1569
	4

	wmc702
	2
	DuPw217
	3

	wmc764
	2
	　
	　


42对SSR引物为一级引物。利用其前21对引物分析653份审定品种，结果显示这21对引物能够区分96%的审定品种，不能区分的品种见表3。利用这21对核心引物对近几年参加国家、北京、河南、河北等冬小麦区域试验的小麦品种进行遗传分析，结果发现21对核心引物能够很好的区分国家及主要麦区的参试小麦品种（图1-A），参试小麦品种生态类型分区比较明显，如河南参试小麦品种与黄淮南片小麦品种聚类在一个大类群中，而北部冬麦区、河北区试和北京区试参试品种聚为一大类群。说明21对核心引物区分能力强。利用42对一级引物对河北省多年参试小麦品种进行分析（图1-B），发现42对引物能够很好的区分该区域参试小麦品种。将63对引物根据不同毛细管型号进行合理分组，保证检测通量和效率。如采用四色荧光毛细管电泳仪进行检测，63对引物可分成7组完成电泳（表4）。

	品种编号
	品种名称
	GD
	亲本组合
	品种编号
	品种名称
	GD
	亲本组合

	S-140
	皖麦53号
	0.000
	豫麦29/皖麦19
	s-224
	洛旱9号
	0.000
	豫麦49/山农45

	S-138
	皖麦50号
	
	豫麦29/皖麦19
	S-121
	洛旱7号
	
	豫麦41/山农45

	S-323
	舜麦1718
	0.000
	32S/Gabo
	S-33
	豫麦34（郑农7号）
	0.000
	矮丰3号/孟201//牛株特///豫麦2号,百农8717/3/偃大72-629-52/石82-559/百农4046-1

	S-150
	烟农19号
	
	烟1933/陕82-29
	S-32
	郑农16
	
	郑农7号/小偃6号

	S-462
	阳光851
	0.000
	漯麦4号/周麦16//漯麦4号
	S-410
	亿麦6号
	0.000
	周麦9号系选/豫麦18系选

	S-20
	丰舞981
	
	豫麦57系选
	S-206
	许农5号
	
	周8846/周麦9号

	S-363
	小偃22
	0.000
	（小偃6号×775-1）×小偃107
	S-419
	平麦02-16
	0.000
	西农278×平麦999

	S-207
	富麦2008
	
	豫麦57诱变
	S-368
	豫麦41
	
	温2540变异单株系选

	S-381
	藁优2018
	0.000
	9411/98172
	S-443
	晋麦92号
	0.000
	临优6148 / 晋麦33

	S-184
	济麦20号
	
	鲁麦14/884187
	S-219
	太10604
	
	太原610/太原851

	S-391
	煤生0308
	0.000
	滨州93-1×鲁麦14号
	
	
	
	

	S-284
	邯4564
	
	邯88-6012/石5144
	
	
	
	


表3  21对核心引物不能区分的审定小麦品种
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图1-A  21对核心引物对近几年参加国家等省市冬小麦区域试验品种的区分能力

[image: image2.png]2% et e TR St peS e s SgaTenio seroigEIen o





图1-B  42对引物对近几年参加河北省小麦区域试验品种的区分能力

图1 筛选引物区分能力评价
表4  63对引物四色荧光分组方案
	组别
	黑色
	红色
	蓝色
	绿色

	1
	WP14N(gwm67):78-93
	WP09P(gdm72):122-150
	WP21F(gwm437):84-141
	WP16V(gwm459):107-137

	
	WP12N(barc91):108-159
	　
	WP10F(gwm610):166-178
	　

	
	WP03N(cfd72):215-246
	WP19P(cfa2028):237-261
	WP08F(gwm285):214-257
	WP13V(gwm304):190-227

	2
	WP02N(barc80):95-120
	WP30P(gwm161):144-177
	WP20F(gwm333):141-151
	WP04V(Xgwm294):65-104

	
	WP18N(Xcfd76 ):142-169
	WP05P(Xgwm429):199-226
	　
	WP07V(gwm155):122-158

	
	WP01N(cwm65):214-270
	　
	WP11F(ksum62):168-216
	WP06V(gwm261):164-213

	3
	WP26N(cfd51):144-167
	WP17P(barc198):111-164
	WP33F(wmc720):100-149
	WP39V(barc1121):103-131

	
	WP24N(gdm111):187-205
	WP41P(wmc476):179-217
	WP25F(wmc522):169-218
	　

	
	　
	　
	WP40F(cfa2123):236-264
	WP29V(cfd9):187-250

	4
	WP38N(barc345):113-161
	WP31P(barc170):148-205
	WP34F(gwm186):116-140
	WP36V(cfd8):153-162

	
	WP28N(barc164):173-216
	WP35P(cfa2155):214-223
	WP42F(gwm44):162-193
	WP37V(gwm169):176-222

	5
	WP45N（barc21）：205-220
	WP54P（C2A135）：193-227
	WP43F（barc17）：270-300
	WP49V（wmc349）：95-107

	
	　
	WP50P（wmc468）：139-163
	WP51F（wmc532）：156-184
	　

	
	　
	　
	WP59F（C1B705）：117-137
	WP61V（C4B1027）：266-294

	6
	WP53N（wmc764）：132-166
	WP52P（wmc702）：186-202
	WP46F (barc28):213-271
	WP60V (C2B749):236-296

	
	WP55N（C3A205）：205-217
	WP58P（C6A335）：139-160
	WP56F(C4A259):134-158
	WP57V(C5A325):167-194

	
	　
	　
	WP44F(barc20):179-197
	WP62V (C5D1569):202-218

	7
	WP27N(Xbarc324):223-260
	WP15P(cfd29):161-204
	WP22F(wmc312):216-251
	WP32V(gwm495):150-180

	
	WP47N(barc59):172-194
	WP23P(barc240):236-279
	WP48F (gwm469):166-182
	WP63V（DuPw217）：210-222

	注：以WP47N(barc59):172-194为示例，表示引物编号WP47，N为荧光染料Ned，（）内为引物名称，后面172-194为扩增片段大小范围。


2.3  SSR位点纯合率与小麦品种一致性和稳定性关系的确立
2008-2009年度，以24份正在育种程序的F4代、F5代和F6代株系为研究材料，每代株系分别选取8个双亲遗传背景（组合来源见表2）有差异的后代材料，每个后代材料分别选取8个单株独立收获。2009-2010年每个株系种2行，并随机定苗20株挂牌，用于DNA提取和田间农艺性状调查。比较同一组合不同株行的表型农艺性状差异，根据株行间的差异判定分离世代株系的一致性和稳定性。如某世代株行间的差异较大，证明该品种仍在分离，不具备一致性和稳定性。
采用50对SSR引物分别对8个F4代株系、8个F5代株系和8个F6代株系的下一世代繁殖株行的SSR位点纯合度进行检测，结果表明，8个F4代株系后代的平均SSR位点纯合率为83.75%，除W3株系后代的SSR位点纯合率为98%，没有性状分离外，另外7个F4代株系后代的SSR位点纯合率变异范围为78%～86%，并在多个性状上分离明显；8个F5代株系后代的SSR位点纯合率平均为90.00%，变异范围为84%～96 %，其中两个株系W15和W16的SSR位点纯合率均为96%。8个F6代株系后代的SSR位点纯合率平均为95.50%，SSR位点纯合率变异范围为94%～98% (表2)，但W22株系的SSR位点纯合率为84%。从表2中的数据可以明显看出，SSR位点纯合率大小随着育种世代的增加而提高，随着育种后代SSR位点纯合率增加，其后代个体间的表型性状差异性减小，一致性明显提高。不同杂交组合后代其SSR位点纯合速率有显著差异，在三交杂交组合“西农8355/PH82-2-2//云麦42”后代中，取F4代的株系种植株行后，其SSR位点纯合率已经达到98%，株行间没有明显分离性状，而取自杂交组合 “白玉149/9158//白玉149”的 F6代后代的SSR位点纯合率仅为84%，株行间有2个性状差异显著。因此，因配制杂交组合的亲本基因型不同，其基因重组和分离的规律和机制存在很大差异，早世代提前引入品种SSR位点纯合率监测指标是确保品种一致性和稳定性达标的关键，个别组合可以提高育种效率。

表2  24个株系的SSR位点纯合率和田间表型

	品种编号
	世代
	组合
	SSR位点纯合率（%）
	分离性状

	W1
	F4
	01-1573//中优970/烟S91
	84
	茎叶蜡质、穗蜡质、株高、穗型、穗长

	W2
	F4
	98270/观35//李43
	82
	株高、穗型、穗长、抽穗期

	W3
	F4
	西农8355/PH82-2-2//云麦42
	98
	无

	W4
	F4
	京411/白玉149//石新系-58
	82
	株高、穗型、茎叶蜡质

	W5
	F4
	86E22/簇毛麦
	86
	株高、茎叶蜡质、穗蜡质、叶耳颜色、幼苗习性、穗长、穗型

	W6
	F4
	01-1573/淮麦19
	80
	株高、茎叶蜡质、穗蜡质、旗叶形态

	W7
	F4
	GLDS/临洮0283
	80
	茎叶蜡质、抽穗期、旗叶形态、株高、旗叶长宽

	W8
	F4
	GLDS/簇毛麦
	78
	抽穗期、旗叶形态、穗蜡质

	W9
	F5
	2000组-20/118
	88
	株高、叶耳颜色

	W10
	F5
	2000组-20/沧96-8
	90
	株高、穗密度、叶耳颜色

	W11
	F5
	8121/MC159
	92
	无

	W12
	F5
	83-2/9158
	86
	株高、穗型

	W13
	F5
	沧96-8//组3619/白玉149
	84
	株高、穗型、叶耳颜色、抽穗期

	W14
	F5
	组3619/白玉149//01-1573
	88
	株高、穗长、穗型、旗叶形态

	W15
	F5
	98-270/高优503//73041
	96
	无

	W16
	F5
	CP032/73041//漯4518
	96
	无

	W17
	F6
	白玉149/8091
	98
	无

	W18
	F6
	白玉149/327选
	94
	株高、抽穗期

	W19
	F6
	CP032/山农89-1
	98
	株高

	W20
	F6
	CR426/GLDS
	98
	无

	W21
	F6
	组3619//86E22/父3
	96
	无

	W22
	F6
	白玉149/9158//白玉149
	84
	株高、抽穗期

	W23
	F6
	9158/73041//CR147
	96
	无

	W24
	F6
	98270/白玉149//86E22
	98
	无


2.4  SSR位点纯合率与小麦品种一致性和稳定性关系的验证
为了研究采用SSR标记检测小麦品种一致性和稳定性的方法，自2008年起，每年将上年度区域试验中SSR位点纯合率（SSR-HLR）低于95%的品种按单株收获，在下一年度比较株行间的表型性状，同时以SSR-HLR≥95%的品种作为对照。汇总3年的株行鉴定结果，结果显示， SSR-HLR大于95%的品种株间无显著差异，具备一致性和稳定性；SSR-HLR为91%～95%的品种，有的有显著差异，有的无差异；SSR-HLR低于91%的品种株行间表型性状间存在显著差异，在表型性状上存在分离，说明这些品种显然不具备一致性和稳定性。表1～3列出了3个年度中株行间农艺性状尚不具备一致性和稳定性的品种，这些品种的SSR-HLR均低于95%。
表1  2008-2009年株行间鉴定结果

	品种名称
	SSR-HLR（%）
	株行间显著差异的性状

	A2008-87
	83.7
	株高、株型、抽穗期、穗长、千粒重、粒色

	A2007-97
	83.1
	株高、抽穗期、穗长、穗粒数、千粒重、粒质

	A2008-119
	84.5
	株高、抽穗期、株型、穗型、穗长、千粒重

	A2007-21
	90.7
	单株穗数、穗长、千粒重、粒色、粒质

	A2007-61
	92.1
	穗长、千粒重

	A2008-80
	94.7
	株高、穗型


表2  2009-2010年度株行鉴定结果

	品种名称
	SSR-HLR（%）
	株行间显著差异的性状

	A2009-75
	80.2 
	抽穗期、旗叶长度、旗叶宽度、株高、穗型

	A2009-30
	85.7 
	旗叶长度相差7cm以上

	A2009-14
	85.7 
	株高、成熟期

	A2009-41
	85.7 
	抽穗期、旗叶长度、株高、穗型

	A2009-126
	87.9 
	苗期叶形、抽穗期、、旗叶长度、株高

	A2009-35
	89.0 
	株高；成熟期

	A2009-123
	89.0 
	抽穗期、旗叶长度、旗叶宽度、株高

	A2009-34
	90.1 
	旗叶长度、株高、成熟期

	A2009-54
	91.2 
	抽穗期、株高

	A2009-73
	92.3 
	苗期株型、苗期叶片、抽穗期

	A2009-83
	93.4 
	旗叶长度、株高、穗长


表3  2010-2011年度株行鉴定结果
	品种名称
	SSR-HLR（%）
	株行间显著差异的性状

	A2010-93
	78.0
	抽穗期、株高、旗叶宽度、穗长

	A2010-101
	84.6
	抽穗期、成熟期、株高、旗叶长、穗长、粒型、粒质

	A2010-107
	84.0
	抽穗期、茎鞘蜡质、茎秆颜色、株高、穗长、粒型、百粒重

	A2010-115
	84.0
	抽穗期、株高、旗叶长宽、穗长

	A2010-37
	84.0
	抽穗期、株高

	A2010-110
	86.0
	抽穗期、株高、穗长

	A2010-136
	86.0
	抽穗期、株高、旗叶长宽、单株穗数、穗长

	A2010-35
	88.0
	抽穗期、株高、旗叶长、粒型

	A2010-112
	92.0
	株高、旗叶长

	A2010-123
	92.0
	株高、穗长

	A2010-130
	94.0
	抽穗期、成熟期、株高、旗叶长宽、穗长

	A2010-92
	94.0
	穗型、穗粒数


2.5  偏单亲型非纯合SSR位点的处理方案

小麦品种通过若干世代自交和人工筛选而育成。其杂合位点以1:2:1的比例在后代中分离，随着繁殖世代的增加，具有某一杂合位点的个体在群体中所占比例越来越小，相同位点上两种纯合基因型的个体在群体中所占比例分别趋近于50 %（表5），形成“非纯合位点”，亦称作“分离位点”。因此非纯合位点在群体中的三种基因型分别为母本、父本纯合基因型和父母本杂合基因型，具有母本、父本纯合基因型的个体之比应为1:1。但由于遗传存在偏分离现象，而人为混收高世代姊妹系也会导致选取姊妹系选偏现象存在，某些非纯合位点在群体中以某一亲本基因型的个体占绝对多数（表6），我们其称为“偏单亲型非纯合位点”。

表5  2006-2007国家区试中部分品种的非纯合SSR位点

	品种名称
	SSR位点
	检测株数
	三种基因型的株数

	
	
	
	一种纯合基因型
	另一种纯合基因型
	ab杂合子

	宁030119
	Xgwm334
	50
	22
	27
	1

	晋太0509
	Xgwm339
	50
	22
	25
	3

	宁030119
	Xcfd76
	47
	27
	18
	2

	04中36
	Xgwm469
	44
	17
	26
	1

	漯优7号
	Xgwm186
	46
	23
	20
	3

	济宁18
	Xgdm72
	42
	18
	22
	2

	合计
	
	279
	129
	138
	12

	比例
	
	100 %
	46.2 %
	49.5 %
	4.3 %


表6  2011-2012国家区试中3个品种的偏单亲型非纯合SSR位点

	品种名称
	SSR位点
	检测株数
	三种基因型的株数

	
	
	
	一种纯合基因型
	另一种纯合基因型
	ab杂合子

	川07217
	Xgwm325
	29
	21
	7
	1

	
	Xcfd76
	30
	24
	6
	0

	淮麦0705
	Xgwm67
	29
	26
	3
	0

	
	Xgwm334
	29
	26
	3
	0

	天民198
	Xwmc532
	28
	21
	5
	2

	
	Xcn150
	29
	24
	5
	0

	合计
	
	174
	142
	29
	3

	比例
	
	100 %
	81.6 %
	16.7 %
	1.7 %


偏单亲型非纯合位点中部分位点呈现出高度偏单亲倾向，如表6中淮麦0705的SSR位点Xgwm67和Xgwm334，具有两种基因型的个体之比为8.7:1，一种基因型占绝对优势。为了确定此类位点对品种一致性、稳定性的影响，我们以区试品种A2008-81为材料，考察了该品种25个主要表型和农艺形状，分析了84个SSR位点的基因型。检出24个非纯合位点，其中23个为高度偏单亲型（表7）。在该品种的表型和农艺性状中，只有粒色、粒质尚在分离，其90 % 的植株为红粒、硬质，10 % 为白粒、软质。如果将23个“高度偏单亲型”非纯合位点作为非纯合位点处理，该品种的位点纯合率仅71.4%，与其表型一致性不符。若将23个“高度偏单亲型”非纯合位点作为纯合位点处理，该品种的位点纯合率为99%，与田间试验结果较为吻合。说明偏单亲型非纯合位点对品种的一致性、稳定性影响甚小，可以视为纯合位点。本文件规定30个个体中有4个以下为偏单亲型等位变异，这样的位点不算做非纯合位点（分离位点）。
表7  区试品种A2008-81的24个非纯合SSR位点

	SSR位点
	个体数目
	χ2

	
	合计
	aa
	bb
	ab
	

	Xswes185
	37
	18
	19
	0
	0.027

	Xgwm429
	49
	46
	1
	2
	39.51

	Xgwm285
	49
	45
	2
	2
	36.00

	Xgwm297
	49
	46
	3
	0
	36.00

	Xgwm155
	49
	44
	5
	0
	29.47

	Xcfd76
	49
	46
	3
	0
	36.00

	Xgwm268
	49
	47
	2
	0
	39.51

	Xgwm645
	49
	47
	2
	0
	39.51

	Xwmc468
	49
	47
	2
	0
	39.51

	Xgwm44
	49
	47
	2
	0
	39.51

	Xgwm304
	49
	48
	1
	0
	43.18

	Xgwm294
	49
	46
	1
	2
	39.51

	Xksum62
	50
	47
	3
	0
	36.98

	Xgwm437
	50
	44
	6
	0
	27.38

	Xwmc764
	49
	46
	1
	3
	39.51

	Xgwm333
	50
	46
	4
	0
	33.62

	Xcwem44
	39
	37
	2
	0
	29.64

	Xcwm232
	39
	35
	3
	1
	24.64

	Xksum73
	34
	23
	3
	8
	10.62

	Xwes26
	38
	33
	5
	0
	26.95

	Ksum134
	38
	31
	7
	0
	13.92

	Xcfd8
	39
	38
	1
	0
	33.23

	Xwes24
	38
	36
	2
	0
	28.66

	Xbarc240
	39
	38
	1
	0
	33.23


注：aa表示非纯合位点上较多的一种基因型，bb表示较少的另一种基因型，ab表示杂合子。
2.6  采用63个SSR标记的依据

    为了确定检测SSR位点纯合率的标记数目，检测了F4、F5各10个株系84、63、42个SSR位点的纯合率，他们的SSR位点纯合率平均为84.1%、83.2%和82.6%，以20个株系84个位点的纯合率为对照，分析了20个株系63、42个位点的纯合率与对照的差异显著性，获得P值分别为0.75 和0.57（表8），证明采用84、63、42个SSR标记获得的位点纯合率差异不显著。从经济节约快速的角度考虑，采用63个标记，其中42个标记可以解决95%的品种，处于阈值边界时采用二级21个标记检测，确保科学和安全决策。

表8  利用不同数量的SSR标记预测SSR位点纯合率的误差

	Line
	SSR-HLR (%)

	
	84 loci
	63 loci
	42 loci

	F4代
	
	
	

	BF-2003-82-6
	85.7
	84.1
	85.7

	BF-2003-82-10
	86.9
	84.1*
	83.3*

	BF-2003-82-17
	83.3
	80.9*
	80.9*

	BF-2003-83-9
	69.1
	65.1*
	66.7*

	BX-2003-103-18
	79.8
	74.6*
	73.8*

	BX-2003-103-19
	80.9
	79.4
	80.9

	BX-2003-105-11
	53.6
	54.0
	57.1

	NF-2000-13
	60.7
	61.9
	61.9

	NF-2000-22
	63.1
	63.5
	59.5*

	NF-2000-26
	71.4
	71.4
	66.7*

	F5代
	
	
	

	BF-2004-68-23
	97.6
	96.8
	95.2*

	BF-2004-85-12
	98.8
	100.0
	100.0

	BF-2004-86-22
	92.9
	92.1
	90.5*

	BY-2006-186
	93.3
	93.6
	95.2

	BY-2006-195
	97.8
	96.8
	97.6

	BY-2006-205
	93.3
	92.1
	90.5*

	BY-2006-236
	93.3
	93.6
	92.9

	BY-2006-258
	97.8
	98.4
	97.6

	BY-2006-260
	94.4
	96.8
	95.2

	BY-2006-328
	87.8
	85.7*
	80.9*

	Average
	84.1
	83.2
	82.6

	P value based on ANOVA
	
	0.75
	0.57


*The homozygous SSR loci ratio is lower than that based on 84 loci by over 2%
2.7 判定品种一致性和稳定性的依据
2.4 中SSR 位点纯合率（SSR-HLR）低于91.0%的品种不具备一致性和稳定性，如以一品种42个位点的数据粗略计算SSR-HLR，当该品种具有4个非纯合位点时，SSR-HLR为90.5%。为此规定：当某品种42个SSR位点中有大于等于4个非纯合位点时，判定该品种不具备一致性和稳定性。

2.4结果也表明，当品种的SSR-HLR＞95.0%的品种具备一致性和稳定性。我们比较了120个品种21个SSR标记中非纯合位点数目与品种SSR-HLR的关系，结果表明，21个标记中没有非纯合位点的绝大多数品种的SSR-HLR＞95.0%（表9）。据此，判定21个标记中无非纯合位点的品种具备稳定性。
表9  21个位点中非纯合位点数目和SSR位点纯合率的关系
	21个核心标记中非纯合位点数目
	品种数目

	
	合计
	SSR-HLR≤90 %
	SSR-HLR=92%
	SSR-HLR =94%
	SSR-HLR=96%
	SSR-HLR=98%

	0
	11
	0
	0
	1
	4
	6

	1
	57
	1
	5
	9
	21
	21

	2
	30
	4
	5
	6
	15
	0

	3
	12
	7
	2
	3
	0
	0

	4
	8
	7
	1
	0
	0
	0

	5
	2
	2
	0
	0
	0
	0


21个标记中有1-2个非纯合位点的品种，需采用一级标记的另外21个标记检测SSR-HLR，根据SSR-HLR判定品种的一致性和稳定性，如果42个标记中有2-4个非纯合位点，再增加二级标记进行检测。根据2.4的数据，本文件规定，SSR-HLR大于95.0%的品种一致性和稳定性；SSR-HLR为91.0%～95.0%的品种应进行田间鉴定；SSR-HLR低于91.0%的品种不具备一致性和稳定性。

2.8、试样样本量确定依据

前期的研究结果证明，小麦在杂交组合后代的分离群体中有部分位点的分离，不完全符合孟德尔遗传规律，出现位点偏分离现象，即有些位点在分离群体的多数个体的基因型更偏像某个亲本，亦称偏单亲型位点。因此为保证试验样品代表本品种100%的遗传变异，确保检测数据的准确性，防止丢失小麦品种本身个别位点的固有基因型，必须保证扦取足够数量的样本。多年的研究表明，每个品种采用10个个体提取DNA，进行基因型鉴定，则会出现部分偏单亲型位点丢失个别基因型的现象，如表4中的编号为1、2、3、5的品种分别在Xgwm155、Xcfd76、Xcfd29、Xcfd76等位点上丢失了AA基因型。因此在小麦品种鉴定中样本量是保证检测准确性的关键环节。小麦品种鉴定无论采取个体鉴定还是混合样品鉴定，个体数量至少要含有30个以上个体，个体数量越多越具有遗传代表性。

表10小麦品种扦取个体样本量与偏单亲型非纯合SSR位点丢失情况比较

	品种

编号
	偏亲型非纯合SSR位点
	50个个体中基因型比例

aa：Aa：AA
	30个个体中基因型比例

aa：Aa：AA
	20个个体中基因型比例

aa：Aa：AA
	10个个体中基因型比例

aa：Aa：AA

	1
	Xgwm155
	36:0:10
	21:0:8
	15:0:2
	带型相同

	2
	Xcfd76
	43:0:7
	24:0:6
	19:0:1
	带型相同

	3
	Xcfd29
	43:2:5
	25:2:3
	18:0:2
	带型相同

	
	Xksum62
	44:1:5
	25:1:4
	19:0:1
	带型相同

	4
	Xgwm429
	39:0:7
	22:0:5
	17:0:2
	8:1

	5
	Xcfd76
	43:0:7
	24:0:6
	19:0:1
	带型相同


注：表中aa：Aa：AA的比例为剔出杂株后的基因型比例

2.9  DNA提取方法的选择

小麦送检的材料有种子、叶片、幼苗、麦穗等组织或器官，可用的DNA提取方法较多，标准文件中给出了适于小麦胚、幼苗、叶片等组织的常规提取方法CTAB法，在实际检测实施过程中，只要DNA提取总量、质量符合PCR扩增要求，或经过验证可以稳定获得符合要求的DNA提取方法均可使用。因此标准中规定了“DNA提取方法应保证提取的DNA数量和质量符合PCR扩增的要求，无RNA污染，DNA无降解，溶液的紫外光吸光度OD260与OD280的比值宜介于1.7～2.0之间”。

2.10 基因分型平台的选择

采用变性PAGE垂直板电泳和毛细管荧光电泳检测平台均可。其它能达到同样效果的方法和检测平台也可采用，所选择的其它分型方案在采用之前应通过联合技术验证，严格按照平台操作程序完成，保证获得的数据准确、可靠。

2.11基因型数据记录

统一采用两段式数据记录方式。纯合SSR位点数据记录为X/X，杂合SSR位点数据记录为X/Y（其中X、Y分别为该位点2个等位变异扩增片段大小），小片段数据在前，大片段数据在后。缺失位点数据记录为0/0。
2.12  DNA位点纯合率的计算公式

统计分离SSR位点数目，代入公式（1）计算送检样品的SSR位点纯合率。SSR位点纯合率的计算公式：
n－m
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SSR位点纯合率（%）=          ×100 %        ………………………（1）
                      n
式中：
n —— 检测SSR位点总数

m—— 检出分离SSR位点数

三、主要试验（或验证）的分析、综合报告，技术经济论证，预期的经济效果

1、主要实验（验证）结果分析

1.1 我国小麦育成品种SSR位点纯合率现状
对我国1618份审定小麦品种标准样品42个SSR位点的杂合度进行统计，结果显示（图2），SSR位点纯合度达到95%以上的样品占比59.4%，这些样品的一致性和稳定性合格；约有40.6%的品种SSR位点纯合率不合格，即一致性和稳定性不合格。主要是由于以前一直没有快速分子室内质控技术，导致大量不合格的品种通过审定。



图2 我国审定小麦品种杂合位点数量统计

1.2 SSR位点纯合率不合格品种所导致的品种权难于保护的案例解析
在市场监督抽查中经常遇到如图3相关的案例，即SB000120标准样品存在5个分离位点，但是监督抽查J18-0030样品却在5个位点中只取其中一种等位变异，是SB000120的提纯系，目前该提纯系真实性是否符合要求，没有可以依据的相关标准进行界定。如果按照本文件规定的SSR位点纯合率要求，最多允许2个及以下的分离位点存在，那么该监督抽查样品则不具备真实性，而标准样品也不符合新品种审定的质量要求。从另外一个视角看，该标准样品的5个分离位点，如果按照随机组合的原则，则随机提纯将可以产生C52=10种新的等位变异组合类型，每个组合类型都可以是亲缘关系较近的新品种（种质），结局就是导致SB000120标准样品无法保护其品种权。因此在区域试验阶段抓好SSR位点纯合率的质控，对于新审定小麦品种既可以高效的保护其知识产权，又可以提高我国审定小麦新品种质量，更好的服务于小麦生产，反过来其又可以提高新审定小麦品种的质量，对小麦种业管理和品种创新产生较好的良性循环。因此我国小麦种业要实现高质量发展迫切需要制定和配套相关质量标准。
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图3 低位点纯合率品种导致品种权难于保护的案例

2、技术经济论证

该技术可以在3天内完成小麦新品种的SSR位点纯合率检测，初步鉴定送检品种（系）的一致性和稳定性，与田间表型鉴定相比，田间表型鉴定一致性和稳定性需要至少2年时间，从时效性上，室内检测提高200倍工作效率，在经济性方面节约土地资源和人力物力财力投入。所以本文件能够满足一致性、稳定性鉴定快速需求，将成为我国小麦种业品种创新和新品种测试的重要技术支撑。

3、预期经济增长效果

本文件将在我国小麦区域试验、新品种保护品种鉴定、企业质控等相关领域中推广应用，将大幅提升我国小麦新品种质量监管能力和新品种质量水平，为我国粮食安全保驾护航。

四、采用国际标准和国外先进标准的程度，以及与国际、国外同类标准水平的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况；

无国际标准。

五、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系；

文本内容与现行法律、法规和强制性标准不发生冲突，符合我国有关法律、法规和经济发展、科学技术发展的方针、政策的要求。目前国内暂无与本文件内容相关的强制性标准。

六、重大分歧意见的处理经过和依据；

该标准在编制、研讨和征求意见过程中无重大分歧意见。

七、标准作为强制性标准或推荐性标准的建议；

建议作为推荐性标准予以颁布实施。

八、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）；

本文件规范了利用SSR标记法检测小麦品种SSR位点纯合率的样本量、位点数、鉴定阈值、仪器设备和检测程序。因为是国际上小麦一致性和稳定性鉴定的首个分子技术，为了使检测人员理解标准中的技术要素和基本要求，应由本文件的起草单位进行宣贯，并对检测人员进行理论和实操培训。

九、废止现行有关标准的建议；

无。

十、其他应予说明的事项。

无。
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