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一、工作简况
（一）任务来源
为了保障我国天然橡胶战略安全，根据《国务院关于加快推进现代农作物种业发展的意见》（国发〔2011〕8号）和《国务院办公厅关于深化种业体制改革提高创新能力的意见》（国办发〔2013〕109号）要求，继续严厉打击侵犯品种权和制售假劣种子等违法行为，严肃查处并公开曝光种子违法案件，维护公平竞争市场环境，保障种业健康发展。强化种子市场监管支撑能力建设，开展审定和登记作物品种DNA身份鉴定体系构建工作，提高分子检测技术能力和水平，健全种子全程可追溯管理制度，完善监管长效机制。提升种业信息化水平，加强种子行业及市场信息分析和管理，发布种业供需和价格信息，引导企业科学安排生产经营活动，确保供种数量安全的有关要求，用于开展橡胶品种SSR数据库建设与完善等。
（二）制定背景

巴西橡胶树（Hevea brasiliensis）又名橡胶树，属大戟科橡胶树属植物，为多年生异花授粉乔木，原产亚马逊河流域，是热带地区重要的经济作物，其生产的天然橡胶是关系到国计民生的重要战略资源。巴西橡胶树自1904年引种至中国以来，迄今国内保存的橡胶树栽培品种、野生种质、以及同属种质材料5个种、1个变种共计6165份种质材料[1]。然而，橡胶树属多年生乔木，不仅具有有性世代周期长，品种高度杂合，很多亲缘关系相近的品种间农艺性状差异较小，甚至只有单一性状的不明显变异等不利因素[2]，而且目前生产上橡胶树一般在定植后5-6年才能开花结果，若在此时才能利用传统的形态学标记来鉴定品种真伪已为时过晚。
国际植物新品种保护联盟把特异性、一致性和稳定性作为新品种登记和保护的必备特征[3]。目前，传统的形态学鉴别方法不仅存在鉴定周期长、易受环境因素影响等缺点，而且对于一些性状差异较小、亲缘关系较近品种的鉴定十分困难，给橡胶树种质资源和品种鉴定带来了诸多不便。长期以来，橡胶树品种特性鉴定一直采用以形态性状为主要依据。这种经典的、常规鉴定方法一般要在植株从营养生长期发育至特定的生殖发育期才能进行，因而鉴定周期较长；而且农艺性状易受环境条件和栽培管理措施的影响。因此，亟需准确的分子标记方法来对橡胶树种质资源和品种进行鉴定。
随着分子生物学的发展，各种DNA分子标记技术不断涌现，检测技术渐趋完善，为实现橡胶树品种的早期、快速和准确鉴定提供了新途径。前人也有利用分子标记技术对橡胶树种质资源和品种进行鉴定的研究[4-6]，但他们都侧重于对橡胶树种质材料的亲缘关系及特定标记进行研究；目前还没有建立起完整的橡胶树品种指纹图谱库从而鉴别品种的报道。应用SSR荧光标记引物和毛细管电泳检测技术鉴别橡胶树品种，构建橡胶树标准DNA指纹图谱库，具有重复性好、稳定可靠、检测快速的优点，可为橡胶树品种的鉴别、甄别、以及分子辅助育种提供重要依据。
（三）起草单位

主要起草单位：中国热带农业科学院橡胶研究所；

协作单位：农业农村部植物新品种测试（儋州）分中心。
主要参与人员单位及分工如表1所示：
表1  标准主要起草人员其所做的工作

	序号
	姓名
	职称
	学位
	所在单位
	任务分工

	1
	位明明
	副研究员
	博士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	全面负责方案实施

	2
	李维国
	研究员
	博士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	标准方案制定

	3
	高新生
	副研究员
	硕士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	品种鉴定分析

	4
	张晓飞
	副研究员
	硕士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	核心引物组合筛选

	5
	王祥军
	副研究员
	博士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	指纹图谱数据库构建

	6
	张源源
	助理研究员
	硕士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	指纹数据整理分析

	7
	黄肖
	助理农艺师
	学士
	中国热带农业科学院橡胶研究所
	材料收集及种植

	8
	徐  丽
	副研究员
	硕士
	中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所/农业农村部植物新品种测试（儋州）分中心
	技术指导及标准修改

	9
	晋芳
	助理农艺师
	硕士
	全国农业技术推广中心
	标准修改


（四）主要工作过程

要按标准各阶段为单位分别编写。列出各阶段的关键内容。征求意见、审查阶段的主要内容要详细给出。征求意见要对征求对象的代表性、回复情况、意见处理情况进行总结说明。
1. 起草阶段
（1）成立标准起草小组：确定标准起草工作小组，组长为项目负责人，主要参与起草人8人，并进行任务分工，以保证标准顺利起草完成。
（2）资料收集：查阅收集相关文献及浏览相关网站，收集了关于不同作物SSR核心引物组合筛选、DNA指纹图谱构建及分子鉴定等方面的研究资料，初步了解SSR分子鉴定的参数与指标。同时，浏览了中国农业质量标准网、海南省质量技术监督局网站，查阅了关于国家标准、行业标准及地方标准的制定工作程序，学习了SSR分子鉴定相关标准编写的材料与格式要求，为标准起草提供了参考。
（3）SSR特征引物对序列的筛选及品种指纹图谱构建：SSR特征引物对序列的筛选：以‘PR107’、‘GT1’、‘PB86’、‘海垦1’、‘Tjir1’、‘南华1’、‘红星1’、‘天任31-45’8个橡胶树品种为材料对793对SSR引物进行初筛，首先用聚丙烯酰胺凝胶电泳对参试橡胶树品种中PCR扩增谱带的特异性、多态性、以及带型的易区分程度进行初筛。从793对SSR引物中筛选出44对在不同橡胶树品种间多态性丰富、带型清晰、特征谱带能够稳定重复的SSR引物。然后，再使用M13通用接头序列（TGTAAAACGACGGCCAGT）加到每对引物的5’端，并合成带不同荧光基团的M13接头序列-携带荧光标记的SSR引物组合[7-8]。通过荧光标记PCR扩增，得到带荧光基团的SSR标记产物，再进行毛细管电泳分离，根据毛细管电泳筛选结果来确定构建指纹图谱的核心引物对序列。最后，利用毛细管电泳找出一对在所述各个橡胶树品种间多态性信息含量即PIC值大于0.4，等位位点数最多的34对SSR引物作为橡胶树品种指纹图谱库构建的核心引物。
利用筛选出的34对稳定性好、多态性丰富的核心引物对序列对 37份橡胶树品系DNA进行扩增，扩增产物经过毛细管电泳检测，部分品系在HEX、FAM、TAMRA三种荧光显色剂显色下扩增出的等位基因，获得不同橡胶树品种在不同位点的等位变异的片段大小及相对应的毛细管电泳图。利用软件对获得的原始数据进行人工校对，整理电泳峰图，读出等位基因条带的长度值[9-11]，准确获得不同材料在不同位点的等位基因的片段大小，建立起37个橡胶树品种的DNA指纹图谱。
（4）数据整理及标准起草：对获得的橡胶树品种相关SSR指纹图谱数据进行整理分析，并委托有资质的第三方机构进行验证。在此基础上，参考近几年农业农村部颁发的各类SSR分子鉴定的相关标准，结合我单位在橡胶树品种鉴定与甄别中积累的经验，最后根据农业行业标准的编写要求进行标准起草。

2. 征求意见阶段（综述征求意见对象，以及采纳、未采纳、部分采纳的意见处理情况）
有待完成。
3. 审查阶段（未经审查的不写本部分）
二、标准编制原则和主要内容及确定依据

（一）编制原则
1、总原则
在标准编制过程中，遵循了“先进性、实用性、统一性、规范性”的原则，注重了标准的“适用性、可操作性、针对性和通用性”，以保证种苗质量为目标。依据国家有关法律、法规和国家标准管理办法，严格按《GB/T 1.1-2020标准化工作导则标准化工作导则第1部分：标准化文件的结构和起草规则》、《GB/T 1.2-2020标准化工作导则第2部分：以ISO/IEC标准化文件为基础的标准化文件起草规则》进行编写[12-13]。在标准编制过程中，参照了NY/T 688-2018《橡胶树品种》、NY/T 2749-2015《植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南 橡胶树》、NY/T 2478-2013《苹果品种鉴定技术规程SSR分子标记法》等[14-16]。在结合查阅资料及检测数据的基础之上，编制本标准。
2、针对本标准的原则
本标准的规范性技术要素为橡胶树品种真实性检测验证方法的标准程序，因此，编制原则应从以下方面考虑：
（1）核心SSR引物确定原则：筛选和确定出适合品种鉴定的核心SSR引物组合是构建DNA指纹图谱的关键。要求筛选和确定出的核心SSR引物组合的标记多态性要好，其次要求用尽可能少的标记来区分开尽可能多的品种，引物多态性越高、数量越少在后期的品种鉴定中则越经济适用； 

（2）检测方法选择原则：检测方法应具备重复性好、稳定可靠、快速准确等优点。
（二）主要内容及确定依据

1、验证样品
包含：（1）通过国家橡胶树种质资源圃征集橡胶树品种37个，提供给各验证单位37份橡胶树叶片的DNA样品（表2）；（2）提供给验证单位37个橡胶树品种的叶片，每个橡胶树品种的叶片需分别从5棵单独的植株摘取后混合取样，验证单位需对这37份材料进行单独提取DNA，并进行后续验证。
表2 37份橡胶树DNA样品在96孔中的分布
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	PR107
	GT1
	PB86
	海垦1
	Tjir1
	南华1
	红星1
	天任31-45
	合口3-11
	RRIM623
	IAN873
	大丰95

	B
	海垦2
	RRIM600
	93-114
	云研77-2
	云研77-4
	热研217
	PB235
	RRIM712
	云研277-5
	热研7-33-97
	热研7-20-59
	文昌11

	C
	热研88-13
	湛试327-13
	文昌217
	热研8-79
	热研8-333
	热垦525
	热垦523
	热垦628
	热研87-4-26
	黑皮PR107
	水丰
	08-3

	D
	11-1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


2、验证内容
2.1、DNA提取方法验证
2.1.1、验证目的：提取37个橡胶树品种，检验DNA质量是否能够满足本标准PCR扩增的要求。
2.1.2、验证材料：新鲜无病斑的橡胶树嫩叶。
2.1.3、验证方法：
1. 按照每个品种选取5株，每株分别取适量样品进行混合，液氮下迅速磨成粉末。
2. 取适量粉末转入2.0 mL Eppendorf管中，加入700 (L 65℃预热的CTAB缓冲液，加入适量PVP和β-巯基乙醇，充分混匀。
3. 65℃水浴加热60 min，，期间多次轻摇颠倒混匀。水浴后，取出离心管，冷却至室温。
4. 通风橱下加入700 (L的氯仿:异戊醇（24:1，v/v），上下轻摇颠倒多次混匀直至液体呈乳白色。
5. 12000 rpm(室温)离心15 min，将上清转至一新2.0 mL Eppendorf管中。
6. 加入10 (L RNA酶溶液（10 mg/mL），37℃下温浴30 min。
7. 重复4-5步骤。
8. 加入-20℃预冷的异丙醇（1倍体积）或95%无水乙醇（2倍体积）于2.0 mL Eppendorf管中，轻轻混匀。-20℃冰箱静置一段时间后，至DNA凝集，室温下移出DNA。
9. 75％乙醇洗涤两次。洗涤完毕后，将DNA晾干。
10. 加入适量的1×TE (pH 8.0)溶解于试管中，4℃下保存备用。
11. 将DNA原液于0.8%琼脂糖凝胶电泳检测质量；Nanodrop 2000检测其浓度并稀释到30-50ng/ul，-20℃下保存备用。
2.2、PCR反应方法及扩增片段检测方法的验证
2.2.1、验证目的：对橡胶树样品的DNA进行PCR扩增和SSR标记检测分析，验证技术标准所确定的反应条件及电泳结果是否满足扩增片段检测要求。
2.2.2、验证材料：标准真实性鉴定引物清单中的30对SSR荧光引物和已提取的橡胶树基因组DNA（30-50 ng/(L）。
2.2.3、反应体系：10 (L的反应体积，组分配制应符合表2的规定。
表2 PCR扩增反应体系
	试剂
	体积（ul）

	2×Taq PCR Master Mix
	5.0

	模板（基因组DNA）
	1.0

	上游引物(浓度10p)
	0.3

	下游引物(浓度10p)
	0.3

	ddH2O
	3.4

	总体积
	10.0


2.2.4、反应程序：
反应程序中各反应参数可根据PCR扩增仪型号、酶、引物等不同而作适当的调整。通常采用下列反应程序：
	95℃预变性
	5min
	

	95℃变性
	    30sec
	10循环，每个循环降1度

	62℃-52℃退火
	30sec
	

	72℃延伸
	30sec
	

	95℃变性
	30sec
	25个循环

	52℃退火
	30sec
	

	72℃延伸
	30sec
	

	72℃末端延伸
	20min
	

	4℃
	保温
	


3、 毛细管荧光电泳检测平台验证步骤：
3.1、样品制备：根据SSR分子标记扩增片段大小的不同，可以根据不同仪器选用多个引物组合进行电泳。按照预先确定的组合引物，分别取等体积同一组合引物的不同荧光标记的扩增产物，充分混匀。从混合液中吸取1μL，加入到遗传分析仪专用96孔上样板上。每孔再分别加入0.1(L分子量内标和8.9(L去离子甲酰胺，95℃变性5min，取出立即置于冰上，冷却10min以上，瞬时离心10s后备用。
3.2、荧光检测：打开DNA分析仪，检查仪器工作状态和试剂状态。将装有样品的上样板放置于样品架基座上，将装有电极缓冲液的buffer板放置于buffer板架基座上，打开数据收集软件，按照DNA分析仪的使用手册进行操作。DNA分析仪将自动运行参数，并保存电泳原始数据。
需要说明的是：为了节省大家的时间和成本，（1）标准研制小组已完成了37份橡胶树样品的DNA提取工作，验证单位可直接用于橡胶树品种真实性标准检验工作；（2）在本次验证过程中，需完成标准中品种真实性检测34对候选引物中的30对（HESR267、rbm28、HESR130、rbm36、HESR145、HESR210、rbm19、HESR049、HESR269、HESR045、HESR211、HESR247、HESR356、HESR203、H-014、HESR104、H-051、H-054、H-090、HESR001、H-077、HESR031、HESR018、HESR245、H-189、H-280、HESR046、H-190、HESR016、HESR204）（表3）。
表3 30对SSR引物扩增产物预期片段大小范围
	引物名称
	荧光基团
	退火温度
	片段大小范围
	Allele No
	PIC

	HESR267
	FAM
	60
	113-131
	6
	0.673

	rbm28
	HEX
	60
	222-246
	13
	0.853

	HESR130
	FAM
	60
	134-162
	4
	0.608

	rbm36
	HEX
	60
	237-261
	9
	0.785

	HESR145
	FAM
	60
	149-167
	4
	0.599

	HESR210
	HEX
	60
	209-238
	6
	0.683

	rbm19
	FAM
	60
	148-166
	13
	0.821

	HESR049
	FAM
	60
	172-200
	9
	0.776

	HESR269
	HEX
	60
	259-283
	6
	0.74

	HESR045
	FAM
	60
	182-208
	6
	0.683

	HESR211
	HEX
	60
	302-326
	5
	0.655

	HESR247
	FAM
	60
	300-338
	10
	0.736

	HESR356
	HEX
	60
	324-338
	8
	0.774

	HESR203
	FAM
	60
	227-277
	9
	0.776

	H-014
	FAM
	60
	173-185
	3
	0.208

	HESR104
	TAMRA
	60
	319-328
	4
	0.231

	H-051
	FAM
	60
	197-235
	3
	0.416

	H-054
	FAM
	60
	195-211
	3
	0.579

	H-090
	TAMRA
	60
	441-450
	4
	0.608

	HESR001
	HEX
	60
	271-293
	5
	0.673

	H-077
	HEX
	60
	232-278
	9
	0.776

	HESR031
	FAM
	60
	153-163
	6
	0.718

	HESR018
	TAMRA
	60
	313-321
	4
	0.511

	HESR245
	FAM
	60
	151-163
	11
	0.747

	H-189
	FAM
	60
	123-128
	3
	0.544

	H-280
	TAMRA
	60
	367-376
	3
	0.566

	HESR046
	HEX
	60
	212-239
	6
	0.683

	H-190
	TAMRA
	60
	294-324
	7
	0.761

	HESR016
	HEX
	60
	220-234
	8
	0.704

	HESR204
	FAM
	60
	239-261
	6
	0.632


三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
（一）试验验证的分析、综述报告
1．试验验证的分析
（1）试验（或验证）的方法、手段
对《橡胶树品种真实性鉴定SSR分子标记法》行业标准的技术可操作性和检测数据的可重现性进行了验证。验证内容包括PCR扩增和反应条件、扩增片段检测方法等项目。
（2）试验（或验证）结果的统计分析
本标准提供了一个关于橡胶树品种真实性检测验证方法的标准程序，其中包括了橡胶树品种真实性鉴定 SSR分子标记的检测原理、检测方案、检测程序和结果报告。同时，对标准规定的检测方法和操作程序移交具备检测资质的第3方机构进行实验验证，用以检验标准的可操作性和检测数据的可重现性，以此获得37份橡胶树样品的真实性检测数据。
（3）实施标准的可行性
本标准规范性技术符合实际要求，操作简便、经济合理。
2．综述报告
标准起草单位为中国热带农业科学院橡胶研究所，是天然橡胶行业的主要科研单位和标准制定单位。标准起草工作小组成员长期从事橡胶树选育种工作，已选育出多个橡胶树优良品种在我国3大植胶区广泛推广应用。作为主要完成人参与制定和修订了《橡胶树品种（NY/T 688-2003）》，以及《橡胶树育种技术规程（NY/T 607-2002）》等多个国家标准。同时，项目组成员还一直承担着国家橡胶树种质资源保存和利用研究任务，已经建立了资源收集保存、更新复壮、描述规范等规程和标准，参加了国家重点科技攻关、天然橡胶产业技术体系、农作物资源保护、国家科技支撑计划等项目，具备了良好的橡胶树资源收集、编目、更新与利用基础。
（二）技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
《橡胶树品种鉴定技术规程 SSR分子标记法》标准的制定实现了橡胶树品种鉴定的快速化、精准化，解决了长期以来橡胶树品种早期鉴别的难题，使橡胶树品种鉴别不再受时空条件的限制，不仅可为今后橡胶树品种选育提供参考依据，而且对于推动我国天然橡胶种苗产业的健康可持续发展有重要意义，社会效益、经济效益显著。
四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况
利用毛细管电泳进行橡胶树品种真实性检测验证方法的标准程序国内外未见相关报道。
五、以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因
无
6、 与有关法律、行政法规及相关标准的关系

在标准的制定过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章，经过国家技术监督局中国标准网检索，海南省技术监督局网站查询，标准的名称、内容及指标与现行法律法规和强制性的标准没有冲突，不存在包含、重复、交叉问题，与相关的各种基础标准相衔接，遵循了政策性和协调同一性的原则。
七、重大分歧意见的处理经过和依据

无
八、涉及专利的有关说明
在标准研发及制订过程中授权发明专利1项--橡胶树品种标准DNA指纹库及其构建方法及专用引物。
九、实施标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议
本标准属于推荐性标准，在本标准发布后，建议在海南、广东、云南等橡胶树主要种植区的有关单位或地区举办标准宣传培训班；每年定期举办相关内容的讲座；同时希望得到各有关部门的大力协助和支持。
十、其他应予说明的事项

无
参考文献
[1]方家林, 龙青姨, 华玉伟, 黄华孙. 基于EST-SSRs的巴西橡胶树魏克汉种质核心种质构建研究[J]. 热带作物学报, 2013, 034(006):1013-1017. 

[2]位明明, 李维国, 黄华孙, 罗萍, 和丽岗.中国天然橡胶主产区橡胶树品种区域配置建议[J].热带作物学报,2016, 37(08):1634-1643. 

[3]陈亮, 虞富莲, 姚明哲, 吕波, 杨坤, 堵苑苑. 国际植物新品种保护联盟茶树新品种特异性、一致性、稳定性测试指南的制订[J]. 中国农业科学, 2008, (08):2400-2406.

[4]谢黎黎, 黄华孙, 安泽伟, 程汉, 胡彦师, 曾霞. 基于SSR标记的橡胶树无性系鉴定方法的建立[J].热带作物学报, 2009, 30(09):1314-1319.
[5]钟淦彬, 李维国, 位明明, 郑学项, 易晓洁. SSR和AFLP分子标记鉴定巴西橡胶树种质资源的比较研究[J]. 热带作物学报, 2016, 37(10):1855-1862. 

[6]王生瑞, 王师笈, 朱军, 黄家权. 中国常用橡胶树品种鉴定方法研究[J]. 热带作物学报, 2016, 37(08):1445-1451.
[7]Oetting, W S, Lee H K, Flanders D J, Wiesner G L, Sellers T A, King R A. Linkage analysis with multiplexed short tandem repeat polymorphisms using infrared fluorescence and M13 tailed primers[J]. Genomics, 1995,30:450–458. 

[8]Schuelke M. An economic method for the fluorescent labeling of PCR fragments[J]. Nat Biotechnol, 2000,18:233-234.
[9]刘超凡, 张国君, 徐刚标. 杨树种质SSR指纹数据库构建[J].中南林业科技大学学报,2021,41(02):97-104.
[10]何旭东, 郑纪伟, 田雪瑶, 教忠意, 窦全琴. 薄壳山核桃品种亲缘关系分析与指纹图谱构建[J].林业科学研究, 2021, 34(04):95-102.
[11]胡文斌, 洪青梅, 李婧, 濮文辉, 何 云, 李洪立, 李 琼. 火龙果主要商业品种SSR指纹图谱构建和遗传多样性分析[J].热带作物学报,2021,42(05):1310-1317.
[12] 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.
[13] GB/T 1.2-202,标准化工作导则第2部分：以ISO/IEC标准化文件为基础的标准化文件起草规则.
[14]李维国，王祥军、黄华孙，高新生，张源源，位明明，张晓飞，黄肖. NY/T 688-2018《橡胶树品种类型》
[15]李维国，张晓飞，唐浩，高新生，黄华孙，王祥军、黄肖，高玲，位明明，张源源. NY/T 2749-2015《植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南 橡胶树》
[16]高华，李硕碧，王立新，杨江龙，赵政阳，陈企村，杜联盟，张丽. NY/T 2478-2013《苹果品种鉴定技术规程SSR分子标记法》
