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一、工作简况
（一）任务来源

本标准研制任务由农业农村部种业管理司提出，根据《关于下达2024年农业国家标准和行业标准制修订项目计划的通知》（农质标函〔2024〕71号），由中国热带农业科学院南亚热带作物研究所承担《砂仁品种鉴定 SSR分子标记法》的制定工作，项目编号NYB-24158。
（二）制定背景

砂仁（Amomum villosum Lour.）为姜科豆蔻属（2n=2x=24）多年生植物草本植物，是传统的大宗药材与保健食材，具有化湿开胃、温脾止泻、理气安胎等功效；入选传统四大“南药”、十大广药、十大云药和广西区域特色药材，作为重要的林药品种（《全国林下经济发展指南（2021-2030年）》（林改发〔2021〕108号）），据统计在广东、云南、广西、海南和福建老少边地区种植100万亩左右，其中云南占全国种植面积的60%以上，年产干果5000t左右，年需求量5600t以上，通过东南亚进口弥补不足，在乡村产业振兴和“一带一路”倡议中发挥着重要。

自2019年砂仁列入植物品种保护名录，2020年发布《植物品种特异性DUS测试指南 砂仁》（NY/T 3725-2020）以来，申请砂仁新品种保护权约23件、授权9件，有力促进了砂仁种业振兴发展，为解决生产中种源混杂、品种退化和良种缺乏等奠定了基础。然而，砂仁资源遗传基础窄，品种表型相似度高，资源与品种的精准鉴定，需在当前主要依据表型性状鉴定的基础上，筛选出一套可快速检测砂仁SSR核心引物，建立分子鉴定体系和DNA指纹图谱库。结合表型性状与基因型鉴定，是高效解决砂仁种源混杂、品种纯度与真实性问题，以及在新品种推广应用过程中的维权问题的根本所在。同时，对规范砂仁种业市场，保护育种家权益，促进砂仁种业高质量发展等具有重要意义。
另外，国际植物新品种保护联盟（UPOV）已将SSR标记技术推荐为适合构建指纹图谱数据库的技术；我国发布实施的《植物品种鉴定 DNA指纹法 总则》推荐SSR标记作为当前各植物品种DNA指纹鉴定的主要标记方法。SSR标记是共显性遗传标记，多态性高，结果稳定，重复性好，具有高通量自动化的潜力。基于毛细管电泳平台，SSR标记具有高精度、高效率、操作简便等优点，适用于大量材料快速检测分析，广泛应用于芒果、枇杷和甘蔗等热带作物的品种鉴定。制定实施《砂仁品种鉴定  SSR分子标记法》，可为砂仁品种权申请、侵权案件司法鉴定、市场监管、种子市场执法和DUS测试近似品种筛选等提供技术服务。
（二）起草单位与分工
本文件由中国热带农业科学院南亚热带作物研究所、中国热带农业科学院湛江实验站和农业农村部科技发展中心起草。具体起草人员及分工见表1。
	表1 起草人员与分工表

	姓 名
	单 位
	职务/职称
	 分 工

	贺军军
	中国热带农业科学院南亚热带作物研究所
	副研究员
	组织实施、质量控制、文本修改

	李文秀
	中国热带农业科学院湛江实验站
	助理研究员
	标记开发

	姚艳丽
	中国热带农业科学院南亚热带作物研究所
	副研究员
	标记开发

	杜丽清
	中国热带农业科学院南亚热带作物研究所
	研究员
	文本编制

	王晨宇
	农业农村部科技发展中心
	农艺师
	标记验证

	李 颖
	中国热带农业科学院南亚热带作物研究所
	研究实习员
	意见征集

	罗 萍
	中国热带农业科学院湛江实验站
	研究员
	质量控制

	张华林
	中国热带农业科学院湛江实验站
	副研究员
	文本修改


（三）基础工作
1、准备阶段

基于砂仁基因组（Genome assembly ASM2517589v1）序列设计并合成了240对砂仁SSR引物，由上海生工生物技术有限公司合成。在我国砂仁资源分布区采集的96份种质资源（表2），均由中国热带农业科学院南亚热带作物研究所保存。

表2 砂仁资源信息表

	编号
	资源名称
	收集地区
	编号
	资源名称
	收集地区

	A1
	A1
	广东阳春
	E1
	A2
	广东阳春

	A2
	新屯1号
	广西崇左
	E2
	念忌4号
	广西崇左

	A3
	植物园1号
	海南儋州
	E3
	热院1号
	云南普洱

	A4
	三甲1号
	广东阳春
	E4
	小河口1号
	云南河口

	A5
	红信村1号
	广东信宜
	E5
	猛远1号
	云南勐腊

	A6
	荣光1号
	广西防城港
	E6
	沙牛塘1号
	广西阳春

	A7
	念忌2号
	广西崇左
	E7
	念忌5号
	广西崇左

	A8
	A7
	广东阳春
	E8
	大沟山2号
	广西防城

	A9
	A10
	广东阳春
	E9
	药用园1号
	云南景洪

	A10
	北中村1号
	广东信宜
	E10
	C1
	海南儋州

	A11
	A13
	广东阳春
	E11
	蟠龙3号
	广东阳春

	A12
	大坪1号
	广东信宜
	E12
	湛场2号
	广东湛江

	B1
	A8
	广东阳春
	F1
	麻竹角1号
	广东阳春

	B2
	A11
	广东阳春
	F2
	药用园1号
	云南景洪

	B3
	版纳植物园
	云南景洪
	F3
	巴亚中寨1号
	云南景洪

	B4
	布练屯1号
	广西崇左
	F4
	长泰1号
	福建长泰

	B5
	A6
	广东阳春
	F5
	田心村1号
	云南江城

	B6
	布练屯2号
	广西崇左
	F6
	田心村3号
	云南江城

	B7
	那里桶2号
	广东信宜
	F7
	田心村2号
	云南江城

	B8
	大沟山1号
	广西防城
	F8
	禄龙1号
	广西隆安

	B9
	曼约1号
	云南文山
	F9
	木都5号
	云南文山

	B10
	剪草堂1号
	广东信宜
	F10
	木都3号
	云南文山

	B11
	砂仁场3号
	广东阳春
	F11
	木都6号
	云南文山

	B12
	大垌水1号
	广东阳春
	F12
	埇坑1号
	广东阳春

	C1
	砂仁场4号
	广东阳春
	G1
	版纳园2号
	云南景洪

	C2
	景冒1号
	云南勐腊
	G2
	蟠龙野生1号
	广东阳春

	C3
	回扎磨3号
	云南文山
	G3
	禾水河1号
	广东茂名

	C4
	飘零1号
	广西百色
	G4
	大山水1号
	广东阳春

	C5
	吊庄1号
	广西防城
	G5
	那里桶1号
	广东信宜

	C6
	念忌1号
	广西崇左
	G6
	蟠龙1号
	广东阳春

	C7
	那么1号
	广西百色
	G7
	牛塘回面
	广东阳春

	C8
	念忌3号
	广西崇左
	G8
	上孟3号
	广西隆安

	C9
	板固1号
	广西崇左
	G9
	上仓房1号
	云南文山

	C10
	大沟山3号
	广西防城
	G10
	白米村
	广东阳春

	C11
	A4
	广东阳春
	G11
	湛场1号
	广东遂溪

	C12
	祖地村1号
	福建漳州
	G12
	芒艾村1号
	云南临沧

	D1
	新屯3号
	广西崇左
	H1
	版纳园1号
	云南景洪

	D2
	热院3号
	云南普洱
	H2
	宁明种子
	广西宁明

	D3
	A3
	广东阳春
	H3
	蟠龙2号
	广东阳春

	D4
	细塞1号
	云南景洪
	H4
	A4-1
	广东阳春

	D5
	田心村4号
	云南江城
	H5
	木都1号
	云南文山

	D6
	秧地村1号
	广东茂名
	H6
	云砂1号
	云南景洪

	D7
	怒那村1号
	云南普洱
	H7
	云砂2号
	云南景洪

	D8
	长果砂仁
	广东阳春
	H8
	云砂3号
	云南景洪

	D9
	木都2号
	云南文山
	H9
	云砂4号
	云南景洪

	D10
	A9
	广东阳春
	H10
	云砂5号
	云南景洪

	D11
	回扎磨1号
	云南文山
	H11
	龙头山3号
	云南沧源

	D12
	A5
	广东阳春
	H12
	阳春蟠龙
	广东阳春


2、技术确定

2023年10月至2024年7月，对采集的96份砂仁种质进行DNA提取，并利用4个形态差异较大的砂仁种质（布练屯1号、热科2、砂仁场4号、念忌4号）对240对引物进行多态性扩增，去除扩增无条带和条带不清晰的引物，从中筛选了43对多态性高的引物。2024年8月根据其扩增片段长度选取6-FAM、ROX、TAMRA、HEX中的一种荧光染料在上游5'端进行标记，合成荧光引物。2024年8-11月，利用合成的12对荧光引物对96个种质进行扩增，同时利用合成的43对荧光引物对12个种质进行扩增，根据峰图简单易读取、多态性高、扩增稳定性高、染色体上分布均匀的原则，筛选出28对扩增稳定的引物用于种质鉴定。为降低试验成本，提高效率，通过优化分组，最终将28对SSR核心引物分为9组。

3、验证阶段

2025年9-10月委托农业农村部农作物种子质量检验测试中心、华智种子质量分子检测中心、农业农村部植物新品种测试（成都）分中心对标准的可操作性和检测数据的可重现性进行了验证。三家单位分别对12个参照品种的30对SSR位点指纹信息进行毛细管荧光电泳检测平台验证。经验证，《砂仁品种鉴定 SSR分子标记法》标准中的DNA提取、PCR扩增及产物检测方法具备可操作性，按照标准中的毛细管电泳检测平台技术方法，扩增的PCR产物均能获得清晰、稳定的主峰，且易于识别。
4、征求意见阶段
2025年**月，标准起草小组经研讨修改形成标准征求意见稿。

**月，书面征求了行业主管部门、科研教学、种子管理、新品种管理、种子检验机构等方面**位专家意见，同期在科技发展中心官网上公开征求社会意见，共收到**条，采纳**条，部分采纳**条，不采纳**条。根据相关意见修改形成送审稿。
5、审查阶段
****年***月**日，***标准化技术委员会组织**位专家在**对标准进行审定。专家组听取了标准研制单位的汇报，对标准内容和编制说明进行了审查，提出**条意见，包括***、***、***等。专家组一致同意通过审定，建议研制单位根据专家意见修改后形成报批稿，尽快上报。研制单位采纳所有审定意见，在**月完成了标准文本修改：修改***等，经专家组组长确认后向标委会报批相关材料。
二、标准编制原则和确定标准主要内容的论据

（一）标准编制原则

根据砂仁品种的特点，按照农业农村部制定的《植物品种鉴定 DNA分子标记法 总则》标准编写要求，采用以下原则起草《砂仁品种鉴定 SSR分子标记法》：

规范性原则：本标准的制定符合法律法规，符合有关标准要求，包括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/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法。

适用性原则：全部内容具有可操作性和适用性。

统一性原则：与现行相关标准协调统一，不发生冲突。

先进性原则：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，以基于荧光毛细管电泳平台的多重PCR的砂仁鉴定技术，通过与现有的田间相邻种植鉴定法等结果对比，证明采用SSR标记技术检测砂仁品种真实性可以保证检测结果的规模化、准确性和时效性。该方法的先进性在于不受环境影响和季节约束，检测通量较高、数据统计分析简单、数据兼容性强、易实现数据共享、重复性稳定性高。

（二）标准主要内容

1、改良的CTAB法提取DNA 
取混合样本约1 g，置于2.0 mL离心管中，液氮冷冻后充分研磨；每管加入600 µL预热到65 ℃的CTAB提取液，充分混合，65 ℃水浴45 min~60 min，每隔15 min轻缓颠倒混匀，水浴后12 000 rpm离心10 min。吸取上清液转移至新的离心管中，每管加入等体积的三氯甲烷和异戊醇混合液，轻缓混匀后静置10 min，12 000 rpm离心10 min。吸取上清液转移至新的离心管中，加入等体积预冷的异丙醇，轻轻颠倒混匀，-20 ℃放置30 min，DNA沉淀后12 000 rpm离心10 min。弃上清液，用体积分数为75%的乙醇溶液洗涤2遍，弃乙醇，室温晾干，加入100 µL双蒸水或TE缓冲液（1×TE溶液）充分溶解，使用BioPhotometer检测DNA质量与浓度，稀释至100 ng/uL，用1%的琼脂糖凝胶电泳检测DNA是否完整，检测DNA浓度和纯度，-20 ℃保存备用。

注1：以上为推荐的DNA提取方法，DNA质量能够满足PCR扩增要求的其他DNA提取方法均适用于本文件。DNA溶液的紫外吸光度OD260与OD280的比值宜介于1.7~2.0之间。

注2：三氯甲烷和异戊醇混合液中三氯甲烷与异戊醇的体积比为24:1。

2、引物收集与合成

引物信息：目前，砂仁基因组（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

datasets/genome/GCA_025175895.1/）已公布，因此，本试验基于基因组序列利用Krait软件开发SSR引物，共开发SSR引物298346对，并利用e-PCR进行初步验证，最终在每条染色体上选择10对SSR引物，共计240对引物（表3为其中120对引物序列信息）。选用变性PAGE垂直板电泳，合成普通引物。引物均由上海生工生物技术有限公司合成。
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	图1 基于基因组开发的不同类型SSR引物占比


表2 120对引物序列

	编号
	引物名称
	染色体
	正向引物序列（5'→3'）
	反向引物序列（5'→3'）

	1
	AVL11
	1
	GCCATAAGTATTGCGAGCGC
	ACGCCTAGTGGTGAAGAAGC

	2
	AVL12
	1
	TGGCGGGAGATTCCAAATCG
	GTTGAGCTTGCACATGGTGG

	3
	AVL13
	1
	AGATCCCTGCCAAAAGCTCC
	CAGCATGGAGGAGAATGTTAACG

	4
	AVL14
	1
	TCTTCCAACTCCTCAACTGAGC
	AGAGTGAGAACCTGGCAAGC

	5
	AVL15
	1
	CGGCGAGTTGAGAAACAAAGG
	TCCACAGAACACCAACTCCC

	6
	AVL16
	2
	AACGAAAACCAGGCATCACC
	GTTTATGGCAATTGCAGCAGC

	7
	AVL17
	2
	GACCCACAGTGATTGTCTTTCC
	CATGGTTTTCGTGTTGGGCC

	8
	AVL18
	2
	AGACACTCCACAAGCTGTGC
	TTGGAGTGTTGGAGTTGCCC

	9
	AVL19
	2
	TTGATCCTTGAGCCTGAGGG
	AACTCAAGCACCAGGACTGC

	10
	AVL20
	2
	CCCAGTTGAAAATATGGGTTCCC
	TCCACCGCTGAAACAACTCG

	11
	AVL21
	3
	AAAACCCTTGCGCTGAAACC
	GAGAGAGAGATGCTTCGGCG

	12
	AVL22
	3
	CGTCGGCGAAGTTCGATCG
	TTGGACGGTAAATAATGAAGGTGC

	13
	AVL23
	3
	TCCATTCGAGTCCAGAAAAATTCC
	CCGAAGACGAGTCGAAGTCG

	14
	AVL24
	3
	GCTTCGCCAGTGATACCTCC
	CAGGAGAATTGTTAGAAGGCTCC

	15
	AVL25
	3
	CACACTGGGATCGTGGTAGC
	GTGTGTGTGTGGAAAAATGTCG

	16
	AVL26
	4
	GTGAGGCTCACGAAGAAAACC
	GTTCACTATGCTTTCCGCGC

	17
	AVL27
	4
	GCATGCTAAGGGACCTTTCG
	TGGCGGTGTAAAAGAAGTGG

	18
	AVL28
	4
	CTGTCCGTTGGATCCAGACC
	TACACAGGGAAATACGCGCG

	19
	AVL29
	4
	TGAGTTGGCAAAGGGTCAGG
	CTGGACAGCCAACTCACCG

	20
	AVL30
	4
	GAGGAACAATCACCTGCACG
	ACAGGCAAAGTTTTCTGATGGG

	21
	AVL31
	5
	GCAATGATTCAAAGACCATTCAAGC
	GTGTAGGTAGTTTTGGCATACTTGG

	22
	AVL32
	5
	ACCAACATGTCATTCGCATGG
	TCAAGCACTATGCCTGTGAGG

	23
	AVL33
	5
	CCTCTTCACTGCCTCGTACC
	GATGTTCAACCATCGAGGAGC

	24
	AVL34
	5
	ACCTCATAACAACATTTAGGCTACG
	AGATTACACACCAATCGCTAACC

	25
	AVL35
	5
	CACGGGACTAATCGTCGACG
	GGCACTACAACACTTGTGGC

	26
	AVL36
	6
	ATGGTCATGAGCATTGGATGG
	TCGCCGTAAAAGTCCTCACC

	27
	AVL37
	6
	CCCATGCATATGCCAACATGC
	CACCGAGAGTAACTGTGGGG

	28
	AVL38
	6
	AGATGACGAAGCTTCCACGG
	GAGCACCCCACGTCTAATCC

	29
	AVL39
	6
	TTCGAATCGGCGTTCTTTCC
	AGTCTCACCTCCCCATCTCC

	30
	AVL40
	6
	CCTCAGAGATTACAATGACCAGG
	TTGAGTCGTTGTAATATCTGAGGC

	31
	AVL41
	7
	CACAGTTACTTTCGCGTGCG
	AGTGGTCCTCGCTACTAATCC

	32
	AVL42
	7
	TGGAACGCTCGGAGTAATAGC
	ACCTTGGCTTAATGGTAAGGGG

	33
	AVL43
	7
	TGTCATGTAGCCACACTGGG
	CCAAATGCAACATCTCACAAGC

	34
	AVL44
	7
	GGACTCCACTCACTCCTTGC
	ACATTTGAGCACTCGATGTAGC

	35
	AVL45
	7
	TCTTTATCACTGCAAACTGATAGTGC
	TCGATCTTCTCCTACAAAGAATGC

	36
	AVL46
	8
	CAGTCCGCTGACCATGAGG
	TCAAAGATCAAGGCTAAGTACAAGC

	37
	AVL47
	8
	CGGAGCAATTTGAACCTTCAGC
	CCGATTTGTCTGTTAACTCTGTGG

	38
	AVL48
	8
	AGCTGTGATTAGTTAGTTGCACG
	TTCATATAGCCGACCCCACC

	39
	AVL49
	8
	TGAATCCTTCTCCGGGACCC
	ATCCCAAGCTCCTGTATGCG

	40
	AVL50
	8
	CTCGGGGATCTTACTGAGCG
	GCATTGCCAAGAAAGCTTTGC

	41
	AVL51
	9
	AGTACCTGAGACGATGCTGC
	CCTTCTCTGTCACGCTACGG

	42
	AVL52
	9
	TGGTAGCGGTTAAGGTGAGC
	CCATCCATATATATGTGTGTGTGCG

	43
	AVL53
	9
	GCCAAATGACATGAGTTGGGC
	AGCTAGCAGTCAGAACACGC

	44
	AVL54
	9
	CACTTCGTTGTTTCGGCCG
	CAGCAACGATGATGGTGACG

	45
	AVL55
	9
	AGGCAAACTGGTGGATTTCC
	TGCAATTCACCAGTTACGGC

	46
	AVL56
	10
	TGAGGGGAGTGGTTCATTTAGC
	ATATTCCTACTCGATAAGCGTGC

	47
	AVL57
	10
	ACTTTCTTCTAGATCTTTCCTCGAGG
	ACTTTGGCGGATTTTGCACG

	48
	AVL58
	10
	AGGATCTAAAGCTGATTCCAGGG
	GGTTGCCAAAACCATCCAGG

	49
	AVL59
	10
	AGACAAGCACAAGCACAAGC
	CTTCGCATTCCATCTCCTGC

	50
	AVL60
	10
	GGCAACTATTAAAATGACGACCG
	TTTTGTGTACATTTTGGCTCACC

	51
	AVL61
	11
	TCACCATTCGAATCCTCAAGC
	CATGAAAATCCATCACCGCCC

	52
	AVL62
	11
	ACAACAAGAAGAGAGGCGGC
	GATGAGGGAAGATGGGTGCC

	53
	AVL63
	11
	TGGGAGCCCTAGCATAGACC
	TGCACGCTTTGGATTTAACTCG

	54
	AVL64
	11
	ACGTCCAGCCATTAGGTTCG
	TGGAAATGGTCGAGTGTGGC

	55
	AVL65
	11
	TTTCCCACATTTCAAGGGTCC
	CCAAAAATCTCTTGGACATACCCG

	56
	AVL66
	12
	CTGTTCTCCAGTTCCAGGCC
	TTATGTTGCCCACATCGACG

	57
	AVL67
	12
	GCATCGGGCTTATCTTTCGC
	CGGCAGCTTGATTTGAGTCG

	58
	AVL68
	12
	GGTTGTCTACTGATGGCAAAACG
	CACTGTACTAGGACGAAGCCC

	59
	AVL69
	12
	CAACGATGAGTCACGCAACC
	GGATTGTCATTGTTTGATTGTGAACG

	60
	AVL70
	12
	GAAAGTTTCTTAATCCAAGCTGATGG
	ATAGGCGGGCGTACAAACC

	61
	AVL71
	13
	ATTTCTGTAATTCAAATCCGTGACC
	AACCCCATTAGCCCATTTAGC

	62
	AVL72
	13
	CCTCTCTCCTCAAATTCTTTCGC
	GGCCAATCTCATATTTGCCCC

	63
	AVL73
	13
	TTGCTCTCTGTCTTCCCTCG
	TAAGCTGCTCTTCCACTGCC

	64
	AVL74
	13
	AGAAGAATTTGACGACTTGTTGC
	CCCTCCTTGTATCACTAATGAACG

	65
	AVL75
	13
	AGAAGTCCCTGAAGCAAGGC
	GCGGCTGAATAAAAGAGGCC

	66
	AVL76
	14
	TCGTTGGTGACCTCGATTCG
	CTCTTCAAGTGCAGTAAGGGC

	67
	AVL77
	14
	GCTGGGATAAGCACAAGTTTGG
	GCAATCAACTCGTCACTGGC

	68
	AVL78
	14
	CGGCAAATTTCTAGGGCTCG
	AGGAGTGAGAGCAGCAAACC

	69
	AVL79
	14
	GAGAGAGCTTTGACACAACGG
	AGCTCTCGCTACATGGGG

	70
	AVL80
	14
	GCTGTGCACTCTCTACTTGC
	CCACCGCACAAACTCATAACC

	71
	AVL81
	15
	AATCGCAATCAATCGGACGC
	CGGATTGCAGACAACCAACG

	72
	AVL82
	15
	AGATACAGAGCGGGGGTAGG
	GAGACTATGGTGCCCCAACC

	73
	AVL83
	15
	GTTCATAGTCCATTTTACCGAGGG
	CGAACTCTGCCGGATCACG

	74
	AVL84
	15
	GAACAGGGAGACGCATTTACG
	TCTTAGTCGGTGTGCCAACG

	75
	AVL85
	15
	TTACCTGGATTAATGGTAGCTTCC
	TGCTGATCAGGGTTTTCTGC

	76
	AVL86
	16
	AGCTTTTTCTTCTTCCTTGTCGG
	CTTGGGGCTGTCAAAATGCC

	77
	AVL87
	16
	GCGTCACCATTCAGAAAGGC
	TTTTGTTGTCGTCGAGCACC

	78
	AVL88
	16
	TGGTTTCGATTCGGTTTCGG
	TGATGAGGAAGCAACCATCTCC

	79
	AVL89
	16
	ACAAATTTTCGATGTCACCGC
	GGCCCATTCATTATCTCCAAGC

	80
	AVL90
	16
	AGGATTGATTGGCCCTGTCG
	ACTAGTGACCTATCCAGATCTAGC

	81
	AVL91
	17
	ACGGAGTAGAATCGGTTAGCC
	AGGGAAGGACGAGAGAGAGG

	82
	AVL92
	17
	AACACATTTTTCCTCGCCGC
	GACCATATCATCCTTAGATTGGCC

	83
	AVL93
	17
	TCAATCAAGGCAGCCGATCC
	GTTTGTGTGAGGTAGCCATGC

	84
	AVL94
	17
	CATTACTGTGCTTACTAGGGCG
	AATACGCACCCGAGAGAACG

	85
	AVL95
	17
	TCTGCGTGAAACAGGAGAGG
	TCACCAACTGTCACCAACCC

	86
	AVL96
	18
	AGAGAGAGAAAAGGGGGAAAGG
	TCACCAGTAACCTACCTCGG

	87
	AVL97
	18
	AGACAACACGACAAATTCCAGC
	GGCATGAGTTGACATTGGTCC

	88
	AVL98
	18
	GAGAAGCCGCTAGCCTTAGG
	CATGCCTCATATACAGACACGC

	89
	AVL99
	18
	TCAGAGAGATGGAGCACAGC
	ACAAAGGCAAAAGAGAGAGCG

	90
	AVL100
	18
	CGCTTCTTGGGAGGCAAACC
	ACACGTAATGTCGTTCGGCC

	91
	AVL101
	19
	GTCGGATCTTGGTATGTGTTGG
	TGCGCAGACATACGAAGTCG

	92
	AVL102
	19
	CTGATTGTGAGGAAGGTGTGC
	ACTAAACAACATGCACACACCG

	93
	AVL103
	19
	TTTAGTTGCTCACCTTCCACG
	GTGACCCTACCTCATGTCTTGG

	94
	AVL104
	19
	GCGCGCAGTTATGGTTAACC
	ACTGAAATACCAAGTATTGTTGCTCG

	95
	AVL105
	19
	GACAGCTCTATGCACTTGCC
	CACAACTCAACGCTACCAAGG

	96
	AVL106
	20
	TCTTACAATCACTCGAGGAGCC
	ATTGGAACACTTCGCTGTGG

	97
	AVL107
	20
	CTTCTTTTGCATCGACGGCG
	CTTTTTCACGGACCACCACC

	98
	AVL108
	20
	GGTAAATTTTGCTACAACCAACTGC
	GGATACCCTCCAGCCATAGC

	99
	AVL109
	20
	CTTAAGATATGGAATTCAGGCAAAAGG
	AATGGTGGTGTACGTGCG

	100
	AVL110
	20
	GCATAATGCAGCCGATTCCG
	GATGTCCCCAAATCGACAAGC

	101
	AVL111
	21
	AGGGCTTAGAAATTTCCGTTCG
	ACACACTCAAACTAACCAACAACC

	102
	AVL112
	21
	GCGGATTCCAACCTTTTACACC
	CCAGGCTAAACTGAATCTGAGC

	103
	AVL113
	21
	AAGGCTGCAAAAAGAGGAGG
	CAAGCCAATATCACAGCCGC

	104
	AVL114
	21
	CATCGTTGTCAAACCGCTGC
	GCTGCAGCACATAGAGATCG

	105
	AVL115
	21
	TCAGCCAATGACACTCGCC
	CAAAATCACTGTCCTCATTTGGC

	106
	AVL116
	22
	TTCTACCAGGCAACCAAGGG
	TGTGGTCGAGTTTCAAGGGG

	107
	AVL117
	22
	GCAGCAGCGACCTTTAATCC
	TGCTGAGATTTCAACAACCAGG

	108
	AVL118
	22
	TGATCATCCAAGCACGATTCG
	AGGAATCAGACAGTTTGTGCG

	109
	AVL119
	22
	ATCATGCTCGGTGTCTTGGC
	GCAAAATTCGGCTTGTGAATTGC

	110
	AVL120
	22
	ACGAGGGTTGAATTCGACGG
	TCTCTCGTCGAGTTGTTGGG

	111
	AVL121
	23
	TGACTTTAGCATTGGAGGGGC
	TCTTCTTCAGATCGGTCGTCC

	112
	AVL122
	23
	GAGTTGAGTTGGTTGGTGGC
	ATCCCATCACGTTGCACTCC

	113
	AVL123
	23
	CATGACCATGCATGCTACGC
	CCACCCAAATGCAGCAAGC

	114
	AVL124
	23
	GGGCCATAAAAGGTTATCGGG
	AAACGATTCAGGACATCTCCG

	115
	AVL125
	23
	TGTAAAAGTTTGGCAGCACAAATTCC
	TCGATCGCGCCGAGTTCG

	116
	AVL126
	24
	ATGGGAGATCTGACAGGACG
	TGGTATAACCATAAGGCGATTGC

	117
	AVL127
	24
	CAACATCCTGTAGGCTCTTGG
	CCTCAACAACCGCAAGATCC

	118
	AVL128
	24
	ATGAGCGGGATAAGCGAAGG
	CACAAAACCTCGGAATGCCC

	119
	AVL129
	24
	ATCTCTTGCTCAGGGAAGGC
	CTTTGTCAAGGTTAACGAAGAAGC

	120
	AVL130
	24
	GTTCTCCCATCTCCCATCTGG
	GATAAGGTTGGAGCTGCTGC


3、PCR扩增和PCR产物检测

PCR扩增：反应体系10 µL，其中上下游引物（浓度10 µmol/L）各0.5 µL，DNA模板1 µL，超纯水4 µL，Mix预混液4 µL。反应程序：94℃预变性 5 min；94℃变性30 s，56℃退火30 s，72℃延伸30 s，共35个循环；72℃延伸5 min；4℃保存。

扩增产物检测：PAGE检测：普通引物PCR扩增产物用6% PAGE，80 W预电泳15 min后加样1 µL，80 W恒定功率电泳1 h，银染检测，以初筛引物；毛细管电泳检测：荧光引物扩增产物适当稀释100倍后在基因分析仪（ABI 3730）进行电泳，SSR指纹分析器读取数据。

4、引物筛选与确定

多态性引物初步筛选：利用4个形态差异（图2）较大的砂仁种质对引物进行多态性扩增，从240对引物中筛选了43对多态性高，扩增稳定的引物，可准确、高效、稳定地鉴定砂仁种质资源。图2为其中24对引物在4个种质中的扩增产物PAGE电泳检测结果。
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图2 砂仁引物筛选

（M为Maker, 筛选引物的材料分别为：A8、D10、D11、H5 ）
核心引物确定：将初步筛选得到的43对引物在上游的5’端添加6-FAM、ROX、TAMRA、HEX中的一种荧光染料进行标记，合成荧光引物，对12个砂仁种质进行PCR扩增，进行筛选12对引物对96个砂仁种质进行PCR扩增，扩增产物稀释后在基因分析仪（ABI 3730）上进行峰型、片段大小等数据分析（图3）。根据多态性高、扩增稳定性高的原则，筛选出核心引物28对（表4）。
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图3 引物CM045996.4在部分砂仁品种中检测到的等位变异

	表4  30对引物序列表

	编号
	引物名称
	染色体
	上游引物序列（5'→3'）
	下游引物序列（5'→3'）

	1
	AVL29
	Chr4
	TGAGTTGGCAAAGGGTCAGG
	CTGGACAGCCAACTCACCG

	2
	AVL35
	Chr5
	CACGGGACTAATCGTCGACG
	GGCACTACAACACTTGTGGC

	3
	AVL38
	Chr6
	AGATGACGAAGCTTCCACGG
	GAGCACCCCACGTCTAATCC

	4
	AVL52
	Chr9
	TGGTAGCGGTTAAGGTGAGC
	CCATCCATATATATGTGTGTGTGCG

	5
	AVL74
	Chr13
	AGAAGAATTTGACGACTTGTTGC
	CCCTCCTTGTATCACTAATGAACG

	6
	AVL77
	Chr14
	GCTGGGATAAGCACAAGTTTGG
	GCAATCAACTCGTCACTGGC

	7
	AVL78
	Chr14
	CGGCAAATTTCTAGGGCTCG
	AGGAGTGAGAGCAGCAAACC

	8
	AVL84
	Chr15
	GAACAGGGAGACGCATTTACG
	TCTTAGTCGGTGTGCCAACG

	9
	AVL89
	Chr16
	ACAAATTTTCGATGTCACCGC
	GGCCCATTCATTATCTCCAAGC

	10
	AVL99
	Chr18
	TCAGAGAGATGGAGCACAGC
	ACAAAGGCAAAAGAGAGAGCG

	11
	AVL104
	Chr19
	GCGCGCAGTTATGGTTAACC
	ACTGAAATACCAAGTATTGTTGCTCG

	12
	AVL109
	Chr20
	CTTAAGATATGGAATTCAGGCAAAAGG
	AATGGTGGTGTACGTGCG

	13
	AVL45991.3
	Chr6
	CAAAAGTCATCGACCGACCG
	GCACTGATCACATTCGTCGC

	14
	AVL46004.4
	Chr19
	CAGTCACTTTCCTAGTCATGTTCC
	ACTCCTAAGCAAAGAGGGCC

	15
	AVL46009.4
	Chr24
	CACCCAGCAACATAGTAATAGACG
	AGCCCTCATTGTGAAATTCAACC

	16
	AVL45986.4
	Chr1
	CACCCAGCAACATAGTAATAGACG
	AGCCCTCATTGTGAAATTCAACC

	17
	AVL45990.4
	Chr5
	AGCAGAAACATGGAGAGCCC
	ACAACGATGCCAAGGTCTCC

	18
	AVL46000.1
	Chr15
	CGGTGAAACGCTATTCAACCC
	GCCCTAACAAACTTCTCCTAACC

	19
	AVL46007.2
	Chr22
	TGTAGGAGCACCGACAAACC
	GTTTGGGGCTCCTCTTGTCC

	20
	CM046006.1.1
	Chr21
	CAGGGAAGGGAGCTCATTGG
	GTGGAAATCTGACTGCGATCG

	21
	CM046002.1.5
	Chr17
	TGCGGATCCAGATACTGTGG
	ACTTCAAGACACTCTTTCTTTGACC

	22
	CM046007.1.5
	Chr22
	AGCGATATGGCACTCTGTCG
	CGGGTTTAATTTTGACGTCGC

	23
	CM045987.1.2
	Chr2
	TGAATAGTAGGTTCAAGCGCG
	AATGACGGTGGAAACATGCG

	24
	CM045988.1.1
	Chr3
	GGATCCATATAGCCGACCCC
	GTACATGGCGTAGGAGGAGC

	25
	CM045995.7
	Chr10
	CTTGGTCTTGGATTAGTAGTGTGG
	CGCCTTTCACCCCCTTTAGG

	26
	CM045996.4
	Chr11
	CACCATGGGAATTAACGGCC
	TGAAAGATGGAGATGGAGACGG

	27
	CM046001.4
	Chr15
	ATAAAGTATGACAGTGACACCTCC
	TGACAATTTGGGCTTAACACTTAGG

	28
	AVL46006.4
	Chr21
	TCAAGTGTGTAGCCTTGGTGG
	TTTCCGATGATTTTCGCCCG


5、引物分组
多重电泳可提高检测效率，降低成本，根据荧光标记类型和扩增片段大小区间，将28对SSR核心引物分为9组（表5），进行多重电泳。更换引物荧光标记后，引物分组可调整优化。
	表5 荧光引物分组

	组别
	FAM标记引物
	ROX标记引物
	HEX标记引物
	TAMRA标记引物

	1
	AVL45991.3（95-108）
	
	
	AVL46006.4

（122-132）

	2
	
	CM045996.4（143-153）
	
	CM046006.1.1

（98-125）

	3
	AVL29

（102-118）
	AVL84

（138-147）
	
	AVL99

（98-111）

	4
	AVL109

（135-137）
	AVL46007.2（121-162）
	AVL78

（129-143）
	CM046002.1.5（125-154）

	5
	AVL52

（104-122）
	AVL46000.1（117-123）
	CM045995.7（139-146）
	CM046001.4

（103-110）

	6
	AVL46004.4（181-189）
	AVL77

（146-156）
	AVL89

（158-160）
	

	7
	AVL38

（197-234）
	CM046008.1.1（173-181）
	CM045987.1.2（147-157）
	

	8
	AVL74

（159-171）
	AVL104

（182-200）
	AVL35

（173-177）
	

	9
	AVL46009.4（172-203）
	AVL45990.4（184-189）
	CM046007.1.5（186-193）
	AVL45986.4

（146-155）


DNA指纹数据库的建立

利用28对核心引物中的12对引物对96个砂仁种质进行毛细管电泳检测，建立砂仁保护SSR指纹数据库。12对核心引物在96个种质中共扩增出184个等位变异、60种基因型，平均每对引物15.33个等位变异、5种基因型（表6）。PIC值是反映标记在一个群体中多态性大小的重要指标，本研究各引物的PIC值在0.22~0.92之间，平均为0.58，多态性中等，具有广适性。

	表6  12对引物在96个砂仁种质中的遗传多样性参数

	Locus
	Major.Allele.

Frequency
	Genotype No
	Na
	Ne
	Ho
	He
	Gene

Diversity
	PIC

	AVL29
	0.45
	18.00
	5.00 
	2.96 
	0.32 
	0.68 
	0.73
	0.70

	AVL35
	0.38
	12.00
	2.00 
	1.80 
	0.47 
	0.53 
	0.77
	0.74

	AVL38
	0.16
	41.00
	16.00 
	10.47 
	0.06 
	0.94 
	0.92
	0.92

	AVL52
	0.45
	12.00
	5.00 
	3.08 
	0.30 
	0.70 
	0.67
	0.62

	AVL74
	0.86
	5.00
	2.00 
	1.49 
	0.66 
	0.34 
	0.24
	0.22

	AVL77
	0.33
	19.00
	5.00 
	3.91 
	0.23 
	0.77 
	0.82
	0.80

	AVL78
	0.68
	12.00
	4.00 
	1.74 
	0.56 
	0.44 
	0.51
	0.47

	AVL84
	0.80
	10.00
	4.00 
	1.70 
	0.57 
	0.43 
	0.34
	0.33

	AVL89
	0.39
	22.00
	4.00 
	3.10 
	0.29 
	0.71 
	0.76
	0.72

	AVL99
	0.66
	14.00
	5.00 
	1.99 
	0.49 
	0.51 
	0.53
	0.50

	AVL104
	0.52
	12.00
	5.00 
	2.83 
	0.33 
	0.67 
	0.64
	0.60

	AVL109
	0.75
	7.00
	3.00 
	1.81 
	0.54 
	0.46 
	0.40
	0.36

	合计
	6.43
	184
	60
	36.88
	4.82
	7.18
	7.33
	6.98

	平均值
	0.54 
	15.33 
	5.00 
	3.07 
	0.40 
	0.60 
	0.61 
	0.58 


7、差异位点统计
96个种质随机抽取2个品种可形成4560个组合。0、1个位点差异的品种为0对，区分率为100%，位点差异数≤2的品种有6对，区分率99.87%，差异位点数≤3的品种有17对，区分率99.62%，差异位点数≤4的品种有91对，区分率97.96%。图5为差异位点数从小到大对应的组合数。
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图4 差异位点统计
8、阈值确定

靠砂仁数据库中品种间差异位点的分布，综合考虑实际检测过程中种子批次、试剂等对检测结果的影响，将检测结果判定阈值定为1，当2个样品差异位点数≤1时，判定为 “疑同”；差异位点数≥2，判定为 “不同”。

9、引物区分力和鉴别效率评估

基于品种间Nei's遗传距离，使用非加权组平均法（UPGMA）构建系统发育树。96个种质可分为3个类群（图7），第Ⅰ类包括21个种质；第Ⅱ类包括30个种质，第Ⅲ类包括45个种质。从聚类图可以发现，中国4个省（区）份的砂仁种质资源并没有很明显的分开，聚类结果与砂仁种质的来源地并没有明显的相关性,说明了不同来源地的砂仁资源没有明显的分化，但部分同一来源地的砂仁资源成簇出现。
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图5 96份砂仁资源聚类分析图

三、主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济结果

（一）主要实验（验证）结果分析

1、鉴别效率评估

28对核心引物能将96个砂仁品种全部分开，区分率为100%，满足《植物品种鉴定DNA分子标记法 总则》（NY/T 2549-2016）中核心位点能区分95%以上已知品种的要求，品种区分能力较强，可有效用于砂仁品种快速鉴定。

2、通过2家实验室技术验证

标准研制单位联合国内多家具有丰富经验的科研院所、第三方检测机构对标准进行重现性、稳定性、一致性的验证工作，农业农村部农作物种子质量检验测试中心、华智种子质量分子检测中心均完成了标准验证并出具了验证报告。农业农村部植物新品种测试（成都）分中心未出结果。
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（二）技术经济论证

SSR标记因具有共显性遗传、稳定性好、易于自动化、不同实验室易于操作、不需要复杂的仪器设备、对DNA质量要求也不高，检测成本低而被普遍使用。本文件能够满足区试质控、市场监管、新品种保护等品种管理的需求，是我国砂仁种业安全的重要技术支撑。
（三）预期经济增长效果

本标准及基于本标准构建的SSR指纹数据库将在我国砂仁新品种保护、市场监管、行政执法、司法、粮食贸易、企业质控等相关领域中推广应用，提高执法的时效性和高效性，为我国砂仁育种和生产安全保驾护航，将产生一定的间接或直接的经济效益和社会效益。
四、采用国际标准和国外先进标准的程度

主要说明采用国际标准、国外先进标准程度，以及与国际同类、国外先进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。

目前为止，利用SSR标记鉴定砂仁品种，在国内外尚未报道。王培训等[2]用RAPD标记技术鉴别了阳春砂与海南砂、绿壳砂、缩砂、草果、益智仁、白豆翘、草豆翘等常见姜科中药材；欧阳霄妮[3]采用RAPD标记技术对4种农家栽培类型的阳春砂基因组DNA进行鉴定，结果显示均来源于姜科豆蔻属植物阳春砂；焦文静等[4]基于ITS2序列建立了单核苷酸多态性(SNP)技术鉴别砂仁3个基原(阳春砂、海绿砂、绿壳砂)的方法。总体来看，以往研究多选用传统分子技术手段，或是操作成本较高，且至今砂仁不同品种指纹鉴定尚未报。

五、与有关的现行法律法规和强制性标准的关系

本标准的研制主要依据《中共中央关于制定国民经济和社会发展第十四个五年规划和二〇三五年远景目标的建议》、《关于全面推进乡村振兴加快农业农村现代化的意见》、《种业振兴行动方案》、《“十四五”全国农业绿色发展规划》和《全国林下经济发展指南（2021—2030年）》等规划要求的开展作物种质资源的保存与利用，为良种选育奠定坚实基础，以及积极推广林下中药材产业，发展林下砂仁产业等方面的重点内容；结合砂仁种质资源收集、评价与利用等方面的现状及存在问题，开展的《砂仁品种鉴定 SSR分子标记法》研制工作，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。
另外，本标准不涉及有关国家安全、保护人体健康和人身财产安全、环境质量要求等有关强制性标准或条文等的八项要求之一。
六、重大分歧意见的处理经过和依据

无。

七、标准作为强制性或推荐性标准发布的意见

本标准主要涉及砂仁品种保护特异性的鉴定与识别，解决传统的基于形态方式易受环境条件及人为因素的影响，鉴定准确性差等问题，研制的砂仁品种鉴定SSR分子标记法，快速准确鉴定砂仁品种，为新品种保护提供技术支撑。标准实施不造成生产安全和产品危害，属于公益农业行业标准，建议按照推荐性标准发布。
八、贯彻标准的要求和措施建议

本标准拟规范各级种子质量检验机构在利用SSR标记法，检测砂仁真实性时所采用的样本量、位点数、标记引物、仪器设备和检测方法。要求检测人员具备SSR相关的基础理论和实际操作能力。

九、废止现行有关标准的建议

无。

十、其它需要说明的事项

无。
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