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   摘要：SSR分子标记检测技术已广泛应用于植物品种鉴定和纯度检测，农业部出台了一系列利用SSR分子标记鉴定主要农作物品种的行业标准，这些标准对种子行业发展、市场管理和质量监控功不可没，但对其结果的判定仍需正确认识。传统的植物品种田间小区种植鉴定虽然费时、费力，但这一方法具有合法性、科学性、准确性的特点，仍是作为主要农作物品种鉴定最可靠的方法。只有将“新、老”两种方法有效地结合起来，并科学、灵活地执行，才能使标准真正地为种业发展服务。
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我国是农业大国和用种大国，农作物种业已经成为国家战略性和基础性核心产业，而种子质量更是促进农业长期稳定发展、保障国家粮食安全的根本。近半个世纪以来，我国在种业科技研究等方面取得了很大的成就。然而，随着农作物育种事业的迅猛发展，品种数目急剧增加，给种子市场管理提出了挑战[1-2]。田间小区种植鉴定是法定的品种鉴定方法，虽然具有准确性、科学性等优点，但也存在工作量大，成本高，时间长，结果滞后等明显不足。而DNA指纹图谱技术则具有高效、准确、不受环境条件影响、实验操作简单等优点，已广泛应用于植物品种真实性鉴定及纯度检测研究[3-4]。我国农业部也应用该方法公布了一系列主要农作物品种鉴定的行业标准如：NY/T1432-2007《玉米品种鉴定 DNA指纹方法》、NY/T1433-2007《水稻品种鉴定 DNA指纹方法》等。这些标准规定了DNA分析技术的技术指标和操作流程，确保了试验结果的稳定性、一致性和重复性。这些标准的发布对于规范种子市场秩序，规避重大种子质量事故，尤其是对于整顿套牌种子等违法现象起到了重要的作用。但囿于技术的局限性，对主要农作物品种鉴定、对品种纠纷中的授权品种和被控侵权品种的鉴定结论进行结论性判定的准确性、合法性仍值得商榷。
一、现行行业标准SSR标记技术进行品种鉴定的准确性分析
目前广泛应用的DNA分子标记有三代，分别为：第一代的限制性片段长度多态性(RFLP)，随机扩增多态性DNA (RAPD)；第二代的扩增酶切片段长度多态性(AFLP)，简单序列重复长度多态性(SSR)，第三代的单核苷酸多态性(SNP)等。由于SSR分子标记具有数量丰富、多态性高、遗传共显性、谱带扩增稳定、精度高、检测时间短、技术成熟等特点，已广泛应用于植物品种鉴定及纯度检测的研究[5-7]。
（一）SSR标记的原理
     SSR也称为微卫星DNA (microsatellite DNA)、短串联重复(tendom-repeats)或简单序列长度多态性(simple sequence length porlymorphism)，它通常是指以2-5个核甘酸为单位多次串联重复的DNA序列，也有少数以1-6个核甘酸为串联重复单位。串联重复次数一般为10-50次，如(A)n、(TC)n、(TAT)n、(GATA)n、(GA)n、(AC)n以及(GAA)n等。同一类微卫星DNA 可分布在基因组的不同位置上，长度一般在200 bp 以内。由于重复次数不同，从而造成了每个位点的多态性。
 （二）SSR标记技术鉴定品种的优势   

SSR标记广泛、随机、均匀分布于作物基因组，可以提供整个基因组的遗传信息，参与遗传物质结构的改变、基因调控等过程，因此能直接反映品种遗传物质在DNA水平上的差异。利用该技术在鉴定主要农作物品种上有以下几个优势：
1、SSR标记准确性较高。SSR标记数量丰富，覆盖整个基因组，提供的信息量大，通过SSR标记技术，可以把同一物种的各个品种间特异的多态性反映出来，形成能代表各个品种的“指纹图谱”；
2、SSR标记多态性高。多数SSR序列无功能作用，增加或减少几个重复序列的频率高，因而在品种间具广泛位点变异，多态性强；
3、SSR标记检测重复性好。SSR鉴定结果稳定，获得的资料可以在不同的实验室间获得重复并共享，便于制定统一的技术指标和操作流程；
4、SSR标记两侧的序列具有高度的保守性。它使我们可以在一个物种的微卫星研究中利用另一物种的研究结果，从而更快更准确地找到该物种中更多的SSR位点，每个位点由设计的引物顺序决定，便于相互交流、合作开发引物；
5、SSR标记属共显性遗传，符合孟德尔遗传定律，不易被自然选择和人工选择所淘汰；
6、SSR标记技术易于利用PCR技术分析。SSR标记分析简便,所需DNA样品量少，仅需微量组织DNA的简单提取就能进行有效地分析鉴定，经济简便；
7、SSR标记技术不受季节、环境的影响，并且鉴定所需的时间短。
（三）现行标准SSR标记技术鉴定品种的局限性
利用SSR标记技术进行主要农作物品种鉴定的DNA指纹方法的农业部标准，是我国的科学家利用目前生产上应用、推广的品种，进行DNA指纹图谱的综合分析，最终筛选出部分SSR引物（如：水稻品种鉴定采用24对核心引物，玉米品种鉴定采用40对核心引物）作为核心引物建立的品种真实性判定标准，具有很强的代表性和可操作性，但也存在一定的局限性，需要正确认识和科学执行：
1、SSR标记主要扩增的是非编码序列，其与植物品种特征特性之间还不具备足够的相关性。同时植物的很多性状还是多种基因共同作用的结果，也可能是特定的环境条件下的表达。植物品种的特征特性（即表现型）是基因型和外部环境共同作用的结果。仅检测农作物品种的极少一部分碱基序列，不能作出品种特征特性判定的最终结论。
2、现行的标准虽然收集了大量的材料进行DNA图谱分析，但我国的种质资源丰富，并没有实现我国种质资源材料的全覆盖。现有标准选择核心引物为了方便检测，进行了很大的精简，所选的SSR标记所占植物基因组内SSR标记的比例极小，随着品种数量的增加，不能满足所有品种真实性鉴定的需求。
3、遗传是相对的，而变异是绝对的。育种家在进行品种选育时，由于部分基因发生突变或是血缘关系较近的亲本材料选育出的不同品种，形成品种间的特征特性不一样，而依据标准推荐的SSR引物开展品种鉴定时经常表现为没有差异，这为品种真实性判定带来了很大的难度。
4、现行标准适用于肯定品种差异性的判定，而不能作为否定品种差异性判定。以NY/T1433-2007《水稻品种鉴定 DNA指纹方法》和NY/T1432-2007《玉米品种鉴定 DNA指纹方法》为例，这两个农业部颁布的《行业标准》在适用范围中指出“本标准规定了水稻品种、玉米品种DNA指纹鉴定的实验方法及判定标准。本标准适用于水稻品种、玉米差异性鉴定”。在结论中指出，以多数个体具有的谱带即主带作为品种的特征谱带进行分析：a）检测到品种间差异的引物对≥2，判定为‘不同品种’； b）检测到品种间差异的引物对＝1，判定为‘近似品种’； c）检测到品种间差异的引物对＝0，判定为‘相同品种或极近似品种’。因此，在结论中，明确说明了当品种间差异的引物对≥2，即可判定为不同品种，该结论适用于肯定品种差异性的判定；但是当检测到品种间差异的引物对＝0，结论明确判定有可能为相同品种、也有可能是极近似品种，同时在标准NY/T1433-2007中的结论又补充说明了“若检测到品种间差异的引物对≤1必要时可增加其他方法佐证”。因此，当鉴定品种间的差异=0时，即判定品种为同一品种，不符合标准的规定。因此，对于该判定结论不能断章取义，否则可能会产生误判，可能对品种选育人、种子企业的合法权益会产生误伤。
5、现行标准中的SSR标记技术尚未进入主要农作物品种审定制度和新品种保护制度，这也削弱了其鉴定品种真实性结果的精确性和作为结论判定的合法性。
品种真实性田间小区种植鉴定的准确性分析
（一）田间小区种植鉴定的原理
    田间小区种植鉴定主要是在作物田间生长的不同阶段，通过对其形态学性状进行调查统计及对作物品质的各项指标进行评价，根据农艺性状的差异来鉴定或鉴别品种。
（二）田间小区种植鉴定的优势
1、合法性
农作物种子检验规程国家标准GB/T 3543.1~3543.7-1995中对于农作物种子真实性鉴定，明确指出：“田间小区种植是鉴定品种真实性和测定品种纯度的最为可靠、准确的方法”，国家标准的法律效力要高于行业标准。因此，当发生纠纷时，应当采用国家标准进行植物品种真实性鉴定最终的判定。2005年农业部公布的《农作物种子质量监督抽查管理办法》中也明确规定：净度、发芽率和水分等质量指标采用备用样品进行复验，品种真实性和纯度在原种植小区基础上进行复查，特殊情况下，也可以重新种植鉴定。这都规定了田间种植鉴定是作出品种鉴定最终结论的唯一方法。
2、科学性
《种子法》规定：主要农作物或林木品种在推广前应当通过国家级或者省级审定；应当审定的农作物或林木品种未经审定通过的，不得发布广告，不得经营、推广。《主要农作物品种审定办法》规定：申请审定的品种应当具备特异性、稳定性、一致性等条件；品种试验包括区域试验和生产试验，区域试验应当对品种的丰产性、适应性、抗逆性和品质等农艺性状进行鉴定；生产试验是在接近大田生产的条件下，对品种的丰产性、适应性、抗逆性等进一步验证，同时总结配套栽培技术。上述法规证明，主要农作物的新品种必须在田间接近大田生产的条件下种植，进行区域试验、生产试验。新品种是在接近大田生产的条件下进行品种实验，是在田间对品种的丰产性、适应性、抗逆性、品质以及其特异性、稳定性、一致性等特征特性进行一系列的鉴定才选育出来的，因此品种的鉴定也应在田间种植条件下进行。
3、准确性
《种子法》规定：国家实行植物新品种保护制度，对经过人工培育的或者发现的野生植物加以开发的植物品种，具备新颖性、特异性、一致性和稳定性的，授予植物新品种权，保护植物新品种权所有人的合法权益。《农业植物新品种保护公报》公告的申请品种权的说明书，其内容是育种过程和申请品种的育种方法及其主要特征特性等。其中的特征特性，特别是该品种的特异性主要是在田间种植条件下与近似品种相比较表现出来的。而我国目前还没有出台将SSR标记技术应用于植物品种保护的法律法规。而对于申请保护的新品种的特异性、一致性和稳定性的测试（DUS测试），农业部也公布了标准和操作方法，也是在田间种植条件下完成的。
（三）田间小区种植鉴定的缺点
田间小区种植鉴定虽具有合法性、科学性、准确性等优点，是进行品种真实性鉴定结论判定的最终方法。但也有很多缺点：1、田间种植鉴定的周期长，一般需要2个生长季节，给种子市场管理带来很大的难度，致使管理滞后；2、费用高，一般需要设置多个生产小区进行鉴定，田间的管理费用高；3、工作量大，需要鉴定作物田间生长不同阶段的形态学特征，增加了工作量；4、种植鉴定所鉴定的性状大多受数量性状，由微效基因控制，受环境的影响较大，给鉴定工作也带来一定的难度；5、由于现在品种的同质化严重，品种之间的特征特性的差异性越来越小，也增加了品种鉴定的困难。
三、现行主要农作物品种鉴定要“新、老”办法结合
我国的DNA指纹图谱鉴定品种真实性的方法虽然有争议的地方，但是由于该方法能直接反映品种DNA水平上的差异，具有高效、经济、简便、准确，不受季节和环境影响的特点，因此推广该技术可以推动我国种业的健康发展。欧美等国家利用SSR标记进行品种鉴定和品种产权保护工作已经进入实质性阶段。我国虽然在主要农作物品种的分子标记鉴定方面已经取得了一定的成就，但是真正应用到主要农作物品种保护方面还为时尚早。
鉴于以上情况，为进一步完善种子市场管理，对品种真实性做出更科学的判定，笔者认为：当前，对品种真实性进行鉴定时，应以SSR标记技术鉴定为主，以田间小区植株鉴定为辅。首先利用SSR标记技术对品种真实性进行大规模的测试，做出初步的判断，当品种间差异引物≥2时，可以直接判定为“不同品种”，不需要进行田间种植鉴定；当品种间差异引物≤1时，再进行田间种植鉴定，依据田间种植鉴定的结论做出最终的判定。只有将“新、老”这两种方法有效地结合起来，才能更高效、更准确的进行品种鉴定，更好地保护育种者和品种的权益，才能使标准真正能为种业发展服务，为农业生产服务。
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