农业行业标准《番茄品种鉴定  SNP分子标记法》

（征求意见稿）编制说明
一、工作简况

（一）任务来源

根据《农业部办公厅关于下达2017年农业国家标准、行业标准制定和修订项目任务的通知》（农办质[2017]25号，2017年6月29日发），第3项，由农业农村部科技发展中心主持承担《番茄品种鉴定 SNP分子标记法》的制定工作。

（二）主要起草单位

本文件由农业农村部科技发展中心和北京通州国际种业科技有限公司起草。

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

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


（三）主要工作过程

根据《农业部办公厅关于下达2017年农业国家标准、行业标准制定和修订项目任务的通知》，由农业农村部科技发展中心主持承担《番茄品种鉴定 SNP分子标记法》的制定工作。农业农村部科技发展中心作为本项目的主持单位，负责制定项目实施方案，牵头起草标准内容，负责标准的征求意见、验证、审定等。北京通州国际种业科技有限公司拥有高通量、规模化的SNP基因分型平台，并且历经多年自主研发了丰富的番茄SNP位点，作为项目的参与单位，承担开发、筛选引物以及初筛SNP引物在Douglas Scientific公司Array Tape平台的复筛和体系优化、参加标准起草工作。
2022年12月标准起草小组起草了《番茄品种鉴定 SNP标记法》初稿，起草过程中征询并吸收了管理、科研、教学、种子企业等各领域专家的意见；2022年12月08日由农业农村部科技发展中心组织各农作物品种分子鉴定技术研发单位专家进行了充分的研讨，就SNP标记鉴定标准的标记数量、鉴定意见等内容进行了交流，通过不断协商、沟通、交流和完善，于2023年  月   日形成了征求意见稿，并面向全国种子管理、区试管理、新品种管理、种子检验机构、新品种测试机构、教学、科研、企业、推广应用等单位广泛征求了意见，至2023年  月  日为止，共计收到意见  条，来自   个省份，   家单位的意见，其中提出意见专家数量   人。文件采纳意见   条，部分采纳    条，不采纳    条。在广泛吸收征求意见的基础上对文本进行了修改，于2023年   月   日形成了本文本的送审稿。2023年   月   日农业农村部组织召开了标准审定会，由     为专家组组长和      为副组长的专家组成员    人，对标准的格式、技术内容进行了评审，提出修改意见    条，专家组对该标准的技术内容无重大分歧，一致同意通过审定。建议起草单位按专家意见修改后尽快报有关部门，作为农业行业标准发布实施。
二、标准编制原则和确定标准主要内容
（一）编制原则

根据番茄品种的特点，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，采用以下原则编写《番茄品种鉴定 SNP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 3543.2 《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：本规程的全部内容具有可操作性。

统一性原则：本规程与现行相关标准协调统一，不发生冲突。

先进性原则：本规程采用目前国际国内品种鉴定领域均认可的SNP标记技术，以基于KASP技术的多种荧光扫描平台如LGC-SNPline、Douglas Array Tape等平台为主，通过与现有的SSR标记法及田间DUS测试结果对比，证明采用SNP标记技术在番茄品种鉴定方面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、重复性稳定性较高。

（二）主要技术内容

1、分子标记类型的选择
目前制定的植物品种鉴定技术规程多为SSR标记法，相比SSR标记，SNP标记具有以下特征：（1）为共显性标记，反映的是确定序列信息的差异；（2）为二等位基因变异，基因型用共同语言（碱基A/T/C/G）表示，易实现不同实验室及不同平台间数据整合，适合应用于DNA指纹库建立；（3）错误率低；（4）在基因组中分布密度更高更均匀；（5）SNP位点在基因内区域分布较多，与功能基因关联度更高；（6）易实现高通量检测；（7）成本低。SNP标记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优选标记。
2、36个SNP位点组合的筛选和确定

北京通州国际种业科技有限公司前期利用600多份杂交种从300对标记中筛选出192对番茄SNP标记，农业农村部科技发展中心从植物新品种保藏中心提取番茄品种保护样品410份（见表2）。

表2  410份番茄保护品种信息

	材料名称
	样品类型
	样品来源
	材料名称
	样品类型
	样品来源

	多丽
	自交系
	品种保护申请品种
	东风189
	杂交种
	品种保护申请品种

	L-420
	自交系
	品种保护近似品种
	吉丽101
	杂交种
	品种保护申请品种

	浙粉202
	自交系
	品种保护申请品种
	冠夏
	杂交种
	品种保护申请品种

	浦红968
	自交系
	品种保护申请品种
	蟠桃
	杂交种
	品种保护近似品种

	中杂101
	自交系
	品种保护申请品种
	贝瑞
	杂交种
	品种保护申请品种

	江蔬14号
	自交系
	品种保护申请品种
	萨顿
	自交系
	品种保护申请品种

	NS03
	杂交种
	品种保护近似品种
	皇金6号
	自交系
	品种保护申请品种

	浙杂204
	自交系
	品种保护申请品种
	粉钻003
	自交系
	品种保护申请品种

	浙杂203
	自交系
	品种保护申请品种
	粉钻004
	自交系
	品种保护申请品种

	浙粉202
	自交系
	品种保护近似品种
	粉钻001
	自交系
	品种保护申请品种

	苏粉8号
	自交系
	品种保护申请品种
	红太阳L7
	杂交种
	品种保护申请品种

	苏抗7号
	自交系
	品种保护近似品种
	寿研6号
	自交系
	品种保护申请品种

	航遗2号
	杂交种
	品种保护申请品种
	寿研5号
	自交系
	品种保护申请品种

	俄MNP-1
	杂交种
	品种保护近似品种
	寿研4号
	自交系
	品种保护申请品种

	江蔬152
	自交系
	品种保护申请品种
	寿研1号
	自交系
	品种保护申请品种

	江蔬2号
	自交系
	品种保护近似品种
	寿研3号
	自交系
	品种保护申请品种

	红杂35
	自交系
	品种保护申请品种
	寿研2号
	自交系
	品种保护申请品种

	长红
	自交系
	品种保护申请品种
	格雷（LOGURE）
	杂交种
	品种保护近似品种

	金棚一号
	自交系
	品种保护近似品种
	劳斯特
	杂交种
	品种保护近似品种

	百灵
	自交系
	品种保护申请品种
	瑞粉882
	杂交种
	品种保护近似品种

	格雷
	自交系
	品种保护申请品种
	寿研79
	杂交种
	品种保护申请品种

	百灵
	自交系
	品种保护近似品种
	欧贝
	杂交种
	品种保护近似品种

	中杂8号
	杂交种
	品种保护近似品种
	寿研77
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂105
	自交系
	品种保护申请品种
	普罗旺斯
	杂交种
	品种保护近似品种

	中杂9号
	自交系
	品种保护近似品种
	寿研550
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂9号
	自交系
	品种保护近似品种
	郑番12158
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂101号
	自交系
	品种保护近似品种
	郑番1203
	杂交种
	品种保护申请品种

	新番15号
	自交系
	品种保护申请品种
	郑番1305
	杂交种
	品种保护申请品种

	浙杂205
	自交系
	品种保护申请品种
	福瑞
	杂交种
	品种保护申请品种

	金冠七号
	自交系
	品种保护申请品种
	粉端三号
	自交系
	品种保护申请品种

	L-402
	自交系
	品种保护近似品种
	粉端五号
	自交系
	品种保护申请品种

	交杂1号
	自交系
	品种保护申请品种
	粉娇
	自交系
	品种保护申请品种

	皇冠
	自交系
	品种保护近似品种
	粉端四号
	自交系
	品种保护申请品种

	莎龙
	自交系
	品种保护申请品种
	华美168
	杂交种
	品种保护申请品种

	合航1号
	杂交种
	品种保护申请品种
	蜜恋
	杂交种
	品种保护申请品种

	东农712
	自交系
	品种保护申请品种
	T17113
	自交系
	品种保护近似品种

	金棚1号
	自交系
	品种保护近似品种
	T17001
	自交系
	品种保护近似品种

	东农715
	自交系
	品种保护申请品种
	T17025
	自交系
	品种保护近似品种

	东农706
	自交系
	品种保护近似品种
	金星1371
	杂交种
	品种保护申请品种

	申粉V-1
	自交系
	品种保护申请品种
	普罗旺斯
	杂交种
	品种保护近似品种

	中杂9号
	自交系
	品种保护近似品种
	粉仙女
	杂交种
	品种保护申请品种

	申粉998
	自交系
	品种保护申请品种
	粉小丫
	杂交种
	品种保护申请品种

	雪莉
	自交系
	品种保护申请品种
	F1709
	自交系
	品种保护近似品种

	威士顿
	自交系
	品种保护近似品种
	LS1718
	自交系
	品种保护近似品种

	中杂9号
	自交系
	品种保护近似品种
	T17002
	自交系
	品种保护近似品种

	夏红1号
	杂交种
	品种保护近似品种
	SY12
	自交系
	品种保护近似品种

	迪芬尼
	自交系
	品种保护申请品种
	T17005
	自交系
	品种保护近似品种

	飞跃
	自交系
	品种保护申请品种
	SY88
	自交系
	品种保护近似品种

	尼瑞萨
	自交系
	品种保护近似品种
	SY132
	自交系
	品种保护近似品种

	飞天
	自交系
	品种保护申请品种
	SY1719
	自交系
	品种保护近似品种

	欧冠
	自交系
	品种保护申请品种
	华美103
	杂交种
	品种保护申请品种

	皖杂15
	自交系
	品种保护申请品种
	PT1107
	杂交种
	品种保护近似品种

	皖粉3号
	自交系
	品种保护近似品种
	PT1575
	杂交种
	品种保护申请品种

	新贵族
	自交系
	品种保护申请品种
	PT1108
	杂交种
	品种保护近似品种

	天福501
	自交系
	品种保护近似品种
	陆兴
	杂交种
	品种保护申请品种

	金陵甜玉
	自交系
	品种保护申请品种
	金喜
	杂交种
	品种保护申请品种

	金陵粉玉
	自交系
	品种保护近似品种
	粉端一号
	自交系
	品种保护申请品种

	苏粉9号
	自交系
	品种保护近似品种
	粉端二号
	自交系
	品种保护申请品种

	粉提1号
	自交系
	品种保护申请品种
	冬红
	杂交种
	品种保护近似品种

	德澳特302
	自交系
	品种保护申请品种
	萌珠二号
	杂交种
	品种保护申请品种

	HNX12880189
	自交系
	品种保护申请品种
	金陵妙玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	西农2011
	杂交种
	品种保护申请品种
	金陵黛玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	明女
	杂交种
	品种保护申请品种
	金陵梦玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	小红
	杂交种
	品种保护近似品种
	金陵小玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	科砧1号
	杂交种
	品种保护申请品种
	金陵靓玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	浙粉701
	杂交种
	品种保护申请品种
	金陵名玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	浙粉702
	自交系
	品种保护申请品种
	苏粉17号
	杂交种
	品种保护申请品种

	齐达利
	杂交种
	品种保护近似品种
	爱吉佳丽
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂101
	杂交种
	品种保护近似品种
	贝美
	杂交种
	品种保护近似品种

	金棚一号
	杂交种
	品种保护近似品种
	京鲁4号
	杂交种
	品种保护申请品种

	博菲特319
	杂交种
	品种保护申请品种
	辽粉185
	自交系
	品种保护申请品种

	种都金粉
	杂交种
	品种保护申请品种
	L-402
	自交系
	品种保护近似品种

	金棚一号
	杂交种
	品种保护近似品种
	京鲁6号
	杂交种
	品种保护申请品种

	金陵佳玉
	杂交种
	品种保护申请品种
	寿研13077
	杂交种
	品种保护申请品种

	苏甜2号
	杂交种
	品种保护近似品种
	寿研13456
	杂交种
	品种保护申请品种

	苏粉15号
	杂交种
	品种保护申请品种
	寿研13550
	杂交种
	品种保护申请品种

	苏粉9号
	杂交种
	品种保护近似品种
	寿研13079
	杂交种
	品种保护申请品种

	金陵美玉
	杂交种
	品种保护申请品种
	寿研13385
	杂交种
	品种保护申请品种

	金陵粉玉
	杂交种
	品种保护近似品种
	惠欣1号
	杂交种
	品种保护申请品种

	茱丽
	杂交种
	品种保护申请品种
	惠欣818
	杂交种
	品种保护申请品种

	诺盾0471
	杂交种
	品种保护申请品种
	瑞莱188
	杂交种
	品种保护申请品种

	齐达利
	杂交种
	品种保护近似品种
	东圣1306
	杂交种
	品种保护近似品种

	纽内姆208
	杂交种
	品种保护申请品种
	圣宴1523
	杂交种
	品种保护申请品种

	法拉利
	杂交种
	品种保护近似品种
	圣宴3767
	杂交种
	品种保护近似品种

	苏粉11号
	杂交种
	品种保护申请品种
	苏甜2号
	自交系
	品种保护近似品种

	宝嘉丽二号
	杂交种
	品种保护申请品种
	惠福
	杂交种
	品种保护申请品种

	SV0313TG
	杂交种
	品种保护申请品种
	田纳喜
	杂交种
	品种保护申请品种

	09FP475
	自交系
	品种保护申请品种
	安第斯
	杂交种
	品种保护申请品种

	09FP5-2
	自交系
	品种保护近似品种
	柏蒂斯
	杂交种
	品种保护申请品种

	09FP53
	自交系
	品种保护申请品种
	中番7号
	杂交种
	品种保护申请品种

	HR26
	杂交种
	品种保护申请品种
	中番9号
	杂交种
	品种保护申请品种

	红宝304
	杂交种
	品种保护近似品种
	金粉1515
	杂交种
	品种保护申请品种

	HR57
	杂交种
	品种保护申请品种
	阳光
	杂交种
	品种保护申请品种

	HT12044
	杂交种
	品种保护申请品种
	金陵香玉
	杂交种
	品种保护申请品种

	黑珍珠
	杂交种
	品种保护近似品种
	千禧
	杂交种
	品种保护近似品种

	京番白玉堂
	杂交种
	品种保护申请品种
	青恋521
	杂交种
	品种保护申请品种

	SV9905TG
	自交系
	品种保护申请品种
	JF763
	自交系
	品种保护申请品种

	保冠
	自交系
	品种保护近似品种
	粉飞艳
	杂交种
	品种保护近似品种

	DRW7806
	自交系
	品种保护申请品种
	红宝石
	杂交种
	品种保护近似品种

	露地金冠
	杂交种
	品种保护申请品种
	台农1268
	杂交种
	品种保护申请品种

	粉多纳
	杂交种
	品种保护申请品种
	绽红6415
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂206
	杂交种
	品种保护申请品种
	红璞6420
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂202
	杂交种
	品种保护申请品种
	吉佳
	杂交种
	品种保护申请品种

	中杂208
	杂交种
	品种保护申请品种
	凯萨
	杂交种
	品种保护近似品种

	皖红16
	杂交种
	品种保护申请品种
	中青红1号
	杂交种
	品种保护申请品种

	金陵秀玉
	杂交种
	品种保护申请品种
	天正红珠
	杂交种
	品种保护近似品种

	中樱6号
	杂交种
	品种保护申请品种
	中青樱粉1号
	杂交种
	品种保护申请品种

	美樱2
	杂交种
	品种保护近似品种
	粉贵妃292
	杂交种
	品种保护申请品种

	天福363
	自交系
	品种保护近似品种
	亨得利192
	杂交种
	品种保护申请品种

	苏粉14号
	杂交种
	品种保护申请品种
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北京通州国际种业科技有限公司利用农业农村部科技发展中心提供的93份保护品种DNA对192对引物进行数据验证，淘汰126对扩增不稳定、PIC值较低的引物，加大样本数量，将410份样品全部扩增，综合考虑重复性、稳定性、分型质量、数据缺失率、自动分型情况、兼容多种平台等原则，以及经济、方便、区分未来不断扩容的新品种，选了36个SNP位点作为品种鉴定首选标记。起草单位整理结果，按照相关要求，完成标准初稿。

410份样品有15组36份同名样品，其中27份指纹相同，有效样品数为394份。基于36个SNP位点394份番茄保护品种标准样品指纹数据，以最优化统计学算法分析最优位点组合及数目。结果表明，选取其中12个最优位点组合时，品种识别效率达到99.76%；位点增加到36个时，识别率达到99.85%（图1）。标记的PIC值和缺失率见表3。

表3 番茄保护品种鉴定的36个SNP位点多态性信息

	标记名称
	Chr
	最小等位变异频率
（MAF）
	多态性指数
（PIC）
	缺失率

	SNP30
	1
	0.16
	0.27
	0.25%

	SNP73
	3
	0.36
	0.46
	0.00%

	SNP92
	4
	0.24
	0.37
	0.25%

	SNP113
	5
	0.47
	0.5
	2.54%

	SNP148
	6
	0.34
	0.45
	1.27%

	SNP153
	4
	0.13
	0.22
	0.25%

	SNP222
	9
	0.45
	0.5
	2.03%

	SNP277
	6
	0.32
	0.43
	0.51%

	SNP338
	11
	0.26
	0.39
	3.05%

	SNP348
	9
	0.38
	0.47
	2.79%

	SNP366
	9
	0.14
	0.24
	0.51%

	SNP382
	10
	0.15
	0.26
	0.51%

	SNP386
	11
	0.18
	0.3
	1.02%

	SNP425
	12
	0.48
	0.5
	2.28%

	SNP519
	1
	0.29
	0.41
	2.79%

	SNP527
	2
	0.39
	0.47
	4.06%

	SNP545
	2
	0.47
	0.5
	0.25%

	SNP554
	2
	0.15
	0.26
	0.51%

	SNP556
	3
	0.16
	0.27
	0.76%

	SNP574
	3
	0.22
	0.35
	1.78%

	SNP581
	4
	0.28
	0.4
	0.25%

	SNP612
	7
	0.41
	0.48
	2.03%

	SNP654
	10
	0.49
	0.5
	1.52%

	SNP660
	10
	0.33
	0.44
	3.55%

	SNP676
	11
	0.17
	0.28
	1.02%

	SNP690
	12
	0.15
	0.25
	0.25%

	SNP697
	12
	0.47
	0.5
	1.52%

	SNP712
	6
	0.34
	0.45
	4.57%

	SNP860
	12
	0.19
	0.31
	0.51%

	SNP895
	1
	0.16
	0.26
	1.27%

	SNP907
	1
	0.33
	0.44
	1.78%

	SNP932
	7
	0.18
	0.29
	0.51%

	SNP947
	7
	0.18
	0.29
	0.25%

	SNP959
	7
	0.50
	0.5
	1.27%

	SNP979
	8
	0.30
	0.42
	1.78%

	SNP1022
	8
	0.11
	0.19
	1.02%

	AVERAGE
	　
	0.29
	0.38
	1.40%
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图1 不同标记数量的品种识别率
为了验证这套标记体系的鉴别力，我们又采集了167份市场品种数据，识别率达到99.91%。标记的PIC值和缺失率见表4。

表3 番茄市场品种鉴定的36个SNP位点多态性信息
	标记名称
	Chr
	最小等位变异频率
（MAF）
	多态性指数
（PIC）
	缺失率

	SNP30
	1 
	0.24
	0.37
	1.80%

	SNP73
	3 
	0.36
	0.46
	0.60%

	SNP92
	4 
	0.32
	0.44
	2.40%

	SNP113
	5 
	0.48
	0.50
	0.60%

	SNP148
	6 
	0.41
	0.48
	1.20%

	SNP153
	4 
	0.17
	0.28
	0.60%

	SNP222
	9 
	0.49
	0.50
	0.60%

	SNP277
	6 
	0.28
	0.40
	0.60%

	SNP338
	11 
	0.24
	0.37
	1.20%

	SNP348
	9 
	0.37
	0.47
	1.20%

	SNP366
	9 
	0.13
	0.23
	1.20%

	SNP382
	10 
	0.21
	0.33
	0.00%

	SNP386
	11 
	0.20
	0.32
	0.60%

	SNP425
	12 
	0.35
	0.45
	0.60%

	SNP519
	1 
	0.25
	0.38
	4.19%

	SNP527
	2 
	0.28
	0.41
	0.00%

	SNP545
	2 
	0.44
	0.49
	0.60%

	SNP554
	2 
	0.21
	0.33
	0.00%

	SNP556
	3 
	0.20
	0.32
	0.60%

	SNP574
	3 
	0.23
	0.36
	0.60%

	SNP581
	4 
	0.36
	0.46
	3.59%

	SNP612
	7 
	0.42
	0.49
	0.00%

	SNP654
	10 
	0.37
	0.47
	1.20%

	SNP660
	10 
	0.35
	0.46
	1.80%

	SNP676
	11 
	0.17
	0.29
	0.60%

	SNP690
	12 
	0.22
	0.34
	1.20%

	SNP697
	12 
	0.48
	0.50
	1.20%

	SNP712
	6 
	0.37
	0.47
	2.40%

	SNP860
	12 
	0.33
	0.44
	1.20%

	SNP895
	1 
	0.23
	0.36
	3.59%

	SNP907
	1 
	0.31
	0.43
	0.00%

	SNP932
	7 
	0.21
	0.33
	0.00%

	SNP947
	7 
	0.21
	0.33
	0.60%

	SNP959
	7 
	0.45
	0.50
	1.80%

	SNP979
	8 
	0.23
	0.35
	1.80%

	SNP1022
	8 
	0.09
	0.17
	0.60%

	AVERAGE
	　
	0.30
	0.40
	1.13%


另外，我们又收集了4个市场品种不同年份的种子，进行了36个标记体系稳定性验证。其中3个市场品种不同年份的差异位点数为0，有1个品种不同年份间有2个差异位点。

3、试样样本量确定依据

本文件取样策略依然沿用SSR标记的实验结果作为本文件的取样依据。番茄品种鉴定应至少要含有30个以上个体，个体数量越多越具有代表性。
4、鉴定意见确定依据

（1）36个SNP位点在不同检测平台基因分型结果的比较

对36个位点进行了验证，比较58份材料36个SNP位点在不同平台基因分型的结果显示，LGC-SNPline与Douglas array tape两个平台基因分型数据一致率达99.62%。

在XXX、XXX、XXX等多家单位分别对36个位点进行了验证，比较X份材料36个SNP位点在不同平台基因分型的结果显示，LGC-SNPline与Douglas array tape两个平台基因分型数据一致率达XX。

（2）36个SNP位点在不同实验室相同LGC-SNPline/Douglas array tape平台的基因分型数据的比较

将X份样品的36个SNP位点分别在XXX、XXX、XXX等单位进行了验证，数据一致率达XX，表明所筛选的位点在不同实验室间具有较好的重演性。

（3）品种鉴定允许误差确定依据

410份样品有15组36份同名样品，其中10组25份样品差异位点为0，1组差异位点为1（表4），说明同名的品种大概率是同一品种，但因来源或批次不同，个别样品会产生1个位点的差异，因而将阈值定为2。

表4 同名品种差异位点数

	分组
	品种编号
	品种名称
	品种来源
	品种编号
	品种名称
	品种来源
	检测标记数量
	差异标记数量

	1
	FB0307
	L-402
	近似品种
	FB0037
	L-402
	近似品种
	36
	0

	2
	FB0024
	百灵
	申请品种
	FB0026
	百灵
	近似品种
	36
	0

	3
	FB0142
	倍盈
	近似品种
	FB0188
	倍盈
	近似品种
	36
	0

	4
	FB0200
	粉宴1号
	近似品种
	FB0207
	粉宴1号
	近似品种
	35
	0

	5
	FB0067
	金陵粉玉
	近似品种
	FB0092
	金陵粉玉
	近似品种
	35
	0

	6
	FB0023
	金棚一号
	近似品种
	FB0045
	金棚1号
	近似品种
	36
	0

	
	FB0023
	金棚一号
	近似品种
	FB0083
	金棚一号
	近似品种
	36
	0

	
	FB0023
	金棚一号
	近似品种
	FB0086
	金棚一号
	近似品种
	36
	0

	7
	FB0069
	苏粉9号
	近似品种
	FB0090
	苏粉9号
	近似品种
	33
	0

	8
	FB0321
	苏甜2号
	近似品种
	FB0088
	苏甜2号
	近似品种
	35
	0

	9
	FB0003
	浙粉202
	申请品种
	FB0010
	浙粉202
	近似品种
	36
	1

	10
	FB0005
	中杂101
	申请品种
	FB0031
	中杂101号
	近似品种
	36
	0

	
	FB0005
	中杂101
	申请品种
	FB0082
	中杂101
	近似品种
	36
	0

	11
	FB0029
	中杂9号
	近似品种
	FB0030
	中杂9号
	近似品种
	36
	0

	
	FB0029
	中杂9号
	近似品种
	FB0050
	中杂9号
	近似品种
	36
	0

	
	FB0029
	中杂9号
	近似品种
	FB0054
	中杂9号
	近似品种
	33
	0


综上所述，SNP标记阈值定为2，当品种间差异位点数≥2时，排除两者为同一品种；当品种间差异位点数为 1时，不确定两者为同一品种；当差异位点数为0时，不排除两者为同一品种。

6、DNA提取方法的选择

DNA提取方法应保证提取的DNA浓度与质量符合PCR扩增的要求，DNA无降解，紫外光吸光度OD260/OD280宜介于1.7~2.0。本标准使用改良的CTAB法，具体方法如下：

取幼苗或叶片约200 mg～300 mg，置于2.0 mL离心管，加液氮充分研磨；每管加入600 µL 65℃预热的CTAB提取液充分混合，65℃恒温水浴45 min～60 min，每间隔10 min颠倒混匀一次；每管加入等体积的氯仿-异戊醇（24:1，V:V），轻缓混匀后，静置10 min；12 000 rpm离心15 min后，吸取上清液至新的离心管，再加入等体积预冷的异丙醇，颠倒离心管数次，在-20℃放置30 min；4℃，12 000 rpm离心10 min，弃上清液；用70%乙醇洗涤DNA沉淀2次，风干，加入200 µL无菌水或TE缓冲液。检测DNA浓度和质量，-20℃保存。
7、PCR反应体系配制及扩增条件优化

本文件采用实验室Douglas平台微量反应孔膜常用的反应体系及程序进行数据采集，LGC平台96板、384板的反应体系及程序进行平台验证。不去除RNA的最佳DNA用量是每个反应50 ng 全基因组DNA，扩增循环数是45个循环，阴性空白对照NTC保持在原点附近，且两种纯合类型和杂合类型聚类紧凑，分型理想，当聚类效果不理想或未达到扩增终点时，再以10～20个循环为单位循序渐进增加循环数直到达到理想分型效果为止。

表5 基于微孔板或微量反应孔膜平台的PCR反应体系 

	微孔板类型
	96微孔板

（μL）
	384微孔板

（μL）
	微量反应孔膜

（μL）

	DNA模板（50 ng/μL）
	1.5
	1.0
	0.8

	2×PCR MIX
	5
	2.5
	0.78

	引物混合液
	0.14
	0.07
	0.02

	ddH2O
	3.36
	1.43
	-

	总反应体积
	10
	5
	1.6


注：反应体系可依据平台、试剂、耗材不同作相应调整。

PCR扩增通用程序：95℃ 10min；95 ℃ 15 s，57℃ 60 s，45个循环；如果初始反应结束检测不到荧光信号，可用如下程序加循环：95 ℃ 15 s，57℃ 60 s，10个～20个循环。
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

（一）主要试验或验证的分析、综述报告

（1）SNP和SSR标记筛选效果比较

SNP标记差异位点数为0或1的品种，SSR标记差异位点基本在3个以内，SNP标记差异位点数为0、1或2的组合有171个，SSR标记差异位点为0、1或2的组合有142个，数据吻合度为83%，总体分型结果吻合度较高。

表6 相同组合SNP和SSR标记差异位点比较

	品种名称1
	品种名称2
	差异位点数

	
	
	SNP
	SSR

	粉娇
	圣桃6号
	0
	0

	蜜恋
	粉端一号
	0
	0

	T17001
	辉腾5号
	0
	0

	T17001
	辉腾
	0
	0

	T17001
	圣宴2号
	0
	1

	F1709
	惠欣1号
	0
	0

	F1709
	寿研550
	0
	0

	LS1718
	SY12
	0
	0

	LS1718
	寿研13077
	0
	0

	LS1718
	寿研13079
	0
	0

	LS1718
	寿研79
	0
	0

	福瑞
	格雷
	1
	1

	京鲁4号
	宝禄
	1
	2

	柏蒂斯
	SV7845TH
	1
	1

	SV4224TH
	SV7845TH
	1
	3

	辉腾2号
	辉腾1号
	1
	1

	辉腾2号
	惠丽
	1
	0


（2）差异位点数为0组合的DUS测试性状差异
选择2组差异位点数为0的组合，苏粉15号、苏粉14号和苏粉11号，苏粉16号、苏粉17号和苏粉18号，查阅DUS测试42个性状描述。经过比较，同组的样品性状描述十分接近，每对样品间只存在3~5个数量性状差异，如说明利用本套引物可筛选到性状相近的样品。

表7  2组差异位点数为0组合DUS测试性状描述

	性状
	1组
	2组

	
	苏粉15号
	苏粉14号
	苏粉11号
	苏粉16号
	苏粉17号
	苏粉18号

	1.幼苗：下胚轴花青甙显色
	有
	有
	有
	有
	有
	有

	2.植株：主茎第一花序着生节位数
	多
	多
	多
	多
	中
	中

	3.植株：生长类型
	无限
	无限
	无限
	无限
	无限
	无限

	4.植株：高度（仅适用于有限生长品种）
	
	
	
	
	
	

	5.植株：高度（仅适用于无限生长品种）
	高
	高到极高
	极高
	极高
	中
	中到高

	6.植株：生长习性
	半蔓生
	半蔓生
	直立
	半蔓生
	直立
	直立

	7.叶片：姿态（植株中部1/3处）
	水平到半下垂
	半下垂
	水平
	半下垂
	半下垂
	水平到半下垂

	8.复叶：长度
	中到长
	中
	中到长
	中到长
	中
	中到长

	9.复叶：宽度
	宽到极宽
	中到宽
	宽到极宽
	中到宽
	中
	中

	10.复叶：类型
	二回羽状复叶
	二回羽状复叶
	二回羽状复叶
	二回羽状复叶
	二回羽状复叶
	二回羽状复叶

	11.复叶：小叶大小
	中到大
	中到大
	中
	中
	中
	中

	12.叶：绿色程度
	中
	深
	中
	中到深
	中到深
	中到深

	13.叶片：小叶叶柄相对于主轴的姿态
	水平
	半直立
	水平
	半直立
	半直立
	半直立到水平

	14.花序：类型
	单式花序为主
	单式花序为主
	单式花序为主
	单式花序为主
	单式花序为主
	单式花序为主

	15.花：簇生
	无
	无
	无
	无
	无
	无

	16.花：颜色
	黄色
	黄色
	黄色
	黄色
	黄色
	黄色

	17.果实：绿肩
	无
	无
	无
	有
	有
	有

	18.果实：绿肩覆盖范围
	
	
	
	小到中
	小到中
	小

	19.果实：绿肩绿色程度
	
	
	
	浅
	浅到中
	极浅到浅

	20.果实：成熟前果面绿色程度
	中
	极浅到浅
	中
	极浅
	中
	浅

	21.花：花梗离层
	有
	有
	有
	有
	有
	有

	22.果实：果柄长度（仅适用于有离层的品种）
	中
	短到中
	短到中
	中
	短到中
	短到中

	23.果实：大小
	大到极大
	极大
	大
	极大
	大
	中

	24.果实：纵径/横径比率
	中
	小到中
	小到中
	小到中
	中
	小

	25.果实：纵切面形状
	扁圆形
	圆形
	扁圆形
	扁圆形
	圆形
	扁圆形

	26.果实：棱
	中
	中
	中
	弱到中
	极弱到弱
	极弱到弱

	27.果实：横切面形状
	不圆
	不圆
	圆
	不圆
	圆
	不圆

	28.果实：果梗洼大小
	大
	大
	大
	中到大
	小到中
	中

	29.果实：果梗洼处木栓化大小
	中
	中
	中到大
	小到中
	中
	小到中

	30.果实：果梗洼凹陷程度
	中
	弱到中
	中
	中
	弱到中
	中到强

	31.果实：果皮颜色
	无色
	无色
	无色
	无色
	无色
	无色

	32.果实：果脐大小
	中
	小
	大
	中
	中
	大

	33.果实：脐端形状
	平
	平
	平
	平
	平
	凹

	34.果实：横切面果心的大小
	中
	大
	大
	中到大
	小
	中

	35.果实：果肉厚度
	厚到极厚
	厚
	中到厚
	中到厚
	厚
	薄到中

	36.果实：心室数
	4或5或6
	4或5或6
	4或5或6
	4或5或6
	3或4
	4或5或6

	37.果实：成熟时颜色
	粉红色
	粉红色
	红色
	粉红色
	粉红色
	粉红色

	38.果实：果肉颜色
	红色
	红色
	红色
	粉红色
	粉红色
	粉红色

	39.胎座：胶状物颜色
	黄绿色
	黄绿色
	黄绿色
	黄绿色
	黄绿色
	粉红色

	40.果实：硬度
	中
	软到中
	软
	中到硬
	中
	软

	41.开花期
	晚到极晚
	中到晚
	中到晚
	中到晚
	中
	中到晚

	42.植株：成熟期
	晚
	早到中
	早到中
	中
	早到中
	中到晚


（3）标准在多家单位进行了验证

农业农村部科技发展中心组织全国XXX家检验机构对验证样品进行了外部验证，数据一致率介于97.53%-99.85%之间，平均值为98.92%。数据缺失率介于0.00%-0.69%之间，平均值为0.14%（见表8），具体验证数据见验证报告。
表8 国内XXX家验证单位的验证结果汇总

	验证单位名称
	样品数
	数据一致率
	位点缺失率

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


（二）技术经济论证

KASP平台是样本高通量平台，有多种规格的反应板，扩增仪可以是水浴锅或PCR仪，可根据需求选择不同样本数及引物组合数，试验设计更加灵活，操作简单快速，对DNA质量要求不高，适合大量样本的检测。本文件36个SNP位点是基于KASP技术的SNP标记荧光终点法检测技术，兼容多种检测平台，如LGC-SNPline、Douglas array tape、实时荧光定量PCR仪等，操作简单、经济、精准、高效，比SSR技术检测效率提高百倍。所以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，是我国番茄种业安全的重要技术支撑。
（三）、预期经济增长效果

本文件构建的SNP分子标记法将在我国番茄新品种保护、市场监管、行政执法、企业质控等相关领域中推广应用，将大幅提高种子质量检验机构的检测收入水平，提高我国番茄种业的自主创新能力，提高执法的时效性和高效性，为我国蔬菜安全保驾护航，也必将产生巨大的生态效益、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，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）

本文件拟规范各级种子质量检验机构在利用SNP标记法进行番茄品种鉴定时所采用的样本量、位点数、标记引物、仪器设备和检测方法。为了使检测人员理解标准中的要求，应由本文件的起草单位对检测人员进行理论和实操的培训。
九、废止现行有关标准的建议

无。
十、其他应予说明的事项

无。
