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摘要：传统的田间小区种植纯度鉴定方法由于时间滞后不能满足种子企业的需求，而现有的SSR标记检测杂交水稻种子纯度的方法，虽能有效鉴定出杂交种的父、母本，但不能将一些混杂的杂株、串粉所致的杂交种区分开，也无法满足种子企业的全面质量信息需求。本文结合自身工作实践，介绍了一种利用筛选的多对SSR分子标记深入检测杂交水稻种子纯度及开展杂株类型定量鉴定的方法，这种方法不仅能更精确的检测杂交水稻种子纯度，还能将种子所含的杂株类型及其各自占比鉴定出来，为种子企业提供更准确、更全面的质量信息和可操作性强的加工处理办法。本方法广泛适用于各种子企业对主营骨干水稻品种的质量监控和生产经营决策。
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纯度是种子质量的核心指标，既是种子企业生存的根本，也是企业种子加工、销售决策的关键依据。种子纯度检测主要有海南种植鉴定（以下简称“南鉴”）、正季种植鉴定（以下简称“正鉴”）以及SSR分子标记鉴定等方法。这三种方法各有特点：南鉴和正鉴是以田间小区种植方式，从植株的典型特性判别、鉴定种子纯度。南鉴具有鉴定相对准确、时间相对提前的优点，但海南冬季属短日低温条件，感光类型及两系不育系均表现为正常结实，对杂交稻尤其是两系杂交稻种子纯度的鉴定结果往往失真；正鉴具有鉴定准确、鉴定结果与大田生产实际吻合度高的优点，但时间明显滞后。从历年发生的重大种子纯度事故来看，绝大多数是在得知种子纯度不合格之前种子已经销售到千家万户无法召回，最终酿成无法挽回的损失。SSR分子标记是从DNA水平上检测生物个体差异，具有多态性高、谱带扩增稳定、技术成熟、检测时间短、不受环境影响等特点，在杂交水稻种子纯度鉴定研究中得到了越来越广泛的应用[1]。本文详细介绍了SSR分子标记在杂交稻种子纯度及杂株类型定量鉴定中的应用，为种子企业在杂交稻种子纯度的检测上提供更精确的鉴定方法。

1 SSR分子标记的原理、特点及在杂交水稻纯度鉴定中的应用现状

1.1 SSR分子标记的原理

    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)，它通常是指基因组中由1～6 个核苷酸组成的基本单位重复多次构成的一段DNA ,广泛分布于基因组的不同位置,长度一般在200 bp 以下,相同座位上的重复序列由于重复次数不同而产生了等位基因的多态性，SSR引物就是根据这些区域串连数目的差异造成的多态性设计而成的[2-5]。

1.2 SSR分子标记的特点

SSR分子标记广泛、随机、均匀分布于作物基因组，参与遗传物质结构的改变、基因调控等过程，直接反映种子遗传物质在DNA水平上的差异。具有以下几个特点：1、准确性高、数量丰富，覆盖整个基因组，提供的信息量高；2、多态性好，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、重复性好,使用简单,结果稳定；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、属共显性遗传，符合孟德尔式遗传定律，不易被自然选择和人工选择所淘汰；6、易于利用PCR技术分析，分析简便,所需DNA样品量少，仅需微量组织就能进行有效地分析鉴定，经济简便；7、不受季节、环境的影响，并且鉴定的时间快。

1.3 SSR标记在杂交稻纯度鉴定上的应用现状

    彭锁堂等[2]选用分布于水稻12条染色体上的26对引物对9个杂交稻组合及其亲本进行了SSR分析,能够有效地区分所有的恢复系和大部分不育系,并对杂交稻组合汕优63和两优培九进行了单粒种子SSR鉴定,所测纯度与田间种植鉴定纯度非常接近,认为SSR标记适合于杂交水稻种子纯度鉴定；辛业芸等[3]应用SSR分子标记技术对5个超级杂交稻组合及其9个亲本进行鉴定,找到在杂交稻组合及其亲本间具有多态性的引物,筛选出5对引物分别作为鉴定这5个超级杂交稻组合的特异引物；詹庆才等[4-5]利用多态性好的两对SSR标记引物分别对参试的威优46和金优207进行了纯度鉴定,能有效地将掺假的种子与真种子区分开；通过进一步研究，优化了利用SSR分子标记快速鉴定杂交水稻种子纯度的技术体系,缩短了检测时间，推进了该技术在杂交水稻种子纯度鉴定中的应用。当前，SSR 分子标记技术已广泛应用于杂交水稻种子纯度鉴定,种子企业利用该技术为杂交水稻种子的安全生产、安全推广服务，各级种子管理部门利用该技术进行市场监督和质量监控。

2 SSR分子标记在杂交水稻种子纯度鉴定中存在的问题

2.1 单个SSR标记难以准确鉴定杂交水稻种子纯度。

    目前，一般利用单个SSR分子标记检测杂交水稻种子纯度，由于单个标记的局限性：能有效的将杂交种的父、母本鉴定出来，但不能将一些混杂的杂株以及一些异源花粉造成的杂交种区分开。郭承亮等[6]在利用SSR标记RM21对两优287正季小区鉴定田间调查出的十种杂株类型的特异性进行了验证，发现所选择的SSR分子标记只能区分其中6种杂株类型，对其它4种类型的杂株则不能区分。近几年来，因推广含有表现型明显、比例较高的某一类型杂株（比如：青稞等）但事实上并未超标的杂交稻种子，严重影响该种子企业的信誉，甚至引发群体性事件的案例时有发生。由于这种类型的杂株（如：青稞等）一般都是由串粉引起的，单个标记不能有效的将它鉴别出来，即使有时能够鉴别，但不能精确鉴定其所占比例。

2.2 单个SSR标记鉴定杂交水稻种子纯度的客观误差影响了对种子批真实质量状况的判定。

    郭承亮等[6]在利用SSR标记RM21和田间小区鉴定调查鉴定了30份两优287杂交稻材料的纯度，研究发现：就每份样品而言，SSR标记鉴定的纯度与田间种植鉴定的纯度结果差异在1.5个百分点。我国的杂交稻种子纯度（国标二级）标准为96.0%，根据《农作物种子检验规程》(GB/T 3543·5 - 1995)中表16-2品种纯度的容许差距规定：当检测的杂交水稻种子样本数为200粒时，其允许误差为2.3。而在种子执法时，只要纯度低于96.0%就属于劣种，执法部门就可以对其予以重罚，这为种子企业在参考SSR标记检测的纯度结果，做出具体的经营决策带来了很大困难，甚至可能会给该企业造成本可规避的巨大损失。

2.3 单个SSR标记鉴定杂交水稻种子纯度不能对种子批大田种植的纯度表现作出科学预判。

    在研究中，还发现两优287品种中的父本杂株R287在正季种植鉴定中田间表现不明显。通过单个标记鉴定的结果，不能准确地预判其正季种植的大田表现。因此，通过单个标记鉴定种子纯度，只能大致了解种子纯度状况，不能全面准确判断种子的质量信息，给种子企业的生产、经营带来一定的风险。

3  SSR标记在杂交稻种子纯度及杂株类型定量鉴定中的技术要点及应用实例

3.1 技术要点

DNA提取参照传统的CTAB法或简化的DNA提取法[4-5]，PCR反应程序参照行业标准NY/T1433-2007《水稻品种鉴定 DNA指纹方法》，PCR反应产物采用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。

3.2 技术路线

3.3 应用实例

湖北省种子集团有限公司郭承亮等[7]利用24对SSR标记对两优287田间正季鉴定中的9种主要杂株类型的部分植株进行特异性分析，最终筛选出可将杂株类型相对区分开的3对SSR标记RM71、RM19、RM224，利用这3对SSR标记对正季鉴定中的同一份样本1920粒种子进行分析，鉴定出的种子纯度及所含杂株类型比例与大田正季鉴定中的结果基本吻合，各种杂株类型的分布基本一致。并利用这3对SSR标记对所有的正季种植鉴定中的杂株进行了差异性分析，研究发现：1、通过这3对标记可以有效鉴定出所有表现型的杂株；2、在利用SSR标记定量鉴定中，归为其它类型杂株的，都能在杂株差异性分析中找出其基因型原型；3、在利用SSR标记定量鉴定中归为其他类型杂株的，各个基地都有其规律，并与种子生产基地的实际相符：如湖南基地多为迟熟株（串粉所致）、公安基地多为早熟株（落地谷）。同时，还将该技术推广应用到广两优558的杂株类型定量鉴定中，由于广两优558的江苏制种基地隔离条件很好，所以其所含的杂株仅为亲本中的杂株及串粉的杂交种，经过筛选，仅选取2对SSR标记RM224、RM85就能有效的鉴别出早熟型杂株和父本、迟熟类型杂株、不育系这三类杂株，其结果与正季种植鉴定的结果基本一致。根据实践证明，采用经过筛选的多对SSR分子标记，可以有效的鉴别各种杂株类型所占的比例，特别是能精确鉴定种子批中固定类型杂株（如父、母本）所占的比例。经过三年的实验，系统比较了两种方法的鉴定结果，分析了检测结果的差异性，建立了各个生产基地的SSR分子标记鉴定种子纯度及杂株类型定量鉴定的档案。通过对比分析，准确掌握了各制种基地的杂交水稻种子纯度信息，为公司杂交水稻种子的生产、加工、混样、推广提供准确的质量信息。

4  SSR分子标记在杂交稻种子纯度及杂株类型定量鉴定中需要注意的几个问题

4.1 鉴定所需样本大小

    杂交水稻种子纯度鉴定样本的大小,直接关系到SSR分子标记技术的检测成本和检测效率，样本越大，结果越精确。根据近年来笔者大量检测实践,在杂株类型定量的研究中，由于种子样本所代表的种子批数量一般较大，一般选取1000粒种子检测，效果较好；对于特殊情况的或是种子批数量特别大的选取2000粒种子检测，可保证检测结果的准确性。对于条件不足的企业，选取一个正季小区种植鉴定的种子数500粒也可以。
4.2 鉴定时杂株的选取及所需标记的选取

    在小区种植鉴定田，通过对主要杂株类型的田间观察，每种杂株类型选取5-10株作为代表，有条件的可以选取所有杂株。

杂株取样完成后，先利用农业行业标准品种鉴定推荐的24对SSR引物对这些杂株进行检测，通过对比、归类、统计分析，如这24对引物满足不了需求，可再选择其他常用的纯度检测的引物进行检测，最终选取3-5对能将各杂株类型相对区分开的SSR标记组合进行种子纯度及杂株类型定量鉴定。

4.3 鉴定需与种子生产相结合

尽管杂交水稻种子基地生产模式多样化，甚至涉及到千家万户，但就杂交稻种子纯度这一质量指标而言，各制种基地都有明显的特点——各基地的杂交稻种子所含杂株的类型及比例都不同，但也具有规律性。因此，利用SSR标记在杂交稻种子纯度及杂株类型定量鉴定中，需与种子生产实际相结合。各企业需结合自己公司的实际情况，尤其是具体的品种和基地情况来进行分类，通过SSR鉴定与正季种植鉴定的对比分析，分析并找出差异性的原因，并归类建档，通过2-3年的研究，找出各基地的规律。

5 小结

传统的种植鉴定方法虽具有鉴定准确的优点，但时间明显滞后，不能满足种子企业生产经营的需求。现有的利用SSR标记检测杂交水稻种子纯度的办法，虽然可以大致预测杂交水稻种子的纯度，但面对复杂的生产环节，不能精确全面的反映种子质量信息，仍不能满足生产经营的需求。而通过筛选后的SSR分子标记组合不仅能精确的检测杂交水稻种子纯度，还能将种子所含的杂株类型和所占的比例鉴定出来，能够为种子企业提供更准确的种子质量信息和更细致的、可操作性强的加工、混样办法，为种子企业的生产经营“保驾护航”。本方法广泛适用于各种子企业对主营骨干水稻品种的质量监控和生产经营决策。
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