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农业行业标准编制说明
一、工作简况
（一）任务来源               
根据《关于下达2022年农业国家和行业标准制修订项目计划的通知》(农质标函〔2022〕66号)，由江汉大学承担《蝴蝶兰品种及其实质性派生品种鉴定 MNP标记法》（项目编号NYB-22195）的制定工作。
（2） 制定背景
蝴蝶兰（Phalaenopsis）形态优雅且花色美丽，具有极高的观赏价值和经济价值。近年，由于世界各地品种交换频繁，同物异名和同名异物的现象严重，同时随着繁育技术的提高，杂交新品种数量倍增，2019年后蝴蝶兰新品种申请出现井喷现象，申请量由50件飞速增加到200件左右。截止2022年底，蝴蝶兰新品种申请量合计超过1000件，跃居观赏植物属（种）第一，因此，对蝴蝶兰新品种的管理提出了更高的要求。
目前，蝴蝶兰的品种鉴定基于植物新品种（Distinctness Uniformity Stability，DUS）测试，主要以形态鉴定为主，较少利用DNA（Deoxyribo Nucleic Acid，脱氧核糖核酸）分子鉴定技术。少量研究报道了利用ISSR（Inter-simple sequence repeat，简单序列间重复）分子标记技术进行品种遗传关系的分析，然而ISSR分子标记技术基于PCR（polymerase chain reaction，聚合酶链式反应）扩增后琼脂糖凝胶电泳，一次PCR扩增只能检测一个位点，这使其通量非常低，且DNA聚合酶反应时容易产生滑脱基因型，在电泳过程中，难以区分滑脱基因型与待测样本的主基因型，易导致鉴定结论错误，不适用于准确性要求高的品种鉴定和实质性派生品种鉴定。
为改变我国植物品种同质化较为严重的现象，提升我国品种原始创新动力，2018年，农业农村部提出探索实施实质性派生品种制度。2021年12月24日，中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第三十二次会议通过《全国人民代表大会常务委员会关于修改＜中华人民共和国种子法＞的决定》，自2022年3月1日起施行。新修改《种子法》建立了实质性派生品种制度，规定实质性派生品种制度的实施步骤和办法由国务院规定。为保障《种子法》实质性派生品种制度的科学实施，为国务院规定实施步骤奠定基础，因此急需制定蝴蝶兰实质性派生品种鉴定技术标准，以规范蝴蝶兰市场秩序，保障创新性品种的知识产权，促进科研人员的创新动力，提升我国蝴蝶兰品种的原始创新能力。
（三）起草过程
1.起草阶段
1.1起草单位
本文件由江汉大学、农业农村部科技发展中心、武汉明了生物技术有限公司、福建省农业科学院作物研究所、上海市农业科学院、云南省农业科学院质量标准与检测技术研究所、湖北省农业科学院经济作物研究所等7家单位起草。
表1 主要起草人信息及任务分工
	序号
	姓名
	工作单位
	分工

	1
	方治伟
	江汉大学
	制定标准技术研发方案、标记筛选、起草标准文本

	2
	彭海
	江汉大学
	制定标准技术研发方案、组织实施、修改标准文本

	3
	李甜甜
	江汉大学
	数据分析与处理、起草标准文本

	4
	周俊飞
	江汉大学
	体系建立、品种检测

	5
	杨旭红
	农业农村部科技发展中心
	标记评价、标准文本修改

	6
	褚云霞
	上海市农业科学院
	材料收集、标记评价

	7
	韩瑞玺
	农业农村部科技发展中心
	材料收集、标记评价

	8
	刘中华
	福建省农业科学院作物研究所
	材料收集、标记评价

	9
	张凯淅
	农业农村部科技发展中心
	资料收集、标准文本修改

	10
	徐振江
	华南农业大学
	材料收集、标记评价

	11
	陈红
	农业农村部科技发展中心
	标记评价、标准文本修改

	12
	刘艳芳
	云南省农业科学院质量标准与检测技术研究所
	材料收集、标记评价

	13
	赵秦
	云南省农业科学院质量标准与检测技术研究所
	材料收集

	14
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	材料收集

	15
	张静
	武汉明了生物技术有限公司
	实验室比对

	16
	李论
	江汉大学
	数据分析

	17
	高利芬
	江汉大学
	指纹采集

	18
	向发云
	湖北省农业科学院经济作物研究所
	材料收集

	19
	陈利红
	江汉大学
	指纹采集

	20
	陈锋
	湖北省农业科学院经济作物研究所
	材料收集

	21
	过聪
	湖北省农业科学院经济作物研究所
	材料收集

	22
	肖华锋
	江汉大学
	实验室比对


1.2前期准备
2022年3月，江汉大学和农业农村部科技发展中心在江汉大学和农业农村部的项目资助下，利用蝴蝶兰品种的高通量测序数据，设计了599个蝴蝶兰MNP标记位点，建立了基于超多重PCR、高通量测序和大数据处理技术的蝴蝶兰实质性派生品种DNA鉴定技术体系。该技术体系和蝴蝶兰MNP标记数据为本标准的研制提供了技术支撑和大量数据基础，保障了标准制定的顺利完成。
1.3技术确定
2022年7月-2023年7月，成立了由江汉大学、农业农村部科技发展中心、武汉明了生物技术有限公司、福建省农业科学院作物研究所、上海市农业科学院、云南省农业科学院质量标准与检测技术研究所、湖北省农业科学院经济作物研究所组成的起草小组，起草小组制定了项目实施方案，开展了市场调研、文献查新、资料的收集整理、外部验证、数据分析与处理等工作。起草小组利用所开发的技术体系，开展了400多个蝴蝶兰品种MNP标记分子鉴定，以及实验室比对和田间表型与分子数据相关性验证工作。
1.4技术验证
2023年8月委托石家庄博瑞迪生物技术有限公司、崖州湾分子检测鉴定中心、上海市农业科学院食用菌研究所、武汉市农业科学院、中国农业科学院油料作物研究所、杂交水稻全国重点实验室等6家单位，对标准的可操作性和检测数据的可重现性进行了验证。6家单位都采用了5个品种，对蝴蝶兰MNP标记进行了多重PCR扩增和二代高通量测序。经验证，《蝴蝶兰品种及其实质性派生品种鉴定 MNP标记法》标准中的DNA提取方法、PCR扩增反应条件、扩增片段检测方法等具备可操作性，按照标准中的方法，一次多重PCR扩增了标准规定的418个标记位点，标记检出率均高于95%，分型重现率均大于99.51%，品种判定结论重现率为100%。
[bookmark: _GoBack]二、标准编制原则、主要内容及其确定依据
（一）标准编制原则
按照农业农村部制定的NY/T 2594《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《蝴蝶兰品种及其实质性派生品种鉴定 MNP标记法》：
规范性原则：本标准的制定要求符合法律法规，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》、GB/T 38551 《植物品种鉴定 MNP标记法》。
适用性原则：本标准要求尽量适用于历史、当前和未来的蝴蝶兰品种鉴定，以及常规品种的实质性派生品种鉴定；要求对操作人员主观判定经验要求少，适用于所有种业检验机构和种业企业。 
统一性原则：本标准要求与现行相关标准协调统一，不发生冲突。本标准实质性派生品种鉴定指标与品种鉴定要求保持了统一性，有助于标准使用者理解。
先进性原则：本标准采用MNP标记法，经过多位院士和专家鉴定评价，认为该技术填补了国内外实用精准高效植物品种DNA鉴定技术空白，整体达到国际领先水平；本标准采用多重PCR结合高通量测序技术，单个PCR反应同时扩增418个蝴蝶兰MNP标记，扩增效率高；本标准采用高通量测序技术和计算机软件分析技术，单次可自动检测和分析数百个以上的品种和十万个以上的标记，检测和分析的效率高，自动化水平高；每个标记位点的测序数据量平均覆盖达到500条序列以上，每条序列精确到单个碱基，检测结果准确率达99.69%以上；检测过程不需要标准样品实物和参照品种实物进行平行实验，检测结果在不同实验室间高度一致，实现了DNA指纹在实验室间的共建、共享和共用。
[bookmark: _Hlk143677136]（二）标准主要内容及其确定依据
[bookmark: _Hlk141086599]1. 蝴蝶兰MNP标记位点的筛选
本标准中MNP标记是指在一段核苷酸序列中，由一个或多个核苷酸变异引起的序列多态性。除单核苷酸变为多核苷酸外，该定义的其它描述仿照SNP标记的定义进行，以保持标记发展与变革的连续性。实质性派生品种鉴定中需要定量计算遗传相似度，需要采用较多的标记位点以便准确计算遗传相似度。通过高通量测序和生物信息学软件，实现了MNP标记位点的高通量开发，极大增强了标记开发效率，更加适合制定实质性派生品种鉴定标准。
我们对来自昆明分中心、福州分中心和安祖公司的45个蝴蝶兰品种（品种清单见表一）进行基因组重测序，且重测序深度设置为20倍，以保证获取较高质量的基因组测序数据；获得基因组重测序数据后，采用Samtools（Version 1.2）和BCFtools（Version 1.2）获取蝴蝶兰全基因组上的SNP 位点；基于全部SNP位点，以125 bp为窗口大小，5 bp为步长在蝴蝶兰参考基因组（GCF_001263595.1）上移动，筛选候选MNP标记，并对这些标记设计引物。每个候选标记和扩增引物应同时满足以下原则：（1）每个MNP标记中含有的SNP数量≥1个；（2）标记的样本区分力DP≥0.2且尽可能最大，DP=d/t，其中t是指在该区域所有样品两两比较时可进行比较的样品对数，d是具有至少1个SNP差异的样品对数；（3）候选MNP标记在基因组上均匀分布；（4）标记引物能够且仅能够在蝴蝶兰中扩增；（5）扩增产物长度在150bp - 275bp之间；（6）确保不同标记引物在同一个反应中不会产生竞争性扩增，以便在单个反应中能够同时扩增所有标记位点。
最终，共设计并合成了599对超多重扩增引物；实测了100个蝴蝶兰品种，根据实测数据分析结果，放弃了181个在检出率、非特异性扩增、标记分型重现性等指标上可能存在问题的引物和标记位点；最终保留418个蝴蝶兰MNP标记及其超多重扩增引物。
2.关于标记数量对品种鉴定准确性的影响
从SSR标记法，到SNP标记法和MNP标记法的分子标记品种鉴定标准中，标准所采用的标记数量一直在提升，其主要目的是通过采用更多的标记数量，降低标记在基因组上抽样误差对鉴定结论准确性的影响。《最高人民法院关于审理侵害植物新品种权纠纷案件具体应用法律问题的若干规定（二）》规定在品种DNA鉴定中可以扩大检测位点进行加测，也是希望通过更多的标记数量，提升品种鉴定准确性。下面举两个实例定量说明标记数量与标记抽样误差对鉴定结论准确性的影响。
[bookmark: _Hlk143677614]农业农村部植物新品种测试（福州）分中心与上海市农科院提供的样品中，编号为“20191004757A”和“155”间的遗传相似系数检测结果为94.90%，由于其大于90%的判定阈值，因此，判定结论应为“待测品种与对照品种为疑似实质性派生品种”。假设标准采用的标记数量为个，那么，仅当从基因组上抽取的 个标记位点中，有大于或等于个标记位点在待测品种和对照品种中相同时，才不会因为标记位点抽样误差导致判定结论错误，其概率。

图2 不同标记数量下实质性派生品种鉴定结论正确的概率
注：（1）实质性派生品种的遗传相似系数判定阈值为90%；（2）待测品种与对照品种的遗传相似系数为94.90% 
根据上述概率方程获得图2。从图2可以看出，当标记数量达到350个及以上时，本实例中正确判定实质性派生品种的概率就接近100%了。本标准采用的标记数量个，其在本实例中不会因为标记位点抽样误差导致实质性派生品种鉴定结论错误的概率为100.00%。需要特别说明的是，图2只针对本实例，随着实质性派生品种判定阈值的不同，以及待测品种与对照品种遗传相似系数的不同，该图表现可能差异较大。
下面举例定量说明标记数量与标记抽样误差对品种鉴定结论准确性的影响。农业农村部植物新品种测试（福州）分中心与上海市农科院提供的样品中，PHALCOMWEL和珐康维尔的遗传相似度检测为98.11%，由于该遗传相似度大于96%，品种鉴定的判定结论为“待测品种与对照品种为疑同品种”。按与上述实质性派生品种鉴定类似的推理可以获得图3。

图3 不同标记数量下品种鉴定结论正确的概率
注：（1）品种鉴定判定阈值为96%；（2）待测品种与对照品种的遗传相似系数为98.11%。 
从图3可以看出，由于品种鉴定判定阈值与品种间遗传相似系数较为接近，只有当标准中使用的标记数量达到350个及以上时，在本实例中品种鉴定的判定结论大于99%。按本标准中采用的418个标记进行检测，在本实例中不会因为标记位点抽样误差导致判定品种鉴定结论错误的概率为99.70%。需要特别说明的是，图3只针对本实例实用，随着品种鉴定判定阈值的不同，以及待测品种与对照品种遗传相似系数的不同，该图可能出现完全不同的表现。
3. 关于样本抽样量
蝴蝶兰品种多采用组培扩繁的形式进行繁殖，单株间的遗传差异可忽略，因此样本的抽样量对鉴定结果影响不大。本标准具体规定了抽样样本数量宜大于30，主要理由如下：（1）统计学上，30个个体为大样本；（2）现有植物品种DNA鉴定标准抽样量大多为30个左右；（3）MNP标记法采用混合样本检测，多抽取一些样本对检测工作量影响不大；（4）30个样本中的杂株基因型要被误判为真实基因型，杂株基因型测序片段的比例需要超过50%；假定杂株率为5%，由于MNP标记法PCR扩增产物处于线性增长期，因此，杂株基因型测序片段服从于实验次数为测序深度，发生率为5%的二项分布；根据二项分布模型计算，杂株基因型测序片段的比例超过20%的概率，即被误判为品种中真实等位基因型的概率为。
4. 关于多重PCR扩增循环数
本标准中规定多重PCR的扩增循环数建议不高于20个，其原因如下。（1）本标准采用测序对标记进行检测，理论上1个分子即可，其下限受限于不同测序平台对测序文库量和浓度的要求，不宜统一规定；（2）当高于20个循环时，较多标记位点进入了平台增长期（图4），杂株等位基因型可能会因为扩增偏好性被过度扩增，可能被误判为真实的等位基因型。
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图4 不同标记位点的扩增曲线
5. 高通量测序平均覆盖倍数和测序数据量质量控制
覆盖倍数指比对到标记位点的测序片段的数量。本标准规定高通量测序的平均覆盖倍数设置为700倍以上，其理由如下。
（1）该覆盖倍数保障了测序数据量可以通过质量控制
[bookmark: _Hlk129686811][bookmark: _Hlk129686860]按本标准检测了403个蝴蝶兰样品，它们的测序覆盖倍数均设置为700倍以上，其中共有399个最后获得的平均覆盖倍数都达到了质量控制中规定的500倍以上，其比例为99.01%（图5）。

图5 蝴蝶兰标记测序覆盖倍数和与标记位点的检出率。（注：横坐标为品种）
（2）该覆盖倍数在测序成本上可接受
本标准共有418个位点，每个位点长度按300 bp计算，700倍的测序覆盖倍数需要0.09G的测序数据量；每个品种按重复检测2次计算，总共需要0.18 G的测序数据量；每个G的商业测序费用按60元计算，每个品种高通量测序检测需要费用共计10.8元，是可以接受的。
6. 关于质控参数R1的设置
本标准中的R1指样品中检出标记位点的比例，标准规定R1大于或等于95%时，判定测序数据合格，其理由如下：
位点检出率对鉴定结论影响见表3。我们按418个位点中最大缺失率5%计算，缺失位点数目为20.90个；缺失位点中，差异位点分布服从实验次数为20.90且发生频率为（1-真实的遗传相似度）的二项分布；根据二项分布，计算获得在95%的概率保障下，缺失位点中的差异位点的最小值和最大值分别为0个和3个，观察到的遗传相似度介于94.74%和95.49%之间；最终推断出遗传相似度的最大偏差为0.52%，表明在R1大于或等于95%时，检出位点缺失率对鉴定结论的重现性影响不大。
表3位点检出率对鉴定结论稳定性影响
	检测位点总数
	[bookmark: _Hlk102231471]真实的遗传相似度（GS）
	真实差异位点数（nij）
	缺失率
	检出位点数（Nij）
	缺失位点数

	
	
	
	
	
	

	418
	95%
	20.90
	5%
	397.10
	20.90

	[bookmark: _Hlk102231627]缺失位点中的差异位点
	观察到的差异位点数（nij）

	概率保障
	最小值
	最大值
	最小值
	最大值

	95%
	0
	3
	17.90
	20.90

	[bookmark: _Hlk102231695]观察到的遗传相似度（GS）
	遗传相似度（GS）偏差
	　
	　

	最大值
	最小值
	最小值
	最大值
	　
	　

	95.49%
	94.74%
	0.28%
	0.52%
	　
	　


7. 关于质控参数R2的设置
本标准中R2指样品的两次重现性实验中，检出标记位点的重现率。本标准规定R2大于或等于95%时，判定测序数据合格。对于该参数设置的理由如下：
（1）设置该参数是满足标准范围的需要
标准引物在开发和验证过程中，不能穷尽现有全部蝴蝶兰品种或者未来可能出现的蝴蝶兰品种。可能存在与标准开发过程中使用的蝴蝶兰品种在遗传上有巨大差异的品种，进而导致较多引物无法扩增，出现较多数据缺失。为应对这种情况，需要设置R2作为样品数据质量的控制参数。
（2）该阈值为鉴定结论重现性提供了有效保障
位点检出稳定性（R2的值）对鉴定结论稳定性的影响见表4。当R1值较低时，表明存在大量位点不可检出，假设检出位点数量为350个；当R2值为95%时，那么，非共同检出位点数量为17.5个；根据二项分布，在95%的概率保障下，非共同检出位点中，差异位点最多为6个，由此观察到的遗传相似度最大值为80.71%，遗传相似度（GS）偏差为0.89%。由此可见，R2值确保了遗传相似度的稳定性，保障了检出位点缺失率对鉴定结论重现性影响不大。
表4 位点检出稳定性对鉴定结论稳定性的影响
	可检测位点总数
	真实的遗传相似度（GS）
	真实差异位点数（nij）
	R2的值
	共同检出位点数（Nij）
	非共同检出位点数

	
	
	
	
	
	
	

	350
	80%
	70.00
	95%
	332.50
	17.50
	

	非共同位点中，差异位点数
	观察到的遗传相似度（GS）
	[bookmark: _Hlk102235100]遗传相似度（GS）偏差最大值
	

	概率保障
	最小值
	最大值
	最小值
	最大值
	
	

	95%
	1
	6
	79.29%
	[bookmark: _Hlk102235085]80.71%
	0.89%
	


8. 关于MNP标记分型重现性和准确性
（1）MNP标记分型准确性高
由于标记分型真实值与参考值都是未知的，我们对32个随机选择品种进行重复性实验（在江汉大学对同一个样品重复做两次实验），对5个品种进行重现性实验（在江汉大学、石家庄博瑞迪公司或崖州湾分子检测鉴定中心等6家单位，对同一个样品做两次实验）来计算MNP标记分型的准确性。从表5可以看出，在比较的13987个MNP标记的重现性实验检测结果中，共有52个标记位点分型确定存在差异，比例为0.37%，折算标记分型重现性和准确性分别为99.63%和99.81%。
表5 MNP标记在重复性和重现性实验中的分型准确性
	实验类别　
	比较的标记位点的数目　
	基因型确定不同的标记位点　
	重现率　
	准确率　

	建库
	测序
	
	数目
	比例
	
	

	重复性实验
	重复性实验
	13190
	38
	0.29%
	99.71%
	99.86%

	重现性实验
	重现性实验
	13987
	52
	0.37%
	[bookmark: _Hlk111033323]99.63%
	[bookmark: _Hlk111033331]99.81%


（2）高度精准的分型结果为鉴定结论重现性和推广应用提供了有效保障
本标准规定鉴定每个品种检测418个MNP标记位点，那么在一次鉴定中，分型错误的标记位点不超过418×（1-99.86%）=0.59个，其对遗传相似系数的影响仅为0.14%，基本可以忽略。不同实验室鉴定同一个品种，其分型不可重现的标记位点数量为2×418×（1-99.81%）=1.59个，其对遗传相似系数的影响仅为0.38%，对不同实验室鉴定结论重现性的影响也可忽略。
9.关于MNP标记的多态性　　
DNA标记组合的核心功能是品种鉴定，而DNA标记多态性越高，品种区分能力就越强。我们在403个蝴蝶兰品种中统计MNP标记的等位基因型数量，MNP标记的等位基因型平均值为12.06±5.04；每个标记的PIC值范围为0.067-0.996，平均值为0.81±0.16，表明MNP标记多态性高。

图6 403个蝴蝶兰品种中MNP标记的等位基因型数量分布
10. 关于MNP标记法的品种区分能力
DNA标记最终目的是用于品种区分，其一是要求DNA标记多态性高，二是实质性派生品种鉴定中要求DNA标记数量多。通过上述的分析表明本标准所用的418个标记具有高准确性和多态性，可以用于实质性派生品种鉴定。
[bookmark: _Hlk143678179]江汉大学采用本标准检测403份蝴蝶兰品种（申请授权品种和少量授权审查中采用的近似品种）的DNA指纹。将这403个品种进行两两组合，共获得81002对品种组合，计算每一对品种组合的遗传相似系数。结果表明，共有80927（占比99.91%）对品种间遗传相似系数低于96%，判定为不同品种；共有75对品种的遗传相似系数高于96%，占比仅为0.09%，且这75对品种多数为同一单位在不同测试中心提交的品种；表明MNP标记法具有很强的品种区分能力（见图7）。



图7  81002对蝴蝶兰品种间距离分布
[bookmark: _Hlk143678506]11.关于蝴蝶兰实质性派生品种的判定阈值
本标准将遗传相似度（GS）大于或等于90%的品种判定为“待测品种与对照品种为疑似实质性派生品种”，其依据与相关重要说明如下。
（1）根据发表文献中的实质性派生品种判定阈值制定方法，蝴蝶兰实质性派生品种的判定阈值应该介于88.70%到94.90%之间
Enrico Noli等于2013年在《Plant breeding》杂志上发表了题为《Criteria for the Definition of Similarity Thresholds for Identifying Essentially Derived Varieties》的论文。作者在该论文中总结了制定实质性派生品种阈值的方法。一种是“校对规则”（calibration principle），第二种是“尾巴规则”（tail principle），第三种是“血缘原则”（pedigree principle）。“尾巴规则”是利用非实质性派生品种间的距离分布的百分位数作为实质性派生品种的判定总阈值，该方法实际上是将实质性派生品种的问题转化为了非实质性派生品种的问题，而目前并没有客观的办法来确定文献中要求的距离适中的非实质性派生品种，因此，利用该方法确定实质性派生品种判定阈值依旧具有较强的个人主观性。“血缘原则”要求事先确定一个实质性派生品种判定的血缘阈值，再根据血缘阈值判定实质性派生品种，该方法实质上是将确定实质性派生品种判定阈值在概念上转化为了确定血缘阈值，而确定血缘阈值依旧是主观的，客观上同样没有良好的可操作性。另外，“血缘原则”没有考虑亲本间遗传距离这一重要因素，也显然是不合理的。
[bookmark: OLE_LINK3]“校对规则”要求实质性派生品种判定阈值将实质性派生育种行为和非实质性派生育种行为产生的品种分别判定为实质性派生品种和非实质性派生品种，而实质性派生品种育种行为和非实质性派生品种育种行为在UPOV中已有较明确的描述，是一种客观的，可以操作的方法。例如，Vosman等于2004年首先利用AFLP技术探讨了月季品种的实质性派生品种判定阈值。在Vosman的实验中，检测了83对月季品种，其中包括独立品种（非实质性派生品种）和突变品种（实质性派生品种），结果表明，独立品种和它们的突变体（实质性派生品种）间的遗传相似系数大于96%，而独立品种间（非实质性派生品种间）的遗传相似系数小于80%。因此，在该实例中，实质性派生品种的判定阈值可以在80%-96%之间选择，具体值需要综合考虑该国育种现状、行业共识、创新要求等因素。
由于采用“校对规则”制定实质性派生品种判定阈值具有客观性和可操作性，本标准采用“校对规则”来确定实质性派生品种的判定阈值。利用校对规则，并结合二项式分布统计理论分析和不同育种单位超过100个育种实例的结果，推断蝴蝶兰实质性派生品种的判定阈值应设置在88.70%到94.90%之间，以实现在99%的概率保障下，将容易产生实质性派生品种的育种行为（自然突变、诱变等）的育成品种判定为实质性派生品种，同时将不容易产生实质性派生品种的育种行为（正常杂交选育）的育成品种判定为非实质性派生品种
a）按照“校对规则”，实质性派生品种判定阈值的下限为88.70%
UPOV认为，正常杂交选育为非实质性派生品种育种行为。根据UPOV在2021年11月19日发布的文件《EXPLANATORY NOTES ON ESSENTIALLY DERIVED VARIETIES UNDER THE 1991 ACT OF THE UPOV CONVENTION》（UPOV/EXN/EDV/3 Draft 3），正常杂交选育指表型和遗传上均不相同的两个亲本杂交后，以创造分离群体为选择目的育种行为。该定义有两个要点，一是亲本间要有一定的遗传距离，不能选用遗传上近似的品种进行杂交，二是选育时要以创新分离群体为目的，不能有意选择与亲本相似的后代。由于正常杂交选育为非实质性派生品种育种行为，因此，可以根据校对规则，获得蝴蝶兰实质性派生品种判定阈值的下限。
实质性派生品种判定阈值下限的理论推断。利用本标准检测了403个申请授权的蝴蝶兰品种，任意两个可杂交的蝴蝶兰品种之间的平均遗传差异为80%，那么，在本标准检测的418个标记位点中，它们之间有个差异标记位点；设实质性派生品种的遗传相似系数判定阈值为，那么，当后代与亲本的差异位点数量小于，后代将被判定为实质性派生品种；在正常杂交选育模式下，差异标记在亲本与后代间是否相同服从于实验次为次，发生频率为50%的二项分布；按二项分布计算正常杂交选育模式下，蝴蝶兰品种杂交后代为非实质性派生品种的平均概率；根据上述公式，计算了实质性派生品种发生概率与其判定阈值间对应的关系，其结果见表6；从表6可以看出，蝴蝶兰品种在正常杂交选育模式下，若实质性派生品种判定阈值大于66%，杂交选育后代就可以在99%以上的概率保障下，被判定为非实质性派生品种。
表6 蝴蝶兰品种通过正常杂交选育，在不同实质性派生品种阈值下被判定为非实质性派生品种的概率
	检测位点数
	规蝴蝶兰品种间的平均差异
	实质性派生品种的遗传相似系数判定阈值（）
	非实质性派生品种发生概率（）

	418
	80.00%
	100%
	100.00%

	418
	80.00%
	99%
	100.00%

	418
	80.00%
	98%
	100.00%

	418
	80.00%
	97%
	100.00%

	418
	80.00%
	96%
	100.00%

	418
	80.00%
	95%
	100.00%

	418
	80.00%
	94%
	100.00%

	418
	80.00%
	93%
	100.00%

	418
	80.00%
	92%
	100.00%

	418
	80.00%
	91%
	100.00%

	418
	80.00%
	90%
	100.00%

	418
	80.00%
	89%
	100.00%

	418
	80.00%
	88%
	100.00%

	418
	80.00%
	87%
	100.00%

	418
	80.00%
	86%
	100.00%

	418
	80.00%
	85%
	100.00%

	418
	80.00%
	84%
	100.00%

	418
	80.00%
	83%
	100.00%

	418
	80.00%
	82%
	100.00%

	418
	80.00%
	81%
	100.00%

	418
	80.00%
	80%
	100.00%

	418
	80.00%
	79%
	100.00%

	418
	80.00%
	78%
	100.00%

	418
	80.00%
	77%
	100.00%

	418
	80.00%
	76%
	100.00%

	418
	80.00%
	75%
	100.00%

	418
	80.00%
	74%
	100.00%

	418
	80.00%
	73%
	100.00%

	418
	80.00%
	72%
	100.00%

	418
	80.00%
	71%
	100.00%

	418
	80.00%
	70%
	100.00%

	418
	80.00%
	69%
	100.00%

	418
	80.00%
	68%
	99.99%

	418
	80.00%
	67%
	99.94%

	418
	80.00%
	66%
	99.64%

	418
	80.00%
	65%
	98.76%

	418
	80.00%
	64%
	96.46%

	418
	80.00%
	63%
	91.44%



实质性派生品种判定阈值下限的育种检验。利用本标准方法检测了30对杂交蝴蝶兰品种与亲本的遗传相似系数，介于60.40%-88.70%之间。即若蝴蝶兰实质性派生品种判定阈值大于88.70%，可以在99%的概率保障下，将容易产生非实质性派生品种的育种行为（正常杂交选育）产生的后代判定为非实质性派生品种。
综上实质性派生品种判定阈值下限的统计推断和育种实例，蝴蝶兰的实质性派生品种判定阈值下限为88.70%。
b) 按照“校对规则”，实质性派生品种判定阈值的上限为94.90%
[bookmark: OLE_LINK5]根据UPOV有关文件描述，多代回交育种、诱变育种、转基因育种、基因编辑育种等通过现代生物技术进行的快速品种改良行为容易产生实质性派生品种，因此被认为是实质性派生品种育种行为。在本标准中，实质性派生品种的判定阈值为90%，相当于在418个标记位点中，有10%即41.8个位点存在差异。现有的定向改良技术一般是定向改良1个或少数几个基因，要定向改良41.8个基因位点的难度是很大的。因此，从技术难度上讲，90%的判定阈值基本排除了由现有实质性派生行为产生的品种。我们收集了76对通过实质性派生育种方式产生的品种，通过本标准检测后，其原始品种与实质性派生品种育种行为产生的后代之间的遗传相似系数介于为94.90%-100%。即若蝴蝶兰实质性派生品种判定阈值小于94.90%，可以将容易产生实质性派生品种的育种行为（诱变育种）产生的后代判定为实质性派生品种。
综上实质性派生品种判定阈值上限的统计推断和育种实例，蝴蝶兰的实质性派生品种判定阈值上限为94.90%。
（2）根据实质性派生品种为新品种的基本要求，实质性派生品种判定阈值应该小于96%
根据《种子法》和国际植物新品种保护联盟（UPOV）对实质性派生品种的定义，实质性派生品种必须是新品种，因此，实质性派生品种的判定阈值要小于植物新品种的判定阈值。在本标准中，蝴蝶兰新品种的判定阈值为96%，因此，蝴蝶兰实质性派生品种的判定阈值应该小于96%。
（3）国际种业知识产权相关组织制定的实质性派生品种判定阈值介于82%-96%之间
国际种子联盟（ISF）分别于2004年和2007年制定了一系列作物的实质性派生品种判定准则。对生菜、棉花、玉米、油菜实质性派生品种的遗传相似系数的判定阈值分别规定为96%、87.5%、82%和85%；法国提议在蔬菜方面可以采用200个标记，如遗传相似度超过90%以上，可以认定为EDV；国际无性繁殖园艺植物育种者协会（CIOPORA）建议遗传相似系数90%作为举证责任转移的阈值。
（4）在我国过往的蝴蝶兰育种创新水平下，不同的实质性派生品种判定阈值对育成品种的影响程度
我国当前品种同质化现象严重，亟需激励原始创新。实质性派生品种判定阈值越严格，激励种业原始创新的力度就越大，但较微小的创新又可能会被人为淘汰。因此，实质性派生品种判定阈值应在创新与稳定间寻求平衡。利用本标准检测了314个申请授权的蝴蝶兰品种，从中任选一对品种组合，判定它们的遗传相似系数；若遗传相似系数大于或等于表8中所设定的实质性派生品种判定阈值，则判定授权日期更晚的品种可能为实质性派生品种。从表8可以看出，当实质性派生品种判定阈值为90%时，有26个品种可能为实质性派生品种，占比8.44%。对于8.44%现有育成品种可能被判定为实质性派生品种，有两点关键说明：a) 实质性派生品种制度设计的初衷是改变中国当前品种同质化严重的现象，因此，有一定比例的创新性不足的品种被判定为实质性派生品种是符合实质性派生品种制度的初衷的；b) 实质性派生品种制度实施后，模仿式育种行为预期会显著减少，因此，未来新育成品种被判定为实质性派生品种的比例会远低于8.44%。
表8现有品种在各种判定阈值下，可能为实质性派生品种的数量与比例
	实质性派生品种阈值
	99%
	98%
	97%
	96%
	95%
	94%
	93%

	实质性派生品种数量
	25
	26
	26
	26
	26
	26
	26

	实质性派生品种比例
	8.12%
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%

	实质性派生品种阈值
	92%
	91%
	90%
	89%
	88%
	87%
	86%

	实质性派生品种数量
	26
	26
	26
	26
	26
	26
	26

	实质性派生品种比例
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%
	8.44%

	实质性派生品种阈值
	85%
	84%
	83%
	82%
	81%
	80%
	79%

	实质性派生品种数量
	26
	26
	27
	28
	29
	29
	29

	实质性派生品种比例
	8.44%
	8.44%
	8.76%
	9.08%
	9.24%
	9.24%
	9.24%

	实质性派生品种阈值
	78%
	77%
	76%
	75%
	74%
	73%
	72%

	实质性派生品种数量
	30
	30
	30
	30
	30
	30
	30

	实质性派生品种比例
	9.56%
	9.56%
	9.56%
	9.56%
	9.56%
	9.56%
	9.72%

	实质性派生品种阈值
	71%
	70%
	69%
	68%
	67%
	66%
	65%

	实质性派生品种数量
	30
	31
	31
	32
	32
	32
	32

	实质性派生品种比例
	9.72%
	10.03%
	10.03%
	10.35%
	10.35%
	10.35%
	10.35%


[bookmark: _Hlk143674182]（5）根据UPOV和ISF等国际组织制定实质性派生品种判定阈值需要综合考虑科学、现状、需求等因素的基本原则，本标准将实质性派生品种判定阈值确定为90%
[bookmark: _Hlk143678607]仅考虑科学因素，实质性派生品种的判定阈值应设置在88.70%到94.90%之间。实质性派生品种为新品种，因此，其判定阈值应小于国家标准中规定的新品种判定阈值，即96%。按照文献中实质性派生品种判定阈值的确定方法（校对规则，calibration principle），结合二项式分布理论和不同育种单位超过100个育种实例，推断出实质性派生品种判定阈值应设置在88.70%到94.90%之间，可以在99%的概率保障下，正确区分实质性派生和非实质性派生的育种行为。
科学因素结合行业共识，确定本标准中实质性派生品种判定阈值为90%。UPOV和ISF认为实质性派生品种判定阈值应结合种业国情、行业共识等因素，做出具体规定并定期调整。实际上，ISF制定的实质性派生品种判定阈值并不固定，介于82%到96%之间。国际无性繁殖园艺植物育种者协会（CIOPORA）建议遗传相似系数90%作为举证责任转移的阈值。90%作为判定阈值不仅是行业共识，也在科学因素确定的范围（88.70%-94.90%）内，因此被采纳为本标准的判定阈值。
本标准确定的实质性派生品种判定阈值，较好地平衡了种业创新与种业稳定。在本标准的判定阈值下，假设我国在未来依旧保持过往同质化较为严重的育种创新水平，将有8.44%的育成品种被判定成为实质性派生品种，但预计实质性派生品种制度将显著改善我国品种同质化现象，因而未来育成的蝴蝶兰品种被判定为实质性派生品种的概率将远低于8.44%，能较好地平衡种业创新与种业稳定。
12.关于实质性派生品种判定的结果表述
本标准规定，当遗传相似度（GS）大于或等于90%时，结果表述为待测品种与对照品种为“疑似实质性派生品种”。采用“疑似”一词是因为存在例外，例如：（1）若待测品种培育时间早于对照品种，则不是对照品种的实质性派生品种；（2）若待测品种和对照品种均来源于同一杂交组合分离后代的姊妹系，也不是对照品种的实质性派生品种；（3）《种子法》依据性状来定义实质性派生品种，且分子与性状并非一一对应，因此，分子不能作为实质性派生品种判定的充分条件。在国际实质性派生品种司法实践中，遗传相似度常用于确定举证责任，而非作为判定实质性派生品种的充分证据。
13.关于品种鉴定的判定阈值
《种子法》依据性状，将新品种定义为已知品种间至少有一个性状的差异的品种。然而，分子标记差异与性状差异大多不存在一一对应关系，只能在一定概率保障下具有对应关系。当分子标记差异较大时，至少有一个性状差异的概率也高，判定其为不同品种的概率保障也高；同理，当分子标记差异较小时，至少有一个性状差异的概率就低，可以有一定的概率保障判定它们为相同品种。需要指出的是，即分子标记差异为0，也可能因为差异基因不是检测标记等原因导致待测品种与对照品种存在性状差异，难以绝对保障两个品种间没有性状差异。
基于上述理由，并综合种子生产流通过程中产生的混杂、退化等因素，本标准中将不同品种的遗传相似度阈值确定为96%，主要有以下两个方面的依据：
（1）现有SSR标记法品种鉴定行业标准、SNP标记法品种鉴定行业标准、MNP标记法品种鉴定国家标准中判定不同品种的遗传相似度的阈值多为96%。
（2）检测的81002对育成品种中，除去诱变品种，品种间遗传相似系数均低于96%，其中不同品种间的遗传相似系数最大值为95.30%。可见96%的判定阈值下，通过本标准方法不同品种可以被判定为不同品种。
14. 关于数据分析软件
标准文本“8 质量控制”和“9 数据分析”中，已经公开了数据比对、记录和计算的规则与公式，并在附录B中以示例形式详细阐述了分析的流程，有专业背景的标准使用者可以自行按规则与公式编制软件。对于数据分析能力较弱的使用者，研制单位已经上线数据分析软件，网址为http://mnp.molecularbreeding.cn/，用户只用上传待测样品和对照样品的高通量测序数据，即可获得数据分析结果和品种鉴定结论，因此，不影响标准使用。
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
本标准草案试验验证单位共6家，分别为石家庄博瑞迪生物技术有限公司、崖州湾分子检测鉴定中心、上海市农业科学院食用菌研究所、武汉市农业科学院、中国农业科学院油料作物研究所、杂交水稻全国重点实验室；标准验证所用的实验材料均为叶片，由云南省农业科学院质量标准与检测技术研究所提供。
验证结果包括（每家单位获得其中数项验证结果）：
[bookmark: _Hlk143693226]（1）利用该标准草案，一次多重PCR扩增了标准规定每个品种需要检测的所有标记位点，一次高通量测序检测所有待测样品的标记位点；
（2）获得的样品测序数据全部通过了标准草案规定的质量控制标准，通过率均为100%；
（3）标记检出率为98.15%-100.00%；
（4）标记分型准确率为99.50%-99.76%；
（5）品种鉴定和实质性派生品种判定结论重现率均为100%。
6家单位验证结论包括：该标准草案具备适用性；依据该标准草案规定的DNA提取方法、PCR扩增反应条件、扩增片段检测方法等，可在不同实验室间得出高度一致的品种鉴定和实质性派生品种鉴定结论。
（二）技术经济论证
本标准采用MNP标记法，经过多位院士和专家鉴定评价，认为该技术填补了国内外实用精准高效植物品种DNA鉴定技术空白，整体达到国际领先水平。相比于其它品种鉴定行业标准一次只能扩增一个或少量几个标记，本标准采用超多重扩增，1033个标记仅需要2次PCR扩增和纯化程序即可，工作效率提升数百倍；传统方法需要逐个检测和分析，本标准采用高通量测序技术和计算机软件分析技术，单次可自动检测和分析数百个以上的品种和十万个以上的标记，检测和分析的效率高，自动化水平高；每个标记位点的测序数据量平均覆盖达到500条序列以上，每条序列精确到单个碱基，检测结果准确率达99.96%以上，首次突破了品种鉴定精准数字化的技术难题，不再需要统一实验条件，不再要求实验技术人员具有丰富的经验，也不要求标准样品实物或参照样品实物进行平行实验，有利于检测结果的数字化、网络化和智能化，有利于本标准在种业行业的推广应用。
此外，本标准实施只要求实验区域分区、过程单向流动、设备器具专用且保持通风，这些要求在普通实验室可以满足，提高了本标准实施可行性，可以在更多实验室更方便地实施。
（3） 预期的经济效益、社会效益和生态效益
本标准发布实施后，可以规范对蝴蝶兰品种和实质性派生品种鉴定所进行的测试，为蝴蝶兰新品种权保护提供有效的依据，支撑我国新种子法中实质性派生品种制度的实施。本标准制定不但可以对我国拥有自主知识产权的蝴蝶兰新品种进行保护，还可对国外蝴蝶兰品种的引进和利用进行规范管理，促进蝴蝶兰新品种贸易，促进我国蝴蝶兰育种和蝴蝶兰品种知识产权保护工作的发展。
4、 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
国际、国外尚未有系统、高效、准确的蝴蝶兰实质性派生品种分子标记鉴定技术体系的报道。
5、 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
未以国际标准为基础起草。
6、 与有关法律、行政法规及相关标准的关系
文本内容与现行法律、行政法规及相关标准不发生冲突，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。
7、 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
本文件所采用的418个MNP标记位点与标准编制单位江汉大学的发明专利“一种用于鉴定蝴蝶兰品种的引物组、试剂盒及其应用（专利号ZL202311828580.9）”中部分相同，标准编制单位承诺标准的使用不受专利限制。
九、实施行业标准的要求，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
本文件作为我国品种鉴定标准，为品种鉴定和实质性派生品种鉴定提供了技术指导，建议作为推荐性标准发布。实质性派生品种制度是一个全新制度，MNP标记法也是一个相对较新的标记方法，建议对其它有意愿开展实质性派生品种鉴定的机构检测人员进行理论和实操的培训，以更好地实施和应用标准。
目前新种子法颁布已两年，为尽快落实种子法中实质性派生品种制度，建议尽快实施该标准，为制度的实施提供充足的技术保障。
十、其它应于说明的事项
无。
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蝴蝶兰样品间差异分布
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样品对数
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正确判定EDV的概率
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品种真实性鉴定结论正确的概率


蝴蝶兰样品标记覆盖倍数与位点检出率
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