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辣椒种质资源果实性状精准鉴定技术规程
[bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc153206137][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233325]范围
[bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233326]本文件规定了辣椒种质资源果实性状精准鉴定的术语定义、鉴定内容、方法、数据记录与整理。
本标准适用于辣椒种质资源果实性状的精准鉴定。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc153206138]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 3543（所有部分）农作物种子检验规程
GB 5009.3-2016 食品安全国家标准 食品中水分的测定	
GB 21266-2007 辣椒及辣椒制品中辣椒素类物质测定及辣度表示方法	
GB 1886.34-2015 食品安全国家标准 食品添加剂 辣椒红	
GB 5009.86-2025 食品安全国家标准 食品中抗坏血酸的测定	
GB 5009.6-2025 食品安全国家标准 食品中脂肪的测定	
GB 5009.10-2003 植物类食品中粗纤维的测定	
[bookmark: _Toc153206139][bookmark: _Toc97191425]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

辣椒种质资源 pepper germplasm resources
携带不同遗传物质（基因），可用于辣椒育种、生产或生物学研究的辣椒各类材料，包括地方品种、选育品种、品系、遗传材料和野生近缘种等。

果实性状 fruit traits
辣椒果实在其发育和成熟过程中，所表现出的所有可观察与可测量特征。

精准鉴定precision identification
采用标准化、规范化的方法，对种质资源的表型性状和基因型进行系统、准确、可量化鉴定与评价。

表型phenotypic traits
在特定环境条件下，种质资源可被观察和测量的形态特征、生物学特性和品质特性。

[bookmark: _GoBack]基因型genotypic traits
种质资源在DNA水平上的遗传组成。
鉴定原则
科学性原则
鉴定方法应科学、可靠，能真实反映种质资源的遗传本质。
规范性原则
鉴定过程应统一标准、统一方法，确保鉴定结果的可比性和可重复性。
系统性原则
鉴定内容应涵盖表型、基因型和关键抗性/品质性状，进行多维度综合评价。
精准性原则
优先采用可量化、数字化的指标和分子标记技术，减少主观判断误差。
鉴定要求
样本要求
鉴定样本应为遗传稳定、纯度高、活力强的种子。播种前参照GB 3543进行种子生活力测定。
试验地选择
应选择地势平坦、肥力均匀、排灌方便、前茬一致且无辣椒土传病害病史的地块。
试验设计
 采用完全随机区组设计或间比法设计，设3次重复。每份种质资源不少于20株。
栽培管理
采用当地规范化的露地或设施栽培模式，所有管理措施应严格一致。
辣椒果实表型鉴定内容与方法
果实颜色
于盛果期，在标准自然光下，分别观察并记录商品成熟果（通常指达到品种典型大小、尚未完全转色的果实）、转色果（开始出现品种特征色，如由绿转红、转黄等）和生理成熟果（完全成熟，颜色稳定）的果皮颜色。
果实形状 
果实、果顶和果尖形状 
  于盛果期，标准自然光下，观察商品成熟果、转色果和生理成熟果的颜色。随机选取5个果实观察。
6.2.1.1  果实形状
描述生理成熟整体形状，包括线形、羊角形、牛角形、指形、锥形、灯笼形、柿子形、球形、珠子形等。
6.2.1.2  果顶形状
描述生理成熟果实顶端形态，如尖凸、钝圆、凹陷、平滑。
6.2.1.3  果肩形状
描述生理成熟果实基部（花萼着生处）形态，如平肩、凹肩、凸肩。
果实切面形状
6.2.2.1 果实纵切面形状
将生理成熟果纵向切开，观察从蒂部到顶部的剖面轮廓。记录为直筒形、弯月形、漏斗形等。
6.2.2.2 果实横切面形状
在果实中部横向切开，观察横截面轮廓。记录为圆形、椭圆形、三角形、方形、不规则形等。
[bookmark: _Toc153206142]果面形态
于盛果期，观察生理成熟果的果面平整度。记为光滑平整、微皱褶、皱缩等。
果实基部花萼特征
于盛果期，观察生理成熟果花萼包被果肩的程度，分为平展（花萼不包被果肩）、半包（花萼包被果肩约1/3至2/3））和全包（花萼完全或近乎完全包被果肩）。
果实朝向
于盛果期，记录自然状态下果实在植株上的空间指向。分为下垂（果实明显向下）、水平（果梗与茎夹角接近90°，果实横向生长）、直立（果尖明显朝上）3类。
果实着生方式
在盛果期，调查植株主要分杈处单个节位上的果实着生数量。分为单生（1个）和簇生（大于等于2个）。
果实大小
随机选取10个果实进行调查。
果长  
用游标卡尺测量生理成熟果果肩（花萼着生点下缘）至果顶的长度，精确至0.1 cm。
果宽  
用游标卡尺测量生理成熟果最大（最粗处）横径,精确至0.1 cm。
果肉厚  
在果实距果肩1/3处横切，用游标卡尺测量外果皮至心室壁的厚度，精确至0.01 cm。
果柄长  
用游标卡尺测量果柄在枝条的着生点到果实基部（花萼着生点） 的长度，精确至0.1 cm。
果柄宽
用游标卡尺测量果柄中部的直径，精确至0.1 mm。
单果鲜重
随机选取10个成熟果实，用电子天平逐个称量单果鲜重，计算平均值，精确到0.1 g。
单果干重
随机取10个成熟果实置于烘箱中，按 GB 5009.3-2016 规定的方法烘干至恒重后，用电子天平称量总干重并计算单果平均干重，精确至0.1 g。
种子性状
取生理成熟果实内的种子，洗净、风干后测定。
千粒重
随机计数1000粒饱满种子，用电子天平（精度0.01g）称重，精确到0.1 g，重复3次取平均值。
种子颜色
在标准光下观察，描述为黄色、浅褐色、深褐色、黑色等。
种子形状与表面
观察并描述为扁圆形、肾形等；表面光滑、网纹、皱缩等。
[bookmark: BookMark8]产量性状
在整个采收期进行统计，小区测产或标准株调查。
单株结果数
统计10株标准植株的商品果总数，计算平均值。
单株产量
称量10株所有商品果的总重，计算平均值。
早期产量
记载从首次采收日起30天内的累计产量。
单位面积产量
根据小区产量折算。
辣椒果实品质鉴定内容与方法
干物质含量
按照GB 5009.3-2016执行。
辣椒素含量
按照GB 21266-2007执行。
辣椒红色素含量
按照GB 1886.34-2015执行。
维生素C含量
按照GB 5009.86-2025执行。
脂肪含量
按照GB 5009.6-2025执行。
粗纤维素含量
按照GB 5009.10-2003执行。
辣椒果实性状基因型鉴定
DNA提取与质量检测
样品采集
采集幼嫩、健康的叶片或果实组织，液氮速冻后于-80℃保存。
提取方法
推荐采用改良CTAB法或植物基因组DNA提取试剂盒。
质量检测
使用琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性，使用微量核酸蛋白测定仪检测浓度与纯度（A260/A280比值应在1.8-2.0之间）。
基于全基因组重测序的基因型鉴定与变异挖掘
测序策略与数据要求
8.2.1.1  测序深度与数据量   
基于辣椒参考基因组大小（约3.0-3.5 Gb），每个样本进行平均测序深度不低于10倍基因组深度的重测序。采用PE150测序策略，每个样本需产出不少于35 Gb的原始测序数据。
8.2.1.2  数据质量
下机原始数据的质量应满足Q30碱基比例不低于85%。
数据分析流程
8.2.1.2  数据质量控制  
使用Fastp、Trimmomatic等软件对原始测序数据进行质控。处理包括：去除接头序列、修剪或去除低质量碱基（建议质量值阈值Q20）及N比例过高（建议阈值为5%）的读段。获得的高质量测序数据（Clean Data）用于后续分析。同时生成质控报告，记录过滤前后数据量、质量值分布、GC含量等关键指标。质控后数据的Q30比例仍应满足8.2.1.2要求。
8.2.1.2  序列比对与预处理
（1）参考基因组：将质控后的高质量序列比对至辣椒参考基因组，推荐使用Zunla-1、CM334、樟树港辣椒、CA59、CaT2T等完整组装版本。
（2）比对工具与标准：使用BWA-MEM进行比对。有效比对率（比对到参考基因组且Mapping Quality>0的读段比例）需达到95%以上。
（3）重复序列标记：使用GATK MarkDuplicates或samtools rmdup等工具标记并去除PCR重复序列，以减少假阳性变异。
8.2.1.2  变异检测
（1）SNP与InDel检测：首选使用GATK HaplotypeCaller对每个样本生成gVCF文件，随后使用GenomicsDBImport和GenotypeGVCFs进行群体联合基因分型，得到包含所有样本的初始VCF文件。也可使用经权威基准测试证实与GATK流程具有一致性、灵敏度和精确度相当的工具（如Sentieon）。
（2）结构变异检测：使用Manta、Delly等软件进行检测，参数需根据参考基因组和插入片段长度进行优化。
（3）变异过滤：对原始变异集进行严格过滤。建议标准：SNP：QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ < 40.0 || SOR > 3.0 || MQRankSum < -12.5 || ReadPosRankSum < -8.0；InDel：QD < 2.0 || FS > 200.0 || SOR > 10.0 || ReadPosRankSum < -20.0（GATK建议值，可根据数据质量调整）。
8.2.1.2  变异注释与基因型矩阵构建
（1）注释：使用SnpEff、ANNOVAR或VEP等软件，结合所选参考基因组的结构/功能注释文件（GTF/GFF格式），对过滤后的高质量变异集进行注释。注释信息至少应包括：变异所在基因/区域、功能类别（如外显子、内含子、UTR）、氨基酸改变类型、预测的功能影响等级等。
（2）基因型矩阵生成：将注释后的群体VCF文件，转换为包含所有样本在所有高质量变异位点上基因型信息的标准格式（如0/0/1/1/2/2），形成用于后续分析的基因型矩阵（可以选用plink工具基于VCF文件直接产生）。
全基因组关联分析
8.2.3.1  数据准备  
整合高质量的基因型矩阵与准确、可靠的性状表型数据。对表型数据进行必要的正态性检验与异常值处理。
8.2.3.2  群体结构分析与亲缘关系分析 
（1）群体结构：使用GCTA对SNP进行主成分分析（PCA）或使用类似ADMIXTURE的模型，评估和可视化样本的群体分层情况。提取前若干主成分（通常解释主要变异的前3-10个PC）作为协变量。
（2）亲缘关系矩阵：利用相同SNP集计算样本间的基因组亲缘关系矩阵（Kinship Matrix）。
8.2.3.3  关联分析模型  
采用能够有效控制群体分层和亲缘关系的混合线性模型（如MLM，如EMMAX、GEMMA、GCTA、或GAPIT中的FarmCPU、BLINK等模型）进行全基因组关联分析。模型应纳入群体结构主成分作为固定效应，基因组亲缘关系矩阵作为随机效应。
8.2.3.4  显著性阈值确定  
基因组水平显著性阈值的确定推荐使用Bonferroni校正，计算公式为：P<0.05 / N，其中N为用于关联分析的有效独立SNP数量。例如，针对100万个SNP进行检验，基因组水平显著性阈值约为 P<5×10-8。
8.2.3.5  关联位点筛选与注释  
将物理距离内最显著的SNP上下游一定范围（如100-200 kb）界定为一个关联区域。在关联区域内，根据变异注释信息，优先关注导致氨基酸改变、位于启动子区或与已知功能基因同源的候选基因。关联分析结果应以曼哈顿图和QQ图进行可视化，并列表报告所有达到显著性阈值的关联位点的详细信息。
数据归档与共享
所有原始数据、中间文件、最终变异数据集和关联分析结果，应按统一格式进行归档，建立数据库，以便追溯和共享。












附　录　A
(资料性)
辣椒种质资源果实表型鉴定记录
表A.1给出了辣椒种质资源果实表型鉴定记录的方法。
辣椒果实表型鉴定记录表
	资源编号
	
	鉴定日期
	
	鉴定地点
	
	记录人
	

	果实颜色
	商品成熟果 
	1：绿色 2：黄绿色 3：紫色 4：浅黄色 5：黄色 6：乳白色 7：其他_________

	
	转色期果
	1：褐色 2：黄色 3：橙色 4：橙红色 5：其他_________

	
	生理成熟果 
	1：红色 2：黄色 3：橙色 4：其他_________

	果实形状
	整体形状    
	1：线形 2：羊角形 3：牛角形 4：指形 5：锥形 6：灯笼形 7：柿子形 
8：球形 9：珠子形 10：其他_________

	
	果顶形状
	1：尖凸 2：钝尖 3：凹陷 4：平滑 5：其他_________

	
	果肩形状
	1：平肩 2：凹肩 3：凸肩 4：其他_________

	
	纵切面形状
	1：直筒形 2：弯月形  3：其他_________

	
	横切面形状
	1：圆形 2：三角形 3：方形 4：不规则形  5：其他_________

	果面形态
	1：光滑平整 2：微皱褶 3：皱缩 4：其他_____
	基部花萼特征
	1：平展 2：半包 3：全包

	果实朝向
	1：下垂 2：水平 3：直立
	果实着生方式
	1：单生 2：簇生 (__个/节)

	果实大小
	果长_____cm
	果宽_____cm
	果肉厚______cm
	果柄长_______cm
	果柄宽_______mm

	果实重量
	单果鲜重______g
	种子性状
	千粒重______g

	
	单果干重______g
	
	种子颜色
	1：黄色 2：浅褐色 3：深褐色 4：黑色

	产量性状
	单株结果数___个
	
	种子形状
	1：扁圆形 2：肾形  3：其他_________

	
	单株产量______g
	
	种子表面
	1：光滑 2：网纹 3：皱缩

	商品果照片







	转色果照片







	生理成熟果照片








	特殊形态、损伤或其他异常情况备注






	分析负责人
	
	审核人
	


附　录　B
（资料性）
[bookmark: _Toc32157] 辣椒果实品质鉴定记录
表B.1给出了辣椒种质资源果实品质鉴定记录的方法。
汝城朝天椒主要病虫害化学防治方法
辣椒果实品质鉴定记录表
	资源编号
	
	鉴定日期
	
	鉴定地点
	
	记录人
	

	干物质含量
	
	辣椒素含量
	

	辣椒红色素含量
	
	维生素C含量
	

	脂肪含量
	
	粗纤维素含量
	

	分析负责人
	
	审核人
	

































附　录　C
（资料性）
 辣椒果实基因型鉴定记录
表C.1给出了辣椒种质资源果实基因型鉴定记录的方法。
汝城朝天椒主要病虫害化学防治方法
辣椒果实基因型鉴定记录表
	资源编号
	
	鉴定日期
	
	鉴定地点
	
	记录人
	

	组织来源
	□幼嫩叶片 □果实组织 □其他_____
	DNA提取日期
	
	
	

	DNA提取方法
	
	DNA样本编号
	

	DNA质量检测
	浓度 (ng/μL)：_____ A260/A280：_____ 电泳结果：□ 完整 □ 降解

	建库日期
	
	测序策略
	
	测序平台
	

	参考基因组
	□‘Zunla-1’ □‘CM334’ □‘樟树港辣椒’ □其他：_____

	数据产出
	原始数据量 (Gb)：_____ 测序深度 (X)：_____  数据质量 (Q30)：_____%

	变异数据集 (VCF) 编号
	

	变异统计
	SNP总数：_____ InDel总数：_____ SV总数：_____

	关联分析
	关联性状：□ 果形 □ 果重 □ 辣度 □ 维生素C □ 其他：_____

	
	关联模型：□ 一般线性模型 □ 混合线性模型 □ 其他_____

	
	显著性阈值 (P值)：_____

	关键关联位点/候选基因

	数据归档信息
	序号
	染色体位置
	变异类型/基因ID
	关联性状

	
	1
	
	
	

	
	2
	
	
	

	
	3
	
	
	

	
	......
	
	
	

	数据存储信息
	原始数据存储路径
	
	

	
	分析结果存储路径
	
	

	
	数据库/项目编号
	
	

	分析负责人
	
	审核人
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