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本文件按照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》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。
本文件由农业农村部种业管理司提出。
本标准由全国农作物种子标准化技术委员会（SAC/TC 37）归口。
本标准起草单位：北京市农林科学院杂交小麦研究所、全国农业技术推广服务中心。
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小麦区域试验品种DNA位点纯合率检测 SSR分子标记法
[bookmark: _Toc48912322][bookmark: _Toc48915276][bookmark: _Toc44578995][bookmark: _Toc42279375][bookmark: _Toc48914002][bookmark: _Toc48891964][bookmark: _Toc48910759][bookmark: _Toc48896653][bookmark: _Toc47457292][bookmark: _Toc42468238][bookmark: _Toc42319425][bookmark: _Toc42319396][bookmark: _Toc42584812][bookmark: _Toc44578852][bookmark: _Toc42332590][bookmark: _Toc42279694][bookmark: _Toc42278942][bookmark: _Toc42279665]范围
本文件规定了利用简单重复序列（Simple sequence repeat, SSR）分子标记法进行小麦(Triticum aestivum L.)品种DNA位点纯合率检测的原理、检测方案、检测程序和结果报告。
本文件适用于普通小麦((Triticum aestivum L.)品种DNA位点纯合率的检测。
[bookmark: _Toc44578853][bookmark: _Toc42279695][bookmark: _Toc48910760][bookmark: _Toc42319426][bookmark: _Toc42279666][bookmark: _Toc48912323][bookmark: _Toc48896654][bookmark: _Toc42332591][bookmark: _Toc42468239][bookmark: _Toc47457293][bookmark: _Toc42584813][bookmark: _Toc42278943][bookmark: _Toc48891965][bookmark: _Toc44578996][bookmark: _Toc48915277][bookmark: _Toc48914003][bookmark: _Toc42319397][bookmark: _Toc42279376]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/T 3543.1 农作物种子检验规程  总则
GB/T 3543.2 农作物种子检验规程  扦样
GB/T 3543.11 农作物种子检验规程 品种质量 品种真实性鉴定
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
NY/T 2859 主要农作物品种真实性SSR分子标记检测 普通小麦
[bookmark: _Toc48896655][bookmark: _Toc42332592][bookmark: _Toc48914004][bookmark: _Toc42278944][bookmark: _Toc42319427][bookmark: _Toc42279696][bookmark: _Toc42279377][bookmark: _Toc44578997][bookmark: _Toc42468240][bookmark: _Toc48910761][bookmark: _Toc42279667][bookmark: _Toc48891966][bookmark: _Toc48915278][bookmark: _Toc48912324][bookmark: _Toc47457294][bookmark: _Toc44578854][bookmark: _Toc42319398][bookmark: _Toc42584814]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc42278946][bookmark: _Toc42278945][bookmark: _Toc42319399][bookmark: _Toc42279668][bookmark: _Toc42279378][bookmark: _Toc42279669][bookmark: _Toc42319400][bookmark: _Toc42279379]3.1 
纯合SSR位点  homozygous SSR locus
送检样品群体只有一种等位变异的SSR位点。
3.2
分离SSR位点non-homozygous SSR locus
送检样品群体有两种或两种以上等位变异的SSR位点。
3.3
偏单亲型分离SSR位点 non-homozygous SSR locus with allele frequency leaning to one parent
某分离SSR位点送检样本群体中有两种及以上等位变异，但携带两种及以上等位变异的个体数经1:1的χ2适合性检验，达到χ20.01,1极显著性水平的位点。
[bookmark: _Toc42279670][bookmark: _Toc42278948][bookmark: _Toc42319401][bookmark: _Toc42279671][bookmark: _Toc42279381][bookmark: _Toc42319402][bookmark: _Toc42279380][bookmark: _Toc42278947]3.4
DNA位点纯合率 DNA loci homozygosity rate 
在测试的所有SSR位点中，纯合SSR位点占检测总SSR位点的百分率。
[bookmark: _Toc42279672][bookmark: _Toc42319403][bookmark: _Toc42279382][bookmark: _Toc42278949][bookmark: _Toc42278950][bookmark: _Toc42279386][bookmark: _Toc42319404][bookmark: _Toc42278952][bookmark: _Toc42279673][bookmark: _Toc42319407][bookmark: _Toc42319406][bookmark: _Toc42279676][bookmark: _Toc42278953][bookmark: _Toc42279383][bookmark: _Toc42279385][bookmark: _Toc42279675]3.5  
引物分组 primers panel
为实现经济、高效基因分型，通过标记不同荧光染料将不同扩增片段大小区间的引物组合在一起进行电泳的引物组合。
[bookmark: _Toc48914005][bookmark: _Toc42279677][bookmark: _Toc42468241][bookmark: _Toc44578998][bookmark: _Toc44578855][bookmark: _Toc42319408][bookmark: _Toc42279697][bookmark: _Toc42584815][bookmark: _Toc48896656][bookmark: _Toc42279387][bookmark: _Toc48891967][bookmark: _Toc48915279][bookmark: _Toc42332593][bookmark: _Toc48910762][bookmark: _Toc48912325][bookmark: _Toc42319428][bookmark: _Toc42278954][bookmark: _Toc47457295]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
bp：碱基对 (base pair)
CTAB：十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide)
DNA：脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid)
dNTPs：脱氧核苷三磷酸(deoxyribonucleoside triphosphates)
PAGE：聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide gel electrophoresis)
PCR：聚合酶链式反应(polymerase chain reaction)
SDS：十二烷基磺酸钠(sodium dodecyl sulfate)
SSR：简单序列重复(simple sequence repeat)
Taq酶：耐热DNA聚合酶(Taq-DNA polymerase)

[bookmark: _Toc48910763][bookmark: _Toc48896657][bookmark: _Toc48891968][bookmark: _Toc48914006][bookmark: _Toc47457296][bookmark: _Toc48915280][bookmark: _Toc48912326]原理
[bookmark: _Toc42332595][bookmark: _Toc42319410][bookmark: _Toc48896658][bookmark: _Toc47457297][bookmark: _Toc42279679][bookmark: _Toc42278956][bookmark: _Toc48915281][bookmark: _Toc42584817][bookmark: _Toc42279389][bookmark: _Toc42468243][bookmark: _Toc44578857][bookmark: _Toc48910764][bookmark: _Toc48912327][bookmark: _Toc42279699][bookmark: _Toc48914007][bookmark: _Toc48891969][bookmark: _Toc42319430][bookmark: _Toc44579000]在常规小麦系统育种中，品种（系）的田间表型一致性与稳定性，与其基因组位点纯合的程度高度正相关。本文件利用高多态性的SSR位点组合，通过提取送检品种（系）有代表性群体的基因组DNA，利用PCR扩增、电泳等技术检测纯合SSR位点和分离SSR位点，计算SSR位点的纯合率，从而预估和评价送检品种（系）的一致性和稳定性。
检测方案
[bookmark: _Toc42319411][bookmark: _Toc42279390][bookmark: _Toc42278957][bookmark: _Toc42279680]6.1 总则
对于DNA位点纯合率检测，每次试样所抽取的样品数量不同，样品的各位点代表性等位变异比例会存在差异，每对引物的分辨率存在差异，再受偏分离位点的影响，其检测结果的准确定和精确度可能有所不同。应依据“适于检测目的”的原则，择定适宜的检测平台、样本量，制订相应的检测方案。DNA提取、PCR扩增和电泳的技术条件要求，在适于检测目的和不影响检测质量的前提下，按照检测平台的要求允许对本文件的规定做适宜的调整。
[bookmark: _Toc42278958][bookmark: _Toc42279681][bookmark: _Toc42279391][bookmark: _Toc42319412]6.2 检测平台
[bookmark: _Toc42279392][bookmark: _Toc42278959]6.2.1 可选择采用变性PAGE垂直板电泳或毛细管电泳。
[bookmark: _Toc42278960][bookmark: _Toc42279393]6.2.2 对于样品数量较大的，可将组织研磨仪、DNA自动提取、自动移液工作站、高通量PCR扩增仪、毛细管电泳进行组合，以提高检测的综合效率。
0. [bookmark: _Toc42279682][bookmark: _Toc42319413][bookmark: _Toc42279395][bookmark: _Toc42278962]引物
遴选了63对SSR引物作为DNA位点纯合率鉴定的引物，检测采取分级进行，优先选一级引物，对于处于阈值附近的样品启用二级引物，引物信息见表1（一级引物信息）和表2（二级引物信息），引物编号为WP01～WP63。
一级引物信息
	[bookmark: _Hlk214368289]编号
	引物名称
	染色体
	引物序列（5’—3’）

	WP01
	cwm65
	1A
	F: TCATTGGTGTCATCCCTCGTGT
R: GAATAATGCCTTGACCCTGGAC

	WP02
	barc80
	1BL
	F: GCGAATTAGCATCTGCATCTGTTTGAG
R: CGGTCAACCAACTACTGCACAAC

	WP03
	cfd72
	1DL
	F: CTCCTTGGAATCTCACCGAA
R: TCCTTGGGAATATGCCTCCT

	WP04
	gwm294
	2AL
	F: GGATTGGAGTTAAGAGAGAACCG
R: GCAGAGTGATCAATGCCAGA

	WP05
	gwm429
	2BS
	F: TTGTACATTAAGTTCCCATTA
R: TTTAAGGACCTACATGACAC

	WP06
	gwm261
	2DS
	F: CTCCCTGTACGCCTAAGGC
R: CTCGCGCTACTAGCCATTG

	WP07
	gwm155
	3AL
	F: CAATCATTTCCCCCTCCC
R: AATCATTGGAAATCCATATGCC

	WP08
	gwm285
	3BS
	F: ATGACCCTTCTGCCAAACAC
R: ATCGACCGGGATCTAGCC

	WP09
	gdm72
	3DS
	F: TGGTTTTCTCGAGCATTCAA
R: TGCAACGATGAAGACCAGAA

	WP10
	gwm610
	4AS
	F: CTGCCTTCTCCATGGTTTGT
R: AATGGCCAAAGGTTATGAAGG

	WP11
	ksum62
	4B
	F: GGAGAGGATAGGCACAGGAC
R: GAGAGCAGAGGGAGCTATGG

	WP12
	barc91
	4DL
	F: TTCCCATAACGCCGATAGTA
R: GCGTTTAATATTAGCTTCAAGATCAT

	WP13
	gwm304
	5AS
	F: AGGAAACAGAAATATCGCGG
R: AGGACTGTGGGGAATGAATG

	WP14
	gwm67
	5BL
	F: ACCACACAAACAAGGTAAGCG
R: CAACCCTCTTAATTTTGTTGGG

	WP15
	cfd29
	5DL
	F: GGTTGTCAGGCAGGATATTTG
R: TATTGATAGATCAGGGCGCA

	WP16
	gwm459
	6AS
	F: AATTTCAAAAAGGAGAGAGA
R: AACATGTGTTTTTAGCTATC

	WP17
	barc198
	6BS
	F: CGCTGAAAAGAAGTGCCGCATTATGA
R: CGCTGCCTTTTCTGGATTGCTTGTCA

	WP18
	cfd76
	6DL
	F: GCAATTTCACACGCGACTTA
R: CGCTCGACAACATGACACTT

	WP19
	cfa2028
	7AS
	F: TGGGTATGAAAGGCTGAAGG
R: ATCGCGACTATTCAACGCTT

	WP20
	gwm333
	7BS
	F: GCCCGGTCATGTAAAACG
R: TTTCAGTTTGCGTTAAGCTTTG

	WP21
	gwm437
	7DL
	F: GATCAAGACTTTTGTATCTCTC
R: GATGTCCAACAGTTAGCTTA

	WP22
	wmc312
	1AS
	F: TGTGCCCGCTGGTGCGAAG
R: CCGACGCAGGTGAGCGAAG

	WP23
	barc240
	1BL
	F: AGAGGACGCTGAGAACTTTAGAGAA
R: GCGATCTTTGTAATGCATGGTGAAC

	WP24
	gdm111
	1DL
	F: CACTCACCCCAAACCAAAGT
R: GATGCAATCGGGTCGTTAGT

	WP25
	wmc522
	2AS
	F：AAAAATCTCACGAGTCGGGC
R：CCCGAGCAGGAGCTACAAAT

	WP26
	cfd51
	2DS
	F: GGAGGCTTCTCTATGGGAGG
R: TGCATCTTATCCTGTGCAGC

	WP27
	barc324
	3AS
	F: CCAATTCTGCCCATAGGTGA
R: GAGGAAATAAGATTCAGCCAACTG

	WP28
	barc164
	3BS
	F: TGCAAACTAATCACCAGCGTAA
R: CGCTTTCTAAAACTGTTCGGGATTTCTAA

	WP29
	cfd9
	3DL
	F: TTGCACGCACCTAAACTCTG
R: CAAGTGTGAGCGTCGG

	WP30
	gwm161
	3DS
	F: GATCGAGTGATGGCAGATGG
R: TGTGAATTACTTGGACGTGG

	WP31
	barc170
	4AL
	F: CGCTTGACTTTGAATGGCTGAACA
R: CGCCCACTTTTTACCTAATCCTTTTGAA

	WP32
	gwm495
	4BL
	F: GAGAGCCTCGCGAAATATAGG
R: TGCTTCTGGTGTTCCTTCG

	WP33
	wmc720
	4DS
	F: CACCATGGTTGGCAAGAGA
R: CTGGTGATACTGCCGTGACA

	WP34
	gwm186
	5AL
	F: GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG
R: CGCCTCTAGCGAGAGCTATG

	WP35
	cfa2155
	5AL
	F: TTTGTTACAACCCAGGGGG
R:TTGTGTGGCGAAAGAAACAG

	WP36
	cfd8
	5DS
	F: ACCACCGTCATGTCACTGAG
R: GTGAAGACGACAAGACGCAA

	WP37
	gwm169
	6AL
	F: ACCACTGCAGAGAACACATACG
R: GTGCTCTGCTCTAAGTGTGGG

	WP38
	barc345
	6BL
	F: CGCCAGACTGCTAGGATAATACTTT
R: GCGGCTAGTGCTCCCTCATAAT

	WP39
	barc1121
	6DL
	F: GCGAGCAAACTGATCCCAAAAAG 
R: TATCGGTGAGTACGCCAAAAACA 

	WP40
	cfa2123
	7AS
	F: CGGTCTTTGTTTGCTCTAAACC
R: ACCGGCCATCTATGATGAAG

	WP41
	wmc476
	7BS
	F: TACCAACCACACCTGCGAGT
R: CTAGATGAACCTTCGTGCGG

	WP42
	gwm44
	7DS
	F: GTTGAGCTTTTCAGTTCGGC
R: ACTGGCATCCACTGAGCTG



二级引物信息
	编号
	引物名称
	染色体
	引物序列（5’—3’）

	WP43
	barc17
	1AL
	F：GCGCAACATATTCAGCTCAACA
R：TCCACATCTCGTCCCTCATAGTTTG

	WP44
	barc20
	4BL
	F：GCGATCCACACTTTGCCTCTTTTACA
R：GCGATGTCGGTTTTCAGCCTTTT

	WP45
	barc21
	5BS
	F：GCGTCTTCCGGTTTTGTTTACTTTTC
R：GCGTTAGGGCTATGGCGGTGTG

	WP46
	barc28
	1AS
	F：CTCCCCGGCTAGTGACCACA
R：GCGGCATCTTTCATTAACGAGCTAGT

	WP47
	barc59
	5BL
	F：GCGTTGGCTAATCATCGTTCCTTC
R：AGCACCCTACCCAGCGTCAGTCAAT

	WP48
	gwm469
	6DS
	F：CAACTCAGTGCTCACACAACG
R：CGATAACCACTCATCCACACC

	WP49
	wmc349
	4BS
	F：ACACACACTCGATCGCAC
R：GCAGTTGATCATCAAAACACA

	[bookmark: OLE_LINK7]WP50
	wmc468
	4AL
	F：AGCTGGGTTAATAACAGAGGAT
R：CACATAACTGTCCACTCCTTTC

	WP51
	wmc532
	3AS
	F：GATACATCAAGATCGTGCCAAA
R：GGGAGAAATCATTAACGAAGGG

	WP52
	wmc702
	7DS
	F：GAATCACATCGAATGGATCTCA
R：GAGGCCTTTTTCGATATTCTGC

	WP53
	wmc764
	2BS
	F：CCTCGAACCTGAAGCTCTGA
R：TTCGCAAGGACTCCGTAACA

	WP54
	C2A135
	2A
	F：CACCAAGATCCGAACCAA
R：AAAAATCATGGCCACAAACA

	WP55
	C3A205
	3A
	F：GCCAAAATCACTCCTCAAGC
R：AGCTCGGTTTTCAGGGCT

	WP56
	C4A259
	4A
	F：CATGCCACTCAAGGACCC
R：GGTCACCTTGCAGCACCT

	WP57
	C5A325
	5A
	F：AACTGTTAAGGGGCCGGT
R：CATACACAAATGCTCGTCCA

	WP58
	C6A335
	6A
	F：CCGCTGGCTTGTACTCCA
R：CCCCACAAGATTAACGGCT

	WP59
	C1B705
	1B
	F：GGTGGCACTTGCATCTCA
R：AATTCCGAACGGAGGGAG

	WP60
	C2B749
	2B
	F：GAAAAGAGGCTGGGAGGC
R：TCGATGCAAGGATGGAGAG

	WP61
	C4B1027
	4B
	F：TCCAACCCTCCAACGAAA
R：ACTGCACTTCCTCGGCAC

	WP62
	C5D1569
	5D
	F：AGCCATTGGAGAAAGGGG
R：TAGCTTGGCCTGGCTTTG

	WP63
	DuPw217
	6B
	F：CGAATTACACTTCCTTCTTCCG
R：CGAGCGTGTCTAACAAGTGC


0. [bookmark: _Toc42319414]样品
6.4.1送检样品为种子，重量应不低于50g。
6.4.2从送检样品中随机分取规定数量的试样，试样的分取符合GB/T 3543.2 的规定。送验样品可以是种子、胚芽、幼苗、叶片等组织或器官。试样不少于30个个体，采用混合样和个体结合检测。
[bookmark: _Toc48914008][bookmark: _Toc42319431][bookmark: _Toc42319415][bookmark: _Toc48915282][bookmark: _Toc48912328][bookmark: _Toc42332596][bookmark: _Toc48910765][bookmark: _Toc48891970][bookmark: _Toc44578858][bookmark: _Toc48896659][bookmark: _Toc42584818][bookmark: _Toc44579001][bookmark: _Toc47457298][bookmark: _Toc42468244]仪器设备、试剂和溶液配制
[bookmark: _Toc42319416]7.1 仪器设备
7.1.1 DNA提取
高速冷冻离心机、水浴锅或金属浴、紫外分光光度计、酸度计、组织研磨仪。
7.1.2 PCR扩增
PCR扩增仪。
7.1.3 电泳
7.1.3.1 毛细管电泳检测平台
遗传分析仪。
7.1.3.2 变性PAGE垂直板电泳
高压电泳仪、垂直板电泳槽及配套的制胶附件、水平摇床、胶片观察灯、数码相机或凝胶成像系统。
7.1.4其它器具
微量移液器、电子天平、高压灭菌锅、磁力搅拌器、冰箱、染色盒、制冰机、超纯水仪等。
[bookmark: _Toc42319417]7.2 试剂
7.2.1 DNA提取
CTAB、SDS、三氯甲烷、异戊醇、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2·2H2O）、三羟甲基氨基甲烷（Tris-base）、盐酸、氢氧化钠、氯化钠、无水乙醇。
7.2.2 PCR扩增
dNTPs、Taq酶、10×PCR Buffer（含MgCl2）、ddH2O、引物或者2×Taq Mix混合液。
7.2.3电泳
7.2.3.1毛细管电泳
与使用的遗传分析仪型号相匹配的分离胶、分子量内标、去离子甲酰胺、电泳缓冲液。
7.2.3.2变性PAGE垂直板电泳
去离子甲酰胺（Formamide）、溴酚蓝（BromoPhenol Blue）、二甲苯青（Xylene cyanole FF）、甲叉双丙烯酰胺（Bisacrylamide）、丙烯酰胺（Acrylamide）、硼酸（Boric Acid）、尿素、亲和硅烷（Bind- Silane）、疏水硅烷（RePel Silane）、DNA分子量标准、无水乙醇、四甲基乙二胺（TEMED）、过硫酸铵（APS）、冰醋酸、硝酸银、甲醛、氢氧化钠、三羟甲基氨基甲烷（Tris-base）、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2·2H2O）。
[bookmark: _Toc42319418]7.3溶液配制
DNA提取、PCR扩增、电泳、银染的溶液按照附录A规定的进行配制，所用试剂均为分析纯。
试剂配制所用水应符合GB/T 6682规定的一级水的要求，其中银染溶液的配制可以使用符合三级要求的水。
[bookmark: _Toc47457299][bookmark: _Toc42468245][bookmark: _Toc48912329][bookmark: _Toc42332597][bookmark: _Toc42319419][bookmark: _Toc42319432][bookmark: _Toc48891971][bookmark: _Toc42584819][bookmark: _Toc48910766][bookmark: _Toc48915283][bookmark: _Toc44578859][bookmark: _Toc48914009][bookmark: _Toc44579002][bookmark: _Toc48896660]检测程序
8.1 DNA提取
8.1.1 DNA质量要求
DNA 提取方法应保证提取的DNA质量和数量符合PCR扩增的要求，DNA 无降解，溶液的紫外光吸光度 OD260与 OD280的比值宜介于1.7 ～ 2.0之间，OD260与 OD230的比值宜大于2.0。DNA提取可任选8.2、8.3或其他能够满足要求的方法。
[bookmark: _Toc396144212][bookmark: _Toc396144015][bookmark: _Toc390690413]8.1.2 CTAB法
[bookmark: OLE_LINK3]取30个以上个体研磨的粉末约200 mg ～ 300 mg置于2.0 mL 离心管中加液氮充分研磨，每管加入700 μL 经65 ℃预热的 CTAB提取液，充分混匀，65 ℃ 水浴 30 min。期间轻微颠倒混匀。每管加入等体积的氯仿/异戊醇混合液，充分混合后静置10 min，4 ℃、10 000 rpm 离心10 min。吸取上清液转移至新的离心管中，加入等体积预冷的异丙醇，轻轻颠倒混匀，-20 ℃ 放置30 min，4 ℃、10 000 rpm 离心10 min，弃上清液，加入70%乙醇溶液洗涤2遍，自然条件下干燥，加入200 μL ddH2O 充分溶解，检测浓度备用。
8.1.3  高盐法
从试样中取30粒以上的种子研磨成粉末，从中取100 mg 小麦粉于1.5 mL 离心管中，加入700 μL DNA提取液（室温低于20 ℃ 时须65 ℃ 预热）充分混匀，置于65 ℃ 孵育30 min，期间轻微颠倒混匀；每管加入 DNA 提取液三分之一体积的 2.5 mol/L 醋酸钾工作液充分混匀，室温静置10 min，4 ℃、10 000 rpm 离心，取上清液于新的1.5 mL 离心管中；向上清液中加入0.7倍体积的异丙醇颠倒混匀，室温静置5 min，4 ℃、10 000 rpm 离心10 min；弃上清液，加入70%乙醇溶液洗涤2遍，自然条件下干燥，加入200 μL ddH2O 充分溶解，检测浓度备用。
DNA提取可选8.1.2 ～ 8.1.3或其它达到PCR扩增质量要求的方法。
[bookmark: _Toc42319420]8.2引物合成
选用变性PAGE垂直板电泳，只需合成普通引物。选用荧光毛细管电泳，需要在上游引物的5＇端标记与毛细管电泳仪发射和吸收波长相匹配的荧光染料。具体引物分组信息可参见附录B。
0. [bookmark: _Toc42319422]PCR扩增
8.3.1反应体系
[bookmark: _Toc396144059][bookmark: _Toc396144293][bookmark: _Toc390690501][bookmark: _Toc396144252][bookmark: _Toc390690461][bookmark: _Toc396485566][bookmark: _Toc390936988][bookmark: _Toc390780254][bookmark: _Toc397522459][bookmark: _Toc390866691][bookmark: _Toc397690570][bookmark: _Toc390853627][bookmark: _Toc390690311][bookmark: _Toc390955852][bookmark: _Toc390690809]PCR扩增反应体系的总体积和组分的终浓度见表3。各组分可以依据试验条件不同作相应调整。如果表中10×Buffer中含有MgCl2,则反应体系中不再加MgCl2溶液，用等体积的无菌水替代；若使用2×Taq Mix混合液，则加DNA和引物，不足部分用ddH2O补足。
PCR扩增反应体系

	反应组分
	终浓度
	原浓度*
	体积（L）

	ddH2O
	－
	－
	6.6

	10×Buffer
（不含Mg2+）
	1×
	10×
	2.0

	MgCl2
	2.5 mmol/L
	25 mmol/L
	2.0

	dNTWs
	0.15 mmol/L each
	2.5 mmol/L each
	1.2

	Taq酶
	1 U
	5 U/L
	0.2

	引物
	0.25 mol/L each
	1.25 mol/L
	4.0

	DNA
	10- 30 ng/L
	50-150 ng/L
	4.0

	总体积
	20


8.3.2反应程序
反应程序中各反应参数可根据PCR扩增仪型号、Taq酶、引物等不同而作适当的调整。通常采用下列反应程序：
预变性：94 ℃ 5 min；
扩增：94 ℃变性30 s，60℃退火45 s，72℃延伸45 s，每循环降0.8℃，共12个循环；94℃变性30 s，50℃退火45 s，72℃延伸45 s，共25个循环；
终延伸：72 ℃ 10 min。
形成的扩增产物于4 ℃保存。
[bookmark: _Toc42319423]8.4扩增产物分离
8.4.1荧光毛细管电泳
8.4.1.1按照预先确定的引物组合，将各引物的扩增产物等比例充分混匀，稀释1倍。吸取稀释后的混合液1 µL，加入到遗传分析仪专用96孔上样板上。每孔再分别加入0.15 µL分子量内标和8.85 µL去离子甲酰胺，95℃变性5 min，取出立即置于冰上，冷却10 min以上，离心10 s后备用。
8.4.1.2 打开遗传分析仪，检查仪器工作状态和试剂状态。将装有扩增产物的96孔上样板放置于样品架基座上，将装有电极缓冲液的buffer板放置于buffer板架基座上，打开数据收集软件，按照遗传分析仪的使用手册进行操作。遗传分析仪将自动运行参数，并保存电泳原始数据。
8.4.2变性PAGE垂直板电泳
8.4.2.1制胶
用洗涤灵和清水将玻璃板反复擦洗干净，再用蒸馏水冲洗干净后，晾干。分别蘸取蒸馏水和75%乙醇水平擦拭玻璃板2次，干燥后将亲和硅烷工作液均匀涂满无凹槽的玻璃板表面，疏水硅烷工作液均匀涂在有凹槽的玻璃板表面。玻璃板干燥后，将0.4 mm厚的塑料隔条放在无凹槽的玻璃板两侧，盖上凹槽短玻璃板，用夹子将两侧固定好，用水平仪检测是否水平。量取80 mL 6%的聚丙烯酰胺变性凝胶溶液，分别加入60 μL的TEMED和180 μL 10%的过硫酸铵，轻柔摇匀防止出现气泡，沿着灌胶口轻轻灌入，防止气泡出现。胶灌满玻璃胶室，在凹槽处将鲨鱼齿梳子的平端插入胶液5 mm～6 mm。室温下胶聚合1 h～1.5 h后，轻轻拔出梳子，用清水洗干净备用。
为保证检测结果的准确性，建议玻璃板的规格为45 cm×35 cm。
8.4.2.2变性
取10 μL扩增产物，加入2 μL 6×加样缓冲液，混匀。95℃变性5 min，取出立即置于冰上，冷却10 min以上备用。
8.4.2.3电泳
[bookmark: OLE_LINK4]将胶板安装于电泳槽上，在电泳正极槽（下槽）加入600 mL的1×TBE缓冲液，负极槽（上槽）加入600 mL的1×TBE缓冲液，拔出梳子，在1800 V恒压预电泳20 min～30 min。预电泳结束后，用注射器或吸管吹打胶面，以除去尿素和残胶。将鲨鱼齿梳子的锯齿面插入胶中1 mm～2 mm。每一个样品梳加入5 μL～8 μL变性样品，在1800 V恒压下电泳。电泳的适宜时间参考二甲苯青指示带移动的位置和扩增产物预期片段大小范围（见附录B）加以确定。扩增产物片段大小在（100±30）bp、（150±30）bp、（200±30）bp、（250±30）bp范围的，电泳参考时间分别为1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.5 h。电泳结束后关闭电源，取下玻璃板并轻轻撬开，凝胶附着在无凹槽的玻璃板上。
8.4.2.4银染
将携带有凝胶的长板放入塑料染色盒内，倒入固定液，置于摇床上轻摇10 min。从固定液中取出凝胶玻璃板，在蒸馏水中漂洗30 s～60 s。取出胶板移入硝酸银染色液中，轻摇10 min进行染色。然后将胶板移入去离子水中漂洗30 s～60 s。再移入显影液中，轻轻摇动直至条带出现。待条带清晰，将胶放在胶片观察灯上观察记录结果，用数码相机或凝胶成像系统拍照保存。
固定液、染色液和显色液的用量以没过胶面为准。
8.5数据分析
8.5.1电泳结果需要通过规定程序进行数据分析降低误读率。等位变异分型需要在引物等位变异片段大小范围内（见附录B）进行识别。
8.5.2采取混合样检测的，试验样品存在10%以上位点为杂合SSR位点时，宜采用个体独立检测，试样至少含有30个个体。
8.5.3对甄别后的等位变异进行读取和记录，统一采用两段式数据记录方式。纯合SSR位点数据记录为X/X，杂合SSR位点数据记录为X/Y（其中X、Y分别为该位点2个等位变异扩增片段大小），小片段数据在前，大片段数据在后。缺失位点数据记录为0/0。
8.6分离SSR位点的判定
送检样品的混合样品某个位点上呈现两种（常规种）或两种以上（杂交种）杂合等位变异时，用该位点进行30个个体分析，当个体的各种等位变异仅在该位点随机分布，在其他纯合位点上与典型个体等位变异一致时，判定为分离位点。在30个个体中有≤4个个体等位变异不同于多数个体时，作为极显著偏分离位点，不纳入分离位点统计范围。
8.7 DNA位点纯合率计算
统计分离SSR位点数目，代入公式（1）计算送检样品的SSR位点纯合率。SSR位点纯合率的计算公式：
n－m
[bookmark: _GoBack]SSR位点纯合率（%）=          ×100 %        ………………………（2）
             n
式中：
n —— 检测SSR位点总数
m—— 检出分离SSR位点数
[bookmark: _Toc48915284][bookmark: _Toc48912330][bookmark: _Toc48914010][bookmark: _Toc48910767][bookmark: _Toc48896661]鉴定意见
检测结果用SSR位点纯合率表示。当SSR位点纯合率低于90%时，判定送检样品一致性和稳定性不合格。对于有异议的样品，采取田间小区种植鉴定。
[bookmark: _Toc48896662][bookmark: _Toc48912331][bookmark: _Toc48914011][bookmark: _Toc48910768][bookmark: _Toc48915285]结果报告
10.1 结果表述
通过      对引物，采用      电泳方法进行检测，检测到分离位点      个，分离位点的引物编号为      ，鉴定意见为：      。
。
10.2 附加信息
属于下列情形(不限于)之一的，应在检验报告中注明：
——送验样品低于6.4.1规定数量；
——检测采用其他SSR引物的名称及序列。


[bookmark: _Toc48914012][bookmark: _Toc48891973][bookmark: _Toc42584822][bookmark: _Toc47457302][bookmark: _Toc48910769][bookmark: _Toc48915286][bookmark: _Toc42332600][bookmark: _Toc44578862][bookmark: _Toc48912332][bookmark: _Toc48896663][bookmark: _Toc44579005][bookmark: _Toc42468248]
（规范性）
溶液配制
DNA提取
1 mol/L Tris-HCl（PH8.0）
称取121.1 g Tris 溶于800 mL 水中，加入HCl调节WH至8.0，加水定容至1000 mL，高温高压灭菌后，室温保存。
0.5 mol/L EDTA 溶液（PH8.0）
称取186.1 g EDTA-Na2•2H2O溶于800 mL水中，加入固体NaOH调节WH至8.0，加水定容至1000 mL，高温高压灭菌后，室温保存。
5 mol/L NaCl 溶液
称取146 g 固体 NaCl 溶于适量水中，充分搅拌溶解后，加水定容至 500 mL。
CTAB 提取液
称取2 g CTAB和8.1816 g 氯化钠溶于适量水中，加入1 mol/L Tris-HCl 10 mL、0.5 mol/L EDTA溶液4 mL，定容至100 mL，4℃贮存。
1.5% SDS 提取液
称取1.5 g十二烷基硫酸钠溶于适量水中，加入1 mol/L Tris-HCl 20 mL、0.5 mol/L EDTA溶液10 mL、5 mol/L NaCl溶液10 mL，定容至100 mL。
0.5% SDS提取液
称取0.5 g十二烷基硫酸钠溶于适量水中，加入1 mol/L Tris-HCl 20 mL、0.5 mol/L EDTA溶液5 mL、5 mol/L NaCl溶液5 mL，定容至100 mL。
20 mg/mL 蛋白酶K溶液
将0.2 g的蛋白酶K加入到9.5 mL水中，轻轻摇动，直至蛋白酶K完全溶解后，加水定容到10 mL，然后分装成小份贮存于-20℃，避免反复冻融。
PCR扩增
SSR引物
用超纯水分别配制上游引物、下游引物终浓度均为100 µmol/L的储存液。从100 µmol/L的储存液中分别吸取上、下游引物各10 µL，再分别加入90 µL 超纯水配制成10 µmol/L的工作液。       
电泳
6×上样缓冲液
去离子甲酰胺98 mL，0.5 mol/L EDTA-Na2•2H2O溶液2 mL，0.25 g溴酚蓝和0.25 g二甲苯青混合摇匀，4℃备用。
0.5 mol/L EDTA 溶液
称取18.61 g 二水合乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2•2H2O）溶于水中，NaOH调WH至8.0，加水定容至100 mL，高温高压灭菌后，室温保存。
10×TBE 缓冲液
称取108 g三羟甲基氨基甲烷碱、55 g硼酸溶于水中，加入0.5 mol/L EDTA-Na2•2H2O溶液40 mL，加水定容至1000 mL，于常温避光干燥处保存备用。
6%变性PAGE胶
称取420 g尿素、57 g丙烯酰胺、3 g甲叉丙烯酰胺溶于水中，加入10×TBE缓冲液50 mL，加水定容至1000 mL，过滤后于常温避光干燥处保存备用。
亲和硅烷工作液
量取93 mL的75%乙醇、5 mL的冰醋酸和2 mL的亲和硅烷原液，混匀。
疏水硅烷工作液
量取25 mL的二甲基二氯硅烷、75 mL的三氯甲烷混匀。
10%过硫酸铵溶液
称取0.1 g过硫酸铵溶于1 mL水中，4℃贮存备用。
1×TBE 缓冲液
量取100 mL的10×TBE缓冲液，加水定容至1000mL，于常温避光干燥处保存备用。
银染
固定液
量取无水乙醇3 mL、冰醋酸1.5 mL，加水定容至300 mL。
染色液
称取0.6 g硝酸银，加水水定容至300 mL。
显色液
称取4.5 g氢氧化钠溶于300 mL水中，加入甲醛溶液3 mL后定容至300 mL。



[bookmark: _Toc48891974][bookmark: _Toc48914013][bookmark: _Toc48915287][bookmark: _Toc42468249][bookmark: _Toc42584823][bookmark: _Toc42332601][bookmark: _Toc44578863][bookmark: _Toc48912333][bookmark: _Toc48896664][bookmark: _Toc47457303][bookmark: _Toc48910770][bookmark: _Toc44579006]
（资料性）
引物分组信息
63对SSR引物标记四色荧光的引物分组方案见表B.1。
63对引物标记五色荧光的引物分组方案
	组别
	黑色
	红色
	蓝色
	绿色

	1
	[bookmark: OLE_LINK8]WP14N(gwm67):78-93
	WP09P(gdm72):122-150
	WP21F(gwm437):84-141
	WP16V(gwm459):107-137

	
	WP12N(barc91):108-159
	　
	WP10F(gwm610):166-178
	　

	
	WP03N(cfd72):215-246
	WP19P(cfa2028):237-261
	WP08F(gwm285):214-257
	WP13V(gwm304):190-227

	2
	WP02N(barc80):95-120
	WP30P(gwm161):144-177
	WP20F(gwm333):141-151
	WP04V(Xgwm294):65-104

	
	WP18N(Xcfd76 ):142-169
	WP05P(Xgwm429):199-226
	　
	WP07V(gwm155):122-158

	
	WP01N(cwm65):214-270
	　
	WP11F(ksum62):168-216
	WP06V(gwm261):164-213

	3
	WP26N(cfd51):144-167
	WP17P(barc198):111-164
	WP33F(wmc720):100-149
	WP39V(barc1121):103-131

	
	WP24N(gdm111):187-205
	WP41P(wmc476):179-217
	WP25F(wmc522):169-218
	　

	
	　
	　
	WP40F(cfa2123):236-264
	WP29V(cfd9):187-250

	4
	WP38N(barc345):113-161
	WP31P(barc170):148-205
	WP34F(gwm186):116-140
	WP36V(cfd8):153-162

	
	WP28N(barc164):173-216
	WP35P(cfa2155):214-223
	WP42F(gwm44):162-193
	WP37V(gwm169):176-222

	
	　
	　
	　
	　

	5
	WP45N（barc21）：205-220
	WP54P（C2A135）：193-227
	WP43F（barc17）：270-300
	WP49V（wmc349）：95-107

	
	　
	WP50P（wmc468）：139-163
	WP51F（wmc532）：156-184
	　

	
	　
	　
	WP59F（C1B705）：117-137
	WP61V（C4B1027）：266-294

	6
	WP53N（wmc764）：132-166
	WP52P（wmc702）：186-202
	WP46F (barc28):213-271
	WP60V (C2B749):236-296

	
	WP55N（C3A205）：205-217
	WP58P（C6A335）：139-160
	WP56F(C4A259):134-158
	WP57V(C5A325):167-194

	
	　
	　
	WP44F(barc20):179-197
	WP62V (C5D1569):202-218

	7
	WP27N(Xbarc324):223-260
	WP15P(cfd29):161-204
	WP22F(wmc312):216-251
	WP32V(gwm495):150-180

	
	WP47N(barc59):172-194
	WP23P(barc240):236-279
	WP48F (gwm469):166-182
	WP63V（DuPw217）：210-222

	注：以WP47N(barc59):172-194为示例，表示引物编号WP47，N为荧光染料Ned，（）内为引物名称，后面172-194为扩增片段大小范围。
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