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1 {UERFM
1.1 AXEsAH A
1.1.1 PCR 1%,

1.1.2 KR EE B AL,

1.1.3  PCR & Co#l,

1.1.4  HIKACRBCE ALK,

1.1.5 WA AT,

1.1.6 ¥KF§ (—20C~4C),

1.1.7 {EiR/K#H (65°C),

1.1.8  IRHBEL,

1.1.9  mEKEwM,

1.1.10 A,

L1111 iR,

1.1.12  IRERE GBI

1.1.13  EFIRGGT R,

1.1.14  fEfefias (0.1 pL~2.5pL 2 uL~20 uL+ 10 uL~100 uL+ 100 uL~1000 pL- ),
12 B (0.5 uL~10 pL)

1.1.15 A E: PCRAR, KF, EfFH%

1.2 Wl

121 WA WHHE 1

122 DNA $REGRF: I 2

1.2.3  FEPIMME it i r vk alm - DLBH AT 3
1.2.4 ARG WP 4

12.5 SSR (HEEHLFH)) Frid5%: W5
1.2.6  TaqDNA &8 (Taq DNA Polymerase) FIHCE 1 PCR 25K
1.2.7 DNA Marker (50 bp~500 bp)

1.2.8  B-3iLEE

129 PIHHE 2 (TEMED)
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1.2.10 HNEE
12.11 2 (70%- 95%. 100%)
12,12 KEMZEK (ddH0)
2 M
2.1 Hupe

RIS S b, #2088 NY/T 1385-2007 ZR 575, TOGME FRM bR IR R T
KA, DRUERJG REIE] 30 MR4hED.
22 FERORAF

W30 BRI T, 30 ORAE T — 80 CUKAE I -
3 ERF
3.1 & DNA #£H (CTAB %)
3.1.1 N 2% B-FiHk 41 T DNA #ZBGH CRF 20ty FRE T 65 CRIBTIHE /N B E
FREUEE S 7 0.1 g BT 2.0 mL 2508 H, I 800 uL DNA $2HGHE, 1R BLRE 3% F S (X
3.1.2 & 65CI/K¥# 2h, HAMEAT)LIK.
3.1.3  JIN 900 pL =& H fe- 57l (24:1) AW LB 20, 5 E§5JEHEST 30-50 Ik (4%
g ENEENRS), ERETHIEZ ), 12000 r/min #5015 min.
3.1.4  HCEIE CHBE BRSO T 1.5 mL B0 o, INSEARFR Y = 50 H be- 5 e (24: 1D
RAEW, BRI —k, J7kE 3.1.3 M.
3.1.5 B BiE CHBYE MWK ED T 1.5 mL 808 W, A 60% AR REE, SLRVRLSE
B TREUR, BEEAZRUUENTH, A5 T —20°CUKAETLE 20~40 min.
3.1.6  FMSkBEHE B EZRVTE T 1.5 mL BOEH, A 1mL 48 GRERN 70%), B
ETEENERDTE, AEEE 1 min, GO,
3.1.7 M 1mL &8 GREEN 70%) BFTiEBE—i.
3.1.8  HI/KOEHE Y .
3.1.9 Bl T/KLEGE, 12000 r/min 20 5 min, MK 28 .
3.1.10 B TRHET RG%5T DNA.
3.1.11  JA 30 uL ddH20 ¥ fi# DNA. (4°CHEPRAE, —20C KPR
3.2 PCR M
3.2.1 PCR RPNtk &R
1% 1 g oo A&, RO, #E%& PCR VAR
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# 1 PCRMAEZR (1R 1 X% SSR 514D

0% HE (uL)
ddH-O 5.9
10xPCR buffer(&- 20 1.0
mmol/L Mg?")
dNTP(2.5 mmol/L each) 0.5
154 F (5 umol/L) 0.25
K 514 R (5 pmol/L) 0.25
Taq DNA XK & 0.1
DNA F#R 2
RARRR 10

322 RMNFEF
1E PCR X E4%3% 2 W B RN
%2 PCR M

EFF A i)
94°C & M 3 min
94°C 77 1t 45 s
57°C3ik kK 45s

72°C ZE A 1 min

BV 30 K

72°C %E A 5 min
4°CZ 0k B R -

3.2.3 A EFEG MR

PCR %555, T 10 pL Ak Z AN 2 ul 6 £ S BEE_ERESE R LB 3D, BL 3000
t/min B0 10s, ZAEF PCR IKHFEMISHEIIRG RS, BT 4 CIKFAHIAIK,
3.3 SRV B R FEL Uk
3.3.1  HIKEEFABUGE G

WIBCES PR A 30% 1) NaOH VA0SR, S8 F 281K e . LA P It 14 3 335
P ANE LRI, BT A bt
332 JRIERERD

WK BB RCLF (KARTESS, FIARTE T, S35 B IR RS (1.5%) 4 L34 (Bio
—Rad # B ALK B AT AN BB
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333 ¥

YL HIUF (¥ 8% A R NI T et lie. COLPRAF 3D TENAE, ZRAR =, REREEA
T, BERRATERAE, TR FRERSG 20 B, DUEER E AR
3.3.4 H¥K

Rt SE A e 5, H IR ZE N kA, N IXTBE (SxTBE %% 5 £, W 1D,
PERLAEM, ARG /N TAT I BRI T . B O 6 5 RuERE AR B L 3) 1
PCR 74 0.8 uL~1.2 pL /Ny ENBA mifE AL, FHEERR A — M E0E 4 A2 B A 0.5 uL
ff) DNA Marker. LA 200V [{HLE LK 45 min 7247, BCRIKE FREMR FoRES SR SR — 2%
LA 2 AR A 1.
3.4 HRY
3.4.1 [z

MK A I L RO, driaigiez, BN, SEBUTR RN, ARSI BRI,
BRNERERERS, KBNS G B e UM 4D BRI Erh, 855 2R 7 B8 e I
RRIK R KRS 5~6 min. BIBEE R, HARTEAKEEDE 2~3 K.
3.42 By

IE BAEERR IO (LR 4D, $RIR EZIBKFHE5) 12 min. BlIF iR, M
TRKIETE 2~3 R (RFAIANER K, &K 4~55).
343 B

MAE R R EW (M4, IR EEEK TR, BERFEERY. B2, H
FEIR KBRS X o
3.4.4 i3

W B 5 ST TR AT s R e S sk 45 R, AR
4  BERIBFEFSW
4.1 SSRridgiRids

2t DNA Marker FL¥KZ5 SR, KA 0. 1 REWFKIETILE, WHRE—P &AL,
AHACHN 1, TN 0. BT SSR 514 KrIRE i DL R AT TExS LA H8 4% 7 OB o
42 SSRHRIBER 7T

FIFGeit 50 B4 NTSYSpe2.1, HR4E Nei (1973) (IBAEAHLL R (Genetic Similarity,
GS), 4% 1 v A i () FRU A% AR AR 7K P o SR HY R DA 2 -1 72% Cunweighted pair-group
method with arithmetic means, UPGMA) #ATR Lo LHIEB 4 RE, B8 SSR
PRIE AT I B A R

. = X
* b N N °

A
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N5 1 AMRE S T 38 255 2

N5 § /MR i 38 2% e 4

Ny—25 1 REAANER § SRR 31 26 4L
5 EEHRAIE

IRAE R T 46T, WAEAARHEZLR Y 16 4> SSR ARICA7 o5 b, BT AR 5 8] 1 1t 4%
FRBLE A 100%, BRFRTERNFLERE (P) A 100%. WA 100%Ms A AU, ARG %
SRR A (S B HFERIRE SR (T=30) FIE k@R i (R2).

A 2: P=(L—%jxum%

EVE

P—FTAifE, %

S— 7 5 IR DA i B

T— SHREAS R o A
6 HRIERS5REF

S A5 T T ORAF SRR 1 Bk B IO R, AR AR SRS H L AR AT SRR
HAE N GURURI H B R, Rl gh .
7 SIRAMEEAER

NY/T 1385-2007 HpAEA1-bRd A 27 k56 77 12

WEBAL: WA RACREERT ST
WE AL AN KSR BEH BRIEAR IR SR FE07
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B 1
il et 2717
1.1 1.0 mol/L Tris £t (pHS8.0, 1000 mL)
% F= £F

Tris A% 121.1¢

KR #&K (dd H0) 800 mL
37%3% 3 B 42 mL JA 4 42 mL %k 3B ¥ pH £ 8.0
ISEEN 1000 mL =i EEKE, 4CHR7F

1.2 0.5mol/L Z &I Z.FRW 2 (EDTA &) (pHS.0, 1000 mL)

D% AE #F
LR 186.1 g
(Na;EDTA-2H,0)
NaOH 20 g
K#@ M #&EAK (ddH0) 800 mL Jl NaOH % # i pH £ 8.0
BARAR 1000 mL =i EKE, 4CHR7F

1.3 5 {5 =% W R G R e - R - £ — U 2R P (SXTBE 223 (Ph8.0, 1000mL)

% F= &ix
Tris A4 54 ¢
L 275g
0.5 mol/L EDTA (pHS8.0) 20 mL
KHE MK (ddH0) 800 mL Jl dd H,0 & & % 1000 mL
BARAR 1000 mL R
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B 2:
DNA $2H5]
2.1 DNA #REGH
%) R=E #ix
1.0 mol/L Tris 100 mL
0. 5 mol/L Na-EDTA 40 mL
NaCl 87.75¢g
CTAB 20 g
PVP40 20g
B-sik B (R FAAN)|  20mL
RARTR 1000 mL | Anp-Fi Ak 2,88 7l & ik & B K i, 4 CHR
ped
22 =F Wk EER AW (24:1, 100 mL)
%) HE #ix
ZAF R 96 mL
X B 4 mL
RARRR 100 mL 4CRAF
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B 3
5 PO e s FRL Dk A5
3.1 30%0A 5 I % BEE (100 mL)
D% A= #ix
T e Bt 29g
T 5 A e B R lg
KE R #K (dd H0) 60 mL
BARAR FZLE 100 mL Bk B JE K, 4CHRAF
3.2 6 R R B (10 mL)
R REERE 10 mL &k - pad
0.15%7% B T 1.5mL 1% BB
0.15% — ¥ 3 & FF 1.5mL 1% — ¥ %% FF
Smol/L EDTA 100 mL 0.5mol/L EDTA
15% R EHE (400 &) 15¢
KER#EAK (dd H20) # R ZE 10 ml EIRRAF
3.3 10%SHiRE (AP) (50mL)
D% A= #ix
A % 5g
KE R #EAK (dd H0) 50 mL 4CHRAF
3.4 B%IRIN I i e i e
D% 1 RHE #ix
30% A ¥ Bt % BF i 54 mL
5xTBE 4 mL
A4 K 10.6 mL
10% AP 360 pL
TEMED 14.1 pL B RET N, AR Y
SN 20 mL A R BN IRAE, B 5 Rk
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B 4:
LA
4.1 FEEW (12 Bl FED
n%) = #ix
d H.O 900 mL
95% 7. B¢ 100 mL
10% 7. % 8 mL I,
4.2 THBRARG N (12 R &
D% R=E #ix
d H.0 900 mL
B B 4R B4R 1.5¢g N
43 B (12 BRHED
D% R=E #ix
d H.O 1000 mL
S 12.5 mL
0.25% Na»S>03 7 mL e
4.4 0.2% Na:S20, ¥ (100 mL)
D% = #ix
Na>S,0> 02¢g
KHE R #EA (dd H0) 100 mL ERROYE

10
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B 5

SSR (BT FAH]) krids |

5149 FR > 5|4¥F5 (50 3) RARE

BNL243 F:GGGTTTTCTGGGTATTTATACAACA 57°C
R:TCATCCACTTCAGCAGCATC

BNL1317 F:AAAAATCAGCCAAATTGGGA 57°C
R:CGTCAACAATTGTCCCAAGA

CM45 F:GATGCCAGTAAGTTCAGGAATG 57°C
R:GCCAACTTATATTCGGTTCCT

DPL0071 F:GCAAACACCATCCTACCACAA 57°C
R:GGTTCTATGATCAAGGCTTGGTTT

DPL0183 F:TTATTTCTTCCCTTGCGTTCTG 57°C
R:AGAGGTGGCAATGGAGTTCTT

DPL0752 F:CACATCACCTAATTACCATTGAAGC 57°C
R:TATCGTGAATATGTATGTGCGTGG

GH185 F:CAACTTGTTGACGTTTTGATAAGG 57°C
R:AGTCCAATTCTAGCTTGATCTTACC

GH450 F:CCATTTAAGCAAATGGTGAATGTCC 57°C
R:GGTGCCTGTTCAATTACAATTATCAG

JESPR65 F:CCACCCAATTTAAGAAGAAATTG 57°C
R:GGTTAGTTGTATTAGGGTCGTTG

JESPR300 F:CGCATCACAAACCAAACAC 57°C
R:CGGAAAATGATGATGATGAAGAAG

MON-DPL0384 | F:CCCTTCACTGTACAATACCTGGA 57°C
R:TTGGACATAATGACCTAGCGTATG

MON-DPL0707 | F:GATATTGGTTGCCTATCATCCTTG 57°C
R:GAAGTTCGGTGAGGAAATGAAAC

NAU2121 F:CCACTTCTCCCTCATTGTCT 57°C
R:CGCAACAGTCACAACCAC

NAU3820 F:CTTCTCAAAGCCATGAAGGT 57°C
R:AGGATCCAGATTTCTGGTGA

TMB1152 F:CCTATGATGTGAACATCCCTGA 57°C
R:CCCAATCACCTCCTTCAAAA

TMB1667 F:TCCGTCACAGACGTCACAGT 57°C
R:GAGGAGAGGGTCGGATTAGG
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	杂交棉种子纯度检测（SSR分子标记法）
	技术规程
	1  仪器和试剂
	1.1   仪器和用具
	1.2  试剂
	2  材料
	2.1  取样
	2.2  样品保存
	3  程序
	3.1  总DNA提取（CTAB法）
	3.2  PCR反应
	按表1所列成分和用量，依次加入，准备PCR反应体系。
	成分
	用量（μL）
	ddH2O
	5.9
	10×PCR buffer(含20 mmol/L Mg2+)
	1.0
	dNTP(2.5 mmol/L each)
	0.5
	正向引物 F (5 μmol/L)
	0.25
	反向引物 R (5 μmol/L)
	0.25
	Taq DNA聚合酶
	0.1
	DNA模板
	2
	总体积
	10

	程序
	时间
	94℃预变性
	3 min
	94℃变性
	45 s
	57℃退火
	45 s
	72℃延伸
	1 min
	循环次数
	30次
	72℃延伸
	5 min
	4℃终止反应
	-


	3.3  聚丙烯酰胺凝胶电泳
	3.4  银染
	4   结果记录和分析
	4.1  SSR标记结果记录
	4.2  SSR标记结果分析
	5  鉴定结果判定

	6  结果记录与保存
	7  引用和参考资料
	附件1

	常用贮备液
	成分
	用量
	备注
	Tris碱
	121.1 g
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	800 mL
	37%浓盐酸
	42 mL
	用约42 mL浓盐酸调节pH至8.0
	总体积
	1000 mL
	高温高压灭菌，4℃保存

	成分
	用量
	备注
	乙二胺四乙酸
	（Na2EDTA·2H2O）
	186.1 g
	NaOH
	20 g
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	800 mL
	用NaOH溶液调节pH至8.0
	总体积
	1000 mL
	高温高压灭菌，4℃保存

	成分
	用量
	备注
	Tris碱
	54 g
	硼酸
	27.5 g
	0.5 mol/L EDTA（pH8.0）
	20 mL
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	800 mL
	用dd H2O定容至1000 mL
	总体积
	1000 mL
	室温保存

	附件2：

	DNA提取试剂
	成分
	用量
	备注
	1.0 mol/L Tris
	100 mL
	0. 5 mol/L Na2-EDTA
	40 mL
	NaCl
	87.75 g
	CTAB
	20 g
	PVP40
	20 g
	β-巯基乙醇（使用前加入）
	20 mL
	总体积
	1000 mL
	加β-巯基乙醇前高温高压灭菌，4℃保存

	成分
	用量
	备注
	三氯甲烷
	96 mL
	异戊醇
	4 mL
	总体积
	100 mL
	4℃保存

	附件3

	聚丙烯酰胺凝胶电泳试剂
	成分
	用量
	备注
	丙烯酰胺
	29 g
	亚甲基双丙烯酰胺
	1 g
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	60 mL
	总体积
	定容至100 mL
	高温高压灭菌，4℃保存

	成分及终浓度
	10 mL溶液
	备注
	0.15%溴酚蓝
	1.5 mL 1％溴酚蓝
	0.15％二甲苯青FF
	1.5 mL 1％二甲苯青FF
	5mol/L EDTA
	100 mL 0.5mol/L EDTA
	15％聚蔗糖（400型）
	1.5 g
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	补足至10 ml
	室温保存

	成分
	用量
	备注
	过硫酸铵
	5 g
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	50 mL
	4℃保存

	成分
	1板用量
	备注
	30%丙烯酰胺母液
	5.4 mL
	5×TBE
	4 mL
	超纯水
	10.6 mL
	10% AP
	360 μL
	TEMED
	14.1 μL
	灌胶前加入，迅速混均
	总体积
	20 mL
	混匀后迅速倒入胶槽，避免胶凝固

	附件4：

	银染试剂
	成分
	用量
	备注
	d H2O
	900 mL
	95%乙醇
	100 mL
	10%乙酸
	8 mL
	现配

	成分
	用量
	备注
	d H2O
	900 mL
	硝酸银固体
	1.5 g
	现配

	成分
	用量
	备注
	d H2O
	1000 mL
	甲醛
	12.5 mL
	0.25% Na2S2O3
	7 mL
	现配

	成分
	用量
	备注
	Na2S2O2
	0.2 g
	灭菌双蒸水（dd H2O）
	100 mL
	室温保存

	附件5

	SSR（简单重复序列）标记引物
	引物名称
	引物序列（5′  3′）
	退火温度
	BNL243
	F:GGGTTTTCTGGGTATTTATACAACA
	R:TCATCCACTTCAGCAGCATC
	57℃
	BNL1317
	F:AAAAATCAGCCAAATTGGGA
	R:CGTCAACAATTGTCCCAAGA
	57℃
	CM45
	F:GATGCCAGTAAGTTCAGGAATG
	R:GCCAACTTATATTCGGTTCCT
	57℃
	DPL0071
	F:GCAAACACCATCCTACCACAA
	R:GGTTCTATGATCAAGGCTTGGTTT
	57℃
	DPL0183
	F:TTATTTCTTCCCTTGCGTTCTG
	R:AGAGGTGGCAATGGAGTTCTT
	57℃
	DPL0752
	F:CACATCACCTAATTACCATTGAAGC
	R:TATCGTGAATATGTATGTGCGTGG
	57℃
	GH185
	F:CAACTTGTTGACGTTTTGATAAGG
	R:AGTCCAATTCTAGCTTGATCTTACC
	57℃
	GH450
	F:CCATTTAAGCAAATGGTGAATGTCC
	R:GGTGCCTGTTCAATTACAATTATCAG
	57℃
	JESPR65
	F:CCACCCAATTTAAGAAGAAATTG
	R:GGTTAGTTGTATTAGGGTCGTTG
	57℃
	JESPR300
	F:CGCATCACAAACCAAACAC
	R:CGGAAAATGATGATGATGAAGAAG
	57℃
	MON-DPL0384
	F:CCCTTCACTGTACAATACCTGGA
	R:TTGGACATAATGACCTAGCGTATG
	57℃
	MON-DPL0707
	F:GATATTGGTTGCCTATCATCCTTG
	R:GAAGTTCGGTGAGGAAATGAAAC
	57℃
	NAU2121
	F:CCACTTCTCCCTCATTGTCT
	R:CGCAACAGTCACAACCAC
	57℃
	NAU3820
	F:CTTCTCAAAGCCATGAAGGT
	R:AGGATCCAGATTTCTGGTGA
	57℃
	TMB1152
	F:CCTATGATGTGAACATCCCTGA
	R:CCCAATCACCTCCTTCAAAA
	57℃
	TMB1667
	F:TCCGTCACAGACGTCACAGT
	R:GAGGAGAGGGTCGGATTAGG
	57℃



