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高粱品种SSR分子标记法DNA指纹库构建规范
1　 [bookmark: _Toc24206]范围
本标准规定高粱品种SSR分子标记法DNA指纹库构建的术语、定义、原理、仪器、操作程序、和数据读取和DNA指纹构建。
本标准适用于高粱审定品种DNA指纹库图谱的采集。
[bookmark: _Toc47]2 规范性引用文件
GB/T 3543.1-1995 农作物种子检验规程 总则
GB/T 3543.2-1995 农作物种子检验规程 扦样
以上这两个文件在本文件应用中是必不可少。注明日期的引用文件，仅在注明日期的版本适用本文件；没有注明日期的引用文件，包括所有的修改单等最新版本适用于本文件。
3 术语和定义
下列术语和定义适用于本文件
3.1 简单重复（simple sequence repeat，SSR) 
由几个核苷酸（一般为1-6个）为重复单位聚集而成的长达几十至几百个碱基的串联重复序列。
3.2 引物（primer）
引物通常是人工合成的两段单链寡核苷酸序列，一段与靶区域一端的一条DNA模板链互补，另一段与靶区域另一端的另一条DNA模板链互补，在聚合酶链式反应(PCR)起始时，核酸聚合酶可由其3端开始合成新的核酸链，这样的寡核苷酸序列称为引物。
3.3核心引物 (core primer )
 多态性、稳定性和重复性等综合特性好，并作为初步研究优先选用的一套引物。
3.4拓展引物(extended primer)
多态性、稳定性和重复性等综合特性较好，作为一套补充核心引物的引物。
3.5引物组合 (pannel)
利用不同颜色荧光标记扩增差异较小的片段或者相同颜色荧光标记扩增差异较大片段的一组引物。
3.6聚合酶链式反应 (Polymerase chain reaction，PCR)
是利用一段DNA为模板，在DNA聚合酶和核苷酸底物共同参与下，将该段DNA扩增至足够数量，以便进行分析。
3.7琼脂糖电泳（Agarose gel Electrophoresis ）
琼脂糖电泳是以琼脂糖为支持介质分离不同大小的DNA或RNA的一种电泳方法。

3.8聚丙烯酰胺电泳 （Polyacrylamide Gel Electrophoresis,PAGE）
聚丙烯酰胺电泳是以聚丙烯酰胺凝胶作为支持介质的一种常用电泳技术，用于分离蛋白质和寡核苷酸。
3.9毛细管电泳（Capillary Electrophoresis，CE）
毛细管电泳是指以弹性石英毛细管为分离通道，以高压直流电场为驱动力，根据供试样品中各组分之间的淌度和行为差异而实现分离的一种方法。
3.10 SSR 指纹数据对比平台(SSR fingerprint blast platform)
采用SSR分子标记的标准化方法对品种标准样品等位基因进行检测，并运用计算机数据库技术和网络信息技术所构建的审定品种分子数据信息的检索比对载体。
4 缩略语
CTAB:十六烷基三甲基溴化铵（cetyltrimethylammonium bromide）
DNA:脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）
bp：碱基对（base pair）
PCR: 聚合酶链式反应（polymerase chain reaction）
PAGE:聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel electrophoresis）
CE：毛细管电泳（Capillary Electrophoresis）
Taq 酶:耐热DNA聚合酶（Taq-DNA polymerase）
TEMED:四甲基乙二胺 （Tetramethylethylenediamine）
APS:过硫酸铵（Ammonium persulfate）
5原理
5.1 PCR原理:
PCR原理在DNA 双链高温下变性、解旋、形成单链DNA；然后单链与人工合成的引物链以共价键的形式与模板DNA结合；最后在DNA聚合酶的催化作用下，引物沿单链模板延伸为双链DNA,实现DNA的扩增。
5.2毛细管电泳原理:
荧光毛细管电泳是SSR 检测技术一种高通量的SSR 检测技术，它以毛细管作为通道，在高压直流电压作用下，不同大小片段的DNA分子的在毛细管内按一定速度移动和分离，从而形成电泳。

5.3高粱品种DNA指纹原理
高粱的不同品种基因组存在可以稳定遗传的、具有重复次数差异的简单序列重复（SSR）。这种差异可以通过抽取具有代表性的检测样品提取DNA，利用SSR引物进行PCR扩增和毛细管电泳获得高粱品种DNA指纹。
5.4毛细管电泳的引物设计和分组的原则
组内不同颜色荧光用以区分相同片段大小的引物；组内同色荧光引物的扩增产物差异须在100bp 以上。引物共分为4组：LNG1组中引物编号LN01-LN08；LNG2 组中引物编号LN09-LN17，LNG3 组中引物编号LN18-LN26；LNG4 组中引物编号LN27-LN36。
6 检测方案
6.1总则
不同高粱品种的基因组存在能够稳定遗传的、不同重复次数的SSR，这种由SSR引起的差异可以通过抽取代表性样品进行DNA提取、PCR扩增和电泳检测扩增产物的大小进行区分。
引物组设置时根据组内PCR产物相差小于30bp，引物可添加不同荧光标记；组内PCR产物相差大于30bp，引物可加上同色荧光标记。多态性高的引物尽量放在同一引物组里。
6.2 样品
   30株2叶1心时的幼嫩叶片等量混合或30粒饱满无病虫害的种子混合取样，3次重复。
6.3 引物
利用带有FAM、ROX、HEX三个不同荧光标记的36个SSR引物分成4个引物组，LNG1、LNG2、LNG3和LNG4，用于构建高粱DNA 指纹图谱，其中其中LNG1和LNG2中为核心引物（附表A），LNG3和LNG4为扩展引物（附表B）。
6.4检测平台
高粱品种的DNA 指纹通过荧光毛细管电泳平台（ABI3730XL）进行分析。
7 试剂和溶液配制
7.1 试剂
7.1.1 DNA提取
EDTA-Na2·2H2O（乙二胺四乙酸二钠）、Tris（三羟甲基氨基甲烷）、NaCl（氯化钠）、CTAB（十六烷基三乙基溴化铵）、氯仿（三氯甲烷）、异丙醇、乙醇、RNaseA。

7.1.2 PCR扩增
DNA 模板、primer、2×mix Tag 酶、dd H2O。
7.1.3电泳
7.1.3.1 琼脂糖电泳
琼脂糖、核酸染料指示剂(Goldview)。
7.1.3.2 聚丙烯酰胺电泳：
聚丙烯酰胺凝胶原液、TBE 溶液、Tris 、DNA Marker pBR322 DNA、Boric Acid（硼酸） 、APS（过硫酸铵） 、TEMED（四甲基乙二胺） 、AgNO3(硝酸银)、NaCl（氯化钠）、NaOH（氢氧化钠）、NaHCO3（碳酸氢钠）、甲醛、尿素。
7.1.3.3 荧光毛细管电泳 
LIZ500 分子量内标、去离子甲酰胺、电泳缓冲液。 
7.2 溶液配制 见附录3
8 仪器设备
8.1 DNA 提取
高速冷冻研磨仪、高速冷冻离心机、紫外分光光度计、高压灭菌锅、超纯水制备仪、磁力搅拌器、微量移液器、pH计、通风橱、金属浴、制冰机、-80℃冰箱。
[bookmark: bookmark52]8.2 PCR 扩增
PCR扩增仪。
[bookmark: bookmark53][bookmark: bookmark54]8.3电泳
8.3.1 琼脂糖电泳
电泳仪、水平电泳槽及制胶附件、凝胶成像系统。
8.3.2 PAGE 电泳
垂直电泳槽及制胶附件、高压电泳仪、水平摇床、胶片观察灯、尼康2000相机。
[bookmark: bookmark55]8.3.3毛细管电泳
PCR仪或金属浴、ABI3730XL



9操作程序
9.1 样品准备
9.2 DNA提取 （改良 CTAB 法） 
9.2.1  挑选30粒饱满无病害的种子进行混合取样或进行水培育苗，当植株长至2叶1心时选取等量叶片约 0.2g混合取样 ，置于离心管，组织研磨仪低温下研磨成粉末，-80℃保存
9.2.2  样品融化前加入1mL 65℃中预热CTAB提取液，颠倒混匀后置于金属浴， 65℃ 30min，每隔10min颠倒混匀。
9.2.3  室温下加入0.7ml氯仿，剧烈混匀， 12000rpm离心5min，取上清液转移至灭菌后的1.5ml离心管中。加入0.5ml氯仿，混匀。
9.2.4  12000rpm离心10min，取上清液至1.5ml离心管中。等体积加入-20℃预冷的异丙醇，轻轻混匀，此时离心管中出现肉眼可见的白色絮状沉淀。
9.2.5  -20℃置于20min，12000rpm 离心10min，弃上清。
9.2.6  加入1ml预冷的75%酒精，轻摇使沉淀漂浮，12000rpm 离心3min。
9.2.7  重复上一步骤，弃上清。
9.2.8  短暂离心并用移液枪吸出残留酒精，放到超净工作台上风干至DNA完全透明时，加入去 RNaseA的灭菌水150ml，DNA充分溶解后置于37℃温育 30min。
9.2.9  琼脂糖凝胶电泳检测是否存在RNA污染，若无RNA 污染利用紫外分光光度计检测 DNA 的浓度和质量。当260/280的比值在1.8-2.0时表示DNA无污染，若260/280的比值低于1.8表示有蛋白质的污染；若260/280的比值高于2.0表示有RNA的污染。将质量合格的DNA 样品稀释成100ng/ul 并保存至-20℃备用。
9.3 PCR扩增
9.3.1 PCR反应体系
PCR反应体系(10uL)：2×mix Tap 5uL、Primer-F（10um）0.5uL、Primer-R（10um）0.5uL、DNA模板1uL、dd H2O 3uL。




9.3.2 PCR反应程序
PCR 反应程序：
94℃ 3min
94℃ 30s
56℃ 30s	31cycles
72℃ 30s
72℃ 5min
9.4.毛细管电泳检测
9.4.1 变性
（1）根据引物特性，需要SSR分子标记采用多重引物组合进行电泳，根据预先确定的引物组合，选择同一组内不同引物的PCR扩增产物各5uL充分混合均匀。
（2）在96孔板孔依次加入2μL PCR混合产物、 0.1 l LIZ500 分子量内标和9.9 l去离子甲酰胺。 
（3）在PCR仪上95℃变性5 min,取出立即置于冰上，冷却10 min以上。瞬时离心10 s后供备用。
9.4.2 电泳
将装有样品的微孔板放置于样品架基座上，打开数据收集软件，按照毛细管电泳仪使用手册进行操作。电泳仪将自动运行参数，并保存电泳原始数据文件。电泳时，若96孔板有空孔，需在空孔里添加电泳液，防止毛细管损坏。
10 数据分析
 为了获得一致的比对结果，需要通过规定程序进行数据分析。毛细管电泳在等位基因范围内其引物的特异峰呈现为稳定的、尖锐的峰型，若位点为纯合，则显示为单峰；若位点为杂合，则显示为双峰。由于引物扩增表现不同、引物不对称扩增、试验条件干扰等因素，毛细管电泳也可能出现除稳定的、尖锐的峰型以外的不同状况峰型，这种情况一般以峰高为主、兼顾峰型的原则进行甄别、过滤处置。
10.1 （n+1）峰：在同一位置出现两个相差1 bp左右的峰，成为单峰。
10.2  连续多峰：即峰高递增或峰高接近的相差一个重复序列的连续多个峰，应视为单峰，取其 最右边的峰，峰高值为连续多个峰的叠加值。
10.3 pull-up峰(连带峰）：在某一个位置某种荧光的峰值较高进而在同一位置出现其他颜色荧光，应先消除干扰后再进行分析。
10.4 多个特异峰：峰高值只采集位于最前端的两个峰，其他峰不采集。
10.5 高低峰：设定一定阈值，对于低于阈值的峰不采集。
11数据读取
电泳后将原始数据文件导出，采用数据分析软件进行数据分析。
11.1设置参数
在分析软件中设置分子量内标、不同panel及不同panel中的相应引物Bin值。
11.2导入原始数据文件
将原始数据文件导入分析软件，选择相应的panel、Bin质量控制参数等进行数据分析。
11.3甄别过滤处置数据
首先校正不同电泳板间的数据偏差，再读取扩增产物大小。若校正后的特异峰落入Bin值内，可直接读取扩增产物大小；若大多在Bin值外，可将其整体平移，尽量使峰落入设定的Bin范围后再读取数据。
12品种DNA指纹
引物按照A、B、C…Z、AA 、AB…AN等顺序进行编号（字母F、I、O和I未计入编号）；同时将每对SSR引物扩展的片段按照分子量从小到大的原则进行编号即01、02、03…，并记录各个引物对每个品种扩增片段的编号，经过不同引物对每个品种的DNA进行扩增后将会形成由一系列字母和阿拉伯数据组成编号，这些独特的代号形成了该品种的SSR指纹图谱代码。利用二维码生成器软件Dlabel对每个品种进行编码，将品种名称、来源、指纹图谱代码等信息一并录入，生成高粱品种的二维条码（附件1）。














[bookmark: _GoBack]
                                附录1（核心引物表）
	Group
	Number
	Fluorescent
	Name
	Chr
	Forword Primer 5'-3'
	Reverse Primer 5'-3'
	Variation range                    range

	LNG1
	LN01
	FAM
	aSSR9337




R9337
	Sb10
	ACCTCGTGGAAACCGAAG
	TCTGGCTCCCATTCCATT
	89-113

	LNG1
	LN02
	FAM
	ZW-Chr8-6
	Sb08
	AGGAGAATGCTTGCCTGG
	TTCCGGTACCTCAATCGC
	118-205

	LNG1
	LN03
	FAM
	ZW-Chr1-14
	Sb01
	AGCACGATGAAACGGATC
	CATACAGGCTTCGTCAGT
	225-255

	LNG1
	LN04
	FAM
	SSR8353
	Sb09
	TCGGAAGTGACGCGATTA
	ATTTTGTTCCGGGTGTGG
	292-323

	LNG1
	LN05
	ROX
	LN-SBKAFGK1
	Sb05
	AGCATCTTACAACAACCAAT
	CTAGTGCACTGAGTGATGAC
	122-141

	LNG1
	LN06
	ROX
	SSR6208
	Sb06
	TCTAACCGAGTGCGTGGTAA
	TTTGTTGAGCATTCATGTGG
	117-146

	LNG1
	LN07
	HEX
	aSSR5239
	Sb05
	GATTTGCTTCGCCATTTG
	GAGCTCGTCCTCCATCTTG
	141-157

	LNG1
	LN08
	HEX
	dSSR9091
	Sb10
	CCTCGCACCAAAATCACA
	GGGCCAATATGCAAGGAG
	432-455

	LNG2
	LN09
	FAM
	aSSR4751
	Sb05
	GCAACCACCATTTCCCTT
	ACTCGTCCATGGCTGCTT
	96-117

	LNG2
	LN10
	FAM
	GPSB089
	Sb01
	ATCAGGTACAGCAGGTAGG
	ATGCATCATGGCTGGT
	161-179

	LNG2
	LN11
	FAM
	TXP481
	Sb07
	CCAGGAGATGCCAGAAGTGT
	GCATAAAACATTTGGAAACTCAAA
	206-223

	LNG2
	LN12
	FAM
	SSR5874
	Sb06
	TTCAGAGGTCCTGCGACA
	GCAGCTTGCTGGGTTGTA
	278-308

	LNG2
	LN13
	ROX
	SSR6957
	Sb08
	TCCAGCTGCTTCTGCAAC
	ACTGCTGATCGATGCTGG
	154-177

	LNG2
	LN14
	ROX
	SSR445
	Sb01
	GAACCAAGTAAGCGACCCAG
	AGCTCCGAGACAAGGTCATC
	241-268

	LNG2
	LN15
	HEX
	TXP010
	Sb09
	ATACTATCAAGAGGGGAGC
	AGTACTAGCCACACGTCAC
	128-155

	LNG2
	LN16
	HEX
	SSR6787
	Sb07
	TCATCACTCACCTCACCACA
	CTAGCAGCCTAGCTGTGTCG
	235-254

	LNG2
	LN17
	HEX
	SSR1522
	Sb02
	TGATGTCGAAGTGCACGA
	ATGCTCAAGGAGGCCAAG
	299-318

















附录2(扩展引物表)
	Group
	Number
	Fluorescent
	Name
	Chr
	Forword Primer 5'-3'
	Reverse Primer 5'-3'
	Variation range                    range

	LNG3
	LN18
	FAM
	SSR2366
	Sb02
	ACGCATGCAGCTCATCA
	GCAAGGGGCAGAGTTGTT
	90-113

	LNG3
	LN19
	FAM
	TXP430
	Sb02
	AGTATTTGCCGCTGGTGAAG
	TCTCGATTTCGACAGGCTTT
	154-173

	LNG3
	LN20
	FAM
	TXP424
	Sb03
	GCATCTGTAAGTTGCCACCA
	ACAGCTGCACTCCAGGATTT
	221-245

	LNG3
	LN21
	FAM
	dSSR2042
	Sb02
	TCGTCGTCGGTTACGAGA
	CCGAAAAAGCCTACACGG
	335-363

	LNG3
	LN22
	ROX
	SSR8760
	Sb10
	GCCCCATCTTTGTTTCCA
	GGACGTTCTTGCATGCTG
	152-177

	LNG3
	LN23
	ROX
	TXP99
	Sb07
	CACAAAGGCACCGAACAAAAC
	CAGAGGCCGAGGACGAG
	252-293

	LNG3
	LN24
	HEX
	LN-TXP65
	Sb05
	CACGTCGTCACCAACCAA
	GTTAAACGAAAGGGAAATGGC
	121-140

	LNG3
	LN25
	HEX
	TXP494
	Sb03
	CGTCCTCGTCTCCTTCGTC
	GCATGTTCAGGAGAGCATCA
	200-229

	LNG3
	LN26
	HEX
	SSR2744
	Sb03
	AATACTGAAACCCGGCCA
	GACGTGCCATGCATGTTT
	241-257

	LNG4
	LN27
	FAM
	aSSR7739
	Sb08
	CCGATCCATCCATCGAAT
	CAGCAACAGACGACCCAT
	94-119

	LNG4
	LN28
	FAM
	LN-TXP021
	Sb04
	GAGCTGCCATAGATTTGGTCG
	ACCTCGTCCCACCTTTGTTG
	164-195

	LNG4
	LN29
	FAM
	TXP7
	Sb02
	ACATCTACTACCCTCTCACC
	ACACATCGAGACCAGTTG
	219-241

	LNG4
	LN30
	FAM
	SSR2300
	Sb02
	AGTGCCCATTGATCCAGC
	AGGCCAAGAGCCCAAGAT
	272-291

	LNG4
	LN31
	ROX
	SB596
	Sb01
	GTACCAGGAGAGGCTGCTCAACAT
	GGCTTGGCTCTTGCACTAGATGAT
	168-179

	LNG4
	LN32
	ROX
	SB2507
	Sb04
	CTTTCTCTCTCCACCTTTTCACGC
	GGTGTGGATTCTCTGAGGTTTGCT
	239-283

	LNG4
	LN33
	ROX
	LN-cSSR567
	Sb01
	GGTCACGTGGCTGTAAAGG
	GTGGGTTTTGCCATGTGA
	321-341

	LNG4
	LN34
	HEX
	SB868
	Sb01
	CTCATCAGGCTAAAATGATCACCG
	ATCGAGCACCTGAAACATGAAACA
	119-153

	LNG4
	LN35
	HEX
	TXP015
	Sb05
	CACAAACACTAGTGCCTTATC
	CATAGACACCTAGGCCATC
	199-225

	LNG4
	LN36
	HEX
	LN-TXP289
	Sb09
	AAGTGGGGTGAAGAGATA
	CTGCCTTTCCGACTC
	268-303


















附录3（试剂配制）
A.1 DNA提取
A.1.1 0.5mol/L EDTA
称取186.1g EDTA 溶于800ml水中，加NaOH调节PH=8,使溶液完全溶解，加水定容1000ml。高压灭菌后待用。
A.1.2 1M Tris-HCl
     称取Tris 60.5 5溶于适量的蒸馏水中，加HCl调至PH=8，定容至500毫升，高压灭菌后
备用。
A1.3 CTAB提取液 
分别称取NaCl 81.8g和CTAB 20g烧杯中， 0.5mol/L EDTA 40ml，1M Tris-HCl 100ml，加入适量无菌水，65℃溶解后定容至1000mL，高压灭菌后备用。
A2 primer
   用TE 缓冲液（PH=0.8)将正反引物分别稀释成工作浓度10 uM。
A3聚丙烯酰胺电泳
A3.1 5xTBE
称取Tris 54g, Boric Acid 27.5g，EDTA-Na2 4.65g，加入ddH2O搅拌溶解后定容至1000ml，pH调为8.0
A3.1  0.5xTBE
量取100ml 5xTBE，加入900ml的ddH2O，充分混用备用。
A3.2  10%APS(过硫酸铵)
称取1gAPS，置于50ml烧杯中；加入约8ml的ddH2O,充分溶解后定容至10ml；4℃保存（保存时间为2周，超过期限过硫酸铵将会失去催化作用）
A3.3变性聚丙烯酰胺凝胶
尿素6g 、30%丙烯酰胺凝胶原液20mL、1xTBE 8ml、ddH2O 52ml、10%APS  880ul、TEMED 66uL。
A4 染色液
称取AgNO30.5g，蒸馏水溶解并定容至500mL,棕色瓶室温保存备用。
A5显色液
称取NaOH10g、NaHCO3 0.2g、置于1L 烧杯中，加入约800ml的ddH2O，充分溶解后加入37%甲醛溶液5mL，定容至1L，室温保存备用。
     
             _______________________________
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