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前  言

《茶树菇菌种鉴定技术规程》分为以下3个部分：

——茶树菇菌种鉴定技术规程 第1部分 对峙培养法

——茶树菇菌种鉴定技术规程 第2部分 酯酶同工酶法
——茶树菇菌种鉴定技术规程 第3部分 ISSR法  

本标准按照GB/T 1.1-2009和GB/T 20001.4-2015给出的规则起草。 

本标准由江西省农业农村厅提出并归口。 

本标准起草单位：江西省农业科学院农业应用微生物研究所、江西省农业技术推广中心。 

本标准主要起草人：王洪秀、魏云辉、龚正、胡佳、冯艳、孙鹏、陈绪涛、袁梦涵。

1  茶树菇菌种鉴定技术规程 第 1 部分：对峙培养法
1.1  范围
本标准规定了茶树菇菌种区别性对峙培养法的原理、试剂和材料、仪器设备、样品、试验步骤、试验数据处理。 

本标准适用于江西省茶树菇菌种区别性鉴定。
1.2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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。 

NY/T 1845 食用菌菌种区别性鉴定 拮抗反应
1.3  术语和定义

NY/T 1845界定的以及下列术语和定义适用于本文件。为了便于使用，以下重复列出了NY/T 1845中的某些术语和定义。
1.3.1  茶树菇 Agrocybe aegerita
茶树菇又称杨树菇、茶薪菇、柳松茸（日本与中国台湾省）、柳环菌（贵州、云南）、柱状田头菇、油菜菇等，隶属真菌界、担子菌门、伞菌纲、伞菌亚纲、伞菌目、球盖菇科、田头菇属。生产上有褐色和白色两个品种。褐色品种特征：子实体单生或丛生。菌盖表面平滑，呈浅土黄色至暗红褐色；菌褶污黄褐色；菌柄较长，脆嫩，纤维质，表面有纤维状条纹，近白色；内菌幕膜质，开伞后菌环留在菌柄上部或沾附于菌盖边缘或自动脱落。白色品种特征：除菌盖、菌柄和菌褶呈白色外，其它形态特征基本同褐色品种，此品种又称雪莲菇。
1.3.2  菌种区别性 distinctness of spawn 
供检菌种和对照菌种的不符合性。 

[NY/T 1845，定义3.1]

1.3.3  隆起型 ridgy
对峙培养的茶树菇菌株间拮抗表现特征之一，表现为两菌株菌落交界处菌丝隆起。 

[NY/T 1845，定义3.2] 

1.3.4  沟壑型 chimb
对峙培养的茶树菇菌株间拮抗表现特征之一，表现为两菌株菌丝在交界处分别密集或稍微隆起，两隆起之间出现一条沟壑状分隔线。

1.3.5  色线型 color bar 

对峙培养的茶树菇菌株间拮抗表现特征之一，表现为两菌株菌落交界处形成一条色素分界线。 

1.3.6  隔离型 dividing line
对峙培养的茶树菇菌株间拮抗表现特征之一，表现为两菌株菌落交界出现一条无菌丝的带状分隔区。

1.4  原理
两个不同的菌株对峙培养时发生拮抗反应，是茶树菇菌株识别异己保持群体遗传多样性的反应，它是由基因组内异核体不亲和位点控制的。当不亲和的两个菌株对峙培养时，在菌株交界处形成隆起、沟壑、色线或隔离，产生拮抗，防止遗传上明显不同的个体间菌丝融合，以保持个体遗传上的独立和稳定。
1.5  试剂和材料
培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）（参见附录 A）。

1.6  仪器设备
1.6.1  生化恒温培养箱：精度±0.1 ℃。
1.6.2  分析天平：感量0.01 g。

1.7  菌丝体培养
供检茶树菇菌株与对照菌株在相同条件下培养，将固体菌种从试管斜面接种到直径90 mm固体PDA平板上，25 ℃避光培养15 d。
1.8  试验步骤
1.8.1  接种组合与重复次数 
茶树菇供检菌株与对照菌株的拮抗反应接种组合为3组，每组重复3次。第一组：供检菌株与对照菌株对峙培养；第二组：供检菌株与供检菌株对峙培养；第三组：对照菌株与对照菌株对峙培养。 

1.8.2  接种操作
严格按无菌操作，用φ 5 mm打孔器分别打取活化后适龄的茶树菇供检菌株与对照菌株菌落边缘做接种块，菌丝朝上，两接种块间隔30 mm，置于平板中心位置。

1.8.3  培养条件 
在通风、避光、温度为25 ℃条件下培养至接种块菌丝接触，需20 d～25 d。
1.9  试验数据处理
在自然光下，观察对峙培养的两株菌落交界处菌丝，有隆起型、沟壑型、色线型、隔离型四者之一的拮抗反应，判定为不同菌株。

附 录 A

（规范性附录）

培养基制备

A.1  固体培养基（PDA）：

马铃薯200 g（用浸出汁），葡萄糖20 g，琼脂20 g，去离子水或相当纯度的水1000 mL，pH自然。

_________________________________
2  茶树菇菌种鉴定技术规程 第 2 部分：酯酶同工酶法
2.1  范围

本标准规定了茶树菇菌种真实性鉴定酯酶同工酶法的原理、试剂和材料、仪器设备、样品、试验步骤、试验数据处理。 
本标准适用于江西省茶树菇菌种真实性的鉴定。 
2.2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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。 

NY/T 1097 食用菌菌种真实性鉴定 酯酶同工酶电泳法

2.3  术语和定义

NY/T 1097界定的以及下列术语和定义适用于本文件。为了便于使用，以下重复列出了NY/T 1097中的术语和定义。

2.3.1  茶树菇 Agrocybe aegerita
茶树菇又称杨树菇、茶薪菇、柳松茸（日本与中国台湾省）、柳环菌（贵州、云南）、柱状田头菇、油菜菇等，隶属真菌界、担子菌门、伞菌纲、伞菌亚纲、伞菌目、球盖菇科、田头菇属。生产上有褐色和白色两个品种。褐色品种特征：子实体单生或丛生。菌盖表面平滑，呈浅土黄色至暗红褐色；菌褶污黄褐色；菌柄较长，脆嫩，纤维质，表面有纤维状条纹，近白色；内菌幕膜质，开伞后菌环留在菌柄上部或沾附于菌盖边缘或自动脱落。白色品种特征：除菌盖、菌柄和菌褶呈白色外，其它形态特征基本同褐色品种，此品种又称雪莲菇。
2.3.2  菌种真实性 genuineness of spawn 
供检菌种和对照菌种的符合性。 

[NY/T 1097，定义3.1]
2.4  原理
在生物中，酶的表达受遗传基因的调控。酯酶是多等位基因调控的酶类，在凝胶电泳中经聚丙烯酰胺凝胶的浓缩，在分子筛效应和电场的电荷效应作用下而发生分离。从食用菌菌丝体中提取的粗酶液经电泳后，进行酯酶的生物化学染色，不同的酯酶组分显示在凝胶的不同位置而形成酯酶同工酶酶谱。相同的菌种遗传背景相同，其酯酶同工酶酶谱也相同。因此可以用酯酶同工酶酶谱对茶树菇菌种的真实性进行鉴定。

2.5  试剂和材料
2.5.1  培养基：见附录 A。
2.5.2  酯酶同工酶上样缓冲液：4×Protein Native PAGE Loading Buffer。 
2.5.3  样品提取液（pH 7.5）：见附录 B.1。
2.5.4  过硫酸铵：见附录 B.2。
2.5.5  分离胶缓冲液（pH 8.9）：见附录 B.3。
2.5.6  浓缩胶缓冲液（pH 6.7）：见附录 B.4。
2.5.7  分离胶母液：见附录 B.5。
2.5.8  浓缩胶母液：见附录 B.6。
2.5.9  酯酶同工酶电极缓冲液：见附录 B.7。
2.5.10  磷酸缓冲液：见附录 B.8。
2.5.11  酯酶同工酶电泳染色液：见附录 B.9。
2.5.12  乙酸溶液：见附录 B.10。
2.6  仪器设备
2.6.1  冷冻干燥机
2.6.2  组织研磨仪
2.6.3  高速冷冻离心机（10000 rpm以上）。
2.6.4  全温摇瓶柜：精度±0.1 ℃。

2.6.5  垂直板电泳槽：凝胶面积（W×L）160×180 mm。

2.6.6  稳压稳流电泳仪。

2.6.7  分析天平：感量0.01 g、0.0001 g各一台。

2.6.8  LED观片灯。
2.7  样品
2.7.1  液体培养

直接将接种块接入三角瓶液体培养基中，25 ℃，180 rpm振荡避光培养20 d。培养基的制备参见附录 A。

2.7.2  酯酶同工酶样品制备

将振荡培养的茶树菇菌丝球过滤除去水分，获得供检茶树菇供试菌株与标准菌株的菌丝体各3份。称取菌丝体0.5 g于1.5 mL离心管中，放入冷冻干燥机中低温冷冻干燥24 h，之后向每个装样品的离心管中加入小钢珠并将离心管放入组织研磨仪中，60 Hz下研磨30 s成细粉末，加入0.5 mL样品提取液（附录 B.1）。将研磨后的样品在4 ℃下12000 rpm，离心10 min，取其上清液，将上清液和上样缓冲液按10:1比例混匀，混合液即为电泳样品。

2.8  试验步骤
2.8.1  凝胶制备 
2.8.1.1  分离胶 

分离胶浓度7.5%，按照分离胶缓冲液（附录 B.3）:分离胶母液（附录 B.5）:双蒸水:过硫酸铵（附录 B.2）=2:5:1:8的比例配制，再加入胶溶液体积0.1%的TEMED，充分混匀。将分离胶灌入胶室至距短玻璃板上沿2.2 cm～2.5 cm，加入适量的水封住胶面，待凝胶聚合后将水吸出。
2.8.1.2  浓缩胶
浓缩胶浓度3%，按照浓缩胶缓冲液（附录 B.4）:浓缩胶母液（附录 B.6）:双蒸水:过硫酸铵（附录 B.2）=1:2:1:4比例混合，再加入胶溶液体积0.1%的TEMED，充分混匀，灌入胶室，立即插入样品梳，待凝胶。

2.8.2  点样 
浓缩胶聚合后，小心抽出样品梳，用微量进样器吸去点样孔中多余的水分后，注入电极缓冲液（附录 B.7），上槽电极缓冲液面要高于短玻璃板，下槽电极缓冲液面要高于铂金丝；用微量进样器吸取15 μL～20 μL样品加入点样孔。 

2.8.3  电泳 
将电泳槽放入冰箱内进行低温电泳，采用稳压电泳，电压为130 V，待指示剂进入分离胶后，电压升至260 V。待前沿指示剂距胶底部约1 cm～1.5 cm，停止电泳。 

2.8.4  取胶染色 
倒出电极缓冲液，在水中启开玻璃板，取出凝胶片，浸入染色液（附录 B.9）中，37 ℃染色15 min～20 min，用水冲洗干净后置乙酸溶液（附录 B.10）中固定。
2.9  试验数据处理
2.9.1  迁移率 Rf 值计算 

应按照NY/T 1097的规定执行。 

2.9.2  判断 

将凝胶片置于观片灯上拍照存图。对比供检菌株和对照菌株酶带数量与迁移率的大小，若酶带数量或迁移率不同，用相关软件分析遗传相似系数，相似系数小于1，则供检菌株与对照菌株为不同菌株，当相似系数等于1则须结合其他鉴定方法判断。 
附 录 A 

（规范性附录） 
培养基制备 
200 g新鲜马铃薯，20 g葡萄糖，加去离子水或相当纯度的水补齐至1000 mL，pH自然。100 mL三角瓶装50 mL左右。 
附 录 B
（规范性附录）
试剂的制备
除非另有说明，在分析中仅使用分析纯试剂和去离子水或相当纯度的水。 
B.1  样品提取液（pH 7.5）
称取6.02 g磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）、0.50 g磷酸二氢钠（NaH2PO4·2H2O）溶于水中，定容至100 mL。 

B.2  过硫酸铵(1.4 g/L)
称取0.14 g过硫酸铵溶于水中，定容至100 mL，现用现配。 

B.3  分离胶缓冲液（pH 8.9）
称取36.3 g三羟甲基氨基甲烷（C4H11NO3，Tris），用48 mL 1 mol/L HCL溶解，TEMED 0.23 mL，定容至100 mL，4 ℃贮存。 

B.4  浓缩胶缓冲液（pH 6.7）
称取5.98 g三羟甲基氨基甲烷（C4H11NO3，Tris），用48 mL 1mol/L HCL溶解，TEMED 0.46 mL，定容至100 mL，4 ℃贮存。 

B.5  分离胶母液
称取28.0 g丙烯酰胺（C3H5NO，Arc）、0.735 g甲叉双丙烯酰胺（C7H10N2O2，Bis），溶于水中，定容至100 mL，用棕色瓶4 ℃贮存。 

B.6  浓缩胶母液
称取10.0 g丙烯酰胺（C3H5NO，Arc）、2.0 g甲叉双丙烯酰胺（C7H10N2O2，Bis）溶于水中，定容至100 mL，用棕色瓶4 ℃贮存。 

B.7  酯酶同工酶电极缓冲液
称取6.0 g三羟甲基氨基甲烷（C4H11NO3，Tris）、28.8 g甘氨酸（C2H5NO2）溶于水中，定容至1 L， 使用时稀释10倍，使用液pH 8.3。 

B.8  磷酸缓冲液
称取22.6 g磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）、21.4 g磷酸二氢钠（NaH2PO4·2H2O）溶于水中，定容至1 L。 

B.9  酯酶同工酶染色液
称取0.1 g乙酸-1-萘酯、0.1 g乙酸-2-萘酯、0.2 g固兰RR盐，用10 mL丙酮溶解，再加入磷酸缓冲液300 mL，过滤，现用现配。 

B.10  乙酸溶液
70 mL/L。量取14 mL乙酸，加到适量水中，并稀释至200 mL。
_________________________________
3  茶树菇菌种鉴定技术规程 第 3 部分：ISSR法
3.1  范围

本标准规定了茶树菇菌种真实性ISSR法的原理、试剂和材料、仪器设备、样品、试验步骤、试验数据处理。 
本标准适用于江西省茶树菇菌种真实性鉴定。
3.2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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。 

NY/T 1730 食用菌菌种真实性鉴定 ISSR法

3.3  术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。 
3.3.1  茶树菇 Agrocybe aegerita
茶树菇又称杨树菇、茶薪菇、柳松茸（日本与中国台湾省）、柳环菌（贵州、云南）、柱状田头菇、油菜菇等，隶属真菌界、担子菌门、伞菌纲、伞菌亚纲、伞菌目、球盖菇科、田头菇属。生产上有褐色和白色两个品种。褐色品种特征：子实体单生或丛生。菌盖表面平滑，呈浅土黄色至暗红褐色；菌褶污黄褐色；菌柄较长，脆嫩，纤维质，表面有纤维状条纹，近白色；内菌幕膜质，开伞后菌环留在菌柄上部或沾附于菌盖边缘或自动脱落。白色品种特征：除菌盖、菌柄和菌褶呈白色外，其它形态特征基本同褐色品种，此品种又称雪莲菇。
3.3.2  引物 primer 

适用于茶树菇菌株真实性鉴定的一定长度和顺序的寡核苷酸链。 
3.3.3  PCR空白对照 PCR control check 

以无菌水作为模板进行PCR反应，以验证PCR反应过程中是否发生污染。 
3.3.4  阴性提取对照 negative control 

水作为材料提取DNA，以证明茶树菇DNA在制备过程中是否发生污染。 
3.4  原理
ISSR方法是以锚定微卫星DNA为引物，即在微卫星DNA序列的3′端或5′端加上2个至4个随机核苷酸，对基因组DNA进行PCR扩增，得到与锚定引物互补的重复序列的区间DNA片段。不同物种基因组DNA中的这种反相重复的微卫星序列的数目和间隔的长短不同，就可导致这些特定结合位点分布发生相应的变化，从而使PCR产物增加、减少或发生分子量的改变。通过对PCR产物的检测和比较，即可识别茶树菇菌种基因组DNA的多态片段，从而鉴定菌种的真实性。
3.5  试剂和材料
3.5.1  培养基：见附录 A。
3.5.2  PCR Premix（包含DNA聚合酶、dNTPs、MgCl2、反应缓冲液、PCR反应的增强剂和优化剂以及具有专利的稳定剂）。

3.5.3  核酸染料。
3.5.4  DNA 分子量标记。

3.5.5  引物：参见附录 C。

3.5.6  1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0)：见附录 B.1。

3.5.7  0.5 mol/L 乙二胺四乙酸二钠盐(EDTA-2Na)溶液：见附录 B.2。

3.5.8  CTAB 提取缓冲液：见附录 B.3。

3.5.9  CTAB 纯化缓冲液：见附录 B.4。

3.5.10  氯仿-异戊醇（24:1）：见附录 B.5。

3.5.11  酚-氯仿-异戊醇（25:24:1）：见附录 B.6。

3.5.12  无水乙醇。

3.5.13  70%乙醇溶液：见附录 B.7。

3.5.14  TE 缓冲液：见附录 B.8。
3.5.15  5 M NaCl溶液：见附录 B.9。
3.5.16  50×TAE 缓冲液：见附录 B.10。
3.5.17  1×TAE 缓冲液：见附录 B.11。
3.6  仪器设备
3.6.1  高压灭菌锅
3.6.2  冷冻干燥机
3.6.3  组织研磨仪
3.6.4  全温摇瓶柜：精度±0.1 ℃。
3.6.5  分析天平：感量0.01 g、0.0001 g各一台。
3.6.6  电热恒温水浴槽：精度±0.1 ℃。
3.6.7  高速冷冻离心机（10000 rpm以上）。
3.6.8  微量核酸检测仪。
3.6.9  PCR 扩增仪。
3.6.10  电泳槽。
3.6.11  稳压稳流电泳仪。
3.6.12  凝胶成像系统。
3.7  样品
3.7.1  菌丝体培养
直接将接种块接入三角瓶液体培养基中，25 ℃，180 rpm振荡避光培养20 d。培养基的制备参见附录 A。 

3.7.2  DNA模板的制备
3.7.2.1  菌丝培养量以可做3次平行试验为准，固体方法培养的菌丝，称取0.2 g菌丝，液体培养的菌丝，无菌水冲洗3次，用滤纸吸干水分备用，称取菌丝0.5 g于1.5 mL离心管中，放入冷冻干燥机中低温冷冻干燥24 h，之后向每个装样品的离心管中加入小钢珠并将离心管放入组织研磨仪中，60 Hz下研磨30 s成细粉末，加入650 μL 65 ℃预热的CTAB（附录 B.3）提取缓冲液。混匀后置于65 ℃水浴40 min～60 min，不时轻轻地摇动混匀。 

3.7.2.2  12000 rpm离心10 min，将上清液转移至已灭菌的1.5 mL离心管中，弃沉淀。
3.7.2.3  加入等体积的酚-氯仿-异戊醇（附录 B.6），轻轻混匀，4 ℃，12000 rpm离心15 min；将上清液转移至已灭菌的1.5 mL离心管中，弃下层有机相。
3.7.2.4  加入等体积的氯仿-异戊醇（附录 B.5），轻轻混匀，4 ℃，12000 rpm离心15 min，将上清液转移至已灭菌的1.5 mL离心管中，弃下层有机相。
3.7.2.5  加入2倍体积预冷的无水乙醇，轻轻混匀，静置沉淀60 min，10000 rpm离心10 min，弃上清液。
3.7.2.6  加入预冷的70%乙醇（附录 B.7）洗涤沉淀2次，晾干使乙醇充分挥发，剩余无色透明状物质即为茶树菇基因组DNA。
3.7.2.7  用100 μL的TE缓冲液（附录 B.8）充分溶解DNA，加入2 μL RNAase，37 ℃恒温静置8 h～12 h。
3.7.2.8  取出上述静置的DNA溶液，用TE缓冲液（附录 B.8）补足至300 μL，加入5 M NaCl（附录 B.9）50 μL，CTAB纯化缓冲液（附录 B.4）40 μL，65 ℃水浴10 min。重复7.2.4、7.2.5、7.2.6步骤，获得茶树菇基因组DNA，-20 ℃分装保存备用。不宜反复冻融使用。
3.7.3  DNA质量的检测
3.7.3.1  凝胶电泳检测 

(1)  凝胶成像 

取5 μL上述溶液与1 μL加样缓冲液混匀，在0.8%琼脂糖凝胶中电泳，凝胶成像仪上或紫外透射仪上成像。
(2)  筛选判定

与DNA分子量标记比较，观察所提取的基因组DNA质量及片段大小，按下列标准判定： 
a)  在点样孔附近呈现一条致密亮带，表明是质量好、分子量大且无降解的DNA样品，可用于鉴定； 
b)  呈现连续分布状态，表明是部分降解的DNA样品，不建议用于鉴定； 
c)  观察不到大片段，表明是严重降解的DNA样品，不可用于鉴定。 
3.7.3.2  基因组A260/A280的OD值检测
无菌水清洗微量核酸检测仪的点样孔三次，并校正对照数值为零。将DNA适当稀释，取1 μL DNA样品滴在微量核酸检测仪的点样孔，重复三次读取A260/A280的OD值，以一个OD260值相当于50 μg/mL DNA浓度来计算纯化的DNA浓度。要求DNA溶液OD260/OD280在1.7～2.0之间。

依据测得的质量浓度将DNA溶液稀释到25 ng/μL～50 ng/μL，-20 ℃保存。
3.8  试验步骤
3.8.1  ISSR扩增 
3.8.1.1  引物 

引物见附录 C.1。如果必要可以筛选新的引物。
3.8.1.2  反应体系
PCR反应的总体积为20 μL，含有2 × PCR Premix 10 μL、Primer 10 μmol/L 1 μL、DNA 1 μL、ddH2O 8 μL。按上述比例将反应液依次加入0.2 mL离心管中，混匀，放入PCR仪中，进行PCR扩增。

设置PCR空白对照。
3.8.1.3  反应条件
PCR扩增仪上进行以下循环：94 ℃预变性3 min，然后94 ℃变性30 s，55℃ 退火45 s，72 ℃延伸2 min，共35个循环；72 ℃延伸5 min，4 ℃保存。 

3.8.2  琼脂糖凝胶电泳检测 
将适量的琼脂糖加入1×TAE缓冲液（附录 B.11）中，加热溶解，配制成琼脂糖浓度为1.8%的溶液，待冷却至50 ℃～60 ℃，加入核酸染料，混匀，将其倒入制胶模具，室温下凝固后，放入装有适量1×TAE缓冲液（附录 B.11）的电泳槽中。取PCR扩增产物点样，分别在胶的两侧泳道和中间的一个泳道中加入DNA分子量标记，接通电源进行电泳。以5 V/cm电压电泳，待指示剂距凝胶前缘1 cm左右停止电泳。
3.9  试验数据处理
3.9.1  数据记录 
电泳结束后，将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪上成像。根据DNA分子量标记判断扩增出的目的条带的大小，将电泳结果形成电子文件存档或用照相系统拍照。 

3.9.2  PCR 扩增产物质量判断 
观察空白对照的凝胶成像照片，按下列结果判断： 
a)  空白对照为阴性，并且3个平行试验结果一致，则本次试验结果可以使用； 
b)  在阴性提取对照或PCR空白对照中扩增出了片段，则说明检测过程中发生了污染，需查找原因重新检测。 

3.9.3  判定分析 
将供检茶树菇菌株PCR扩增的条带与对照菌株比较，若有显著差别，遗传相似系数小于1，可判定供检菌种与对照菌种为不同菌种；若供检菌种与对照菌种的PCR产物一致，再增加引物个数，进行检测验证。必要时可以增加其他方法佐证。 
附 录 A

（规范性附录）

培养基制备

200 g新鲜马铃薯，20 g葡萄糖，加去离子水或相当纯度的水补齐至1000 mL，pH自然。100 mL三角瓶装50 mL左右。

附 录 B
（规范性附录）
试剂的制备
除非另有说明，在分析中仅使用分析纯试剂和去离子水或相当纯度的水。 
B.1  1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0)

12.11 g三羟甲基氨基甲烷（C4H11NO3，Tris）溶解于80 mL去离子水中，冷却至室温后用浓盐酸调节溶液的pH至8.0，加水定容至100 mL，高压灭菌。 
B.2  0.5 mol/L 乙二胺四乙酸二钠盐(EDTA-2Na)溶液(pH 8.0) 
称取37.22 g二水乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na·2H2O）溶解于160 mL去离子水中，磁力搅拌，用NaOH调节溶液的pH至8.0，然后定容至200 mL，高压灭菌。 
B.3  2% CTAB提取缓冲液 
称取16.364 g氯化钠溶解于70 mL去离子水中，加入4 g溴代十六烷基三甲胺（CTAB），完全溶解，再加入20 mL 1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0)、8 mL 0.5 mol/L EDTA (pH 8.0)，用水定容至100 mL，高压灭菌。使用前加入体积分数为0.1%的β-巯基乙醇。 
B.4  CTAB纯化缓冲液 

称取4.1 g NaCl溶于80 ml去离子水中，慢慢加入10 g CTAB，55 ℃加热溶解，定容至100 ml。 
B.5  氯仿-异戊醇（24:1） 

氯仿和异戊醇以24:1的体积比进行配制，置于4 ℃冰箱中保存。 
B.6  酚-氯仿-异戊醇（25:24:1） 

三者按25:24:1的体积比进行配制，4 ℃保存。 
B.7  70% 乙醇溶液 

量取70 mL无水乙醇，加水定容至100 mL。 
B.8  TE缓冲液 

在80 mL水中依次加入1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0)1 mL、0.5 mol/L EDTA(pH 8.0)0.2 mL，加水定容至100 mL，高压灭菌。
B.9  5 M NaCl溶液 

称取292.5g NaCl，溶解于水中，稀释到1L。 
B.10  50×TAE缓冲液 

称取Tris 242.2g，先用300 mL水加热搅拌溶解后，加100 mL 0.5 mol/L EDTA的水溶解(pH 8.0)，用冰乙酸调pH至8.0，然后用水定容至1L。
B.11  1×TAE缓冲液 

取20 mL 50×TAE，ddH2O定容至1L。室温保存。

附 录 C
（资料性附录）
试验用引物参照
表C.1 ISSR 常用引物
	引物名称
Primer name
	引物序列（5′－3′）
Primer sequence (5′－3′)

	P1
	TGCACACACACACAC

	P2
	GTGACACACACACAC

	P3
	GTGACGACTCTCTCTCTCT

	P4
	GGATGCAACACACACACAC

	P5
	CGTGTGTGTGTGTGT

	P6
	AGTGTGTGTGTGTGT

	P7
	CCAGTGGTGGTGGTG

	P8
	GGAGTGGTGGTGGTG

	P9
	AGAGAGAGAGAGAGAGG

	P10
	GAGAGAGAGAGAGAGAC

	P11
	GAGAGAGAGAGAGAGAAC

	P12
	AGAGAGAGAGAGAGAGGC

	P13
	TCTCTCTCTCTCTCTCCG

	P14
	ACACACACACACACACCG

	P15
	GTGTGTGTGTGTGTGTTA

	P16
	TGTGTGTGTGTGTGTGGA

	P17
	ACACACACACACACAC

	P18
	ACACACACACACACACC

	P19
	ACACACACACACACACCT

	P20
	ACACACACACACACACCTG

	P21
	AGCAGCAGCAGCAGCAGCG

	P22
	AAGAAGAAGAAGAAGAAGC

	P23
	GAGAGAGAGAGAGAGACT

	P24
	CACGAGAGAGAGAGAGA

	P25
	GAGAGAGAGAGAGAGACC

	P26
	CACCACACACACACACA

	P27
	GTATGTATGTATGTATGG

	P28
	GTATGTATGTATGTATGC
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