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刚竹属DNA扩增片段长度多态性(AFLP)
分析方法

1 范围

本标准规定了刚竹属(Phyllostachys)竹种的DNA提取、酶切、连接、扩增实验步骤及采用的仪器

设备。
本标准适用于刚竹属竹种DNA多态性的分析。

2 试剂

2.1 所用化学试剂如没有特殊说明,均为分析纯。
2.2 DNA提取液:1mol/LTris-HClpH8.2、细胞裂解液(1mol/LTris-HClpH7.5,0.25mol/LED-
TApH8.0,5mol/L氯化钠,2%CTAB)与5%SLS按5∶5∶2混合,在使用前加入亚硫酸钠至终浓

度为0.02mol/L。
2.3 三氯甲烷∶异戊醇=24∶1。
2.4 异丙醇。
2.5 70%乙醇:70mL无水乙醇加蒸馏水定容到100mL。
2.6 5mol/L氯化钠:称取29.22g氯化钠,用蒸馏水溶解后定容到100mL。
2.7 0.5mg/mL溴化乙锭:称取5mg溴化乙锭,用蒸馏水溶解后定容到10mL。
2.8 变性缓冲液:去离子甲酰胺50mL,EDTA(0.5mol/L,pH=8.0)1mL,二甲苯青FF0.125g,溴酚

蓝0.125g。
2.9 10×TBE:Tris108.0g,硼酸55.0g,0.5mol/LEDTA(pH8.0)40mL,定容到1000mL。
2.10 40%丙烯酰胺溶液:2.0g甲叉双丙烯酰胺,38.0g丙烯酰胺混合加水定容到100mL。
2.11 10%过硫酸胺溶液:1.0g过硫酸胺加水定容到10mL。

3 仪器

3.1 PCR仪(具有touchdown功能,温度精度±0.2℃)。
3.2 移液器。
3.3 4℃低温离心机(max14000r/min以上)。
3.4 水浴锅。
3.5 电泳仪(可满足DNA测序)。
3.6 紫外分光光度计。
3.7 分析天平。
3.8 摇床。

4 试验步骤

4.1 DNA提取

按照附录A的方法提取和检测竹子基因组DNA。电泳检测DNA主带完整、平均分子量>20kb;
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