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      PCR (Polymerase chain reaction) ��
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ƁƹŹ�ƱƺƯŻō�ƽŚƷPCR���
PCR (Polymerase chain reaction)��

ƶƯŶƤƯ:��
aÌd§�� ZÅÉÄÅ{�Á{�ÉyY�Ì»���{��Ì]�ÄÀÌ�Â·ÂÉ·Â°·Â»�ÊM�Z¯�LZ¬e�Y�\mÂ»�ÊË�Å�¶»Z°e�Á� ]�ÄqÌ�Z/»�M��f�Ë�Z/Å��É�

Ä]�Äf�]YÁ DNA {�³Ëd�Y�Ã|��Ê�ZÀ��d�Ë��Z]��^e�»�ÉZÅ��ÅÁ�a�Ê»Z¼e��{�Ã�Á�»Y�����,É��ÁZ�/¯�,Ê°/��a��Y�º/�Y
����Ã�Ì£�Á�Ê�ZÀ��Â¿Zm�,Ê�ZÀ��ÃZÌ³���������{Â��Ê»�Ã{Z¨f�Y��Á��¾ËY��Y�ÉÂv¿�Ä]����������Ä¯�d�Y�|À¼���Y�ÉÁ��½M��Y��À¯YÁ�¾ËY

�·Y�©Â§��Ë{Z¬»��Y�Y���Ìj°e�¶¼��d�Y��{Z«�Ê³{Z��Ä]�Á�d�Y�Ê�Z�fyY��ZÌ�]�½M�¶¼��º¯�Ã{Z DNA��|/À¯��Z/£M�Â´·Y���
�Ä]�®Ë{�¿�½YÂfÌ»��Á��¾ËY�®¼¯�Ä]������{Â/¼¿��/Ìj°e�Ê¸°�/»�pÌ/Å�½Á|/]�Y��¹Â¿���Y��Z]Â¸Ì¯�����Y�Ã{Z¨f/�Y �Z/Å�¯�Z»É� �

£Ì{Y���Ëf¯YÂÌ·ÁY�Á�ÂÌeÂX¸¯Â¿Â´ÌZÅ|É�Á�ZÅ�½��Z]�¶¼°»�Ë¥{Y�f»�Z �Z/ÅÉÁ��/Ë�Z/Å�Z]�Ã�É�/·M�Ê�{� ����DNA� ��Ä/¸¼m��Y
aÌZÅ�d§��É]�Á�{Â^Æ]��{��iR»�³�Z°Ì�É ZÅ�d�e�½Á�§Y�Á�ÉÄ]�Äf�]YÁ� DNA ��/»�[Â�/v»Ê�{Â/��������À/¯YÁ�{Â/y

PCR���������Á���{�Ã|���Ìj°e�µÂ�v»��Y�ZÆ¿M��{�Ä¯�d�Y�ÊËZÅ�Ì·Z¿M�Á�cZ�ËZ»�M�Ä¸�¸��®Ë��Z£M�Ä�¬¿�PCR��Ã{Z¨f/�Y�
»Ê���eZ�Ô�Y�Á�{Â��Ê�µÂ°·Â»�{�Â»��{�½M��Y��Y�DNA|¿�ÁM�Ê»�d�{�Ä]��������É�Z/´¿�d�/´¿Y�cZ�/ËZ»�M��/Ì�¿DNA�,�

�������Ã�Ì£�Á�Ê]ZË�Ê·YÂe�,Ê°Ìf¿��ÉZÅ�Ä�¬¿�ÄÌÆe������«YÁ��{PCR������d�Y��´Ë{�ºÆ»��ZÌ�]�cZ�ËZ»�M�¹Zn¿Y�Ä»|¬»�����À¯YÁ�¾ËY
�É�Z�|À¿Z¼Å��Á���Y�Äf§�³�Â´·YDNAd Ì^���{���Ã|¿��cY{ÂmÂ»�ÉZÆ·Â¸���{��d�Y����

źƘţƿƞ PCR ���
Ä] ¸¯��Â�Ê Polymerase Chain Reaction (PCR) {�Y��Á��Ä]Ë{Z¬»�{ZË�m��ÊË DNA ËZ   RNA �{�YË{Z 

 RNA �Á��Z] RT-PCR ~a�½Z°»YËd�Y����ZÆ¿M�Ã|ÅZ�»�|u�Ze ZÅ��Á����ÂeÉY��Á�Ã{Z��ËZ»�M�lËÅZ´�Ê�©Ô�Y�
»Ê{Â����¸]Z«Ìd PCR {�Y��{Ë{Z �YÌZÅ|ÉX¸¯Â¿�Ì����Z/»�M�{�Â/»�Ä/¿Â¼¿��{�{Â/mÂ»�®Ë��Z/�ZÀ��\/mÂ»��ÊË��/��Ë�Á��

�Z�fyYÊ �µÂ¸���Â¿Ë»�ZÌ¿Z³�YÁ�°Ì�{���¿�{�Â»�º�»��Â¯~»�Ä¿Â¼¿�ÊY�Ä¯�{{�³ËÁ�¾Ë³�Ê ³�Z°]��]�ÃÁÔ�Ì�É PCR 

z�e��{ÌZ»�M��ËÅZ´�Ê]�Ì�Z¼ËZÆÁ�Z�ZÀ��ÊË�YÂ¿Y� �Y�]Y�½YÂÀ��Ä]�Y�¿M�,ZÆ·Â¸�É»���{��Z�u�Á�¾X¼�»�Ì���ÅÁ�/a�ÄÀ
ZÅÉ¼¸��Ês��»� »Ê{�Z��. 

 ƳŚĪƯǀƮƀ PCR ���
�Â�¿Z¼ÅËÄ° »Ê¿Y{�Ìº DNA�,Ëa�Z»�µÂ°·Â»�®ÌrÊY�Äf���Á{�É¸a�ÊÂ¿�eÂX¸¯Ì|ÉY�Ä¯�d�Y�ËÁ{�¾ ���d/Æm��{�Äf/��

Á��Â�]�Á�|¿Y�Äf§�³��Y�«�ºÅ�¶]Z¬»ËY�Ã�É�Â]�ÌÄ¸Éa�ÌZÅ|¿ÂÉ ÅÌ¿�Á�|Ê»�ÌZÅ�Z]�½ZÉ·M�Ê��/]�¶/¼°»��ÄË�|/°Ë��¶�/f»��´
�|Àf�Å��Ì�ÂfË�Â]�¾ÌÄ��Ä¸ aÌÅ�|¿ÂÌ¿�Á�|Ê¿YÂ³�Ä]�Ì¿{M�Á�¾Ì�Â]�¾Ìa�Á{�Ä¸ÌÅ�|¿ÂÌ¿�Á�|Êe�Ä]�Ì�/¼Ì¾ �a�µZ�/eY�/Ì�Y|

»Ê|À¯�� DNA ��Á{Y�ÄfÉ»�Ê�Â]�|¿YÂe�ÌÁ�Ã|��Y|m�ºÅ��Y�c�Y�u�Ä¸ µÂ°·Â»�Á{ DNA Y�Äf���®eÉY�Ë��|/À¯�{Zn
Y�Ä¯ËÄ¸u�»�¹ZÀ]�Ä¸u�»�¾É�É�Z��d���YÁ� (Denaturing)»�ÄfyZÀ�Ê{Â����ZÆ·Â°·Â»É DNA Y�Äf���®eÉ��Y�
��ËZÅ��À¯YÁ�ªÉ Á�¶]Z¬f»Ë]�Ã�ÌZÅ�Z]�¾É|¼Å�Ä]�¶¼°»�ËY�½M�¶�Zu�Ä¯�Ã|��¶�f»��´Ë£M�Á�{Zn�Z Y�Ä¸u�»É��¹Z/À]�

�Ä¸u�»µZ�eY�annealing) �ÁËZ (hybridization »Ê|�Z]���Á{ Y�]��¯~·Y�©Â§�LÄ¸u�»É Probe technology �Á
Àr¼ÅÌ¾ PCR »��Z°]Ê{Á����Ä¸u�» | ]É�ËY�]�Ä¯�¹Â��ZÉ PCR Y�Á�Ã{Â]ËZ���Y�Y���Á��¾ËÀ°e��ÌZÅ�®É·Â°·Â»�Ê 
Z¼f»Ë»��ÊÄ �Âe�Ä¸u�»�{�Z�� (extension) �/»Ê�/�Z]���/��Ä/¯�|Ê�½M��/Ë�Ä/ �«�® DNA �®/e �Y�Äf/��É�/�Â]�ÌÄ¸� �

 DNA ¸aÌa�Ä �Âe��Y�¼Ì»�Y|Ê|À¯���Y��{Ë�Ä¸u�»�¾�/Ë�Ä/ �«�® DNA ��Y�Äf/���®/eÉ�ÃZ/eÂ¯� (primer) ��Ä/]�/Ë�®
µÂ°·Â» DNA Y�Äf���®eÉÂ��Ëa��e�¶ÌÃ{��|¿Â Á�Ã|� DNA ¸aÌ�Y�¼ Taq) ¸aÌ�Y�¼��»��{Z«Ê�Z/Æf¿Y�Ä]�{Â��É����

�fÅZeÂ¯�µÂ°·Â» ËY�a�ZË�¼��Z£M�³��{�³�¶�f»�Ë� 4̄Y{��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Á�Ã|ÊeÂX¸¯Â¿�Ì�e�|ÉZÅ�cZ¨�§� ��Á�Ã{Y{�{Y|/f»Y�Y�¿M
Y�Ä �«ÉZ¼¿��fÀ��Ë¶¼°»�Ä �«�½M�Ä¯�| DNA Äf���®eY�É Â�Ë�|/]�Á�|�Z]��e�¶Ëe�e�¾�/Ì\ DNA �Y�Äf/���Á{É�
|mË»�ÄfyZ��|Ê�{Â���ZÆ·Â°·Â»É DNA Y�Äf���®eÉÃZeÂ¯�ZÅ�³�Z£M�ZË���·ÁYÌeÂX¸¯Â¿Â´ÌZÅ|���Â]ÌÀ°e�Ä¸�/Ì�Z/Å�®É�
�Ì¼ÌZÊËÄ]� ���c�Â�Ë»�ÄfyZ��½Y��Y�Á��Ê|¿Â���·ÁYÌeÂX¸¯Â¿Â´Ìf«Á�ZÅ|ÊÄ]�Ä¯� DNA Ã|��d���YÁ�/»�Ã{Á�§Y�Ê�



Y�a�½YÂÀ��Ä]�,|¿Â�ËY�]��¼É DNA ¸aÌ�Y�¼ »�Ã�ZmY�Á�Ã{Â¼¿�¶¼�ÊZe�|ÀÅ{ DNA |mËZ»�M�¶yY{��{�|Ë���fÀ/��ÃZ´�
{Â���ZÀ] ·{�Ä]Ì·ÁY��¯~·Y�©Â§�¶ÌeÂX¸¯Â¿Â´ÌY�a�Y��ZÅ|Ë�¼ (primer) »Ê|À»Z¿����{ PCR Y�a��Â¿�Á{Ë�Ã{Z¨f�Y�{�Â»��¼
»�Y�«Ê³�ÌZÅ�¶v»�Ä]�ZÆ¿M��Y�¹Y|¯��Å�Ä¯�{�É ÁË���µÂ/°·Â»�¶/¼°»�Äf/���Á{��{�Ã� DNA �a�¥|/ÅÌ��/»�|/¿ÂÊ��|¿Â/����� �
Y�aËZÅ�¼É e�Â��Ä]��Â¯~»Ê¿Z»��Ä¯�|¿Y�Ã|��ÄfyZ��ÌÄ° DNA ¸aÌ��Y�¼ËY�a�®ËÄ �Âe�Y���¼ »Ê�,|Å{�ËÂ»�®µÂ°· 

DNA �»�{ÂmÂ]Ê½M�Ä¯�{�ÁM� DNA Y�Y{É�Ë|m�µZ�eY�¶v»�®Ë| Y�]ÉY�a�Ë{��¼Ë»��´Ê{Â���Y�/Ë�Äf/���¾ DNA 

|mË·Âe�|Ì¿�Ã|��|Ì¼Å��Ì�{Z«��Â�À Â´·Y�½YÂÀ��Ä]�{Â]�|ÅYÂy (template) Y�]É��fÀ/�� DNA Y�a��YË�{��/¼Ë��{��/´ 

�mËZÅ�Äy�q�½ZÉ| ]�É PCRZ¼¿�¶¼��,Ë|.�Y�]ZÀ]ËY�Ze�¾Ë»�¹Â¸ »�ZnÀÊÄy�q��Å�Ä¯�{Â�� PCR ��Ä/¸u�»�Ä��¶»Z�
»Ê|�Z]� .��

Î���ƶƬůźƯƽŻŚſ�Ţƃźſřƹ(Denaturation Step)���
Ï����ƶƬůźƯ�źĭŻŚƛō�ƩŚƈţř(Annealing or Hybridization Step) ���
Ð���ƶƘſƺţ�ƶƬůźƯ(Extension Step) ���
Î���ƶƬůźƯƽŻŚſ�Ţƃźſřƹ(Denaturation Step)���
�{ YËZÆ·Â°·Â»�Ä¸u�»�¾ÉY�Äf���Á{�É DNA �Â]Ì���ÓZ/]�c�Y�/u�Ä¸���{Á|/u���Ä/m�{� �f¿Z/�Ì{Y�´���|/¼Å��YË��Y|/m��´
{�³ËZÆ·Â°·Â»�Ä]�Á�Ã|ÉY�Äf���®e�É|^e�Ë»�¶Ê|¿Â��.��
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PCR step 1: denaturation 

Ï����ƶƬůźƯ�źĭŻŚƛō�ƩŚƈţř(Annealing or Hybridization Step) ���
�{ YËZ»{��ÅZ¯�Ä¸u�»�¾É»�c�Â���À¯YÁ�Ê³�ÌY�Ze�{�Ë�Ä°À�³�Z£MÅ�ZÄ]�|À¿YÂf] �Z/Æ·Â°·Â»É DNA ��Y�Äf/���®/eÉ�
aÌ|¿Â��Ã{��|¿Â��Y�]�Ã{Z¨f�Y�{�Â»�c�Y�u�Äm�{É YË»�Ä¸u�»�¾Ê��Y�|¿YÂe���f¿Z��Äm�{�Ì�Ze�{Y�´��f¿Z��Äm�{�Ì�{Y�´

¤f»Ì|�Z]��.��
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PCR step 2: annealing 



Ð���ƶƘſƺţ�ƶƬůźƯ (Extension Step) ���
�{ YË�yM�Ä¯�Ä¸u�»�¾Ë�LÄ¸u�»�¾ËÄy�q�® PCR »Ê�¿M�,|�Z]�ËºTaq ¸aÌ��Y�¼�Ä¯ DNA ¸aÌ�Y�¼É���¹ÁZ/¬»�d/�Y�

��Y�Á�c�Y�u�Ä]Ë�f¯Z]�®É§Â»�e�Ì�Â»�e�¹ZÀ]�¶ eYÂ¯MÌ�Â° Thermus aquaticus »�kY�zf�YÊ{Â�����Ã{Z¨f�Y�Z]
� 4̄Y{��YÊ eÂX¸¯Â¿Ì�e�|ÉZÆeZ¨�§��(dNTPs)Y�a�,ËÁ���{�Y���¼É DNA Y�Äf���®eÉ»�{Y|f»Y�Ê�Z/e�|Å{� DNA �Á{
Y�Äf��É|m�Ë{�Z�]�|��Y�]�¹�Ó�c�Y�u�Äm�{�ÉY�ËÄ¸u�»�¾�� f¿Z��Äm�{Ì»�{Y�´Ê�Y�Ä¯�|�Z]Ë��Y�/]�c�Y�/u�Äm�{�¾É�

�¿MËZÅ�ºÉe�Y�u�Ä]�¹ÁZ¬»�Ê {Z���Â��Ä]�Ä¯É»��Y�«�Ã{Z¨f�Y�{�Â»�Ê³�Ì»�\�ZÀ»�|¿�Ê|�Z]�.��
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PCR step 3: extension 

�Å Äy�qÉ PCR ZÆ¿ËY�e�{Y| e�½|���]Y�]�Á{�Z]�0ZfZÅ�¥{É DNA Ä¯�d�Y�ÃY�¼Å�¥|Å ]�Äy�q��Y�°e�Ä��cZ §{Ë�{Z
����Ze����Z]���Y�§Y�Ä]��nÀ»Ë¿YÂe��Ê{Y| e��{� ZÅ�¥{Y�eÉ DNA f¿��{�Á�¥|ÅÌ{�Y�ÄnË{Z DNA �»�Ä/]�¥|Å�/Ì�½Y�
Ë»�®Ì¸Ì��]Y�]�½ÂËZ ]Ì|��|ÅYÂy��f�.��
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Ƭĩ�ŭźƏƾ�ƪůřźƯ�PCR��



�ƩƺŰţ�źǀſĨǀƴĪţ���PCR���
�Y �Y�fyY�½Z»�� PCRa�Á{�,ÌÀ°e�d§��Ì°Ê�ÆmÂ/e�¶]Z«��Â��Ä]�Ã|¼��Ê�|/¿Á�� PCR Y� ���d/�Y�Ã{�/¯�sÔ/�Y���/·ÁYÌ�¾
aÌ³�Z°]�,d§��Ì�É�Á�e�ÁË¸a�lÌZÅ�Y�¼ÉÄ]�¹ÁZ¬»� |À¿Z¼Å�c�Y�u Taq ¸aÌ����Y�Ä/¯�d/�Y�Ã{Â/]��Y�/¼�/Ë��/¿M�¾Ë�Z/¿YÂe�ºÊË�

�]Y�]��{�d»ÁZ¬» �Ä¸u�»É�Z��d���YÁ�ËÀ Ê�{Á|u���f¿Z��Äm�{�Ì{�Y{�Y��{Y�´��YË¾ ½Y|] À »Ê����µZ/u��{�Ä/¯�d/�Y�
»���ZuÊ�¿M�½{Á�§Y�½Á|]�½YÂe�Ë¸a�ºÌ| ]�Ã�Ze��Y�¼ �Ä¸u�»��Å��YÉ�Z��d���YÁÄ]�ZÅ�Ä·Â·�É PCRZ»�M�,Ë� PCR 

¹Zn¿Y�Y� {Y{��»Á{Ìa�¾Ìe�Zne�LÄ �Âe�,Ã|¼��d§��ÊZÅ�Â¸]�Ée�Y�u�Ê��Ä»Z¿�]�¶]Z«�Ë�É »ÊY�Ä¯�|�Z]�Ë���Z/Å�Â/¸]�¾
Z��µZ»�e�Ä]ËZÅ�¸° (Thermal cycler) |Àf�Å�¥Á� ». ��Z/��µZ/»�e��Y�Ã{Z¨f�YË�¹Z/n¿Y��{��¸° PCR ���¥~/u�h/�Z]

Ä¸u�»Éd«Á�Á�Ã|ÀÀ¯�Äf�y� ³Ì¬f¿Y��Ä·Â·�µZ�ZÅÉ PCR ��YË�Z»�¾]�®É��Z/»�¾]�Ä]�É{�Ë��/»��/´Ê���,�{Â/���/ËY�Y��/Ë¾ 
�Â]�0Ô^«�Ä¯�ÃZ´f�{ÌZ»�M�{Ây�Ä¸Ë�Àe�Ã|ÀÀ¯��Ì��Ä»Z¿�]�Á�ºË�ÉÄ]�d�Y�Ã|�� eZ»ÂeY��Â�ÌZÆe�Y�u�®ÉY�]�Y��¹�Ó�É�

Ä¿Z³�Ä��¶uY�» PCR ·ÂeÌ»�|ÊZ¼¿�Ë¾¼��| YËZÅ�Äy�q�{Y| e�Ä°ÀÉ�¿�{�Â/»��/Ì¿��Z�/Ì�Y�/]��É�¹Z/n¿Y� PCR {�Y�Á�/Ë{Z 

DNA �Â�] eZ»ÂeYÌY��{�®Ë»��Â«Â]�ÃZ´f�{�¾Êa�Ì{|¿Â.��
Z] a�Á{Ì»�Z»�½ÂÀ¯Y��¯~·Y�©Â§�d§��Ê¿YÂe�Ì»Z¼e�ºÊLY�mY� PCR �Y�|Àe�Z^��Ä¯�Y� �§Z] PCRY�a��Â¿�Á{�,Ë����Z/Æq�,�/¼

� 4̄Y{��Â¿ÊeÂX¸¯Â¿�Ì�e�|ÉcZ¨�§� dCTP , dTTP , dATP) Á (dGTP�¿M�,Ëº Taq ¸aÌÁ��Y�¼ DNA �Â´·Y�Ä¯�
ZÅ��Á��Z]É¦¸fz»� »�kY�zf�Y�¶]Z«Ê|�Z]��|¼Å�Z]�,ËZÅ�Ä·Â·��{��´É¸a�Ê�aÁ�/a�Ì����½{Á�/§Y��Y��/a�Á��Â/¸z»�¾¸�/Ë�®

¿| »�¾£Á��Ã��«ÊZÅ��Â¸z»�t����]���Â�u�½Á|] Z»�M��z�ËZÅ�Ä·Â·�Ã|ÀÀ¯��É PCR ���d�Z/��|/Àq�c|»�Ä]�Y�
Z��µZ»�e��{ËÄ»Z¿�]��¸° �Ë�ÉZe�{Y{��Y�«�¶^«��Y�Ã|�� PCR {Â��¹Zn¿Y����Ê¿|/ »�¾/£Á��½{Á�§Y�Z]z^e��Y��/Ì���{�Ä/¿Â¼¿��

�ÃZ´f�{thermal cycler³Â¸m�Ì�É»�Ê�{Â�����ÓÂ¼ »����/���»�Ì·Á�°Ì��Ä/]��f»����À/¯YÁ�µÂ/¸v���»�Ì·Á�°Ì��/fÉ�
�»�Ä§Z�YÊ��{Â������ÉZÅ�¸°ËZ�Â»�e�Ã�Á�»Y�®·Y}��»��PCR����������������Y�Ã{Z¨f/�Y�Ä/]�É�Z/Ì¿�Ä¯�|Àf�Å���f�{��{�¡Y{��Âa�{�Z]�

¿�ZÅ��À¯YÁ��{�Ê¿| »�¾£Á�d�Ì����
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źƬĪƿŚſƺƯźţ�ƵŚĮŤſŵ�ƕřƺƳř��



�ĨǀƴĪţ�ƭŚŬƳř�ƁƹŹPCR���
ĨǀŗƺƬĩƺƳ�Ŷǀſř�ũřźŴŤſř��DNA�Śƿ�RNA����ũřźŴŤſř�Ţǀĩ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śƿ�ƹ�ƾŤƴſ��ƁƹŹ�ƹŵ�ƶŝDNA�Śƿ�RNA����

·ÁYÌ��Y�]�¹Z³�¾É����½Â»�M��Á���PCR��������������d/�Y�Ê³{Â·M�Ä]�Â°�»�ZË�Ã{Â·M�ÊÅZÌ³�¹Y|¿Y�d§Z]��Y�®ÌX¸¯Â¿�|Ì�Y�kY�zf�Y���
�������������������{Â/��Ê/»�¹Z/n¿Y�kY�zf�Y�ÉZÅ�dÌ¯��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�ZË�Á�ÊfÀ��c�Â��Ä]�ZË�¶¼��¾ËY�����������l/ËY��ÊfÀ/��ÉZÆ/�Á���Y�Ê/°Ë

���®ÌX¸¯Â¿|Ì�Y�kY�zf�Y(DNA)��,kY�zf�Y�DNA�����Á��Ä]CTAB��d/�Y�����������Ã{Y{�s�/��Ä/�Ôy�c�Â/��Ä/]�Ä/¯����
{Â��Ê»���
�� ���½{�¯�½�Á�
����¿Y�Á��ËZ»�c�Y��{�Ã|��{�y�Ê³�^³��ZË�Ê³�]�d§Z]��Y�¹�³����¶Ë�f/�Y�[Â/ÌeÁ�°Ì»�Ä]�µZ¬f�
��

�É�fÌ·�Ê¸Ì»��
�� ½{Á�§Y�����§Z]��fÌ·Á�°Ì»�CTAB� 

�� �ÉZ»{��{�É�Y|Æ´¿�Á�{Á|v»��°e�Á���Äm�{��¹�´]M�¹Z¼u�½Á�{���c|»�Ä]��Ä¬Ì«{� 

�� �c|»�Ä]�©ZeY�ÉZ»{��{��É�Y|Æ´¿��b����Ä¬Ì«{� 

�� ½{Á�§Y����¶°·Y�¶Ì»MÁ�ËY�¹�§Á�¸¯�fÌ·Á�°Ì»� 

��� ��ÂÌ¨Ë�f¿Z��g����� �c|»�Ä]��Ä¬Ì«{�� 

�� �|Ë|m�_ÂÌeÁ�°Ì»�®Ë�Ä]�ÊËÁ��µÂ¸v»�µZ¬f¿Y 

�� ½{Á�§Y���¶°·Y�¶Ì»MÁ�ËY�¹�§Á�¸¯�fÌ·Á�°Ì»� 

�� ��ÂÌ¨Ë�f¿Z��g����� c|»�Ä]��Ä¬Ì«{�� 

��� �|Ë|m�_ÂÌeÁ�°Ì»�®Ë�Ä]�ÊËÁ��µÂ¸v»�µZ¬f¿Y 

��� �¶¿ZaÁ�aÁ�ËY�½{Á�§Y(-20° C)_ÂÌeÁ�°Ì»�½|���a�Ze� 

��� �{�É�Y|Æ´¿  -20° C�c|»�Ä]�d�Z�� 

��� ��ÂÌ¨Ë�f¿Z��Y|·ZrzË��Äm�{����¹Â¿��½{Y{�[Â���ÉY�]�g����� c|»�Ä]��Ä¬Ì«{�� 

��� ÊËÁ��µÂ¸v»�¾fzË���Á{ 

��� �c|»�Ä]�©ZeY�ÉZ»{��{�É~£Z¯�µZ¼f�{�ÉÁ���]�Ä¿Á�YÁ��Â��Ä]�dÌ¸a�½{�¯�®�y��Ä¬Ì«{� 

���� ½{Á�§Y���[Â���Ze�½M�½{�¯�¶u�Á�¶Ë�f�Y���¬»�[M��fÌ·Á�°Ì»�DNA{Â��¶u�Ê»Y�M�Ä]���
��

�ƵƺŰƳ�źƟŚŝ�ŢųŚſCTAB�(Cetyl Trimethyl Lumonium Bromide)���
�������e�¹�³�Ë�����{�Y�����»�Ì¸Ê�·�Ì����f�Y���¬»�[M��fË�������Àe��Y��a�Á�Ã{�¯�¶u�¶Ì��ºpH���ZÆ¿�ºnu�,�ÊË�������/�¬»�[M�Z]�Y��
��Ä]���»�Ì¸Ê·�Ì»��fÊ¿Z���Ìº����{YÂ»��b�ËY|m�Y�������Ä/]�[M�Z/]�Y��µÂ/¸v»�ºnm�Á�Ã{�¯��Â¸z»�ºÅZ]�,�Ã{Â¼¿�½�Á�Ä¿Z³
�����Ã|¿Z����fÌ·�Ê¸Ì»����������ºÌÀ¯�Ê»�¶u�Êe�Y�u��Y{�dÀ´»��°Ì��ÉÁ��Á������b�������������Ä§Z/�Y�½M�Ä/]�Y���Ë�/e��/fÌ·�Ê/¸Ì»�

������Ä]�ÊËZÆ¿�ºnu�Ze�ºÌÀ°Ì»������|��]��fÌ·�Ê¸Ì»�����Y{|n»pH����ÉÁ��Y���ºÌÀ¯�Ê»�ºÌ�Àe�����,�§Z/]�¾ËY��Y�Ã{Z¨f�Y�½Z»���{
��|ËZ]�������{Â��Ä§Z�Y��Ì¿�µÂ¿ZeYÂfaZ¯�»�,�§Z]�ºnu��Y���ÉY�]�����§Z]��fÌ·Á�°Ì»�CTAB�,���fÌ·Á�°Ì»����µÂ¿Z/eYÂfaZ¯�»

d�Y��ZÌ¿���{Â��Ê»�Ä·�ÊËZÆ¿�µÂ¸v»�¾ËY�½Á�{�Ê³�]�ÉZÅ�Ä¿Â¼¿��b��Á����
�§Z]�ÄÌÆe�ÉY�]�¹�Ó�{YÂ» :CTAB � �

ƵŵŚƯ�ƕƺƳ� � ŹřŶƤƯ� �
CTAB 2 gr 
Nacl 8.18 gr 
EDTA-Na 0.7 gr 
PVP(polyvinyipyrrolidone) 1 gr 
Tris (100mM) 0.157 gr    

� �



�ũřźŴŤſřRNA ����ũřźŴŤºſř�Ţºǀĩ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�ƪĩ����Total RNeasy Plant Mini Kit  

(Cat. NO. 74904- 50 reaction)ƱĥŚǀĩ�Ţĩźƃ�Źŵ�ƵŶƃ�ƶŤųŚſ���
d�Y��Ë��s���Ä]�kY�zf�Y�¶uY�»��Y�ÉY�Ä�Ôy���

�� Z»�c�Y��{�½M�½{�¯�{�y�Á�Ä¿Â¼¿�½{Â¼¿�½�ÁË�Ä]�µZ¬f¿Y�Á��Ëe�½Â°·Z§��®Ì_Â��
�� ½{Á�§Y���»�Ì·Á�°Ì��§Z]��fRLTÄ¿Â¼¿��Å�LY�Y�Ä]� 

�� ½{Á�§Y�»�Ì·Á�°ÌÄ¿Â¼¿��Å�LY�Y�Ä]�µÂ¿ZeYÂfaZ¯�»��f� 

�� »�Ä]�µZ¬f¿YÌeÁ�°ÌZÆaÂÉ���»�Ì·Á�°Ì�fÉ 

�� �c|»�Ä]��°e�Á�«{�ÌÄ¬ 

��� �¹�´]M�¹Z¼u��{�½{Y{��Y�«���c|»�Ä]�Äm�{��«{�ÌÁ�Ä¬��¿Zi�ÌÄ 

�� �µÁY�½Âf��Ä]�µZ¬f¿Y�»ÌeÁ�°ÌZÆaÂÉ¯�¶yY{��{�{ÂmÂ»�²¿�¼¯��¨À]�Ìd�� 

�� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â���«{�Ì�Á{�Z]�Ä¬�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

�� Á���Z§�¾f�Y{�]ÊËe�®¼¯�Ä]�Ì�f�Y�{���`Ë»�Ä]�µZ¬f¿Y�Á�¶ÌeÁ�°ÌZÆaÂÉ���»�Ì·Á�°Ì�fÉ 

��� Á���Z§�ºnu�¦�¿�½{Á�§YÊËZa�Á�ª¸�»�¶°·Y�,Ë½M�½{�¯�db 

��� �¹Á{�½Âf��Ä]�µZ¬f¿Y�»ÌeÁ�°ÌZÆaÂÉ²¿��a��� 

��� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â��¿Zi�Ì�Á{�Z]�Ä������«{��{��Á{ÌÄ¬ 

��� ���Á{�ËZ»�¾fzË§��Y�Ã|��{���Ì�¶yY{��{�½Âf��½{Y{��Y�«�Á�¹Á{�½Âf��f¸Ë»�®ÌeÁ�°Ì�_Â��»�Ì·Á�°Ì�fÉ 

��� ��§Z]�½{Á�§YRW1»�Ä]�Ì½Y����»�Ì·Á�°Ì�f 

��� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â��¿Zi�Ì�Á{�Z]�Ä�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

���� ���Á{ËZ»�¾fzË§��Y�Ã|��{���Ì�f¸ 

��� ��§Z]�½{Á�§YRW1»�Ä]�Ì½Y����»�Ì·Á�°Ì�f 

��� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â��¿Zi�Ì�Á{�Z]�Ä�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

��� ���Á{ËZ»�¾fzË§��Y�Ã|��{���Ì�f¸ 

��� ��§Z]�½{Á�§YRPE»�Ä]�Ì½Y����»�Ì·Á�°Ì�f�Y�Ä]�Ô^«ËY�Ã{�¯�Ä§Z�Y�ª¸�»�¶°·Y��§Z]�¾Ëº��� 

��� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â��¿Zi�Ì�Á{�Z]�Ä�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

��� ���Á{�ËZ»�¾fzË§��Y�Ã|��{���Ì¸�f 

��� ��§Z]�½{Á�§YRPE»�Ä]�Ì½Y����»�Ì·Á�°Ì�f 

��� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â�«{�Ì�Á{�Z]��Ä¬�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

��� »�Ä]�µZ¬f¿YÌeÁ�°ÌZÆaÂÉ�»�Ì¸Ê·�Ì�fÉ¯��{�{ÂmÂ»�Ìd 

���� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â�«{�Ì�Á{�Z]��Ä¬�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

��� »�Ä]�µZ¬f¿YÌeÁ�°ÌZÆaÂÉ���»�Ì¸Ê·�Ì�fÉ¯��{�{ÂmÂ»�Ìd 

��� �½{Á�§Y��»�Ì·Á�°Ì��fRNease �free water� 

��� �f¿Z�Ë¨Ì�c|»�Ä]��Â�«{�Ì�Á{�Z]��Ä¬�����«{��{��Á{�ÌÄ¬ 

��� �§�Ä]�ZÅ�Ä¿Â¼¿�µZ¬f¿YË������ËZ���Äm�{�Ã{Z¨f�Y�½Z»��Ze���
��
��
��
��
��



�źƬĪƿŚſƺƯźţ�ƵŚĮŤſŵ�Ĩưĩ�ƶŝ��ĨǀŗƺƬĩƺƳ�Ŷǀſř�źǀŨĪţ(PCR)�����
�������®ÌÀ°e���Âe�½M��Ìj°e�Ä]�d]Â¿�®ÌX¸¯Â¿|Ì�Y�kY�zf�Y��Y��aPCR�Ê»��|/�����������¾/ËY��Y�|/��Ä/f¨³�Ä/¯�Ä/¿Â´¿Z¼Å

����������Y�ÉY�Ä �«��Ìj°e�ÉY�]�®ÌÀ°eDNA����Z/Ë�RNA�������������������³�Z/£M�Á{�Á�{�Y{��Y�/«��z�/»�Ê·YÂ/e�Z/]�Ä/¬�À»�Á{�¾Ì/]�Ä/¯�
����������������Äf���Á{�Ä]�ÄÌuZ¿�Á{�¾ËY��{�¶¼°»�ÉZÅ�Z]�Ê·YÂe��Y�É�Y{�Ây�]�¶Ì·{�Ä]�É|ÌeÂX¸¯Â¿DNA������¶�/f»�d/Æn·Y�¦¸fz»�

Ê»�Ã{Z¨f�Y�,|¿Â��Ê»{{�³��e��À¯YÁ�ºË�¿M���Âe��Ìj°Taq ¸aÌ�Y�¼Ê»�¹Zn¿Y�{Â�����c�Y�/u�Äm�{��ËY�§Y�Z]�Y|f]Y��{
���ÉZ»{�Ä]������Äf���Á{�{Y�´Ìf¿Z��Äm�{���ÉDNA���������|Å{�Ã�ZmY�Ä¯�ÊËZ»{�Ze��À¯YÁ��Â¸z»��b��Á��Ã|���Z]�ºÅ��Y�Â´·Y�

������Ê//»�{�//��,|À^�//r]�¥|//Å�ÉZ//Å�Ê·YÂ//e�Ä//]�Z//Å�³�Z£M{Â//���������//�Âe�,Ã|//��¶�//f»�ÉZ//Å�³�Z£M��b//�� �
DNAÌ¸a�Ê»���]�,®e��Y�¼|À]ZË����

�Ƃƴĩřƹ�ƾƬƇř�ƽřżūř�Śƿ�šŚŞǀĩźţPCR���
���¶Ë�f�Y�[M��Y�]ÉZÆ¿�ÊË�½{�¯�DH2O�Z]�Ä¯Ë�ºnu�½Y�¶¯�|��ml�Ë�Z��ml�|�Z]�� 

�� ���§Z]PCR������{�Y|¿Zf�Y��§Z]PCR���ÉÁZu�KCL���Á�TrisCl��Y��Ë���Ë¿ÂÊ�Á��pH���Y�]�Y��\�ZÀ»�É�����À/¯YÁ�PCR�
�/»�ºÅY�§Ê�|/À¯�������c�Â/��Ä/]��§Z/]10 x�fyZ/���/»�ÄÊ��{{�/³���Y�/Ë���{YÂ/»�¶»Z/���§Z/]�¾É��d/�¸£�Z/]���Z/ÅÉ���/Ë�� �

»Ê�|�Z]���Y�Y{É¸³�Ì�ÌY�]�µÁ�É´À��ÌÀÊY�Y{�Á��Z¯�ÉY�]�²¿��É�Z��{ÂÆ�»�É�DNA��{�Y{� 

�� ��®¼¿(MgCl2)����������¨u�ÉY�]�¹ÂË�ÌÀ»�ÊfÌ§��Á{�ÉZÆ¿ÂË��Â�upH���d�Y�É�Á����ZÌ�]����¸¯Ë�À»�|�/Ì�Ë����/¬¿�º
�Âf¯Z§Â¯É·Z §��{�Ì�¿M�dË�ºTaq{�Y{���

Äf°¿������d�¸£Ë³|¿�Y{�Z]��iY�½Y�{ZÊÁ��]�É·Z §�Ì���/¿M�dË�{�®/e�ºÉ�/¸aM�½Y�Ê����Z/Æ¿�µÂ�/v»��Y|/¬»�Á�{�Y{��Y�/»�ÊË�Y��
»��ÅZ¯Ê|Å{�¬f�»�Ä�]Y��Ì¼Ê]�Ì�Y�/§Y�¾Ë��d/�¸£��dNTPs�Á� MgCl2������Y|/¬»�Á�{�Y{{Â/mÁ��À/¯YÁ�µÂ/¸v»��{
�\�ZÀ»MZ]�½Ë¸¼���Â��Ä]�|ÊZ»�M��{�ËM�d�|]�ÃZ´�Ë�|���

�� ���|ÌeÂX¸¯Â¿Â^Ë��Ê�¯Y{����ZÅ�cZ¨�§�É�e(dNTPs)��������Â/¸z»�c�Â��Ä]�Ä¯Ê��������Z/]��Z/Æq��Y�A-T-C-G�����Y�Z/]��{�
{ÂmÁ�����q�ºÅ��ZÀ¯�Ze�{�Y{Ì���|¿Â��Ã|������Y�Y��¶¼°»�Äf���ÁË�|ÀÀ¯�{Zn��dntp������Z^�Y�d�¸£�Z]�ZÅ������ÉY�]��fÌ·Á�°Ì»�
��Ådntp|¿�Ì³�Ê»��Y�«�Ã{Z¨f�Y�{�Â»�� 

�� ����ºÌ¬f�»��»Â´Ì·Y��³�Z£M(forward)�����»��»Â/´Ì·Y��³�Z£M�Á�����Â/° �(revers����ÉY�Y{�����������Á�µÂ/��|/ÌeÂX¸¯Â¿�
��d//�¸£�Z//]�ÓÂ/¼ »����ÉY�//]�¶«Y|/u��Y|//¬»�¾//ËY�Á�|¿Â//��Ê//»�Ã{Z¨f/�Y��//fÌ·Á�°Ì»���d//ËZ¨¯��//Ìj°e�¶°Ì//��� �

Ê»|À¯���������������������º/¯�ÉZ/»{��{�Â/´·Y�ÉZ/Å�Äf/���Ä/]�Z/Å�³�Z£M�µZ�eY��v»�Ä]�����������Êf¿Z/��Ä/m�{��{Y�/³���ºË�/¿M� �
DNA|À¯�Ê»�dÌ·Z §�Ä]��Á���®e��Y�¼Ì¸a�� 

Äf°¿���Y�a�µÂ�Ë��]�ZÅ�¼Ì����Y�a�µÂ��Äq��Å�d�Y�ºÆ»��ZË�Z�fyY�|�Z]�|À¸]��¼Ê�/»�¶¼���e�Ê�|/À¯��Y�/]�É e��Ì/Ì��µÂ/��¾
�»�\�ZÀ»Ê�����Ä�]Y���Y�½YÂe���������¥|Å�¹Â¿���{�ZÅ�Z]�{Y| e�̄�̄�«���x2��������{�/¯�Ã{Z¨f/�Y�����Ä/¯n������Z/Å�Z]�{Y|/ e��/]Y�]�É�
�Y�]�\�ZÀ»É��»��³�Z£Y�Ê���|�Z]���YË��Y�a�Á{�¾Ë����»�¹Zn¿Y�¶¼��Á{��¼Ê���|ÀÅ{����Y�µÁYË���¿��¶v»�Ä¯�¾Ê��Z]�Ä¯�Ë�j°e�|�/Ì���Y��{Â/���
�»��z�»Ê�Z¼¿�Ë���Y�¹Á{�Á�|ÀË����j°e�cZ �«�Ã�Y|¿Y�Ä¯�¾Ì e�Y��Ã|¿Â���ÌÌ»�¾Ê|ÀÀ¯���Z]Ë��Y�a�Á{�d/�Y{�Ä/mÂe�|Ë�Y�Y{��/¼É�

{�¿�[Á}�Ä�¬¿ËY�a�|À�Z]�ºÅ�Ä]�®Ëb»Z¯���Âe���¿�{�Â»��¼Ì»�[Zzf¿Y��eÂÊ{{�³���
��� DNA��®e��Y�¼Ì¸a������À¯YÁ�¹Zn¿Y�ÉY�]�PCR������Ä]�Z^Ë�¬e�,µM�Ã|ËY������������|/�Z]�Ê/»��Z/Ì¿�ºË�¿M�¾ËY��Y�|uYÁ�����½{Á�/§Y

�����������{Â��¥|Å��Ì£�ÉZÅ�Ê·YÂe��Ìj°e�Ä]��nÀ»�d�Y�¾°¼»�Ê§Z�Y�ºË�¿M����������Ä/]�Äf�/]YÁ�É�ZX¸¯Â¿Á�³Y�dÌ·Z §�ºË�¿M�¾ËY
�dÆm��Y��Y�¼Ì¸a���Ä]���|Å{�Ê»�¹Zn¿Y��� 

�� �Â´·Y�ZË�¥|Å�Ê·YÂe����À¯YÁ��{�¥|Å�Ê·YÂe�d�¸£PCR�ÓÂ¼ »��¹�³Â¿Z¿�|u��{�������¹�³Â¿Z/¿����d/�Y���f�/]Ä�
Z»�Y�¥|Å�Ä]Ë{�Â»��]ZÀ»��Y���¿Ì��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]��ZË°ÊZÆ�Á���Y�É»�kY�zf�Y�¹Â��»�Ê{Â������

��
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ųźŝƾřżūř�Żř�ƽ�Ƃƴĩřƹ�PCR���DNA��ƺĮƫř   (Original DNA) ƫƹřǀţƺŘƬĩƺƳƺĮǀŚƷŶ��řźěƿŚƷźư���DNA 

ƬěǀŻřźư�(Taq polymerase)ƬĩƺƳ�ƹ�ţƺŘǀŚƷŶ��

��

��

��

��

��

��

��

��

��

��

Ƭĩ�ŭźƏƾ�Ƃƴĩřƹ�PCR��



���À¯YÁPCR������µÁ|m��{�Ã|���¯}�{YÂ»�ª^����Ë���Ä¿Â¼¿�½YÂÀ��Ä]��À¯YÁ�¾f§�³���¿��{�Z]��ZÅÉ���ÃY�/¼Å�Ä/]���¿�{�Â»�

�̈ À»�µ�fÀ¯Ê��d^j»�Á��Æe�Ì��Ä»Ê�{Â����,ÁZu�d^j»�|ÅZ��Ä·Â·É�DNA�Â/´·Y�ÊË����Y�Z/¯�Ô^/«�Ä/¯�d/�Y�ÊË���À/¯YÁ��{�½Y�

PCR�Ze�ÌË��d�Y�Ã|��|���ÅZ��Ä·Â·��̈ À»�|Ê���»�Â´·Y�½Á|]�Ê���|�Z]������Z/Æ¿�º/nuÊË�����À/¯YÁ�PCR��ÓÂ/¼ »�������/fÌ·Á�°Ì»�� �

Ê»�|�Z]�����©Â§�LY�mY�¹Z¼e������m�Ä]DNA���Y��{�Y|f]Ë���Ä·Â·�®mix����Á������{Z/»�µÂ/¸v»��b�É��»��{�ÌeÁ�°�/Ì_Â���Z/ÅÉ���

�¬eÌ]Ây�Ä]�Á�ºÊ{�³��Â¸z»�Ë|Ã�Á��½{Á�§Y��Y��a�»�Ì·Á�°Ì��f DNAÂ´·Y��,�ZÆ¿M�Ä]��Ë��f¿Z/��®ËÂ¯��Â¨�ÃZ/e��¹Z/n¿Y�

Á�Ã|�ÃZ´f�{��{��PCR »��Y�«�Ê³Ì|¿�����

��

ĩźţǀšŚŞ Ư�Ŝƀů�źŝ�ŹřŶƤƯǀƫƹźĪǀźŤ 

���¬»�[M��¬e��Z]�ÌÃ|��ÁÔ¯ÂeY�� ���� 

��§Z]PCR�d�¸£�Z]����]Y�]� � 

MgCl2��Ê¸Ì»���ÓÂ» �� 

��Â¸z»dNTP���»�Ì�ÓÂ»Á�° � 

�Y�¼Ì¸a�®e�ºË�¿M ��� 

�Â¸m�Ä]�Á���³�Z£M��a�Ì�ÓÂ»Â° � 

�Êf�³�]��³�Z£M��a�Ì�ÓÂ»Â° � 

 DNAÂ´·Y� ���
ZÆ¿�ºnuÊË �� 

��
ĩźţǀƩƺƬŰƯ�ŜŹŵŚƯ�ƽ�(Master mix)�Ƃƴĩřƹ�PCR�ƶƳƺưƳ�ƱřƺƴƗ�ƶŝ���

��
��
��

šŹřźů�ƶūŹŵ ƱŚƯŻ 
94° 4 min 

94° 45 second 
60° 40 second 
72° 60 second 
72° 7 min 

4° Hold 

��
ƹ�šŹřźů�ƶūŹŵ�ƵŚĮŤſŵ�ƽřźŝ�ŜſŚƴƯ�ƱŚƯŻ�PCR��ƶƳƺưƳ�ƱřƺƴƗ�ƶŝ���

��
��

30 cycles 



��
��

ŚƷ�ƵŶƳŹřŵŻŚŝƽƫŚƘƟ�ǀ�ŢPCR���
�������ZÅ�Ä¿Â¼¿��{�{ÂmÂ»�{YÂ»É�̄ �e�{ÂmÁ�|À¿Z»�Ã|¿��cY{ÂmÂ»�cÁZ¨f»�Ì¸À§�cZ^Ê£�Á�ÌZ]�Ä¯�Ã��/Ë���v/��[Z/zf¿Y�Z/]�|Ì�t

�µÂ¸v»��Y�kY�zf�Y��Á�DNA�{Â�Y|m����
���Â�ËZÅ�Ã|ÀÉ�kY�zf�Y��§Z]��{�{ÂmÂ»����kY�zf�Y�¶uY�»��{DNAÂ���Y�ËZÅ�Ã|ÀÉ£�Ì���/Ë¿ÂÊ��|/À¿Z»�triton x�Á�

twen�Á�«��»�Ã{Z¨f�Y�Ê���{Â�����Á��]�Ä¯É�PCR��³|¿�Y{��Z]��iY�Ê·Á�|¿�Y|¿�Ê�Â/��Ë�Z/Å�Ã|ÀÉ��/Ë¿ÂÊ��¶/j»�sds���|/�Ë�º
�{Á{Ì���cZ¨·Â��¶����������»�¶¼ve�¶]Z«�µÂ¸v»��{�º¯��Y|¬»�Ä]��¬§Ê���|�Z]���Y�]ZÀ]Ë���������Á�¶/À§��Y�Ã{Z¨f/�Y�Z]�¾�/Ë���Z/]�Â�/f���Z
Z]�¶°·YËY�|Ë��Y�Y��{YÂ»�¾DNA{�¯Y|m������Y|¬»��Y�]�½Y��Y�Éa�Ê��Ê»�[Â�v»�Ã|¿�Y{�Z]�¶»Z���Y�Ê�{Â�����

����¿MË�XeÁ�a�ºÌ���ZÀk������kY�zf�Y�¶uY�»��{�Ä¯�DNA����Â��{YÂ»�Z]�ÃY�¼Å�Ë�Y�]�Ã|ÀÉ��a�º�Å�Á�XeÌ��»�Ã{Z¨f�Y�¾Ê���{Â�����Ä]
��·Z §�Ã|¿�Y{�Z]�½YÂÀ�Ì��dPCR�»�Ê���|�Z]����Ë��¿Y�Y�Ë��ºtaq��Ä]�d^�¿��¾ËY���¿Y�Ë����/»��Z�/u�ºÊ����|/�Z]����Y�Á�/Ë���/¿Y�¾Ë�Z]�º�/Ë�|

��¥~uË�£�ZÌ����{Â��µZ §�����e�Z]Ì�Z»�³��Z¼ÊË�»�Ê���£�\^��½YÂe�Ì���Y�½|��µZ §��Ë��¿Y�¾Ë����Y��{�Ä¯�|��ºËZ]�c�Â��¾Ëf�Ê��|/ ]�
z¸e��YÌ�� DNAZ]��f¿Z��ºÅ�Y��½Y�¹Â§Á�¸¯�Á�¶À§ËY��{�Ä¯�{Â¼¿��Â§ÂË«Z]�c�Â��¾ÌXeÁ�a�Ã|¿Z¼Ì��ZÀk����Z/§�¶/yY{�Ä]�
¸À§Ê�Á�Ã|��{�YÁ�DNAZ»��Z§��{�Ë«Z]��Ê�»Ê�|¿Z»����
���«Z]Ì///¸À§�Ã|///¿Z¼Ê���¿�¶///À§///ÌZ]��///Ëf�Ê///v»��Y�Ì��{Â///��k�Z///y��///Ë³|///¿�Y{�Z]�Y�Ê·Z §��///]�///Ì�///¿Y�dËº� �

Taq DNA polymerase�{�Y{���Y�Ä]�Ä¯ËY��Y�¹�§Á�¸¯�Á�¶À§��Y�Ã{Z¨f�Y��Y��a��Â�À»�¾Ë{�¯�Ã{Z¨f�Y�µÂ¿ZaÁ�a�Á�����
��

řżƟřƿƫŚƘƟ�ƽŚƷ�ƵŶƴǀ�ŢPCR���
»Z»�Â§Ì�|�����

{Éf»�Ì�¯Â¨·Â��¶Ì¯�|��Y��f¼�����
f»Y�feÌ¿Â»Y�¶ÌY�¸¯�¹ÂË�|�����ó�������

¸aÊ�eYÌ¸³�¾¸Ì�µÂ°��������/�����
¸³ÌµÁ�����������������
ÂeÁË¾������������ó�������
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��



��
��

ƕřƺƳř� PCR���
f¿��Â�À¼]Ì³�ÄnÌ�É£�,�fÆ]�Ì�Y�� PCR ·Â¼ »ÊZÅ��Á��É|m�Ë|É�Y� PCR �·Z/¼mY�c�Â��Ä]�Ä¯�d�Y�Ã|��ÄWY�YÊ�
y�]�Ä]Ê��Y�»�Ã�Z�Y�ZÆ¿MÊ{Â��.��

 

Î���ƾţ�Źō�BŹō�ƾſ�ƾě (RT-PCR)(Reverse Transcriptase-PCR) ���
RT-PCR�����t����{�½���ÅZ�e�Ä ·Z�»��{��Z�u��ZÌ�]�Ê�Á��RNA|ËM�Ê»��Z¼��Ä]��������/Ìj°e�ÉY�/]��Á��¾/ËY��{

DNA�µÂ//°·Â»��Y�RNA{Â//��Ê//»�Ã{Z¨f//�Y�Â//´·Y�½YÂ//À��Ä//]�����//«YÁ��{Â//´·YÉ ·ÁY//Ì�{�Ä RT-PCRµÂ//°·Â»�, 

 RNA n¿��®eÌY�Ã�Éd�Y�������Â/¿��Y�¹Â/¿��ÉY�Y{�Ä/¯�ÊÅZÌ³�ÉY�Ë�Z¼Ì]�ÉZÆ�Á�ËÁ�ÊËZ�ZÀ��ÉY�]��f�Ì]�®ÌÀ°e�¾ËY�
RNA{Á��Ê»���Z¯�Ä]�|Àf�Å���WZn¿M��YÌÄ° DNA ¸aÌ�Y�¼ �Y�Ã{Z¨f�Y�Ä]��{Z« RNA ¼¿�Â´·Y�½YÂÀ ]Ê��Ä/¸u�»�,|�Z]�

{Ë�´ÉÄ]� PCR Ä§Z�Y d�Y�Ã|����ÊY�Ë�,Ä¸u�»�¾Y�Ä¸Ì�Á�Ä]��Ìj°e�ÉÂ´·Y�Ä]��³�Z£M�®Ë�µZ�eRNA��®/Ë��fÀ��Á�
�½M�¶¼°»�Äz�¿�¿M��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]Ë��ºË�¯��¿Y�e���ÂË�Zfb�(Reverse Transcriptase) RT �,�{Â/��Ê»��Z£M����{

��«YÁÂ´·Y��YÉ RNA½M�¶¼°»�,� cDNA (complementary DNA) �fÀ� »Ê�Â]�Á�{Â��ÌÀ°e�Ä¸�/Ì® PCR 

j°eÌ�»��Ê�Ë|]Z������fÀ��ÉY�]cDNA�e�Ê»��Ê§{Z�e�É�»Y�´Å�ÉZÅ�³�Z£M��Y�½YÂ����|/«Z§�Ä/¯�ZÆeÂË�Z¯Á�a�¹Â¿���Ìj°e�ÉY�]
�����¾Ì/¿{M�Ê¸a�ÉZÆf¿YA��|Àf�/Å������������½���Z/y�ÉZ/Å�³�Z£M��Y�Z/ËGene-specific-primer����������Â/´Ì·Y��³�Z/£M��Y�Z/Ë�Á�dt�

{�¯�Ã{Z¨f�Y���¿MË��Á�Á{��Y�Y|/f]Y��Â/° »��Y{�]�Äz�¿�º�/Ë������Z/Å�¹Z/¿�Ä/]�|/»M�d/�{�Ä/]��Á�É����(AMV.)=Avian 

Myeloblastosis Virus��Á(MMLV.)=Moloney Murine Leukemia Virus���]�Z¯��¿M�{ËZÅ�ºÉY��/Ë�¾
�Á�Á{Ë�Y�Y{��Á�É�eÓZ°�Y�Ê����Y�Ä¸¼m��Y�{Â]�Ë�Y�Ä°ÀË��¿M�¾Ë������|Àf�Å�c�Y�u�Ä]��Z�u�ZÆ¼��Y~·�¬¬v»�Ì�� /��¾Ê��/»�Ê��|/¿{�¯
Y��Ë���PCR����fz/��Z/]�Y��Ê��Z�/fyY�Á�Ì�Z/a�dÌËÀÊ���|/ÀÅ{�¹Z/n¿Y����/·ÁÊ���f¯Z/]��Y�ZÅ|/ ]�É�/u��f/�Á{�c�Y�Ê��¹Z/¿�Ä/]�� �

�§Â»�e��Â»�eÌ���Â¸Ë��®DNA�̧a�Ì��������¹Z/¿�Ä]�c�Y�u�Ä]�¹ÁZ¬»��Y�¼Tth������������Â�/u��{�Ä/¯�|/��Y|/m��/Ë��½ÂMn2+��Y�Y{É�
·Z §Ì���Y{�]�Äz�¿�dÉ����{Â]��Â° »���Y�/Ë���/¿M�¾Ë��/»�ºÊ������{�|/¿YÂe�72oC������Â�/u��{�Mn2+

����Á���Y�,�É�RNA���,�DNA�
{�Z�]���Y��b�Ë��¾Mn2+�

���������Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Y��Ã|��Ä§Z�YË����ZÆ»�®���Zy�Z]�Ã|ÀÀ¯Ì�eÔ��dÌ������¹Z/¿�Ä/]�²ÀEGTA����¥~/u�
���Y��b��Á�Ã{�¯Ë��¿M�¾Ë���Y�ºcDNAj°e�Y��½M�Ã{�¯�Ã{Z¨f�Y�d�Y�ÄfyZ��{Ây�Ä¯�Ì»��ÊZ¼¿�Ë�|��Y�]ZÀ]Ë���Ä/¿Â³�½Z/¼Å�¾
��»�Ã|ÅZ�»�Ä¯Ê���{Â��Ë��¿M�®Ë�»�ºÊ���ZÆÀe�Ä]�|¿YÂe�ÊË��Á���Y�É�RNA���,�cDNA�{�Z�]������b��Á�cDNA��Ã|/��ÄfyZ��

����iY��{Ë�¤e�®ÌÌ�����{�Ã{Z���Y��Ë��§Z]��É������½{�¯�Ä§Z�YEGTA����À°e���ÂeÌ��®PCR�j°e�Ì�»��Ê��{Â/�������Y�Ã{Z¨f/�Y
Z»{É·{�Ä]�ÓZ]�ÌY�¶ËY���{ZnË�Z�u�\mÂ»��e�dz���Ì�Z�fyY�Á�dÌ]�dÌ�f�É»�Ê�{Â������

�kY�zf�Y�¹Z³�¾Ì·ÁYRNA d�Y�Ã{Â·M�ÊÅZÌ³�ÉZÆf§Z]��Y����������kY�zf/�Y�ÉY�/]�½Â³Z/¿Â³�ÉZÆ/�Á��½Â/À¯�Z/eRNA ��Y�
ZÌ³�ÉZÆf§Z]�dÌ¼¯�Á�dÌ¨Ì¯���¿��Y�Ä¯�d�Y�Ã|��½ZÌ]�Ã{Â·M�ÊÅRNA �ºÅZ]�Äf§���Z¯�Ä]��Á���Â¿�Á�Ã|��kY�zf�Y�
�|¿�Y{�cÁZ¨e��������kY�zf�Y��Á��½{�¯�ÄÀÌÆ]��{�Ê§Z¯�½Z»��½{Y{��Z�fyY�Á��¾ËY��YRNA����{Â/]�|/ÅYÂy�|/Ì¨»��·Z/y���

�kY�zf�Y�É�Ã{Z»M�ÉZÅ�dÌ¯��Y�Y�ÌyY�¾ÌÀr¼ÅRNA eÁ�a�Ä¯�{Â��Ê»�Ã{Z¨f�Y��Ì¿�������Z/�Y��/]�kY�zf/�Y�ÉZ/Å�¶¯Â
��|//�Z]�Ê//»�cÁZ//¨f»�É{Á|//u�Z//e�Ã|¿�Z//��d¯�//�������ËZ//»�M�¹Z//n¿Y�Ä//]�¹Y|//«Y��//�¿�{�Â//»�½��kY�zf//�Y��Y��//a 

T-PCR ºÌÀ¯�Ê»����
��
��
��
��
��



��
��

�Ƃƴĩřƹ�ƪůřźƯ�Żř�ƾƬĩ�ŭźƏRT-PCRŢſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƪƿŷ�Źŵ����

�� �

��

��

��

�ƶƬůźƯÎ�řźě�ƩŚƈţř�ƿ�ŽƺĪƘƯ�źư(Revers)�ƶŤƃŹ�ƶŝ�RNAƺĮƫř���

��

��

��

źƯ�ƶƬůÏ���Ǝſƺţ�ƶŝ�ŽƺĪƘƯ�ƶưūźţ�AMV-Revers transcriptase 

��

��

��

��

�ƶƬůźƯÐ��żŤƴſ�cDNA�ƽƹŹ�Żř�RNA�ŢƸū�Źŵ���Ð��ƶŝ���Ò��

��
��
��
��
��
��
��



ƾƿŚƸƳ�ƶƬůźƯ���źǀŨĪţcDNA�Ƃƴĩřƹ�ƶƬǀſƹ�ƶŝ�ƵŶƃ�żŤƴſ�PCR��
Ä¿Â¼¿�®Ë��fÀ���¶¯ÂeÁ�a cDNA �fÀ��dÌ¯�Y�Ã{Z¨f�Y�Z]cDNA�(Thermo scientific, K1621, K1622)�� �

��
Ʃƹř�ƶƬůźƯ���ƹ�ƪƿźŤſř�ęƺǀţƹźĪǀƯ�Ĩƿ�Źŵ�źƿŻ�šŚŞǀĩźţ�Ʊŵźĩ�ƶƟŚƋř��

nuclease-freeƵŶƃ�ƶŗřŹř�źƿŵŚƤƯ�ƢǀƏ��Ųƿ�ƽƹŹ�źŝ�� �
Water RNase free                                                                                3.5 µL 

Template RNA( total RNA or poly(A) mRNA or specific RNA)           8    µL 

Primer (oligo(dT) or random hexamer or gene-specific primer )       1    µL 

��������Z ¼m�_ÂÌeÁ�°Ì»�¶yY{��{��À¯YÁ�µÂ¸v»�ºnu�����������¸°ËZ�Â»�e�ÃZ´f�{�Ä]�µZ¬f¿Y�,�fÌ·Á�°Ì»�����Äm�{�
�c|»�Ä]�{Y�´Ìf¿Z��xË�ÉÁ��Ä]�µZ¬f¿Y�Ä¸�Z§Ô]�,Ä¬Ì«{���

� �

ůźƯƭƹŵ�ƶƬ��ƵŶƃ�ƶŗřŹř�źƿŵŚƤƯ�ƢŞƏ�źƿŻ�šŚŞǀĩźţ�Ʊŵźĩ�ƶƟŚƋř 

Reaction buffer (5x)            4 µL 

dNtp(10mM)                       2 µL 

Ribolock(RNase inhibitor)   0/5 µL   

��������Z ¼m�_ÂÌeÁ�°Ì»�¶yY{��{��À¯YÁ�µÂ¸v»�ºnu������������¸°ËZ/�Â»�e�ÃZ´f�{�Ä]�µZ¬f¿Y�,��fÌ·Á�°Ì»����/m�{��Ä
�c|»�Ä]�{Y�´Ìf¿Z��Ä¬Ì«{���

� �

ƭƺſ�ƶƬůźƯ��ƵŶƃ�ƶŗřŹř�ŹřŶƤƯ�ƢŞƏ�ƮƿżƳō�Ʊŵźĩ�ƶƟŚƋř� �

Revers Transcriptase(M-MuLV) 1 µL 

��������Z ¼m�_ÂÌeÁ�°Ì»�¶yY{��{��À¯YÁ�µÂ¸v»�ºnu����fÌ·Á�°Ì»�,������¸°ËZ/�Â»�e�ÃZ´f/�{�Ä]�µZ¬f¿Y����Ä/m�{�
�c|»�Ä]�{Y�´Ìf¿Z�����b��Á�Ä¬Ì«{����c|»�Ä]�Äm�{���¬Ì«{�Ä 

��

����\Ìe�e�¾ËY�Ä]cDNA����������À¯YÁ�¹Zn¿Y�ÉY�]�Ã{Z»M�Á�Ã|���fÀ��RT-PCR�����Ã{Y{�s�/��¶/Ë}�¶/¯ÂeÁ�a�ª/^��Ä¯�d�Y�

�d�Y�Ã|�������«YÁ��{����kY�zf�Y��Y��aRNA�����fÀ��Á�cDNA��Á���Y�É����ZÅ��Á��Ä]�½M�É����¹Y|«Y�,©Â§�Ã|���¯}��Ä]����¹Z/n¿Y�

�½Â»�MPCR»�ÊÀ¯�Ìº���{Z»�µÂ¸v»�ÄÌÆe�Ä¸u�»�¾Ì·ÁYÉ�(Master mix)�d/�Y�������¶/Ë}�µÁ|/m��{�½M��Ë{Z/¬»�Ä/¯�

���d�Y�Ã|��Ã{Y{�½Z�¿�����������������ÉZÀjf/�Y�Ä/]�µÁ|/m��{�Ã|���¯}�cZ^Ì¯�e�Ê»Z¼e�¶»Z���Â¸z»�¾ËYcDNA��d/�Y������b/�� �

Master mix�������_Â/ÌeÁ�°Ì»��/Å�Ä/]�Á�Ã|/���/Ë�Âe�Z/Å�_ÂÌeÁ�°Ì»��{�ÉÁZ�»�d^�¿�Ä]�Ã|��ÄÌÆe�����Y��/fÌ·Á�°Ì»�

cDNA����������z»�ºnu�\Ìe�e�¾Ë|]�Á�Ã{�¯�Ä§Z�Y�Y��Ã|���fÀ��������_ÂÌeÁ�°Ì»��Å��{��À¯YÁ��Â¸�����|��|ÅYÂy��fÌ·Á�°Ì»���



��������Ê�z�»�Êe�Y�u�Á�Ê¿Z»��Ä»Z¿�]�ª^���b����¶Ë}�¶¯ÂeÁ�a�ª^�������ZÅ�_ÂÌeÁ�°Ì»�,ºËY�Ã{Y{��¸°ËZ�Â»�e�ÃZ´f�{�Ä]�Ä¯

ºÌÀ¯�Ê»�½Y��Y��ÃZ´f�{�Á�Ã{Y{�Y�«�ÃZ´f�{�¶yY{��{�Y�����

ĩźţǀšŚŞ Ư�Ŝƀů�źŝ�ŹřŶƤƯǀƫƹźĪǀźŤ 

PCR Buffer(10x) 2.5   µl 
Mgcl2(50 mM) 1      µl 
dntp(10 mM) 0.5    µl 
Forward Primer  10µM 1      µl 
Reverse Primer �10µM 1      µl 
Taq DNA Polymerase 0.4    µl 
cDNA 2      µl 
Water 16.6  µl 
Total  25 µl 

 

�ŶƴƿōźƟ�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�źƿŵŚƤƯ�ƹ�šŚŞǀĩźţ�ƩƹŶū RT-PCR �Material components RT-PCR� 
 

šŹřźů�ƶūŹŵ ƱŚƯŻ 
94° 5    min 

92° 75 second 
44° 30 second 
72° 80 second 
72° 20    min 

4° Hold 

�Żř�ƶƳƺưƳ�Ĩƿ�ƾƳŚƯŻ�ƹ�ƾţŹřźů�ƶƯŚƳźŝPCR����
 
 
 
 
 
 
 
 

�źƬĪƿŚſƺƯźţ�ƵŚĮŤſŵ(PCR)��
��
��
��
��

40 cycles 



Ï���ŶŤƀƳóŹō�ƾſ�ƾě� (Nested-PCR)� 

�{ YËY�§Y��Â�À¼]��Á��¾Ë�Z�u��Ìd PCR Y�a�d¨m�Á{��YË»�Ã{Z¨f�Y��¼Ê{Â����Y|f]Y �Z]ËY�a�d¨m�®Ë���{�µÁY��/¼
�µÂ�������z�»�cZ �«�,Äy�q�Ê�Y� DNA j°e�¥|ÅÌ»��Ê Ë|À]Z��µÂ�v»��b� PCR {�Ä·Â·�Ä]�¶�ZuË�´É�

Ã{Z¨f�Y�Â´·Y�½YÂÀ ]�Á�Ã|��¶¬fÀ» »Ê�Â]�Á�{Â��ÌY�a�d¨m�Ä¸ËZÅ�¼É¹Á{�Ä¸u�»�¹Á{� PCR »�¹Zn¿YÊ{Â��. 

Ð��ŤƫŚƯǀ�žĪƬĜóŹō�ƾſ�ƾě�(Multiplex-PCR)���

�{ YËY�a�d¨m�|Àq��Y��Á��¾Ë�Z�fyY��¼ÊY�]�ÉZÅ�¥|Å�É»�Ã{Z¨f�Y�¦¸fz»�Ê{Â����Y��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]Ë��½Z/°»Y��Á��¾
Z�ZÀ�ÊË|Àq�Ë¶»Z��¾ ]Ì�Z¼É��{�Ë»�Á�{�Y{�{ÂmÁ�½Z»�¼Å��Â�]�Ä¿Â¼¿�®Ê�½YÂe�ÉZÆÌ³{Â·M���°¸b/¼¯Y�� �z�/eÌ��
{Y{. 

Ñ�żƯŹōóƾſ�ƾě�Źō�(ARMS-PCR)(Amplification Refractory Mutation System-PCR) � 

�Á� ��»�MBa�Ê��Ê�M� (ARMS-PCR) Y�]Éz�e�Ì�/�ZeÂ»��Ì�Z/Å�½ÂÉ�Y�Ä/�¬¿�É��/»��Z/°]�Ê{Á�� ��d/¨m�Á{��Y�Á
Y�aË»�Ã{Z¨f�Y��¼Ê{Â����Y��{ËÄ¿Z³Y|m�Ä·Â·�Á{��{��À¯YÁ�,�Á��¾ »�¹Zn¿YÊ�Ä¯�{Â��Ë°Ê��ÁZ/u�Z/Æ¿M��Y�ÉY�a�Ë�Z/Å�¼É�
��Â¿�ZeÂ»Ì�½ÂË{�Á�Äf§ZË�´É ÁZuÉY�a�ËZÅ�¼É·Â¼ »��Â¿�Êd�Y���j°e�Är¿ZÀqÌ��ÁZ/u�Ä/·Â·��{��ÉY�a�Ë��/¼ �/�ZeÂ»Ì�½Â

Ë�{�,{Â��¹Zn¿Y�Äf§Z DNA �ZeÂ»�,¥|ÅÌj°e�Á�d�Y�Ã{Zf§Y�©Z¨eY�½ÂÌ� ÁZu�Ä·Â·��{ÉY�a�Ë·Â¼ »��¼Ê���Ã|/ÀÅ{�½Z�/¿�,
�ZeÂ»�Ä¯�d�Y�½MÌ¿ÂÊ©Z¨eY� ¿Ìd�Y�Ã{Zf¨��Y��YË»�|f»�¾Ê�½YÂe�z�e��{Ì�ZeÂ»��ÌZÅ�½ÂÉd»ÁZ¬»�|·Â»� Á�Y{ÊË��{�

�f¯Z]É�{�¯�Ã{Z¨f�Y�ZÅ.��
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�ƩƺƈŰƯ�ƵŶƷŚƄƯPCRƩĥ�ƽƹŹ����
�����Ìj°e��Y��aPCR��������������������{Y{��Y�/«�Ê/���]�{�Â/»�\/�ZÀ»�µ���{�Y��Z/Å�Ä/¿Â¼¿�É|¿Z]�ÉÂ´·Y�½YÂe�Ê»�����������Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�Y~/·

���§Â»�,|ËZ»Á�]�¹ÂË|ÌeY�Z]�É�Ì»M�²¿��Á���Z³M�µ����Â§Á�f°·Y���Ä/]��/�¿�{�Â»�Ä �«��Ìj°e��Y�½ZÀÌ¼�Y�\�¯�Á�®ÌÀ°e�dÌ¬
Ê»��Y�«��ËZ»�M�{�Â»�,Ê§Z¯�Ã�Y|¿Y{�Ì³����

ŻŹƺƟƹźŤƨƫř�ƵŚĮŤſŵ�Żř�ƵŵŚſ�ƽŚưƳ���
�������������|/�Z]�Ê/»��Y{�Z]�Ã�}�¥���Á{��{�d^j»�{Á�f°·Y�®Ë�Á�Ê¨À»�{Á�f°·Y�®Ë�,LÔy��Ìv»�®Ë�¶»Z����Â§Á�f°·Y�ÃZ´f�{��

����°Ë�f°·Y��Z]�ÉY�Y{�®ÌX¸¯Â¿�ÉZÅ|Ì�Y�|Àf�Å�Ê�������������|Àf�/Å�Ê/¨À»��Z]�ÉY�Y{�®ÌX¸¯Â¿�ÉZÅ|Ì�Y�ÉÁ��cZ¨�§�ÉZÅ�ÃÁ�³��
���Äf���¾ËY�]ZÀ]DNA������|�Z]�Ê»�Ê¨À»�Ê°Ë�f°·Y��Z]�ÉY�Y{�����������������/�«�Ê/°Ë�f°·Y�½Z/Ë�m�Êe�Z/^��Ä]�ZË�d�Y��Z]�|Ì¸¯�Êf«Á� �

��������������������Z/Ë�m�Êe�Z/^��Ä/]�Z/Ë�d�Y�Äf�]�|Ì¸¯�Ä¯�Ê¿Z»��Á�d�Y�d]Zi�Ê°Ë�f°·Y�½Y|Ì»��{���¿{�Â»�Ã�}�|�Z]�Ê»��Ê/°Ë�f°·Y�½
�����������������������½Z/Ë�m�É�Y�/«�]�Á�Ã{�/¯�d/¯�u�d^j»�{Á�f°·Y�Ä]�½|Ì���Ze��Y|]Zf��d����Z]�Á�ÊËZÆÀe�Ä]���¿{�Â»�Ã�}�|�Z]�¶�Á�

������������d�Y�d^j»�{Á�f°·Y�d¼��Ä]�Ê¨À»�{Á�f°·Y��Y�Ã�YÂ¼Å���Â§Á�f°·Y�®¿Ze��{�Ê°Ë�f°·Y���������Äf/���{�Â/»��{�\¸�»�¾ËY�Äf^·Y
DNA��������Y�©{Z��d�Y�Ê¨À»�Ê°Ë�f°·Y�Z]�ÉY�Y{�Ä¯�d�������������µÂ/°·Â»�É�Z/�Y|m��{��nÀ/��Ê¸�Y��ZÌ »�Ê°Ë�f°·Y��ve
d�ZÅ������Z°��Y�\Ë���{ÂmÁf�����d�Y��ve�ÉY�]�¹ÁZ¬»�¶»Z��®Ë�����Ä/]�Ã�}�½|Ì����e{Á��h�Z]��Z]�{ÂmÁ�Ä¯�Ê·Zu�{

�d�Y�\�«�����������������Z°��Y�\Ë���|�Z]��Á{�ÉÁ�¯�d·Zu��Y�½M�¶°��Á�|�Z]��f³��]�Ã�}�Äq�Åf�������/ve�Á�Äf�Y{�É�f�Ì]�
��f¼¯�Ê°Ë�f°·Y�d�Y�Y{�É���������\Ë�/��Á�d/�Y�Ã�}��Z/]�Á�Ã�}�Ã�Y|/¿Y�Á�¶°/��Ä/]�Äf�]YÁ�Ã�}��Å�Ê°Ë�f°·Y��ve��«YÁ�{

�������������|/�Z]��/f°Ë{�¿�ÉÁ�/¯�¶°/��Ä]�Ã�}�Äq�Å�{�Y{�cY�}�¶°��Á�Ã�Y|¿Y�Z]�ºÌ¬f�»��Z^e�Y�Ä¯�d�Y�ÊfÌ¼¯��Ì¿�Z°��Y
|¿�Y{�É�f¼¯�Z°��Y�\Ë�����
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��

��

��

�Żř�ƾƿŚưƳƤƟř�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƵŚĮŤſŵƾ 

ŻŹŚĭō�Ʃĥ�ŻŹƺƟƹźŤƨƫř�ƭŚŬƳř�ƽřźŝ�ƭŻǇ�ƪƿŚſƹ�ƹ�ŵřƺƯ���
�����§Z]�,��Z³M��{ÂaTBE���ÊÀÌ��,�Tray��������,��Z³M�µ���Â�z»�Ä¿Z��Á���������,��Â/§Á�f°·Y�Ä/Ë~¤e��/^À»�,Ê¬§Y���Â§Á�f°·Y�®¿Ze

DNAÉ�Y~³�Ä¿Â¼¿��§Z]�,�Loading dye��Ê·Â°¸»��¯�Z»�,�Ladder������/°��Á�Ã|ÅZ�/»�ÃZ´f�{�,|ËZ»Á�]�¹ÂË|ÌeY�,
�µ���Y�É�Y{�]��Á��ÂeZÀÌ»Â¸ËY��¿Y�eGel�Documentation����
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�źƟŚŝ�ƶǀƸţTBE (10 x)����
ÄÌÆe�ÉY�]��10 X�TBE����Ë{Z¬»�����¹�/³�Tris-base�,75/13����Á�®/Ë�Â]�|Ì/�Y�¹�/³������¹�/³�EDTA��{�Y��

������������Á�Ã{�¯�¶u��/�¬»�[M��fÌ·�Ê¸Ì»�pH����ÉÁ��Y������Ê/»�ºÌ/�Àe����������Y�¥��/»�¹Z/´ÀÅ�Ä/¯�d/�Y��/¯}�Ä/]�¹�Ó�ºÌ/À¯� �
)� TBE 1 X��Ê»�Ã{Z¨f�Y�{Â����

ŹřŶƤƯ ƵŵŚƯ�ƕƺƳ 

27     gr Tris-base 
75/13 gr��Boric acid 
2/13   gr EDTA 

��
�ŻŹŚĭō�Ʃĥ�ƶǀƸţÎ�����

|��{�®Ë���Z³M�µ��ÄÌÆe�ÉY�],�������Z/³M��{Â/a��Y�¹�/³�®/Ë����d¯�/�Merck����{������/fÌ·�Ê/¸Ì»��)� TBE 1 X���
�������������|»M�d�|]�Ê§Z¨��µÂ¸v»�0ZfËZÆ¿�Ze�|��¶u�c�Y�u�®¼¯�Ä]�Á�Ã|���Â¸z»����{Á|u�����Ê·Y���������^/��Ä¬Ì«{������Z/e�Ã{�/¯

��{Â��®Ày�µÂ¸v»��������Â»��Â�z»�Ä¿Z��½{�¯�Ã{Z»M�Z]��b��������������{�Y��µÂ¸v»�,�Â�z»�ÊÀÌ��ÉÁ���]�½{Y{��Y�«�Á��ZÌ¿�{�
��ÊÀÌ���������|��º°v»�Á�d¨��ÃZ´�ËZ»�M�ÉZ»{��{�Ä°Ë�Â�]�ÄfzË���k�Zy�Y��Ä¿Z��½M��Y��a����Ã|/¿Z»�ÉZ/m�]�ÉZÆ°ÅZq��Y�Á�

�Y�«�¶v»�½YÂÀ ]�|Ë{�³�Ã{Z¨f�Y�Ä¿Â¼¿�½{Y{����

ŻŹŚĭō�ŶƇŹŵ ƽŻŚſřŶū�šŹŶƣ DNA 

3 100-1000bp 

2 200- 1500bp 

1.5 300- 3000bp 

1 500 � 5000bp 

0.8 1000- 7000bp 

0.6 10 � 30kbp 

0.4 30 � 50kbp 

ƽŚƸƫƺĪƫƺƯ�ƽŻŚſřŶū�šŹŶƣ DNA  ŻŹŚĭō�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƸŤƔƬƛ�Ǝſƺţ��
�ƽŹřŸĭ�ƶƳƺưƳ�źƟŚŝ�ƶǀƸţ�Loading dye����

�������ÉZÅ�Ä¿Â¼¿�½{�¯��a�ÉY�]DNA������������z»�É�Y~³�Ä¿Â¼¿��§Z]�Z]�ZÅ�Ä¿Â¼¿�Y|f]Y�d�Y�¹�Ó�,ZÅ�®ÅZq��{���¾Ë|/]�Ze�,|¿Â���Â¸
�������µÂ¸v»�,Ê·Z´q�½|��Ä§Z�Y�Z]�Ä¸Ì�ÁDNA��������|/ËZ¼¿�[Â/���®ÅZq�Äe�Ä]�|¿YÂf]�������������ÉY�Y{��§Z/]�¾/ËY�ÉZ/Æ·Â»�§��Y�Ê/°Ë

d�Y��Ë��ÉY�mY���
�����W/V�����������������������������������������������������������µÁ��Ì¸³ 

������W/V�����������������Â¸]�¶À§�Â»Á�]�²¿�Bromo Phenol Blue 

������W/V���������������������������������µÂ¿ZÌ��¾¸ËY�Xylen Cyanol 

���Ä¿Â¼¿�Ê·Z´q��ËY�§YDNA��Ê»��§Z]��{�¾Ë�Ì�Ì¸³�{ÂmÁ�¶Ì·{�Ä]�|�Z]�������Ê/´¿��{YÂ/»�µÂ¿ZÌ/��¾/¸ËY��Á�Â¸]�¶À§Â»Á�]
Ê»���������Ê»�|Ì·Âe�Ê´¿��ÉZÅ�YÂ¿�µ���{�Ä¯�|À�Z]����������½Z�/¿�Y����Â/§Á�f°·Y�d§��/Ìa�Á�|ÀÀ¯��Ê/»����|/ÀÅ{���������YÂ/¿�d/¯�u�d��/�

Ä»���������������µ���{�µÂ¿ZÌ��¾¸ËY��²¿��Ê]M�Á�Â¸]�µÂÀ§Â»�]�ÉY���������������µÂ/°¸»�d/¯�u�d��/��µ{Z »�\Ìe�e�Ä]DNA��Z/]�
��µÂ����Á�������Ê»��Z]�d¨m���|�Z]�������������ÉZ/Æ·Â°¸»�½|��Y|m�Á���Â§Á�f°·Y�ÇÂv¿��Y�ÊÀÌ¼ze�,Ê´¿��ÉZÅ�YÂ¿�d¯�u�¶v»

DNAÊ»��´Ë|°Ë��Y��|�Z]���



�ƩƺƬŰƯ�ţř�ƭƺƿŶǀŶƿŚƯƹźŝ��
�Y|¬»�����������{�Y��|ËZ»Á�]�¹ÂË|ÌeY��{Âa��Y�¹�³��������Ê°Ë�Z/e��{�Á�Äf�/]�{�¥�/��®Ë��{�Á�Ã{�¯�¶u���¬»�[M��fÌ·�Ê¸Ì»�

�|Ë{�³�É�Y|Æ´¿�����Y|¬»��������µÂ¸v»�¾ËY��Y��fÌ·Á�°Ì»�����d�¸£�Z]mg/ml10���Ê»�Y������������ª/Ì«���/�¬»�[M��fÌ·�®Ë��{�½YÂe
������������M�²¿��ÉY�]��Â¿��Y��Á{�Á�Äf�]��{�Ê§����{�Á�Ã{�¯��É�Ì»DNA��{�¯�Ã{Z¨f�Y������kYÂ»Y��YU.V�����Ã|ÅZ�/»�ÉY�/]�DNA�

�Ã{Z¨f�Y�µ���Y�É�Y{�]��°��ÃZ´f�{�Ä¸Ì�Â]�|ËZ»Á�]�¹ÂË|ÌeY�Z]�Ã|��²¿�»Ê{Â������

ŹŹŚƧ�ƁƹŻŹƺƟƹźŤĪƫř�� 

���|Ë�Ë�]�¾·�Y�ZË���]�½Á�{�Á�Ã{�¯�½�Á�Y����Z³M��{Âa���
���TBE lox����d^�/¿�Ä/]��/�¬»�[M���Âe�d�Y���f�{��{�Ä¯�Y�������������ª/Ë���¾Ë|/]�Á�Ã{�/¯�ª/Ì«lx�TBE�Y��

|Ë�Z�]���
���Ä¿Z���Comb������ÉÁ���]�Y��ÌÀÊ¾Ì]�Ä¸�Z§�Á�|ÌÅ{��Y�«���¿{�Â»���ÌÀÊÄ¿Z��Á��Y����mm���Z/�Y�]Á�Äf§�³���¿�{�

�ÃZ´ËZm�Ä¸�Z§�¾ËYÄ¿Z��ÉÁ���]��ÌÀÊ�|ÌÀ¯�ºÌ�Àe�Y����
���TBE lx����]�ZË�¾·�Y�¶yY{�k�|»�Ä¿YÂf�Y���Âe���¿{�Â»�ºnu��Z�Y�]�Y��|ÌÅ{�½Z°e�Ê´f�ÅM�Ä]�Á�ÄfË���
�������������Á�Ã|/��¶/u�0Ô»Z/¯�½M�¶yY{��Z³M�cY�}�Ä¯�É�Â�]�|Ì¿Z�Ân]�ZË�Ã{Y{��Y�«�ÂËÁÁ�¯Z»�¶yY{��{�Y��¾·�Y�¶yY{�µÂ¸v»

{{�³�dyYÂÀ°Ë�µÂ¸v»�Á�|�Z^¿�½M�¶yY{�ÉY�Ã�}��|ÌÀ¯�{���Y����¿{�Â»�µÂ¸v»��b��Á���
����{Á|u��{���]�½Á�{�µÂ¸v»�Ä]����µL��]�¹ÂË|ÌeY��Y|ÌÀ¯�Ä§Z�Y��¸b¼����Âe�|ËZ»Á����
���{{�³�dyYÂÀ°Ë�µÂ¸v»�Á�Ã|��¶u�½M��{�0Ô»Z¯�|ËZ»Á�]�¹ÂË|ÌeY�Ze�|ÌÅ{�½Z°e�Y��µÂ¸v»���
����½Á�{�Ê»Y�M�Ä]�Y����]�½Á�{�µÂ¸v»�ÌÀÊ��{Á|u��{�Á�ÄfzË� ��«{�Ì�Ä¬{Â��Äf�]���Z³M�µ��Ze�|ÌÀ¯��^����
��������ÃY�¼Å�Ä]�Y��µ��ÌÀÊ�����«���Â§Á�f°·Y�®¿Ze�¶yY{������������������Y��eÓZ/]�Ê¼¯�Ze�Y��®¿Ze��b��Á�|ÌÀ¯�d]Zi�Y��½M�ÉZm�Á�|ÌÅ{��Y

���Âe�µ�TBE lx|ÌÀ¯��a����

��

��

��

��

��

��

��

��

ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ĨƳŚţ�ƾƴǀſ�Źŵ�Ʊō�ƲŤŴƿŹ�ƵƺŰƳ�ƹ�ŻŹŚĭō�Ʃĥ�ƶǀƸţ��

��



��ƱŵźƧ�ƱřŹ�ƶƤƿźƏ�Running Procedure�����
�����Å�LY�Y�Ä]�Ä¿Â¼¿�ÉÁZu�ÉZÆ]ÂÌe�Ä]�ml�{Á|u��{���¿{�Â»�Ä¿Â¼¿��Y��ml���YLoading Buffer�Ä§Z�Y�½M�Ä]�

�[Ây�Á�Ã{�¯Pipeting|ÌÀ¯�����
�����Å�½Á�{�cZËÂfv»��¸b¼��Ä¸Ì�Â]tube�µ���Y�d�Y��Ä]�`q�d¼���Y�®ÅZq�¶yY{�Y��run�¾Ë�yM��{�Á�|ÌÀ¯�

|ÌÀ¯�½Y��Y���¯�Z»��Ì¿�®ÅZq���
����{Á|u��{�Ê°Ë�f°·Y�½ZË�m��� �µÂ¸v»�Ze�|ÌÀ¯�¶�Á�®¿Ze�Ä]�d·ÁrunZÆ°ÅZq��Y�Ã|����Zf·Á��b��Á�{Â��k�Zy�

�¾Ì]�0Y{Á|u��Zf·Á��{�Á�|Ë�ÁM�¾ÌWZa�Y�������Ze��|ÌÅ{��Y�«�d·Á����
����0Y{Á|u��Y��a����Y��b��Á�|ÌÀ¯�k�Zy�®¿Ze��Y�Y��µ��Ä¬Ì«{��ÌÀÊ��Ì¿�{�Á�Ã{�¯�k�Zy���ÃZ´f�{�¶yY{�Gel 

Doc|ÌÅ{��Y�«����
���|Ë�Ì´]�Y��µ���°��ÃZ´f�{�¶yY{��{�µ��½{Y{�Y�«��Y��a���
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�ƵƺŰƳrun��ŵƺƫ��ŻŹŚĭō�Ʃĥ�ƽŚƷ�ĨƷŚģ�ƱƹŹŵ�ŚƷ�ƶƳƺưƳ�Ʊŵźĩ��



ƥřŵ�Ʃĥ�ƵŚĮŤſŵ�ŹŚƧ��Gel Cod�����
����Y�Y��µ���ÌÀÊ��ÃZ´f�{�¶yY{�Á�Ã{�¯�k�ZyGel Doc����Y��ÃZ´f/�{�[�{�Á�Ã{�/¯�ºÌ/�Àe�Y��µ��ÃZ´ËZm�Á�Ã{Y{��Y�«�

|Ë|À^]���
��|ÌÀ¯�ºÌ�Àe�Y��µ��¾f§�³�Y�«�¶v»��ÂfÌ¿Z»�ªË����Y�Á�Ã{�¯�¾�Á��Y���ÂfÌ¿Z»����
���Ä �Y��b��uv|¿Â��½ZËZ¼¿�ZÅ|¿Z]�Ze�Ã{�¯�¾�Á��Y�����
���|Ì¸¯�Z]���	��Á����º¯�Á�{ZË��Y���Â¿|ÌÀ¯����
����������|Ì¸¯�Y|f]Y�|���z�»�ZÅ|¿Z]�Êf«Á�save���������|/Ì¸¯��b��Á�|ÌÅ{��Z�§�Y��print������ÃZ´f/�{�ÉÁ��Y��printing���Z�/§�

|Ë�Ì´]�Y��µ���°��Á�|ÌÅ{���
����b��uv�ÃZ´f�{��Y�Y��µ��Á�Ã{�¯��Â»Zy��Ì¿�Y��ZÅ�ÃZ´f�{�¹Z¼e�Á�Ã{�¯��Â»Zy�Y��Gel Doc|ÌWZ¼¿�k�Zy����
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Ťſŵ�Żř�ƶƳƺưƳ�ĨƿƵŚĮŹřŵźŞƀĪƗ�ƽ��ħřŵ�Ʃĥ�����
�ƽźǀĭ�ƶŬǀŤƳ���

���������¯�Z»�¾ÌÀr¼Å�Á��´Ë{�ÉZÅ|¿Z]�Z]�ZÅ|¿Z]�Ä�ËZ¬»��Y)(marker����Ä¿Â¼¿�Á�normal�Ê»��������Á�{Y{��Ìz�/e�Y��cY�ÌÌ¤e�½YÂe
�������{ÂmÁ�¹|��ZË�{ÂmÁ�Êfu�ZËDNA�Y����Ì¿�����{�/¯��z�»�Y�������������ÌiP/e�Á�|/¿Z]�{Z/nËYuv������{Â/mÁ�½M�ÉÁ��DNA���d/]Zi�Y��� �

|À¯�Ê»���

� �

� �
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řƟƹźŤƨƫ�ŻŹƺƩƺƈŰƯPCR  ƪƇŚů źǀŨƨţ�Żř �ƶƘƐƣ�Ĩƿbp�ÏÑÐ �ŻŹŚĭō�Ʃĥ�ŹŵÏ ŶƇŹŵ��



�ƽŚƷŵźŝŹŚĩPCR�����

À°eÌ��®PCR�ZÅ{�]�Z¯�É��{Á|v»�Z¿�É���ZÅ�Ä�����{�É����¦¸fz»�Ë�·Â°·Â»�d�Ê�̧�Y�d¸��,�{�Y{�ÊY�ËY��»Y�¾Ë��Ä/¯�d�Y�¾

DNAÂ´·Y�É��{�Äf§���Z°]�PCR»�Y��Ê»Ze�¦¸fz»��]ZÀ»��Y�½YÂe�Ì�«�Ã{Z¨f�Y�{�Â»�Á�Ã{�¯�¾�{Y{��Y���

¸¯��Â�]Ê�PCR¸�Y��Â�À»�Á{�Ä]�Ê»��Z°]�Ê�{Á������

��±Æe�Ì�ÄÉZÅ�Äz�¿�É��Y�{| f»�Ë�½��®��

��±���]�Ê��Â�u�Ë��Â�u�¹|��ZË��{��Zy�½��®Ë�Ä �«�®DNA���

���Ê]ZË�Ä�¬¿��{�DNA��

���Ê]ZË�¦Ë{���{�DNA��

��Ê·Â°·Â»�®Ìf¿�Â¸Ì§��{���
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ƖŝŚƴƯ���
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