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ＩＰＣ：kÌÍJ¢%（ＩｎｔｅｒｎａｌＰｏｓｉｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ）

犃．３　[\]^_`

Õ$ ＧＢ／Ｔ１９４９５．２()Ê]~。
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犃．５　X3

犃．５．１　de

<fº»ＰＣＲÊËz|ÍºＰＣＲ|ÕëÎ.，Ï¶­ÐÑJ(/vÒ，nÓ�¨ÔÕ1ＤＮＡÖ

×(、l¤Dº»ÂX"C(ØÙ。ＰＣＲuå~veÚâ，�Z(4ÛÜÔÝÞ(º»ÂXÜß¢Õ

ªÎ，àＰＣＲ¥v(ËÔº»á�(âãß¢ÕªÎ。bº»á�ä±6DÒÊ(åæf，º»á�

)�z|'z，çf6½è(ＰＣＲÚâÜéÓＣｔæ。

ＣｔæÔÕ1+êëìÜ(¢Üß¾íJªÎ。ºz|îx[Ë(H1f，SＣｔæÓïð"、SÍ

J"#v¦（[Ë）°ÍJ"#óË（ëìÜ）(¢ÜÓñð"ò7"#óí，ô�õö|@H1(Ｃｔ
æ，÷)SV­"#óí�ø'�H1.Ç"BC(ù¢[Ë。

ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ、３５Ｓ、ＩＰＣºcvmＰＣＲ|Õì.cfúÓ（û«ＰＣＲ）。<fº»ＰＣＲÊËÎ�
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|H1(ÁÂÃ[Ëÿ��øÓ>mÁÂÃ!"[ËÔ`6k�ＤＮＡ[Ë(iæ（３５Ｓ／̀ 6k�Â

Ã；ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ ／̀ 6k�ÂÃ）。

犃．５．２　fg

ÏÐ·"�Ò，#­(@$%Ó([ ＤＮＡ ÿ ＤＮＡ &(ó;E°jF@$，<{­>Õ^�

ＧＢ／Ｔ６６８２—２００８.v�>()Ê，6­@$%­'ＤＮＡ&��(()óü。

犃．５．２．１　３５Ｓ／ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ `6ÁÂÃÊËz|@$*。

犃．５．２．２　ＢａｓｉｃＭｉｘ�Ä+：ＤＮＡ,�&、ＰＣＲ-�+、.F/$%vÊij×7(0+。

犃．５．２．３　ＯｌｉｇｏＭｉｘ�Ä+：12B3B4ü5C、ÐÑJ/v、ＴａｑｍａｎØÙ$%vÊij×7(

0+。

犃．５．２．４　6#"#+。

犃．５．２．５　ÊË¢%+：[１％ÁÂÃ`6（３５Ｓ／ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ）(¢%ＤＮＡ。

犃．５．２．６　ＦＡＭ（３５Ｓÿ`6k�ÂÃ(º»78�¡）。

犃．５．２．７　Ｒ６Ｇ（ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ (º»78�¡）。

犃．５．２．８　Ｃｙ５（ＩＰＣ(º»78�¡）。

犃．５．２．９　ＲＯＸ（<vF�¡）。

犃．５．３　h?ij2kl

犃．５．３．１　»9�ＰＣＲ|Õ:、»9�;:<°PÕ;:=>。

犃．５．３．２　?+)（５μＬ、２０μＬ）。

犃．５．３．３　@ABC)。

犃．５．３．４　DE�FG、HIJK�FG。

犃．５．３．５　<fº»ＰＣＲL。

犃．５．３．６　H1MNG°OPG。

犃．５．３．７　Q�。

犃．５．３．８　jvõöR。

犃．５．３．９　STUÁV。

犃．５．４　TEmn

犃．５．４．１　ob2%b

Õ$ ＧＢ／Ｔ１９４９５．７()Ê]~。

犃．５．４．２　b&犇犖犃pqo2rs

Õ$ＧＢ／Ｔ１９４９５．２(÷ø°¶­�DPc�~(IvÂÃXＤＮＡ;D@$*å~ＤＮＡ;D。

犃．５．４．３　TUVW犘犆犚tuvw

<fº»ＰＣＲ|ÕëÎWXＡ．１。
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x犃．１　TUVW犘犆犚tuvw

|ÕôK

!~(H1ÜË

１ ９

ÁÂÃ|Õ `6ÐÑJ|Õ ÁÂÃ|Õ `6ÐÑJ|Õ

H1ＤＮＡ
lK;Dv
（lmYÝã）

ＤＮＡ＃１Ａ（ｄｉｌ．１） １ １ ９ ９

ＤＮＡ＃１Ａ（ｄｉｌ．２） １ １ ９ ９

ＤＮＡ＃１Ｂ（ｄｉｌ．１） １ １ ９ ９

ＤＮＡ＃１Ｂ（ｄｉｌ．２） １ １ ９ ９

6#"#1
ÁÂÃ"# ８ — ８ —

`6"# — ８ — ８

¢%
'Õ:¢% （ＮＴＣ） ２ ２ ２ ２

ÊË¢% ２ ２ ２ ２

?+Z[\] ^Ò� １ １ ２ ２

|ÕmÜ�� １７ １７ ５０ ５０

ＭａｓｔｅｒＭｉｘａ _ë` ３４０μＬ ３４０μＬ １ｍＬ １ｍＬ

ＢａｓｉｃＭｉｘ ２１２．５μＬ ２１２．５μＬ ６２５μＬｏｒ１ｔｕｂｅ ６２５μＬｏｒ１ｔｕｂｅ

ＯｌｉｇｏＭｉｘ １２７．５μＬ １２７．５μＬ ３７５μＬｏｒ１ｔｕｂｅ ３７５μＬｏｒ１ｔｕｂｅ

　　
ａ ＭａｓｔｅｒＭｉｘÍ-ＥｕｒｏｆｉｎｓＧｅｎｅＳｃａｎFG;a(µ1I，&'bvácÍÓ¨÷d!"#(#­Ü，ò(eX�

¥1(fvg)，À~2a��¥1�DPc(�~，*)S#­bh��¥1。

犃．５．４．４　TUVW犘犆犚tuyz

<fº»ＰＣＲ|ÕiÜÓ：９５℃，１０ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ；６０℃，９０ｓ；４５mÚâ。
SLiÜ)éê(cK�(ＰＣＲLÿ6ÞＰＣＲúÓëÎ(cµjk。

犃．５．５　{|;}~�

犃．５．５．１　3>{|

ＰＣＲÎ�ÿõö４m6#¡(Ｃｔæ（ｌｅｃｔｉｎ１，３５Ｓ／ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ）­Î�øüý"#óí：vý
Ó`6k�ｌｅｃｔｉｎ１ÂÃ"#óí，výÓ３５Ｓ"#óí，výÓＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ"#óí。¯±Ｃｔæ
Ôｌｇ（ëìÜ）l�'íJm<÷¼。

noéêíJm<÷¼，-<{|Ê(Ｃｔæ�øþ|H1.!æ$(ëìÜ。
ÿ３５ＳÿＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ(ëìÜÏS`6k�ｌｅｃｔｉｎ１ÂÃ(ëìÜ，�øumH1.３５Ｓÿ

ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ(P¢[Ë（％）。bhæ%ºPcë`、PcYÝã(PcH1.|Ê。
no，�ø6D«pH1.ÁÂÃ`6／̀ 6k�ｌｅｃｔｉｎ１ÂÃ(iæò�ø�%æ。

ＰＣＲó;û[DqxÁÂÃ[Ë(H1（S"#v¦ＣＲＭ 7�([D１％ ＲＲＳｏｙÿ１％ ＭＯＮ
８９７８８ＤＮＡ(H1），�H1¬Ó6#ÿÊË±¼(¢%，2r[(Õä±３０％。

Pªstác，uiv#­(ＰＣＲÚâLwx。)yＥｕｒｏｆｉｎｓＧｅｎｅＳｃａｎzDＥｘｃｅｌÜê{|X。
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犃．５．５．２　~>��

�Ë>?Óëìi，6#"#1Í¶­３５Ｓ∶ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ∶ｌｅｃｔｉｎ１(ijÓ１∶１∶１(¦Â

ＤＮＡ7�(。ÊË}~|~３５Ｓ／ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡÔｌｅｃｔｉｎ(iæ，¬Óëìi。

犃．５．５．３　��{|

�øumH1.ÁÂÃ（３５Ｓ°ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ）(P¢[Ë，­ÁÂÃ（３５Ｓ°ＡｇｒｏＢｏｒｄｅｒⅡ）(

ＤＮＡË（ëìÜ）ÏS`6k�ｌｅｃｔｉｎ１ÂÃ(ＤＮＡË（ëìÜ），ö§vmiæ。#­�ËX?，S\
ói�øÁÂÃ`6ＤＮＡ(P¢[Ë。)yＥｕｒｏｆｉｎｓＧｅｎｅＳｃａｎzDＥｘｃｅｌÜê{|X。

犃．５．５．４　yz2��*+

��iÜÕ^�S#�×：
———m<íPªÎÜ （犚２）≥０．９８；

———"#óí�Ïº－３．１≥�Ï≥－３．６�¥k，¢Õ９０％～１１０％(úÓ�Ï；
———úÓ�Ï＝（１０－１／�Ï

－１）×１００％；

———ÊË¢%（-�g�("#v¦ＣＲＭ7�¹z）(ÊË}~r[(ä±±３０％；
———'Õ:¢% （ＮＴＣ）îúÓ。

犃．５．５．５　����Iz

À~�m|ÕëÎ(z|}~��：vmÁÂÃ!"ä±４０００ëì／|Õ，�vmÁÂÃ!"ß
ÍJ}~，b)rÍ'¾¨r[，��e>�z|�ÍJÁÂÃ!"Shg。

犃．５．５．６　�=-

À~��;D(“Ａ”ÿ“Ｂ”ö'(Üê}~��Dr[，b)rÍ-ÎH1>¡(%�（ÀÊË}
~��D[Ñ）°ＤＮＡ;D�Ï(v�（À|ö(ëìÜ��D[Ñ）6��(。À~lmÊË}~
ÿ（°）ＤＮＡëìÜ��'��([Ñ，)���%¦FH1，«4;DＤＮＡ。

犃．５．５．７　b&���%��

©*��z|２KＤＮＡYÝ+ShÊÍ�D�7Ë。¬Ó�7¢%，¶­#I�ø`6k�

ｌｅｃｔｉｎ１ÂÃSïÁÂÃz|Î�.éê<{hÊ(YÝÃË：

YÝÃË＝
îYÝH1(ëìÜ
YÝH1(ëìÜ

ÿ�ø'(YÝÃËÔH1(YÝãå~i�，¤�±２０％(r[。
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