
Ampdirect plusを用いたリンゴ葉からのPCRプロトコル　ver. 070824

リンゴ葉20mgをつぶし、
CTAB buffer200μlを加える　
　

94℃, 10min.のインキュベート

遠心分離（1500×g,1min.）

Genomic DNA
上清を一定量採取し
2倍量の100% エタノー
ルを加える

遠心分離（6000×g, 5min.）

採取した上清の2倍量
の1/10TEに溶解する

上清を一定
量採取し、
9倍量の
1/10TEを
加える

Use for PCR

Use for PCR

上清を取り除くCTAB buffer組成
200mM　Tris-HCl（pH8.0）
　　 2M　NaCl

50mM　EDTA
　 0.2%　CTAB

0.5%　2-Mercaptoethanol

○PCR mixture(12μｌ系）

2×Ampdirect plus 　 　　　 6.0 μｌ　

Primer F (10pmol/μl)  　 0.5  μｌ

Primer R (10pmol/μl)　 0.5  μｌ

Taq polymerase (5U/μl) 0.05μｌ

SDW　　　　　　　　　　　　 　4.45μｌ

DNA template　　　　　　　　0.5 μl     

Total 　12.0μｌ

○PCRサイクル

94℃ 5min.

　　　↓

94℃ 30sec.

52~60℃ 30sec.

72℃ 50sec.

　　　↓

72℃ 7min

35 cycles

PCR コンディション

1

2

①、②どちらの方法で調整したサンプルも

PCRテンプレートとして使用可能であった。

※用いるプライマー、
アンプリコンのサイズ
によって要検討

※

PCR前のサンプル調整
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