
������� � 
 

�	
������������������������ Agarose Gel Electrophoresis 
�����������������������������������!�������� 

 
 

�	
������������������������ Agarose Gel Electrophoresis 

Agarose Gel Electrophoresis �����������	
���������������������	������	�������

�	����������	���� 	 ��������!
	"�����������
"�#$%�	�&�'������� ������ �� �������	�(&)� *+����

��$�	����"���,	����
"�#$%�	��+������ ���������-��!��	
.	�����������
"�#�����$���������$��

�"������	����� Agarose Gel Electrophoresis ����� ����������	�������/���	0���
�������	��	


��$-����������������� �
�������	�����+����'���%
'�
�	��$"��	������������ /�����������������	�

�$�� �"��$-����������
�����	�� �������������	�(&)�*+�����
�������	��	
��$-�������	����	 

 

 
      D-galactose       3,6-anhydro L-galactose  

 

��� 13 �"�#�$���$��$ Agarose 
����	 (Sambrook te al., 1989, p. 6.3) 
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1. ��	����/��$�#$ �������������	�/��$�#$�$���"��$-����������
�����	���������������	�

/��$�#$(&)� �������������/��$�#$�%%�����
� (Linear) ��$����'��"��$-���������
"�"�	������
2�2��

��%��	�/��$�#$  

2. 
'��%%����������� (Configuration) �
.��������	�/��$�#$���	������� �������������
'�
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3. ���
4�*���4��������$ 5�	�!�����	��������&
-����
4�*���4��$/��$�#$������������"

��$-����������	$�  

4. �
���$-������ 	 (Voltage) 5�	�!����
���$-������ 	���������"��$-����������
�����	 (��	


�����	���������/����6����$��/�
/�
�*���������(��
���$-������ 	����&�	"�� 5�	(�

�
���$-������ 	�'������� 

����������$-����������
�� ����	
�������"��������5�	��,	����������$-�������	�	
��������������

�5%���������"����� �!
	"�����	
�!
� 

5. %�����
4���(� ������!�����
4��2$����	
��$-����������������� %�����
4�������(���      

3 ��� �-� TEA (Tris-acetate), TBE ( Tris- borate ),  �$" TPE (Tris- phosphate) ����(��������	�

������� 0.5 ���	 (����������������-� TPE ����	��	�	
5����%�����
4����� ���������������
���	
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�	
������)+� Agarose Gel Electrophoresis 
1. ��
���  2% Agarose Gel /������6���
��������� 

-  ��� Agarose Powder       0.8  g  

-  $"$	�(� 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer   40 ml 

-  ������ 60 °C ���	
$"$	�(�������-����������  

-  ��(�����!��!4 �������(&��&�� 

2. ��
�����
-��� Agarose Electrophoresis /���
�%��
-��� ������  50 mA, 100V, �	� 20 �	��  
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3. (�� 2% Agarose Gel �����
�����	���$�(���
-��� �$������ 0.5X TBE Buffer (&�������$!��� 

4. /&$� DNA Product �����
������$���%���$ �$����3���
-��� Agarose Electrophoresis 

5. ��-���
%��$	�,	�2����$�	��(��	
$"$	� Ethidium Bromide �����
������ �	� 10 �	�� 

-  ��6���
����	
$"$	� Ethidium Bromide 

 - Ethidium Bromide      10 7l 

 - 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer   200 ml 

 - ����	(&����	��� �$�����%���(�����-� (
"������	(&�5'�2��&���/���
� ��-����	� 

Ethidium Bromide �����	
����"�
��) 

6. ��-���
%��$	�,	�2����$�	�����'��	���������5% DNA  ������
-��� Ultraviolet-visible  

 
��������������������������������!�������� 

1.  �	
��
��� 0.5X TBE Buffer 

 - Tris       5.4      g 

- Boric Acid     2.75    g 

- EDTA     0.373  g 

- ������,	�$���(&��
%    1,000  ml 

(
0.�#�
�

. ���	
.�#$, 2545) 

2.  ��������� 3 7M Primers mix (�	�
��� cyt b Bovine)  

Primer F (100 mM)   3 7l 

Primer R (100 mM)   3 7l 

���� H2O ������             100 7l  
3.  Jump Start : �����	����	�������������� SIGMA® �����������	���� !� �"�#!$���       

20 mM Tris-HCl,pH8, 100 mM KCl, 4 mM MgCl2, 0.002% Gelatin, 0.4 mM each 

dNTP(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Inert dye, Stabilizers, 0.06 unit/7l Taq DNA 

Polymerase, JumpStart Taq antibody.
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Real -time Polymerase Chain Reaction (rtPCR) 	
�  
 Nested Polymerase Chain Reaction (Nested PCR) 

 
 

Real-time PCR 
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1. DNA-binding agent: SYBR Green 	-���
#.�"/�0�
�
�� (SYBR Green) ������

�
-�!��!1�2���
��/�$ ����
�( 0� 0���	2%'�!���������$%(�"�%����
�( 0� 0��
��������������� � !� +� �
�0����
�,� PCR �
���$��(����
�������������������� ��-��
����
� !�	
������	2%'�!�������������
�0����
 PCR 3�3��$�����������	2%(*!
����
�( 0� 0�������
-�!��!1�2���
��/�$"/�0�
�
�� ���$
�(� ��
����
3�3��$��������'*+�'�!��������(����
$
�(� ���!1�2���
��/�$��������'*+���+"�� 

2. DNA hydrolysis probes 	-���
�,� DNA probes $����
����
����%� Reporter ������� 5’ 

/*�!����
���%����!1�2���
��/�$"�� �$%����
��2�� 0� +!��
��%����!������
���
�
����%� Quencher /*�!$����2%������� 3’ '�! DNA Probes ��������� � ��-������
�����
(,�����������������
�0����
�2��/%��������
� �����4 ����"/� DNA taq 

poymerase $����$� '��������"/�����	�-������*! DNA probes ����'��	2%��2%0������
��������%�00 (�����
��%������ 5’ '�! DNA probes ������0 $�'�! 5’ 

Exonuclease activity /*�!�,�#����� Quencher ���(�� Reporter � !� +� Reporter 
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���%����!1�2���
��/�$���$
�(� �"�� /��!��-������
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�������������
���%���,�#����
��%����!1�2���
��/�$"�����'*+� $
�(� �"�����'*+� 
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3. DNA hybridizing probes ��4 ���
�������'�!�� !!������
�����%� Fluorescence 

Resonance Energy Transfer (FRET) ���#.� Oligonucleotide probes 2 ��� �����*�!
$�� Donor fluorochrome ������� 3' ��������*�!$�� Acceptor fluorochrome ������� 

5’ ��-�����
�0����
 PCR #�.%�! Annealing �,�#��  Oligonucleotide probes ���� 

Hybridization � 0�������������%�00 �����-�� Oligonucleotide probes � +!��!���
����2%#���� � (#�.%�! 1-5 	2%�0�) ����
��,�#�� Donor fluorochromes �%!�� !!��"�
� ! Acceptor fluorochrome ����������
��%����!���� �"�� /*�!(�������
�������'*+�
��-������
������
��������������%�00 �,�#��������
 Hybridization ��'*+�� ����! 

Nested PCR  

  ������	��	 PCR ������ $���
��!	��-��$��!��
#��"��3�3��$ PCR ������'*+� ��	��	��+�,�
"�������4 � PCR 2 ' +�$������ primer 	2%�
� ��� primer 	2%�
�(���2%
�0���'�!�������������
'���#�5%��%�����������6����������2%���#��,�� 0�0�'�!3�3��$'�!�������� �� !(��� +��,����
3�3��$'�! PCR ' +��
�"��,� PCR ' +�$�������! ���#.� primer 	2%�����! /*�!����00#���,��
 0
�����'����7�������������6����� /*�!��2%� ��'��"�(�� primer 	2%�
� ��
�,� PCR ' +�$�������!� +�
��(�,��8���
��� 25 – 30 
�0 #���������"��3�3��$����������6�������������'���(,�������$�����
$��!��
 ��	��	��+������
�����	���"�(Sensibility) ������!'*+� 
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Cytochrome b Bovine �����������	
���� (Primers) ����	
 ��� 
Primer F :  5’-CAAGAACACTAATGACTAACATTCG-3’ 

Primer R :  5’-AAATGTTTGATGGGGCTGGA-3’ 

(Andreo et al., 2005) 

������	�����	���� 

AAAATAACGCTTAGAATAAATACAATGTATAGTATCATTATTCTTACATGGAATCTA

ACCATGACTAATGATATGAAAAACCATCGTTGTCATTCAACTACAAGAACACTAATG

ACTAACATTCGAAAGTCCCACCCACTAATAAAAATTGTAAACAATGCATTCATCGAC

CTTCCAGCCCCATCAAACATTTCATCATGATGAAATTTCGGTTCCCTCCTGGGAATCT

GCCTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACA 

 

���� 
NCBI Blast Reference Sequence: NC_001567 (14503 – 14594) 

>ref|NC_006853.1|  Bos Taurus Mitochondrion, Complete Genome, Length=16338 
�
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Cow  CAAGAACACTAATGACTAACATTCGAAAG - - - TTCCAGCCCCATCAAACATTT 

Human  C CCCA A C A- - - C CA C C    

Chicken   AT A CT A GGCAC C A- - - C CAG CATCC ACA C�� 
Dog  TCCATT GCA TTCAACT C - - - G GCT T ATA TT T CA�� 
Pig  T CCC TATC T CA CTGA - - - CTACA T G GGATCCC 
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%7�� – ��'�  �	��	��6�	  �1))	/�) 

�	�  ��7��  �8  ����  22 ��5#�	�� 2526 

���	����9:�5�  �,	�
���	
0+�=	��6��0+�=	����$	�  /
��
����,	
�
	=>
4����
	"&4                 

   �?�	
0+�=	  2544                                                                                                                   

   �,	�
���	
0+�=	����0	��
4%�.B��  

   �&	����	$������ 	&$�� �?�	
0+�=	 2551 
�


