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 (Introduction)�رف 19.0
ر � رى ا� (� � آر) 

ز س �ر�ر� (Kary Mullis)� ا�� ��� �ء دان �ى ��  1983��ىىم�ر�ى
� سنىنٹ

ا� � اور �ص �ر � (DNA Fragments)� �ر � �۔ اس � و�و � �ف ڈى ا� اے �ے 
ث
ر� �

ت
ا� � � را� �ث

خخ
� ا�

آ �۔ � � آر  ٹر�� � � ا�ل � ��ت  ڈى ا� اے � � �ہ �� � �وع �� وا� ڈى ا� اے �ے � �ب ىبٹ پ�ئ ى�ئ ئ
ٹ ئ

 �ل � � �ر � ا�ا �۔�   ذرا� � ڈى ا� اے �� اور ��ت � � ا�ى

 �� �  ت ٹر�� � ��ى رے � ، �ص ڈى ا� اے �وں � در� اور �ر�د� � �� �ب
ئ
ىوو� �با��� � دا� ىكئ ��ئ

  ر�پا ا� � ا�ب �ب  � �د � � اور � ا� � � � �ز ر � رى ا� (� � آر) اس ڈو� � ا�ى
ز �د�ىآ �۔ ��ىىم�ر�ى

 � ا�ا� �اد �   � ، �ں �ت ا  ��ت ڈبر�� � ��ب � �ر � �ا � ، � � �� دا�ں � ڈى ا� اے �� � �ى � �

رك اور �با� ��� � � �
خخ
را�

خ
ر � � �۔�۔ ��، �، � آ��ى  ں � � � آر �ز

 �  � �آبب � � آر � ا�ل �� �� ڈى ا� اے � �ے � �� � � اور اس � � درآ� �� � � ا�ى
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زراء اور ا�ا� آش� ا�ب

آ �۔ � � � آر � �دى ا��ں � �� �، اس � � � ا �، اور اس � ر� � �ر � �م ��ت ت � �ج ��ت

ا �.  ��ت  �ع ا� � � و��ت

 ڈى ا� اے �  ىبٹ پ�ب ى�ب ى
ٹ آ ب آخ � ، � ا� �ف �ى ر� � ��ں � �ت �ا ��

ت
 �ص ڈى ا� اے � � � آر � �دى � ا�ى

ىكل ىك�ئ ئ
 �ئئ ا �۔ � �� در� �ارت � �� �پا� وا� رد � � ا�ى  ڈى ا�  ��ت ر ا�ى ر � ذر� �� � �� � ، � � � �ہ

ذ ��ى

را� �� �۔ � �ف ڈى ا� اے � �ى � ا�� � ، � � �
خ

�  گ ، اور ڈى ا� اے �� � ��ت
ى�خئ ئخئ


را� ، �ا� ائى

خ
 اے � �

 ا�� �س اور ىوو� �آب��� ا� � � � ا�ى ىكئ آ �۔ � آر � ��ئ  ور�� آ� � ��ت

 اس �باب �، � �ر� ذ� ا� �ؤں � �د� �ل �� �:

گ ، اور �� ، اور � ڈى ا� اے ا��ز �  � � آر � ا�ل: .１
ى�ئز ئ

ز
 ائىئ گ � � � � ، �ل �� ،

ك�ئز
ئ
���ئ

ر � �دار۔
ز  �� � ڈى ا� اے ��ىىم�ر�ى ب

ت
 �ب

زراء: � � آر � � آر � .２ دز ، ڈى ا�  ا�ج ٹ
ئ

� ا  ڈى ا� اے ، �ا�ز ، ���ٹ ىبٹ پ�ئ ى�ئ ئ
زراء � �ش ، �ل ئٹ رد � � �ورى ا�ب

ر ، اور � � ، اور �� � ان � �دار۔
ز  اے ��ىىم�ر�ى

� �� � � � � � آر رد � ا�م د� � � �� وار �� �ر � �، رد � � � � � آر �و��ل: .３

۔ گ �و�ام �� �ت
ىك�نئ ئ

 �� �ئئ

ز� � �: .４
ز ئ
ڑبر�� �  آ��  اور �اوار � � ت ر �� وا� �ا� اور ��، ��ى

ث
� � آر � �ر�د� � ��

 � رد � � ��ت � � �� � � � � �د� �ل.

گ � � �  � � آر � ا� �: � .５
سئز

ز
ئ
 اور �ئئ آ� ،  ، � �� ، ��ٹ آ � آر � �ع ا� � � ا�� ��ز

۔ رك �� ، اور ���� �ا� �ت
خخ
را�

خ
� ، �� � 

 اور ان � �� �پآ� �� � ازا�: .６ آن آنت � � �� �  � � آر ��آبت � دوران �� آ� وا� �م �ں اور ��

ا۔ را� ��ز
ز

 � �� � ازا� �� � � � �

ٹر�� ا ور � � آر � ا�ل �� �� ڈى ا� اے �وں � �� � �رت �� �� ، � اور ��ز �� � � آ� �ب

 
ت
 �۔ اس �باب � � �ر� � ان � � � �ں � � د� � �ں � � � � � �رے �ا� �ل �

آض �۔ رو� �ر �� � � �ورى ��ىآ� � اور � �ر�ں � � ��  � �ب ت
ت

 ��ں � � � آر � ��

19.1 ��(Objectives) 
 � �� �   � اس ��ب  � � � � ��ب ٹ

ن
 � �ب

  ۔��   � � آر � � �م �� وا� ا�ل � و��ت
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  آش� ��۔

 � � آر ا�م د� � � �ورى ر� � �

  ر � ا�۔ اور
ز اك ��ىىم�ر�ى  �ٹ

 ۔��   � � آر � ا� � � و��ت

 (Principle)ا�ل 19.2
ر� �ص �ف �

ت
ڑڑب�� � � � زم�ر ىى ا�ل �� وا� ��  � �

ز  ۔�ا� �� � �� درج ذ �ا ىر � �ى

 (Initialization step)�� ۔ ا�ا�1

ڈڈز � �ڑ� � � رو��� ن� در� ں� اے � �ا ى�� ڈ �
ز

� ا �۔ رد � � ��  � �با � � و�  9-1��ت

� � 94–96°C � ا �۔ ۔ � در� �ارت � �م  ��ت

 ىى ۔ ڈ2
ن
 (Denaturation step)�� ��چررىى ن

 ىى ڈ
ن
ا� �� � 30-20� در� �ارت �  C°  98-94 � ��چررىى ن

ش
 �ارت �  اے � � �ا ىڈ ��۔  �ت

ڈڈز � رو��� ناڈوں � در� �روں �
ز

� ا � اور اس � � �با ت
نب
�  بب ا� وا� � ��  ا� � �� � ز�� � دراڑ � � �ت

DNA �۔ � � ا 

 ىى ۔ ا3
ن
ى ن گى

 (Annealing step)�� �نن

  �� � اس
ى وا� � �� ئٹ پ� ى ى �پ  ىى اے �ا� � �� ڈ �ا ىڈ ٹٹ ى

ن
زا ��چررىى ن

ز ى
ز   � ر� �� ذر �ى ا �۔ � �با��ن ��ت

ر� � �ا� � ��
ت
�  

ٹ ى ٹ پ� ى ى �پ °  65-50 � � � 40-20�۔ رد � � در� �ارت � �ر �  �� � اے � �ا ىڈ ٹٹ ى

C � �  ا �۔  �ت  ��ت

 ا �م ،�   ىى �ر
ن
ى ن گى

 �۔  C°5-3ا�ل �� وا� در� �ارت �ا� � � وا� در� �ارت �  � � �نن ا � ��ت

 ىى ا
ن
ى ن گى

 ڈ �نن ر� اے � �ا ى� �،
ت
  �وع �� �

 ��سبٹ بب زم�رىى اے ��  �ا ىڈ ببلىى � �
ز   �ى

ٹ  � اور ئ آ را� آ�ت
ز ز
ى ا� پ� ى ى �پ اور �ا� �  ٹٹ ى

ا � ا ا �۔ �� ور��ڈ � � ��ت  � � �وع ��ت

  �ا�
ى ٹٹ پ� ى ى �پ ر� �ف � � ٹٹ ى

ت
ر� � � �� � �

ت
ز  �� � � � اور اس �ح اس �

ز
د� � ڑڑب� �ا� � �ى  �ىا �

 -� ت�� �درج ذ � �ا� �� �ى �� �۔ ا

 � �ڈز�� 30-18 -�� �ا ٹ
ئ

� ا  ۔ �ٹ

ا � � �  � ن) اس در� �ارت � �ر � �Tm� � در� �ارت۔ � � در� �ارت ( ندر� � ℃52-60 ��ت

ر ى ك ىى � �� ��  ىدو�ہ ا �۔ اس � �ب �ر�� � � وو�ى ا �۔ � � ا� � ��ت  ��ت
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Tm = 2(A+T) + 4(G+C)  
 ىى �ا� ا 

ن
ى ن گى

ا �� ط� در� �ارت ا� �نن  �پا� �� � دہ�ىا ۔ � ز� � ��ن دے �  ا�زت � در� �ارت ��ب

 ىى � �ار۔ ا آر �وڈ� �رم � � اور اس �ح �
ن
ى ن گى

 ىى ا � � � در� �ارت �ا� � �نن
ن
ى ن گى

روغ دے � �۔ ۔ �نن
غ

� � 

 GC  ن% � در�60-40�اد 

 � �ا� �� �ا  اور �اس ڈا�ز ۔ �، � � � ڈ�� � ى�ث

 ڈ ڈا�� �ى ا ٹ
ئ

� ا را� � � دہ�ىا�بار � ز 4� �  �ٹ زد�ہ
ز ا �� �ى �ص  � �۔ CGCGCGCG۔ �ل � �ر �، ��ن

روغ د
غ

� �   �۔ ۔ ��با��غ

 :�� � �� / �� . 

    ر � ا�ب � � �۔ 
خ  اس �� � ا�ل �� وا� در� �ارت ڈى ا� اے ��ىىم�ر�ى

 � ز�ىادہ � ز�ىادہ ��� ��  ر
ز را� � ��ئىم�ر�ى

ز ز
 اس �� �  80-75ا�   ڈ �۔  ٹ  � در�  72-68ڈ�ى � ��ى د ٹ ڈ�ى � ��ى

را
ت

ر� ا �. �ارت �ب  ر ر� ��ت

 ا�� � ىتٹ پ�ت ى�ت ى
ا � اور � ڈى ا� اے تٹ  � ڈى ا� اے ا�� � د�ىا ��ت ر � ذر� ا�ى

ذ �  اس � � دوران ، ڈى ا� اے ��ىىم�ر�ى

ا � اور  ا� ��ت
ش
ر� � �د � ڈى ا� � � � �

ت
 ا�� � ىبٹ پ�ب ى�ب ى

ٹ ر ب
ز ا �۔ ��ىىم�ر�ى ا �۔ ' � � اس  3' � 5��ت  � � ��ت

ر� � �ح اور �ف ڈى ا� اے �ے � 
ز ئ
 � ��ئىم�را� ر

ز  دو �ا� � � � � ا�ل �� وا� ڈى ا� اے ��ئىم�ر�ى ت
ت

�� � و�

راروں � / � �رف �ا � �۔ 
ز ر �ہ
ز ا۔ ز�ىادہ � ز�ىادہ در� �ارت � ، ڈى ا� اے ��ئىم�ر�ى ٹر��ز  �� � �ب

ا ��۔ اس �ح �ف ڈى ا� اے �  �ز�ر ا � ��خ
خ
ر �� �� � ا�م � ، �ص �ف ڈى ا� اے � �ار � دو� ��ت � ، �ہ

ا �۔ ٹزھ �ت  �ا �ى � �ب

رى �� � ��: 5
خ

 . آ�

آ� اس �آبت � � آ � �ت  ��ت رى � � ا�م � ا�م د�ىآ
خ

 � � وا� �� � � آر � آ� ٹز��ىا ىوو� � �ب ىكب  ��ىا �� � �م � ا�ڈ ��ب

ڈ �  74-70�۔  ٹ  � � � � �. 15-5ڈ�ى � ��ى

 � �م �ا� � � �ورى در� �ارت �� �� � اور � � آر �ا� �  ت
ت

آخ� � � � و� �  ىك�رر ئ
 �د�ر �� �ئئ ا�ى

را� �  20-30 ا �۔�بار د�ہ  �� �۔ اس � � � �ف ڈى ا� اے � �ے � �ى � �� اور � ��ت  ��ب

 � �� �رف � � �ت � �  د � در� �ارت � رد � � �� � ذ�ہ �� � ا�زت  4ا�ى ٹ ڈ�ى � ��ى

ر د� �  ).19.0(��ى
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ر  ر � رد �  19.0��ى
ز  � ا�ا�ت��ىىم�ر�ى

 

 (Materials Required)�اد  در�ر 19.3

 �� � �ا 10.  .1
2. 10 x TBE 
3. 6X � �   �ڈ�ف
 � � � �ا ىڈ �ا �ا 2.5 .4
زم�رىى اے ��  �ا ى�ق ڈ .5

ز  �ى
 2 �ا � � �ا �ا �ا 25 6 .6
 �ا� رس��رورڈ اور ر .7
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 آ�وز .8
ى �وپپ  �� ،�آر � � � � � 0.2 .9 ى ل ى ز� نن ى

ز  �ب
ز�و .10

ز پ  واور �� �ى
پ
سىى پپ ىى 

 ٹٹ
رف �� �  .11  �ب
 ۔�آر �وڈ� � �ول � � �  .12
13.   

ٹ ى ٹ پ� ى ى �پ  اے �ا ىڈ ٹٹ ى
14. kb 1 DNA �� 
 �پآ�  .15  آ�ت  ڈ�ب
ك�رر � .16

ئ
 اور �پاور � �� �ئ

 �ا� و�رسا� ا� .17
18. UV- ��ىى �ا 

ن
�رىى ن

ٹ � 

 

  

ززو �ن ين ا�۔  �ج


� 
ا� اس 

ش
ڑڑب�� ��  �  � �ف � �� � �ورت   �

 

 1 ڈى ا� اے�� 

 ڈى ا� اے  ر
ز    ��ىىم�ر�ى  �ورى � � �با�� � ڈ�ب

 �و�� ا�ڈ  ٹ
ئ

را� �� �ٹ
ف

ا� � اور وہ �� �

س 
ن
ن  ا� اے سنى  دو�ں �  ڈى   3ا��ز  � �وں

    

 2 �ا�زر�رس اور  �رورڈ 

بىببل، 
اك،  -�ر ��ل � ��اسبٹ رڈى ا� اے  � ا� ��ٹ

ز
 3 ��ىىم�ر�

ر� �ے �  ڈى ا� اے �ف  
ت
 �ورى  �  � �

.� 

    4�م ڈ ٹ
ئ

� آ  ���ٹ �ا� ڈ�ىٓآ�

ڈى ڈى اے � � ،   -�� 

                   

           

4 

  اك ر�ٹ
ز   ��ىىم�ر�ى ���  �   �  �   �ورى � �ا�

  ىٹٹ پ�ٹ ى�ٹ ى
ٹ گ ٹ

ى�نب بنب

روغ د� �  � � ابى

غ
� 

2Mn+/Mg2 +�5 آ 

را� �� ��ت �� � � اس 
ف

� 

    ر    ر

� 6 
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 (Procedure)�ر  �� 19.4
 ىر� رد � � �� � آر � � � �

خراء � �ص �ار � �ذ �ر� ا� � � بآر � � � ا�ج
ش
ا �۔ �  ��ت

 � � � � 2-1��د �اد �  � ب�  .1 ا �۔ �ىا�ت  ��ن
ك�رر � ب� .2

ئ
 �۔ ر� اے �وردن �� �� � � �ا ى�۔ اب �و�ام ڈ � ر� � �د�ر �� �ئ

3. PCR 20-35ا 
ى �

 
پ� �پ
 
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

شش ك�رر � �� 
ئ
ا �۔ �ىا�ا� � �� ا�م د �درج ذ �� �ئ  ��ت

        

  

 

 

 

 

 

 

 

ززاء                           �ار                                                       ا�ج

Template DNA/  
ى ٹٹ پ� ى ى �پ  µl 1 اے �ا ىڈ ٹٹ ى

  nM 10  ( 1 µl�رورڈ �ا� (

  nM 10  ( 1 µl�ا� ( رس�ر

 µl 5 � � � �ا ىڈ �ا �ا 2.5

 µl 5 ا� � �ا 10

 µl 5 2 �ا � � �ا �ا �ا 25

 �پآ� آن آ�ت

 31.5  µl (Double Distill Water)دو�

Taq زم�رىى اے ��  �ا ىڈ
ز ر � �ى

خ
ا� � (آ�

ش
� (� �� 0.5 µl 

� � 50 µl 

ت  در� �ارت
ت

 � و�
94°C 10 � Initial denaturation 
94°C 30 � Denaturation 
58°C 30 � Annealing 
72°C 45 � �� 
72°C 10 � �� � 
4°C - ا�د � �� 
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 (Agarose Gel Electrophoresis)و�رسا� � ز�ا 19.5
ا � اور � � ر� � � Agarose � 1 X TBEار�ز �  %0.8 .1 ر � 2 �ً� � ڈ��ت

ٹ � �� �  �ى

ا �۔ � �� �ے � ں�  ڈا� ��ت
 ا�زت �۔ � �ے � در� �ارت � �س �� � � .2
3. � � � 1X TBE  ا �۔ ا � � � � �ىا� � �� ڈا� ��ت ر � 0.8-0.5� �  � � � ��ت

ٹ او�  �ى

 �۔
ا �، اس �بات �  �ىاا�� آ� �  ں� .4  � �ن � � �� �� � �� ���ت
 � �ا �ا �۔ DNA�ر�  µl 3�  ط� �اں ا� .5
6.  �6X  � �  ا� �� � � µl 10�وڈ� �  PCR�� �دہ  µl 2�ڈ�ف

ش
� ��  PCRاور  �

ٹڑ� � 50V-100   �1-2� ( � وو� �ى � ا و�رس۔ ا��ڈ �� � � �� ) آ� �ب  � �ت

 ا�زت �۔
رو�� ڈا� �� .7  �۔ �� ى� �د � � ر� � � ) � �� ڈا�� ل(�ب
ى ا � وز�ا .8 ھ ى

ت ى � ڈڈى

رو�� �ڈ س -UV� دا�ار � اور ا�  �ب

نن
ى �ا رى

ٹ ا �۔ �ر � � � �وو�ى  ��ت

 (Result and Observations)اور ��ات  � 19.6
 ) � ۔19.2آر (�  � � � � و�رسا� � وز�ا

 

ا �) ��� �ورش � ب�� اے � �ا ىآر � � ڈ � � (� اے � �ا ىآر � � ڈ � : �19.2�   ��ت



36 
 

 � 1- 1Kbp DNA �� � 1 � �� � �� 1000-100 ،� �� � ۔bp  �  �دار  � 10�ت

 � دور (ز �� � � bp 100��۔  ر �) اور ��� � � � دہ�ىا� ز دہ�ىا� �ب
ق

ب � � ر بى
ت
�� 1000bp   � �ب

ٹزا �ا (� از � �� � �  ) � وا� ��۔� �ب
 � 2- � � آر ا 

ى �
پ�  ى �پ ز � ،� �� � �� � وا� � 1 � �ر � �دار �ا۔ � � �ى ا كنن ى

ز ئ
-300 اس � ��

400 bp �۔ �� � ن� در� �� 
 � 3- � ر � � �� � اس � � �� � � -�ول ا � � ر ��ہ ر ��ت �� �� � �  �ا ى�ا۔ اس � ��ہ

 ۔� � آ�د� �� � �ا ىر �ىا �
 � 4- ارا � �� � �ى � � ا و�رسا� -� �ول ا � � �ہ ر ��ت  �ر� اور �م ر ب�دار �ا۔ اس � ��ہ

را� �
ز ز
 ۔�م � ر� � اور ا�
 � � آر ا 

ى �
پ�  ى �پ ارے �ف � ڈ �� �  � �� �ر � د � �ى ا � 2 � � كنن ى ا � � �ہ ر ��ت اے � �ے �  �ا ى��ہ

ڑبر� د  اس �بات �  � �ى � ا � � � �۔ � �ول اور � � �ىا� �ر � � ز
ز ئ
ا � � �م ا ��� ى ��ت

�
ار�  ى�پپ�   �ٹ ر

ز ز
��

 
ى ٹٹ پ� ى ى �پ ر� � ٹٹ ى

ت
 ا ،۔ �� ں�� � � �

ى �
پ�  ى �پ ر� � � �ى ا � � كنن ى

ت
� �� � �  ا ارہ ��ت

ش
 د ا� ڑڑب�وا � اور  � �ىا� �

 
پ� �پ

 ا
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

شش  �� �، اس �  �د � ز�ا �۔ �� �د � � او� � �د �� � � ں� � � � 

ا �  � ر ��ت  ىى �ص �ا� ا � �� ���ہ
ن
ى ن گى

 ۔� � �نن
 � 3- � � ا � � �� �د � � �� �ول ر ��ت  ى�� ڈ � �پاك �۔ � آر � رد � آ�د� � ۔ اس � ��ہ

 ۔�� � ر� �رت � � آ�د� � �ر �اے � ذر �ا ىڈ � � اے � �ا
 � 4- � ا � � � � �ى ا � �ول ر ��ت را� � �آر � � �م ر � �دار �ا، � � ��ہ

ز ز
�م � ر�  اور ا�

� 

 �ا� �ا� 19.7
1.  

ى وورٹٹ گى
ز� � �ر � �(Vortexing) كسنن

ز زا� � � �ى
ز ز
ا� ا� ا � �ت را� ��ت

خ
اور �� � ا�ط � رو� � �۔ ��  �

ا �۔ �ىا� �ف � � �� � �  ��ت
را� � � � �ا ىر .2

ز ز
رف � ں� اور ا�  �� �ظ � � �ب ا را� در� �ارت � � �� ��ن

ز ز
�س ��  ا�

 ۔�
ك�رر � �� � � �اس �بات �  .3

ئ
ا �� �ىا� �م � ر� �، � �ول � � �� � �� �ئ  ۔��ن

 ۔�� � �� � � دوران �ں � ىر� � � .4
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ز 19.8
ز
د� ز � ��� �  �ى

ز  (Suggested Books for Further Readings)   � دہ  �� �ى
1. Brown TA. (2010). Gene Cloning and DNA Analysis. 6th edition. 

Blackwell Publishing, Oxford, U.K.   

2. Cappucino J and Sherman N. (2010). Microbiology: A Laboratory 

Manual. 9th edition. Pearson Education Limited.   

3. 3. Sambrook J and Russell D. (2001). Molecular Cloning-A Laboratory 

Manual. 3rd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.  

4. Wiley JM, Sherwood LM and Woolverton CJ. (2013) Prescott’s 

Microbiology. 9 th Edition. McGraw Hill International. 

5. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3rd 

edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001. Chapter 5, 

Restriction Endonucleases. 

6. Primrose SB and Twyman RM. (2006). Principles of Gene Manipulation  

and Genomics, 7th edition. Blackwell Publishing, Oxford, U.K.   

7. Sambrook J and Russell D. (2001). Molecular Cloning-A Laboratory 

Manual. 3rd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.  

8. Clark DP and Pazdernik NJ. (2009). Biotechnology: Applying the 

Genetic Revolution. Elsevier Academic Press, USA. 
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را� � ا�ل �� �� �ز� ڈ �� :18 ا��
ز ز
 ىڈ �اے / � �ا ىا�

  اے � � ا�م �ا
(Restriction Digestion of Plasmid DNA/Genomic DNA) 

زا ز  ا�� � ا�ج

 (Introduction)�رف 18.0

18.1 ��(Objectives) 

 (Pre-Lab Preparation)ىر�  �� ى� 18.2

 (Principle)ا�ل 18.3

 Agarose ��  �ىر 

 (Electrophoresis of DNA fragments)و�رس اے � �وں � ا��ا ىڈ 

 (Visualization of DNA fragments) اے � �وں � �ر�ا ىڈ 

 (Materials Required)�اد در�ر 18.4

 (Procedure) �ر �� 18.5

 (Result and Observations) اور ��ات � 18.6

 �ا� �ا� 18.7

ز 18.8
ز
د� ز  �  ��� ��ى

ز  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى

 

 (Introduction)�رف 18.0
ر  ز (Werner Arber)ور� آر�ب �ز

ز ھ�
ت ا� ل �ز

ئ
ئىئ
 ا�(Daniel Nathansu)، ڈئىئز نن

ٹ ء  1978�  ( Hamilton Smith)اور ہہىىملت

 ا�م  ۔د�ىا � �  � �� � ��ب

ى�زر �ر  رم � �ر � �پا�ى ا�و�كل�
ز ز
 � �ں � �� �� � � د�� �� ب ى

ز
زا� ��ىا � ���

ز ز
� �۔ �پا�ى � ا�

 ڈى ا� اے � رو� � اور اس �ح  ب ى
ف

ڈڈ� اور��ىا � ��بان � �� �� �. ��ىا ا� ���   ڈى ا� اے � �� ا�ى
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ذر � �� � رو� �۔
ئ
 � ذر� �� � � �پا�ى ا�و��ى نذ

ش ىس ىلئ ئ
ئئ
ھاا
ت ىئ ر � مئ ذ ى  ��� �ب

ر� � ڈى ا� اے 
ت
� �  ت

خ
را� � ذر� �ص ��

خخ
 ا� � � � �پا�ى ا� ىوو� �با��� � ا�ى ىكئ �پا�ى � ��ئ

ر
ز ز
 �� � ا�زت د� �۔ � ا� ىوو� � در�ت ىكئ رم � ، � � � ڈى ا� اے � ��ئ

ز ز
ا� ��ىا � �پا� �� وا� �ت � د�� ��

را� � � �� � � ڈ
خخ
آبر�ى �، ��ان ان ا�  ى ا� � آور �� � �� � � ا�ل �� � ، � ���ز۔ �ى

گ.اے � �ا �ى اور �� �� � � 
سئن

ن
ئ
 ا�ل �� �، �ل ��، �، اور �ئئ

را� �س � � � ر� �۔ 
ز ز
�ص ڈى ا� اے �� � �ر� �ر � د�ب اور �با��� � ا�ل �� وا� ا�

د � ٹ  اور ��ى ت
خ

ى�خر � ذر� ��  � �پا�ى ا�و�كل� پ
ئ

اب ا � اور �ٹ ر� � ��ت
ت
� �  ت

خ
ڈڈرو� �� � �� � ��


ڈ
ى�نت ا �۔ وہ تپت و�  - ��ت

 �  ر� � ا�ى
ت
اروں � �پا� ��  3' � 5�  � آ� � ��د� � ، ڈى ا� اے ' � � � �ت ٹٹ

ز ى�ئ زا� � �۔ ڈا� وئ
ز ز
� ا�

ىلكس � � �ا �� �  ئ را� � �� � و� � ہہ
ذذ
ھتپتت�ى �ىا ذر� اس �م � ا�

ٹ كى
ا �۔ اس � � �،   �ے  � � د�ىا ��ت

ت
�

 �                                           . 

 -�ل � �ر �

  بب �EcoR I  ��5'GAATTC- 3' �� � �  اورG    � در�ن � �ے Aاور ر ز ى  Sticky)�ب

Ends)  �� ۔د��ىا � �ذ� � �  � � �ا 
 
 
5'-NNNNNGAATTCNNNNN-3'5'-NNNNNG    AATTCNNNNN-3' 
 
3'-NNNNNCTTAAGNNNNN-5'3'-NNNNNCTTAA    GNNNNN-5' 
 
 

 ا بنبٹ
 بب� �(Blunt End)ى ��  ڈ ى ك ى  � وولى ت

ت
  �� � راس و� بب �SmaI �ر

ت
� 5'- CCCGGG-3'  اور � �� �C  اورG 

ز ز ى  �۔ � �ىاد� � �� ذ � ز� ن� در� �ب
 
5'-NNNNNCCCGGGNNNNN-3'5'-NNNNNCCC  GGGNNNNN-3' 
 
3'-NNNNNGGGCCCNNNNN-5'   3'-NNNNNGGG   CCCNNNNN-5' 
                                                                             

زا� � ى�پا�
ز ز
ر� � ا�ر � ��� � ا�

ٹ ا � � زا�ى  -� ��ت

  �ارتدر� 

 ار�ز  ز  آ�ئ

 � � ا�ل �ہ 

 اے � �ا ىڈ  
م
 
ى ى

 
ھ
ت �

ى  ى ل ى نن ى
ش  ��ت   ش
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18.1 ��(Objectives) 
ٹ �اس 

نٹ
آن �� � �  ��   �: � � آپ � اس ��ب

 �ا� � ��وں � ى�پا � �   ۔�و��ت

 ڈڈ

 �� � �در�ر ر اے � � ا�م � � �ا ىڈ ��مڈ  اور ؛��ت

 ۔�� ر� � ز�ا 

 

 (Pre-Lab Preparation)ىر� � � ى� 18.2
� �   �   �ء  � � � � DNA�وع �� � �،  اور ت خ

 و�رسا� �رات � �� �� � ىد��

(Electrophoresis)� � آن �� � ا��ں   � بد� ��اد اور ر ى� �م �ور �� �۔ آ� �� اور ��ب

ر �وپ � �� � � �ا �۔ �ء � �و� � � � ��  ۔ �� ��دار � اور �ہ

 Introduction to Restriction)اور �� � �رف (Restriction Enzymes)��وں �� .1

Enzymes and Digestion) 

 ��  رہ � �� � ى�پا��ىا  ��وں
خ ئ
ى ان � �م اور ��  ،�� آ�ز � � ��وں � � �� ى ك ى  � ���با� وو�ى

 � � ا�  ۔�و��ت

 ا�م  �� ��وں � �دار � زور د ى�پا� اے � �ف �� � �ا ى�ں � ڈ �� �ص � ��

 ۔�� �ر � � � ى�پا� �

 وں اور ان � ى�ر � ا�ل �� وا� �پا� �م�� � � � �  ت
خ

را� � �� ��
ف

 ۔��

 ا� � ان� �  ر �� � �ر�د� � � ا�م � ى� �پا� �و��ت
ث
اور  ،�ا در� �ارت، � � ،� ��

 � � ار�ز۔

 (Preparation of Restriction Digestion Reaction)�پا�ى �� � رد � � �رى .2

  را� ، � ، اور �پا� � � � �ب
ز ز
��ر � �و��ل � �د � �� � رد � � � �ورى ڈى ا� اے ، �پا�ى ا�

 ��۔

 �آ � � �� � �  ت ى
ف

رف � �� اور �ب   آ� � ��۔� �� � ڈى ا� اے � �� � �ب

 :�ر� د
ت
 ��و �ى �ج �ب � �پا�ى � � رد � � �ر� ذ� �ر � �
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ا� ��۔ •
ش
� �   �ب � ڈى ا� اے �� � ��ب

ا� ��. •
ش
را� � �� �ار �

ز ز
 �پا�ى � ا�

را� �� � � � �  •
ز

را� � ��� � � �� ��ت �
ز ز
ا� ��۔ا�

ش
� �   ��ب

ا� ��۔ •
ش
 �� � � �پا� �  رد � � � � �� � �ت

  � �خبر � ذر  اور � �ر � �ى ��
خ ٹ پ
ئ

�ب � � � � �م ر� � � �� � � �ب � �اد � �م �پا�

 ��۔

 دہ در�  ر
ز وں � �  2-1� �ارت � ا�� ��۔ � �م �ر � رد � � �� � �رہ �ت � � ��ى

ٹ ن
�37 

ڈ �  ٹ ا �. 65ڈ�ى � ��ى  ��ت ڈ �ت ٹ  ڈ�ى � ��ى

 (Preparation of Agarose Gel)ا�وز � � �رى .3

 ز�� ر اے � �وں � �ا ىڈ
ز  � � � TBE �ىا  TAE� ��  و���ى -0.7(�م �ر �  � ز�ا ��ب

 ۔�� ر%) �1.5

 � � ر� �پاؤڈر � � �ر � � ز�اور ا �� �م ��   �� �ت

 � � �� � گىى اے ا�ك�  �ا ىڈ
نن
ڈڈ ر (�ً، � ڈا� نٹ  ى ا �ىا  �ى ھ ى

ت ى � ڈڈى

رو�� �ڈ ا� �� � � ا�ب

ش
-50 �ً�ل � � ز�) �

ڈڈ� � ىڈ� 60   �ا �� د �ى  ۔��ت

 � ا� �� �ڈ �� � � ڈا� � � اور �� ڈا� �� �ے � �ل � � ز��� ا  ۔�� �� �ت

 س �� د 30-20 �ً� � � در� �ارت � � �ے�   ۔�� �ت

ا � .4 ا اور ��ن  (Loading and Running the Gel)� �ڈ ��ن

 � �1اور ا�  �� ر� � � و�رساX TAE  ىا� TBE � � �� � �   �ت بب � �ر � ڈوب �  �

 ��۔

 � ڈا� � اے ��ں � �ا ى�ہ ڈ  ا� � �ڈ�ن
ش
 ۔�اور آ� � � � ��

 ڈ •  ڈ �ا ى� �ہ پ  و���ر� � �� /�اے � �ا ىاے � ��ں � ��ب
پ
سىى پپ ىى 

� ا�ل ��  ٹٹ

 ۔��ڈ � � �� � � ز��� ا

ر �� � ا� �� �اس �بات �  • ا� �ؤں � در� � � �ڈ � ط� �ہ  ا�ط � � � �۔ �ىا ر�ؤ  ن� �ت

 � �100(�م �ر �  � وو� �ى � ا اور � �� �ڑ � �پاور �� �ا� و�رساV� � (ً� 30-60  �

��   � ڈا� �ىا ،�ت  �ت بب  �� �� � � � ��۔ � ٹ
ف

رب
ف

� 

 (Visualization of DNA Fragments)اے � �وں � �ر �ا ىڈ .5
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 �س  ىو�اور ا�  � �� ط� ا� � �، �� �ے � � و�رسا
ن
ى �ان رى

ٹ  ۔� ر� �وو�ى

 UV � � � �� � �� �ذا   ۔� � د�� اور �� ) �PPE��ن ( �� ��ب

 UV  س
ن
ى �ان ر ى

ٹ �  �� اے � �ے ان � �ا ى۔ ڈ�د � � رو� UV� �وں �  DNAاور  �� آن � �وو�ى

ر �ں �۔ �ظ � � �ت � �  � �ر � ��ہ

  زد�و ا�ا�ت � �� � �� ��ب
ز ر� � � ا�ل �� �� � ےا�رٹ �ن � �ىا�م  ى�ى ز � د�و �ى

ز  �ى

 ۔��

 

6. � � ���(Analysis of Result) 

 ا ى� ڈ د� � ن� � �ر�ز � � �/�اے � �ا ىڈ� � �  ز
ز ئ
 �� � � اے � �وں � ��

 ۔�� �� � ا� �

 �� ر ڈ �ر� � /�اے � �ا ىاور ڈ �� �� � �� وا� �� � �اے � �ے � ذر �ا ى� �ہ

ر � �ب ��
ز ئ
ر � ا�ل �� �� ان � ��

ز ئ
 ۔�م ��

 ر� اے � �ا ى�ہ ڈ �م
ت
 �پا� � � ��ہ �ہ  د� �� � �� وا� � ��وں � �� ىاور ا�ل �ہ

 ۔�� �� �از� � ن� �� � ن� �ن �

  �� ى ى ك ى  ۔�� ل� �د� � ا� � � ��� � �� اور � ا ��ر � چ�ر ���با� وو�ى

 � اور � از � �� .7

 ا ب  � �ا ىر� �ط � �� �م ا�ل �ہ �اد اور ر � �� ىر��ى  ۔� �� �� �� ��ب

 ا ب رار ر� � � ىر��ى
ق

ر�  ۔��ح �ف � �م � �� اور آ�ت � ا� � �ظ اور � ��ل � �ب

 �زہ � ��با
ز ئ
ا � � �� � �� ب  �ىا�ال  � �ف � ا�� � � � � ،�� � ا�د � � � � ىر��ى

ات � دور �
ش
د�

خ
ت �رات � � ى� � � دوران � � اور � ،��  ۔�د تى

 (Principle)ا�ل 18.3
ى اے ��  �ا ىڈ ى ك ى زا� ( ��� ر وو�ى

ز ز
  �ىا � د � �د � �� �� �وں � ) �Restriction Enzymeا� ا ��ت

ت  اے � �� � �ا ى�ح ڈ � ں�۔ � زا� � ��  � ��ى
ز ز
ى و� � ان ا� ى ك ى زا�  ى�۔ �پا� � ىا�ح د � رز� وو�ى

ز ز
� ا�

� � � �  ت
خ

 ا �ص �� ى پپ  ��ڑے � � 6-4� �م �ر �  �� � اے � ا� �ا ىڈ ڈ��ڈ�ب ڈڈرو�ىى ل ى

ڈ
ر� نن

ت
� 

ر� �۔ � �� �، �� �
ت
را� �

ز ز
ى اے ��  �ا ى� � ڈ ۔ ا�اور ا� �ف �� � � � �� � ا� ى ك ى �  �� ى�ر � وولى
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را � ر �ر  �ىاد�ہ
خ

آ � اور آ� ا �۔ �وں � �� � ���ت  ��ت ٹ  بب
 

Agarose � �ى ك ىى � � �م �ر � ��  � �ى ا و�رسا ٹٹ ىى مبب �اور ر ���با� وو�ى
نننن

 DNA ��� � بات�� � 

DNA � ى ك ىى �۔ �� ��  ا�ل �� � ا� �� � � د� � �� � �وں � ان   � �را�ں � آ�� � وولى
ت
� �ر �

 � ى� � اور � �
ت
 � اور اس �ح وہ ا۔ � ��ں � �را�ں � �ر� � � � � ا  ��ت ا را� � �� ��ز

ز
 �ى �� �

ا �� � �� �  ۔��ٹ
 

Agarose � �ا� � �درج ذ � و�رسا
ش
 ۔ا�ا�ت �

 

 ا� �  ىوول ىكى   ��ى �  �    �� ��

 ۔ �ر ��  � ا�روز �  ار�ز 

 

 �   ا� اے �وں  � �� ڈى ز
ز ئ
��

 � ا�و�رس ��ا� �� � 

 

 

 د� ڈا� � ا�ل �� ��  ��ب

 ڈى ا� اے � �ے � �ر ��

 

 Agarose � � �ىر 
Agarose خ ��ب  م�رىى ��  ى� �ى ا� � �-Gelidium  اورGracilaria � �� � � � ا �۔ اس  ىد��ت

  را� � agarobioseڈ��  وا� د�ہ  ( ںا�� �� �  �  �D-galactose + 3,6- anhydro-L-

galactopyranose ا)۔� � � 

ا � اور � �� �ل � �� �ے � � ا�بال � � �پاؤڈر � � � ز�ا ،�� � � ر� � ز�ا ا �  ��ت ڈا� ��ت

ا �۔ ا �ىااور ا� �س �� د ى ك ىى �� � ��  وز���ت رىى �ڑ � ��  � آ� � وو�ى
ز ئ
 � اور � م�را� ا ا �۔ � � � ��ت ت

نب
�  بب � ��  
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ر �� �� � �
خ ئ
ا�ں � ��  � � �۔ � � ار�ز � � � � وز�ا � �ت

 (Electrophoresis of DNA fragments)و�رساے � �وں � ا� �ا ىڈ 
ى �ہ ��  �رج ى ك ى ى اے ��  �ا ى� � �۔ ڈ � ا� � � � و�رس� ا� وو�ى ى ك ى اور  �� � � �رج � pH 7�ر �  � وو�ى

ر� � � �  ۔�� � �ح � � � � اے � �ا ىڈ �� ذر �ا� � ۔ ��ف �ت �� � �� � ا�ڈ � � �ب

ز �ا ىڈ .1
ز ئ
 اے � ��

2. 2 pores  ز
ز ئ
�� �agarose � �ا �۔ �ا  � � ��ت

 � اے � �ا ىڈ .3

 ا�ل �ہ وو� .4

ت  آ�ں � ا�ل �ہ � � .5
ت

�� 

ى ا .6 ھ ى
ت ى � ڈڈ ى


رو�� �ڈ ى ا�ك  � �ب گىى � ى

نن
 ��د� � ڈا� نٹ

ت  � � � � ۔ �اس � � � �� � � � ز�اے � �ے ا �ا ى�� � ڈ وو� و�� �ظ � � ��ى

ى ك ىى �ے ��  �  اور �ف �� �وں � آ�� � �� ار�ز � �� � وز�ا دہ�ىاز �ط � � � ر� وا� ن� در� وو�ى

ز وا� � � ار�ز � � وز�۔ ا� ��ر� د
ز ئ
ا� وا� �� زڑبے �ت ز �  ںو� � �

ز ئ
زڑبے �� � �DNA � � ر� � �وں

ت
 ىد �

 �۔ � �� دہ�ىاز � �ر� � � وں� � � � ��

�� �   وہ � آ� وا� ر�ن ا� �� � � اس � � ر�ن
ش
 � و�رس� � ا� � � ان � � اور � �

ا �۔ � ا�ل � � � �ا� � ��  � ��  ���ت ى ر�ن ى ك ى ى �رج �ہ ��  وزن، � وو�ى ى ك ى  � �وع � و�رس� ا� � وو�ى

رو���ے �� � � �� ��ں � ��  ل�� اور زا� � ل۔ �ل � �ر �، �ب

 (Visualization of DNA fragments)اے � �وں � �ر �ا ىڈ 
ى اے ��  �ا ىڈ ى ك ى  ��ہ � وو�ى راہ را�ت  � ان � ا� �� �� � � � � �ب  اور ر�ں � ا�ل �� �� ان �  ر�ن ا ��ت

ا �ور  داغ ��ض  �� �ىا� � � �د � �ى �۔ ا ى��ب بب آ �۔ � اے ڈا� �ا ىڈ � � � �  ے� �� �ا �ا �، ا� � آ�ت

 � ڈ ر �� � � � � � � � اے � �ا ىر�ن  � ڈ��ہ ا� � وہ � اے � �� � � �ا ى۔ وہ ر�ن
ش
� � 

ت
� � 

ى ا � ھ ى
ت ى � ڈڈى


رو�� �ڈ  � � ىو�۔ �ب ٹ

ئ
ى ا � اے � �ا ى�ر �� �، ڈ �ٹ ھ ى

ت ى � ڈڈى

ڈ ا�ك  �ڈ ٹ

ئ
رو�� ى �ب ڈىى ل ى

ٹ
ا �۔ �رو� ٹٹڈ  ��ت

 (Materials Required)در�ر�اد  18.4

1. 10X TBE buffer 
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زاء � �) 1وزن ( /ر� ز  ا�ج

 Tris base �ام 108
 (Boric Acid)ا��رك  �ام 55

40ml اى ڈى � اے(EDTA) 0.5M 
2. 5X �� ا�  %) �   )mM Tris HCl50+ ول�25�ڈ�ف

 اے �ا ىڈ � �ز� ا� .3

زا� ى�پا� .4
ز ز
 وا� ا�

ا .5
ن
 �پآ� دو�  آ�ت

را� .6 پ  �ج
ئ
سىى پپ ىى � �پاك �ت، ��و

 ٹٹ

ٹ  � و�رسا� � وز�� �، ا �پا� .7  ىى اپ، �ا��  اور �ے �ى
نن
�رىى 

ٹ زد�و اور � �
ز  �م۔ ى�ى

 

 (Procedure)�ر  �� 18.5
I. را� � ا�ل �� ��: ىاے � ا�م �پا� �ا ىڈ

ز ز
 � ا�

را� � � � ى�پا� � �با� آ� .1
ز ز
 ر� وا� ا�

ا �۔ �ىا� � ںاے اور �� � � � � � �ا ى� �ز� ڈ ا� .2  ��ت

 �۔ � �ىاد � �� ذ � � � � ر�� اب � � � � ى�پا� .3

 REACTION �زا� �) ى�� (�پا
ز ز
 ا�

 �اے  �ا ىڈ �ز                  μl5 

 Assay �10X                                      μl 2.5 

  ڈ� وا�  ڈ�ب                          µl 6.5 

 �زا� ى�پا
ز ز
 1 µl (1U/mg)                             � ا�

ا � اور � � رد � � �� � .4 و C°  37 � � � 1�  ڈا� ��ت ى
ن

ا �۔ � �� ا�  ��ت

II. و�رسا� � ز�ا: 

1. Agarose � 0.8 1٪ ار�زX TBE � � �ا �۔ � ر  ��ت



22 
 

ر � 2 �ً� � ڈ� .2
ٹ  ۔ڈا� � � �� �ے � ں� �� � � �ى

 ا�زت �۔ � �ے � در� �ارت � �س �� � � .3

4. � � � 1X TBE  ا �۔ ا � � � � �ىا� � �� ڈا� ��ت ر � 0.8-0.5� �  � � � ��ت
ٹ  او� �۔ �ى

ا �، اس �بات �  �ىا� آ� � ا� ں� .5  � �ن � � �� �� � �� ���ت

6. 5 μl � � � �  ا� � � ں�ڈ�ف
ش
ا � � � � �پا� � ٹڑ� د �ى � � ا ى��ت  آ� �ب  �۔ �� �ت

ا �۔ � �ڈ � طا� � ا� ا� �ؤں � DNA�ول  μl 10، � �ہ �ز� �� اور μl 10�ر� �  اب .7  ��ت

ڑبر� � � وو� �ى � ا و�رسا� .8  �)۔ V 100-50 � � � 2-1ا�زت � ( � آ� �

رو�� ڈا� �� .9  �۔ �� ى� �د � � ر� � � ) � �� ڈا�� ل(�ب

  �ا ى� ڈ � وز�ا .10
گىى اے سٹٹ

نننن

  �ىا� داغ د EtBR-Ethidium Bromide � ڈا�   � اور ا  UV��ت

س 
ن
ى �ان ر ى

ٹ ا �۔ �د � � �وو�ى  ��ت

 (Result and Observations)اور ��ات  � 18.6
ر� � ىد � �� ذ � ��ز� � �ر � �ى ا آ�  �۔ � �ىاد � 18.0 �ى

 

ڈڈ ڈ 18.0� 

 اے �ا ى��مڈ

زا� � � EcoRI � �ز�
ز ز
  � ى�پا� ا�� �ى ا ا� زا� � � BamHI� اور

ز ز
 �پا� ا� ۔ � � وا� ىدو

1U/mg BamHI �زا� � �� �پا
ز ز
ا � �� � � ��، درج ذ �ا�م د و�رسا� � ز�� �� اور ا ىا�  -��ت
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Well: 1            2             3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 ا�وز � � ڈى ا� اے � �ے 18.1�. 

 �۔ �� ��� � زاے � �ا ى�ر� ڈ 1 �

ڈڈ ڈ ��� اے � �ا ى�ول ڈ 2 �

ا � (��مڈ زا� �بام ا ى�پا� اس � اے � � �ا ى��ت

ز ز
ا� � آ� �� ا�

ش
�)۔  �

ا � � ر �اس �بات �  � ڈڈ ڈ � �م � ر� � �� � ���ن

رار � اور � � �ا �۔ �ا ىاور ��مڈ

ق
ر�  اے �ب

��  ��� � اس �بات � � � �� � ز� 2�۔  �� ��� �� � DNA� �ہ �ز�  HI�بام  3 �

 � �ا �۔ � �� � �ىا �دو�ں �ں � � وا� ى�پا� HI� �بام  �

 �ا� �ا� 18.7
زا� .1

ز ز
رف � ں� � � ا� ا �� �ظ � � �ب را� در� �ارت � � �� ��ن

ز ز
 ۔�س �� � ا�

2.  
ى وورٹٹ گى

ز� � �ر � � كسنن
ز زا� � � �ى

ز ز
ا� ا� ا � �ت را� ��ت

خ
 � رو� � �۔ �

ا �۔ �ىا� �ف � � �� � � �� .3  ��ت

و �� .4 ى
ن

ٹ  C°  37�  �� �م �� � � ا� ا �� � � �ى  ۔��ن

 ۔�� � �� � � دوران �ں � ىر� � � .5

 � ز � � � � ��ص � � � ے� � آ� رد .6 ت
ت

زا� � �� � ى�پا� دہ�ىا�رہ و�
ز ز
  �ىا� وا� ا� ا ��ن

 ۔��
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ز 18.8
ز
د� ز � ��� �  �ى
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زم�رىى ��  :19 ا��
ز  �� اے � �ا ىڈ �آر) � ذر � (� �ا ىر � �ى

[Amplification of DNA through Polymerase Chain Reaction (PCR)] 

ززا:  ا�� � ا�ج

 (Introduction)�رف 19.0

19.1 ��(Objectives) 

 (Principle)ا�ل 19.2

 (Materials Required)در�ر �اد  19.3

 (Procedure) �ر �� 19.4

 (Agarose Gel Electrophoresis)و�رس ا�ز ��ا 19.5

 (Result and Observations) اور ��ات � 19.6

 �ا� �ا� 19.7

ز 19.8
ز
د� ز  �  ��� ��ى

ز  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى

 

 (Introduction)�رف 19.0
ر � رى ا� (� � آر) 

ز س �ر�ر� (Kary Mullis)� ا�� ��� �ء دان �ى ��  1983��ىىم�ر�ى
� سنىنٹ

ا� � اور �ص �ر � (DNA Fragments)� �ر � �۔ اس � و�و � �ف ڈى ا� اے �ے 
ث
ر� �

ت
ا� � � را� �ث

خخ
� ا�

آ �۔ � � آر  ٹر�� � � ا�ل � ��ت  ڈى ا� اے � � �ہ �� � �وع �� وا� ڈى ا� اے �ے � �ب ىبٹ پ�ئ ى�ئ ئ
ٹ ئ

 �ل � � �ر � ا�ا �۔�   ذرا� � ڈى ا� اے �� اور ��ت � � ا�ى

 �� �  ت ٹر�� � ��ى رے � ، �ص ڈى ا� اے �وں � در� اور �ر�د� � �� �ب
ئ
ىوو� �با��� � دا� ىكئ ��ئ

  ر�پا ا� � ا�ب �ب  � �د � � اور � ا� � � � �ز ر � رى ا� (� � آر) اس ڈو� � ا�ى
ز �د�ىآ �۔ ��ىىم�ر�ى

 � ا�ا� �اد �   � ، �ں �ت ا  ��ت ڈبر�� � ��ب � �ر � �ا � ، � � �� دا�ں � ڈى ا� اے �� � �ى � �

رك اور �با� ��� � � �
خخ
را�

خ
ر � � �۔�۔ ��، �، � آ��ى  ں � � � آر �ز

 �  � �آبب � � آر � ا�ل �� �� ڈى ا� اے � �ے � �� � � اور اس � � درآ� �� � � ا�ى
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زراء اور ا�ا� آش� ا�ب

آ �۔ � � � آر � �دى ا��ں � �� �، اس � � � ا �، اور اس � ر� � �ر � �م ��ت ت � �ج ��ت

ا �.  ��ت  �ع ا� � � و��ت

 ڈى ا� اے �  ىبٹ پ�ب ى�ب ى
ٹ آ ب آخ � ، � ا� �ف �ى ر� � ��ں � �ت �ا ��

ت
 �ص ڈى ا� اے � � � آر � �دى � ا�ى

ىكل ىك�ئ ئ
 �ئئ ا �۔ � �� در� �ارت � �� �پا� وا� رد � � ا�ى  ڈى ا�  ��ت ر ا�ى ر � ذر� �� � �� � ، � � � �ہ

ذ ��ى

را� �� �۔ � �ف ڈى ا� اے � �ى � ا�� � ، � � �
خ

�  گ ، اور ڈى ا� اے �� � ��ت
ى�خئ ئخئ


را� ، �ا� ائى

خ
 اے � �

 ا�� �س اور ىوو� �آب��� ا� � � � ا�ى ىكئ آ �۔ � آر � ��ئ  ور�� آ� � ��ت

 اس �باب �، � �ر� ذ� ا� �ؤں � �د� �ل �� �:

گ ، اور �� ، اور � ڈى ا� اے ا��ز �  � � آر � ا�ل: .１
ى�ئز ئ

ز
 ائىئ گ � � � � ، �ل �� ،

ك�ئز
ئ
���ئ

ر � �دار۔
ز  �� � ڈى ا� اے ��ىىم�ر�ى ب

ت
 �ب

زراء: � � آر � � آر � .２ دز ، ڈى ا�  ا�ج ٹ
ئ

� ا  ڈى ا� اے ، �ا�ز ، ���ٹ ىبٹ پ�ئ ى�ئ ئ
زراء � �ش ، �ل ئٹ رد � � �ورى ا�ب

ر ، اور � � ، اور �� � ان � �دار۔
ز  اے ��ىىم�ر�ى

� �� � � � � � آر رد � ا�م د� � � �� وار �� �ر � �، رد � � � � � آر �و��ل: .３

۔ گ �و�ام �� �ت
ىك�نئ ئ

 �� �ئئ

ز� � �: .４
ز ئ
ڑبر�� �  آ��  اور �اوار � � ت ر �� وا� �ا� اور ��، ��ى

ث
� � آر � �ر�د� � ��

 � رد � � ��ت � � �� � � � � �د� �ل.

گ � � �  � � آر � ا� �: � .５
سئز

ز
ئ
 اور �ئئ آ� ،  ، � �� ، ��ٹ آ � آر � �ع ا� � � ا�� ��ز

۔ رك �� ، اور ���� �ا� �ت
خخ
را�

خ
� ، �� � 

 اور ان � �� �پآ� �� � ازا�: .６ آن آنت � � �� �  � � آر ��آبت � دوران �� آ� وا� �م �ں اور ��

ا۔ را� ��ز
ز

 � �� � ازا� �� � � � �

ٹر�� ا ور � � آر � ا�ل �� �� ڈى ا� اے �وں � �� � �رت �� �� ، � اور ��ز �� � � آ� �ب

 
ت
 �۔ اس �باب � � �ر� � ان � � � �ں � � د� � �ں � � � � � �رے �ا� �ل �

آض �۔ رو� �ر �� � � �ورى ��ىآ� � اور � �ر�ں � � ��  � �ب ت
ت

 ��ں � � � آر � ��

19.1 ��(Objectives) 
 � �� �   � اس ��ب  � � � � ��ب ٹ

ن
 � �ب

  ۔��   � � آر � � �م �� وا� ا�ل � و��ت
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  آش� ��۔

 � � آر ا�م د� � � �ورى ر� � �

  ر � ا�۔ اور
ز اك ��ىىم�ر�ى  �ٹ

 ۔��   � � آر � ا� � � و��ت

 (Principle)ا�ل 19.2
ر� �ص �ف �

ت
ڑڑب�� � � � زم�ر ىى ا�ل �� وا� ��  � �

ز  ۔�ا� �� � �� درج ذ �ا ىر � �ى

 (Initialization step)�� ۔ ا�ا�1

ڈڈز � �ڑ� � � رو��� ن� در� ں� اے � �ا ى�� ڈ �
ز

� ا �۔ رد � � ��  � �با � � و�  9-1��ت

� � 94–96°C � ا �۔ ۔ � در� �ارت � �م  ��ت

 ىى ۔ ڈ2
ن
 (Denaturation step)�� ��چررىى ن

 ىى ڈ
ن
ا� �� � 30-20� در� �ارت �  C°  98-94 � ��چررىى ن

ش
 �ارت �  اے � � �ا ىڈ ��۔  �ت

ڈڈز � رو��� ناڈوں � در� �روں �
ز

� ا � اور اس � � �با ت
نب
�  بب ا� وا� � ��  ا� � �� � ز�� � دراڑ � � �ت

DNA �۔ � � ا 

 ىى ۔ ا3
ن
ى ن گى

 (Annealing step)�� �نن

  �� � اس
ى وا� � �� ئٹ پ� ى ى �پ  ىى اے �ا� � �� ڈ �ا ىڈ ٹٹ ى

ن
زا ��چررىى ن

ز ى
ز   � ر� �� ذر �ى ا �۔ � �با��ن ��ت

ر� � �ا� � ��
ت
�  

ٹ ى ٹ پ� ى ى �پ °  65-50 � � � 40-20�۔ رد � � در� �ارت � �ر �  �� � اے � �ا ىڈ ٹٹ ى

C � �  ا �۔  �ت  ��ت

 ا �م ،�   ىى �ر
ن
ى ن گى

 �۔  C°5-3ا�ل �� وا� در� �ارت �ا� � � وا� در� �ارت �  � � �نن ا � ��ت

 ىى ا
ن
ى ن گى

 ڈ �نن ر� اے � �ا ى� �،
ت
  �وع �� �

 ��سبٹ بب زم�رىى اے ��  �ا ىڈ ببلىى � �
ز   �ى

ٹ  � اور ئ آ را� آ�ت
ز ز
ى ا� پ� ى ى �پ اور �ا� �  ٹٹ ى

ا � ا ا �۔ �� ور��ڈ � � ��ت  � � �وع ��ت

  �ا�
ى ٹٹ پ� ى ى �پ ر� �ف � � ٹٹ ى

ت
ر� � � �� � �

ت
ز  �� � � � اور اس �ح اس �

ز
د� � ڑڑب� �ا� � �ى  �ىا �

 -� ت�� �درج ذ � �ا� �� �ى �� �۔ ا

 � �ڈز�� 30-18 -�� �ا ٹ
ئ

� ا  ۔ �ٹ

ا � � �  � ن) اس در� �ارت � �ر � �Tm� � در� �ارت۔ � � در� �ارت ( ندر� � ℃52-60 ��ت

ر ى ك ىى � �� ��  ىدو�ہ ا �۔ اس � �ب �ر�� � � وو�ى ا �۔ � � ا� � ��ت  ��ت
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Tm = 2(A+T) + 4(G+C)  
 ىى �ا� ا 

ن
ى ن گى

ا �� ط� در� �ارت ا� �نن  �پا� �� � دہ�ىا ۔ � ز� � ��ن دے �  ا�زت � در� �ارت ��ب

 ىى � �ار۔ ا آر �وڈ� �رم � � اور اس �ح �
ن
ى ن گى

 ىى ا � � � در� �ارت �ا� � �نن
ن
ى ن گى

روغ دے � �۔ ۔ �نن
غ

� � 

 GC  ن% � در�60-40�اد 

 � �ا� �� �ا  اور �اس ڈا�ز ۔ �، � � � ڈ�� � ى�ث

 ڈ ڈا�� �ى ا ٹ
ئ

� ا را� � � دہ�ىا�بار � ز 4� �  �ٹ زد�ہ
ز ا �� �ى �ص  � �۔ CGCGCGCG۔ �ل � �ر �، ��ن

روغ د
غ

� �   �۔ ۔ ��با��غ

 :�� � �� / �� . 

  ر � ا�ب � � �۔  
خ  اس �� � ا�ل �� وا� در� �ارت ڈى ا� اے ��ىىم�ر�ى

ر � ز�ىادہ � ز�ىادہ ��� �� 
ز را� � ��ئىم�ر�ى

ز ز
 اس �� �  80-75ا�   ڈ �۔  ٹ  � در�  72-68ڈ�ى � ��ى د ٹ ڈ�ى � ��ى

را
ت

ر� ا �. �ارت �ب  ر ر� ��ت

 ا�� � ىتٹ پ�ت ى�ت ى
ٹ ا � اور � ڈى ا� اے ت  � ڈى ا� اے ا�� � د�ىا ��ت ر � ذر� ا�ى

ذ �  اس � � دوران ، ڈى ا� اے ��ىىم�ر�ى

ا � اور  ا� ��ت
ش
ر� � �د � ڈى ا� � � � �

ت
 ا�� � ىبٹ پ�ب ى�ب ى

ٹ ر ب
ز ا �۔ ��ىىم�ر�ى ا �۔ ' � � اس  3' � 5��ت  � � ��ت

ر� � �ح اور �ف ڈى ا� اے �ے � 
ز ئ
ر � ��ئىم�را�

ز  دو �ا� � � � � ا�ل �� وا� ڈى ا� اے ��ئىم�ر�ى ت
ت

�� � و�

راروں � / � �رف �ا � �۔ 
ز ر �ہ
ز ا۔ ز�ىادہ � ز�ىادہ در� �ارت � ، ڈى ا� اے ��ئىم�ر�ى ٹر��ز  �� � �ب

ا ��۔ اس �ح �ف ڈى ا� اے �  �ز�ر ا � ��خ
خ
ر �� �� � ا�م � ، �ص �ف ڈى ا� اے � �ار � دو� ��ت � ، �ہ

ا �۔ ٹزھ �ت  �ا �ى � �ب

رى �� � ��: 5
خ

 . آ�

آ� اس �آبت � � آ � �ت رى � � ا�م � ا�م د�ىآ ��ت
خ

ٹز��ىا � � وا� �� � � آر � آ� ىوو� � �ب ىكب  ��ىا �� � �م � ا�ڈ ��ب

ڈ �  74-70�۔  ٹ  � � � � �. 15-5ڈ�ى � ��ى

 � �م �ا� � � �ورى در� �ارت �� �� � اور � � آر �ا� �  ت
ت

آخ� � � � و� �  ىك�رر ئ
 �د�ر �� �ئئ ا�ى

را� �  20-30 ا �۔�بار د�ہ  �� �۔ اس � � � �ف ڈى ا� اے � �ے � �ى � �� اور � ��ت  ��ب

 � �� �رف � � �ت � �  د � در� �ارت � رد � � �� � ذ�ہ �� � ا�زت  4ا�ى ٹ ڈ�ى � ��ى

ر د� �  ).19.0(��ى
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ر  ر � رد �  19.0��ى
ز  � ا�ا�ت��ىىم�ر�ى

 

 (Materials Required)�اد  در�ر 19.3

 �� � �ا 10.  .1
2. 10 x TBE 
3. 6X � �   �ڈ�ف
 � � � �ا ىڈ �ا �ا 2.5 .4
زم�رىى اے ��  �ا ى�ق ڈ .5

ز  �ى
 2 �ا � � �ا �ا �ا 25 6 .6
 �ا� رس��رورڈ اور ر .7
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 آ�وز .8
ى �وپپ  �� ،�آر � � � � � 0.2 .9 ى ل ى ز� نن ى

ز  �ب
ز�و .10

ز پ  واور �� �ى
پ
سىى پپ ىى 

 ٹٹ
رف �� �  .11  �ب
 ۔�آر �وڈ� � �ول � � �  .12
13.   

ٹ ى ٹ پ� ى ى �پ  اے �ا ىڈ ٹٹ ى
14. kb 1 DNA �� 
 �پآ�  .15  آ�ت  ڈ�ب
ك�رر � .16

ئ
 اور �پاور � �� �ئ

 �ا� و�رسا� ا� .17
18. UV- ��ىى �ا 

ن
�رىى ن

ٹ � 

 

  

ززو �ن ين ا�۔  �ج


� 
ا� اس 

ش
ڑڑب�� ��  �  � �ف � �� � �ورت   �

 

 1 ڈى ا� اے�� 

 ڈى ا� اے  ر
ز    ��ىىم�ر�ى  �ورى � � �با�� � ڈ�ب

 �و�� ا�ڈ  ٹ
ئ

را� �� �ٹ
ف

ا� � اور وہ �� �

س 
ن
ن  ا� اے سنى  دو�ں �  ڈى   3ا��ز  � �وں

    

 2 �ا�زر�رس اور  �رورڈ 

بىببل، 
اك،  -�ر ��ل � ��اسبٹ رڈى ا� اے  � ا� ��ٹ

ز
 3 ��ىىم�ر�

ر� �ے �  ڈى ا� اے �ف  
ت
 �ورى  �  � �

.� 

    4�م ڈ ٹ
ئ

� آ  ���ٹ �ا� ڈ�ىٓآ�

ڈى ڈى اے � � ،   -�� 

                   

           

4 

  اك ر�ٹ
ز   ��ىىم�ر�ى ���  �   �  �   �ورى � �ا�

  ىٹٹ پ�ٹ ى�ٹ ى
ٹ گ ٹ

ى�نب بنب

روغ د� �  � � ابى

غ
� 

2Mn+/Mg2 +�5 آ 

را� �� ��ت �� � � اس 
ف

� 

    ر    ر

� 6 
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 (Procedure)�ر  �� 19.4
 ىر� رد � � �� � آر � � � �

خراء � �ص �ار � �ذ �ر� ا� � � بآر � � � ا�ج
ش
ا �۔ �  ��ت

 � � � � 2-1��د �اد �  � ب�  .1 ا �۔ �ىا�ت  ��ن
ك�رر � ب� .2

ئ
 �۔ ر� اے �وردن �� �� � � �ا ى�۔ اب �و�ام ڈ � ر� � �د�ر �� �ئ

3. PCR 20-35ا 
ى �

 
پ� �پ
 
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

شش ك�رر � �� 
ئ
ا �۔ �ىا�ا� � �� ا�م د �درج ذ �� �ئ  ��ت

        

  

 

 

 

 

 

 

 

ززاء                           �ار                                                       ا�ج

Template DNA/  
ى ٹٹ پ� ى ى �پ  µl 1 اے �ا ىڈ ٹٹ ى

  nM 10  ( 1 µl�رورڈ �ا� (

  nM 10  ( 1 µl�ا� ( رس�ر

 µl 5 � � � �ا ىڈ �ا �ا 2.5

 µl 5 ا� � �ا 10

 µl 5 2 �ا � � �ا �ا �ا 25

 �پآ� آن آ�ت

 31.5  µl (Double Distill Water)دو�

Taq زم�رىى اے ��  �ا ىڈ
ز ر � �ى

خ
ا� � (آ�

ش
� (� �� 0.5 µl 

� � 50 µl 

ت  در� �ارت
ت

 � و�
94°C 10 � Initial denaturation 
94°C 30 � Denaturation 
58°C 30 � Annealing 
72°C 45 � �� 
72°C 10 � �� � 
4°C - ا�د � �� 
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 (Agarose Gel Electrophoresis)و�رسا� � ز�ا 19.5
ا � اور � � ر� � � Agarose � 1 X TBEار�ز �  %0.8 .1 ر � 2 �ً� � ڈ��ت

ٹ � �� �  �ى

ا �۔ � �� �ے � ں�  ڈا� ��ت
 ا�زت �۔ � �ے � در� �ارت � �س �� � � .2
3. � � � 1X TBE  ا �۔ ا � � � � �ىا� � �� ڈا� ��ت ر � 0.8-0.5� �  � � � ��ت

ٹ او�  �ى

 �۔
ا �، اس �بات �  �ىاا�� آ� �  ں� .4  � �ن � � �� �� � �� ���ت
 � �ا �ا �۔ DNA�ر�  µl 3�  ط� �اں ا� .5
6.  �6X  � �  ا� �� � � µl 10�وڈ� �  PCR�� �دہ  µl 2�ڈ�ف

ش
� ��  PCRاور  �

ٹڑ� � 50V-100   �1-2� ( � وو� �ى � ا و�رس۔ ا��ڈ �� � � �� ) آ� �ب  � �ت

 ا�زت �۔
رو�� ڈا� �� .7  �۔ �� ى� �د � � ر� � � ) � �� ڈا�� ل(�ب
ى ا � وز�ا .8 ھ ى

ت ى � ڈڈى

رو�� �ڈ س -UV� دا�ار � اور ا�  �ب

نن
ى �ا رى

ٹ ا �۔ �ر � � � �وو�ى  ��ت
 

 (Result and Observations)اور ��ات  � 19.6
 ) � ۔19.2آر (�  � � � � و�رسا� � وز�ا
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ا �) ��� �ورش � ب�� اے � �ا ىآر � � ڈ � � (� اے � �ا ىآر � � ڈ � : �19.2�   ��ت

 � 1- 1Kbp DNA �� � 1 � �� � �� 1000-100 ،� �� � ۔bp  �  �دار  � 10�ت

 � دور (ز �� � � bp 100��۔  ر �) اور ��� � � � دہ�ىا� ز دہ�ىا� �ب
ق

ب � � ر بى
ت
�� 1000bp   � �ب

ٹزا �ا (� از � �� � �  ) � وا� ��۔� �ب
 � 2- � � آر ا 

ى �
پ�  ى �پ ز � ،� �� � �� � وا� � 1 � �ر � �دار �ا۔ � � �ى ا كنن ى

ز ئ
-300 اس � ��

400 bp �۔ �� � ن� در� �� 
 � 3- � ر � � �� � اس � � �� � � -�ول ا � � ر ��ہ ر ��ت �� �� � �  �ا ى�ا۔ اس � ��ہ

 ۔� � آ�د� �� � �ا ىر �ىا �
 � 4- ارا � �� � �ى � � ا و�رسا� -� �ول ا � � �ہ ر ��ت  �ر� اور �م ر ب�دار �ا۔ اس � ��ہ

را� �
ز ز
 ۔�م � ر� � اور ا�
 � � آر ا 

ى �
پ�  ى �پ ارے �ف � ڈ �� �  � �� �ر � د � �ى ا � 2 � � كنن ى ا � � �ہ ر ��ت اے � �ے �  �ا ى��ہ

ڑبر� د  اس �بات �  � �ى � ا � � � �۔ � �ول اور � � �ىا� �ر � � ز
ز ئ
ا � � �م ا ��� ى ��ت

�
ار�  ى�پپ�   �ٹ ر

ز ز
��

 
ى ٹٹ پ� ى ى �پ ر� � ٹٹ ى

ت
 ا ،۔ �� ں�� � � �

ى �
پ�  ى �پ ر� � � �ى ا � � كنن ى

ت
� �� � �  ا ارہ ��ت

ش
 د ا� ڑڑب�وا � اور  � �ىا� �
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پ� �پ

 ا
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

شش  �� �، اس �  �د � ز�ا �۔ �� �د � � او� � �د �� � � ں� � � � 

ا �  � ر ��ت  ىى �ص �ا� ا � �� ���ہ
ن
ى ن گى

 ۔� � �نن
 � 3- � � ا � � �� �د � � �� �ول ر ��ت  ى�� ڈ � �پاك �۔ � آر � رد � آ�د� � ۔ اس � ��ہ

 ۔�� � ر� �رت � � آ�د� � �ر �اے � ذر �ا ىڈ � � اے � �ا
 � 4- � ا � � � � �ى ا � �ول ر ��ت را� � �آر � � �م ر � �دار �ا، � � ��ہ

ز ز
�م � ر�  اور ا�

� 

 �ا� �ا� 19.7
1.  

ى وورٹٹ گى
ز� � �ر � �(Vortexing) كسنن

ز زا� � � �ى
ز ز
ا� ا� ا � �ت را� ��ت

خ
اور �� � ا�ط � رو� � �۔ ��  �

ا �۔ �ىا� �ف � � �� � �  ��ت
را� � � � �ا ىر .2

ز ز
رف � ں� اور ا�  �� �ظ � � �ب ا را� در� �ارت � � �� ��ن

ز ز
�س ��  ا�

 ۔�
ك�رر � �� � � �اس �بات �  .3

ئ
ا �� �ىا� �م � ر� �، � �ول � � �� � �� �ئ  ۔��ن

 ۔�� � �� � � دوران �ں � ىر� � � .4
 

ز 19.8
ز
د� ز � ��� �  �ى
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را� �دہ ڈ :20 ا��
ف

زززا� � ى�پا� ى� �� اور � ��

 � � وا� ا�

[Construction of Circular And Linear Restriction Enzyme Mapping From The 

Data Provided.] 

ززا   ا�� � ا�ج

 (Introduction)�رف 20.0

20.1 ��(Objectives) 

 (Principle)ا�ل 20.2

 (Materials Required)در�ر �اد  20.3

 (Procedure) �ر �� 20.4

 (Precautions)�ا� �ا� 20.5

زز 20.6

د� زز  �  ��� ��ى

  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى
 

 (Introduction)�رف 20.0
ى اے ��  �ا ىڈ ى ك ى  اور � � وو�ى ت

خ
�� �  ��  ى و��ت ى ك ى زززم� ��، � � � ر� د� � �ى ا � ���با� وو�ى


� � 

را� � � �ا ���اور � �با� � � �ا�
ف

�   � �� �� � اے � �ا ى�۔ ڈ � � � ��ت ت
خ

ا�ل ��  ��

ى اے ��  �ا ى�، � ڈ � � �ں � ى�پا� �ى � ا � ں� ىد� وا� ى ك ى ر� وولى
ت
 � �بارے � ں��ز � � �� �ص �

را� �� ت� �
ف

 �۔ �

زززا� �  ى� �پا� � �� � �� � �� ذر ں� � � �� �� � د� ا�اد و �ر � � � ��با� ى�پا�

ا�

 � �۔ و�رسا� اور �
ت
 ا ،ى: �� اور �� دو � � � � ر ى ��  DNA �ى �ہ ى ك ى  ى� �� �پا� � �� � ���� وو�ى

ا ��� �ں � ا�م � وا�  �۔ ��ت

ا� � � � �� � ى�پا� ىا�اد و �ر � �� اور � � ��با� ،�باب � � اس
ش
رہ � ��

ز ئ
۔ � �ر اور � � ��

 ت� ا��ں � �بارے � ىد� � ى� �ز � ىاور �پا� � �� � DNA��ء  ،�� ذر �� � ���بات اور ڈ

 ۔� ��� �
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ا � � �ور �ى � ا ں� � آ�ز ��آب� �باب رہ � �� ��ت
ز ئ
 ى�ل �پا� ،� �� ا�ل � �� � � ر� �ڈ ى��

را� �� اور �
زز
ر � � � �� اور � � �ىاا�م د � � ان ��بات � � ۔ ��ء �و�رسا� ا�

ف
ى در�ر � ٹٹ ى

نن  ڈ �� زز
 ئ
��� 

 ��۔ �� �

 ى� اور ڈ �� �� � �� � و�رسا� �، �ں ��ء � �ف � � �� � �� � �� �، �� ڈ اس

ى اے ��  �ا ى ك ى  � ،��۔ �� وار � � � ذر � ا�ازہ �� ��ز �ں � وا� ى� �� �پا� وولى ر
ز ئ
 ��ء �وں � ��

ت  ��ں �
خ

ا اور �پا� �� ا � ن�ں � در� وا� ى��ن  �۔ ر� دار ��ں � ا�ازہ ��ز

ڑڑب� � � �� � � ى�پا� ى� ��، ��ء � �� اور � �ا�اد و �ر � � ��با� �  ا��۔ � آ� �

ر� � ى�پا� �
ت
�  ر� � �ں � ��ب

ت
ا� �۔ اس � � ذر ىو� �ر �ا� � �� ان � اور ��با� �د �

ش
��ء  ،��

 � د �اے  �ا ىڈ ت
خ

 �۔ �� ا�رت � � �� � ��� اس � � � اور � � ���

ا �، � ��  �� � � �ى � ا � � � � �ں � ى�باب �پا� � ��ر �،  �� ى ��ت ى ك ى  ىد� �ى ا � ���با� وو�ى

ا� � �، ��ء  � �� � ��۔ ��بات اور ڈ �
ش
�DNA � ى� � �بارے � � ڈ�� اور � �� ��  � ،�

زز � ان� � ��� اور �با� ت� �

د �  ۔�� � ر� د� � � �ى

20.1 ��(Objectives) 
ٹ � �اس �

ن
 � � � � ٹ  � � �۔ ن� � ��ب

 �زززا� ��: ى�پا

 ا�

را� � � ا�م � ا�ل اور ڈ ى�پا� •
زز
ى اے ��  �ا ى� ا� ى ك ى  ۔اس � ا�ق � � �ے �� � وو�ى

را� � � ��بات � ا�م د ى�ص ��وں � ا�ل �� �� �پا� •
زز
 ۔��� � �ر� � � �� ا�

 � �و�رسا � �� � ��: 
زز � � �ا ىڈ •

 ئ
 ۔��رت �� � �� � �� � �ڈ و�رسا� � �� � � اے � �وں � ��

ت  ��ت �� �� � ى� �ار ں� �و�ر�� اور ا� �� � ن� �ن � •  ۔�� ا� ��ى

 �ں � وا� ى�پا�� : ت خ
�� 

ر •
ف

ى � ٹٹ ى
نن زز ڈ ��

 ئ
ر� اے � �ا ى� ڈ د� � ���

ت
 ۔� �� � ��د� �� � وا� ى�پا� � �

ر � در� � و�رسا� اور � ں��ز � � � ى�پا� •
ز ئ
 ۔� � � ن��ہ �ہ �ے � ��

 �ى�� �پا � � � �: 
ر� وا� ى�پا� � �� �� � د� � �ڈ ��با� •

ت
 ۔�� ا�رت � � �د �� � �
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 ۔� � ا� � �� ���� � �� �ا��ں اور � ىد� � اے � �ا ى�� ڈ •

 �ى�پا� ى � � � �: 
ى اے ��  �ا ىڈ • ى ك ى ر� ى� �ى �� ��، ا �� � ���� ى� � وو�ى

ت
ا � وا� ى�پا� � �  ۔�ں � � ��ن

 � � � ى��ں � �ب �� اور � ن��ں � در� وا� ى� �پا� •  �� � � ��� � ان � �در�ت

 ۔��� � ت�

 � ں � �از�: ى�� اور� 
رق � � ن� �ں � در� ى�پا� ى� �ظ � �� اور � اور ��� ����

ف
 ۔�

ى ��  • ى ك ى ر � � � � � �� ا � چ�ر ���با� وو�ى  ۔�� �� � �ا� اور �ود � � �ہ

 �ا�ق: ں� � ى� �ز � ى�پا � 
ى ��  • ى ك ى  ۔�� � ماور � � � � � ،�� ��ىا ا��ت � در � � ى� �ز � ى�پا� � ���با� وو�ى

 ۔�� � �ر � �م �� � � � � چ�ر ��� اور �با� �ن ا� �� � � �ح � ى� �پا� � •

 �ا: ر� �ر� �چ اور � � �� � ى  ��ن
 ۔�� �با� � � � �� � ىاور �پا� �� �� ى� � �ڈ � وہ ��با� �� �� ا�ا� ��ء � •

روغ د �� � �� � ��ر�ل � � � ذر � اور � ں� � � � دوران در� ى� �ز •
غ

 ۔��ر�ں � �

 ا ب ا: � �� � �اور ڈ ں� ىر��ى ڑبر��ن  �ر�ں � �
ا �ا� �� � ذر �آن �� اور ڈ � • ب  �رت � � �� � ىر��ى

ر � �� � ��با� •
ث
 � �� � �� ا�ل �� �� ڈ ں� اور �ر � ں�ا�اد و �ر � � �� � � �� � ���

 ۔�رت � � ��

 (Principle)ا�ل 20.2
ى ك ىى �، ��  � ا�ل � �د �� ى� �ز � ى�پا� ا�� � ى اے ��  �ا ى� ڈ � ىد� �ى ا � ���با� وو�ى ى ك ى �  وولى

و DNA�� �ص  ب ى
ت

ر�
ت
ا �۔  � ى�، � �پا� ا�ل �� �� � � � ��ت � � ں� ا ��ت ام � ��ن  � ��ں � �ن

زززا� ��ر

ززز � ا�


ى و�كل �ا ���، � ر � ا�ر �� ��� ٹٹكىى م �ى ا� زز� ا �، � �ص �� � �  �ا ىڈ � � � ��ت

 ۔�� � اے � �

زززا� �� ى�پا� .1

 (Restriction Enzyme Digestion)ا�

ا� �۔  ى�پا� دہ�ىاز �ىا  �ى اے � �� � ا �ا ىڈ � �� � •
ش
ا � وا� ��وں � �� � ��خ
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زززا� ڈ �

ى اے ��  �ا ىا� ى ك ى ڈ�� ا�ر �ص � وولى ٹ

ئ
� ا ر� � �ٹ

ت
ى �م �ر � پپ  ،� �� � � ڈڈرو�ىى ل ى


ڈ
 ۔نن

 � ا� • ت
خ

 �پا� ��  �  ،� �� ا� � د DNA� ��ے  ى�ں � �پا� �� �، زخ
 ئ
�� �

 ۔�� � ا�ے �

 (Gel Electrophoresis)و�رسا� � .2

� ا�ل �� �� ان �  و�رسا� اے � �وں � � �ا ىڈ � � ا�م � �، � •

زز �
 ئ
ا �۔ � ا� � د� ��  ��ت

ر� �ى ا ،� روز�ا • ر � �� اس � ذر �ا ىڈو�با �ا، ڈ � ان� �ب
ذ ئ
 �اے � �وں � ان � ��

ٹزے � ز �� �� د  ۔� � �� � ى� دہ�ىا�، �� �ے �ب

 (Visualization and Analysis)��ر اور � .3

ززىى ل  �رو� �ىا � اے � �وں � داغ �� � �ا ى� �، ڈ و�رسا� •

بب�ز � ا�ل ��  

ا �۔ �� �ر �  ��ت

ر� � � � � • زخ � ڈ �ى
 ئ
 �۔ د�� اے � �وں � �� ا� ا� � �ا ى� ��

 (Interpretation of Gel Electrophoresis Data)�� � �ڈ و�رسا� � .4

• DNA �ر �ر� � �� �از� � �، ��ء �پا
ز ئ
ر � �م ��

ز ئ
زززا� � � � ى� �وں � ��


 ا� ا�

� 
ت
زز � ا�ازہ � �

 ئ
 ۔�� وا� �وں � ��

ر ��بار �با  �� � ن� �ن � � � •
ز ئ
 �� � ر آ� وا� �ے � �� ت

خ
 ى�، � ڈ �ا�زت د ��

ر� اے � �ا
ت
ا�� � ��د� �ں � وا� ى� ا�ر �ص �پا� � ش

ن
ا �۔ �  ��ت

 Construction of Circular and Linear Restriction)� � �ں � ى�پا� ى�� اور � .5
Maps) 
ر � ڈ و�رسا� � •

ز ئ
�  � � �� � ى�، ��ء �پا� د� � �� �� �دہ �ے � ��

ى اے ��  �ا ىڈ ى ك ى ر �� � ��ز �ں � وا� ى� �� �پا� وولى  ۔� ��ہ

 ڈ ،�� �ں � � • ى اے ��  �ا ى��ء ى ك ى   � وولى
نن
ى ك وو�ى

ٹ  �پا� كٹ �ں �  � ى� �� ر� ��،

ر� � ��� �
ت
 ۔� �د �

ى اے ��  �ا ى� ڈ ى�  • ى ك ى ر� ى�ں � � وا� ى� �� �پا� وولى
ت
� � ��� � ��، 

زز � ن�� � در�
 ئ
ا �۔ � � د� ��ں � �ب �ے � ��  ��ت
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 (Verification and Validation)اور �� �� .6

 � اور ا�� ��ت � � ��ىا� �ں � �از� � ى�ہ �پا� � • ا  � �ىا �ڈ ��با� ��ت
ن ش ى �� �  �ٹ

 �۔ � � � �� ا�ل �� �� ان �

 � � ا��ں � � � ى� �ز � ى� اور �پا� �� ��  در� �ہ �ں � � �� •

ت � � �  �۔ �د تى

ا� � �، ��ء �پا� �ں � � � د� ا��ں � ان
ش
ززڈ ��با� ،�� � ر� �� � ى� �ز � ى�

  �� � �ڈ ا�،�ى

ا � �اور � ب  اور � اے � �ا ى�ر�ں � ا�ام �� �� ڈ ى�ور � ىر��ى ت
خ

ا��  � � � ان � �بارے � ��

 ۔�� �

 (Materials Required)�اد  در�ر 20.3
 � � در�ر �اد: �� اور �ى �پا�ى � � � � ٹ

نب
� � 

 (DNA Samples)ڈى ا� اے � �� .1
ر� �� �۔ •

ت
د ڈى ا� اے �ىا �� ڈى ا� اے � � �م �ف � �

ڈد
 ��م

زززا� .2

 (Restriction Enzymes)�پا�ى � ا�

 �پا�ى � ��وں � ا�ب • ر� � �د � ��ب
ت
 �ف � �

را� ڈ�� .3
زز
 (Buffers and Enzyme Diluents)�ز اور ا�

ر�ىمبىبٹك رد � اور �پا�ى � ��وں � � � � � � •
خخ
 ا�

4. Agarose اپ  ٹ  (Agarose Gel Electrophoresis Setup)� ا�و�رس �ى
 � � �رى � � آ�وز �پآؤڈر •
•   �  �   ا�و�رس �TAE (Tris-acetate-EDTA)   ا -TBE (Tris-borate�ى

EDTA) ۔� 
را�، اور � �۔ •

ف
 � ا�و�رس ا�� �ل � �ے، �، � � �

5. DNA �ڈا   (DNA Loading Dye)�ڈ�ن
ا۔� ا�و�رس � دوران •  ر� � � ڈى ا� اے � ��ں � �� �� � � ڈا� �ڈ ��ز

ز ئ
رو��

ش  و�ى

ر �ر� .6
ز ئ
 (DNA Size Marker)ڈى ا� اے ��

ر � ا�ازہ �� � �• 
ز ئ
ر �ر� �ىا �� �ے � ��

ز ئ
 �ر� ڈى ا� اے ��
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ززى �م .7
  (Gel Documentation System)� د�و�ى

رات � �م۔� ا�و�رس � • 
ز ر � � � �ہ �ىا � د�و�ى  �� � �و�ى

 (Microcentrifuge Tubes)��و ��ج �� .8
 �پا�ى �� � ا�م � دوران �� � �رى اور ذ�ہ �� � � ��۔• 

ىك�رر (ا�رى) .9 ئ
 [Thermal Cycler (Optional) )�� �ئئ

ٹز�� � �  ا� �پا�ى �•  زخخا� � � ا�م � � �ص ڈى ا� اے � �وں � �ب

ا�م دے ر�  PCRا�

 �۔

ا �پا� � � .10 و� �ى ى
غ

 (Incubator or Water Bath)ا�
رار ر� � ��ن• 

ت
ر� ر�ىمبىبٹك رد � � � در�ر در� �ارت � �ب

زز
 � ا�م � دوران ا�

ر .11
ز س اور �و�ى

ئپئىئٹ  (Micropipettes and Tips)��و ئپئى
 �� اور � � �•   ر� اور ��ں � در�ت

ار�ى � � ��ن .12 ب  (Laboratory Safety Equipment)�ى
 � اور ��� �اد � �ظ �� � � �� � � � �ٹ، د��، اور �� �۔• 

رى �اد اور � �ٹ  .13  (Writing Materials and Lab Notebooks)�ب ��ى
۔•   ��با� �� �ر، ��ات، اور ڈ� � ر�رڈ �� � � �، �ر�، اور � � �ٹ �ب

 (Computer with Analysis Software)�� �� و� � �� �� .14
ر � �� �� اور ��با� ڈ� � •  زب   �رروا� �� � � �� و�� ا�و�رس ا�ى

 (Reference Materials)�ا� �اد .15
 ��با� �� �ر اور ڈ� � �� � ر�� � � �� ��، �و��ل، اور �ا� �� �اد۔• 

ر� � ��ت .16
ت
 (Optional: DNA Sequencing Facilities)ا�رى: ڈى ا� اے � �

 ر��۔ا� �ورى � •  ر� � ��ت �ت
ت
ر� � �� � � ڈى ا� اے � �

ت
 اور � ت

خ
 � ڈى ا� اے � �وں � ��
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 (Procedure)�ر  �� 20.4
 � � �ں � ى�پا� ى�ر: �� اور � �� � � ا�� �       

 (Preparation of DNA Samples)ىر� اے � ��ں � �ا ىڈ .1
ڈڈ ڈت� •


 ڈ � � د� � � �اے � �� �� � �ا ى: ��مڈ ڈڈ


 � اے � اس � �ا ى�۔ ��مڈ ت

خ
و�  �� ��

ا �، � ا� �� �پا� ا�ل � � � ى� �ز � ى� ا� �پا� ا �۔ � � �� � � ى��ت  �زوں ��ت

 ۔��� � � � �ز� � ) � �GFP( �و� �رو� �� �ل: �� � ��بات � � •

ڈڈ �ڈ •

ر وار�ز � � ا�ا� � DNA: ��مڈ

ٹ ا �۔ ng/µL 100� ا�ل �� ��  ���ى ا�پا ��ت  �ن

 (Selection of Restriction Enzymes)� ��وں � ا�ب ى�پا� .2
 ڈت� • ار�ٹ  �پا� د� اے � ا�ر �م �ن � � � �ا ى: �ٹ را� � ا�ب � ى� ��ب

خخ
�  ى۔ �پا��وا� ا�

زززا� ڈ

و  �ا ىا� ب ى

ت
ر�

ت
 � � �۔ � �ا� اور � � �� � ا�ے � �ا ،�ڑ� � � ںاے � �ص �

ر� DNA�  �وا� ��وں � � � ى�پا� BamHIاور  EcoRI�ل:  •
ت
  � �� � � � �ص � ا  ��ت ا ��ن

 �۔

ر� EcoRI: �ڈ •
ت
� GAATTC � �  � ،� ا ا �۔ � � BamHI GGATCC��ت  ��ت

زززا� �� ى�پا� .3

 (Restriction Enzyme Digestion)ا�

ڈڈ ڈت� •

 �ز � �� � � �پا� �ا ى: ��مڈ را� اور ��ب

خخ
ر� ىاے � � ا�

ت
را� � � رد � � �

زز
۔ �د وا� ا�

ززز �ا ىڈ

و �ص ��ت � � � �ا�زت د � �� ٹٹكىى م �ى اے � ا� ى

ن
 ۔�� �رد � � ا�

ٹ  •   EcoRI �� � � �ل: �وں � � �ى زززا� �  BamHIاور

� ا� ا� �  DNA�� �ز� ا�

 ۔��

و C°37 � � � 1: �� � رد � � �ڈ • ى
ن

 ۔�� �� ا�

ٹ  و�رسا� � .4  (Gel Electrophoresis Setup)اپ �ى
ٹ  �ا� و�رسا� اور � �� ر� � ز�ا : � �ل �ت� •  اے �� � �ا ى۔ � �ہ ڈ�اپ � �ى

ر �ر� � �� �ا� � � �ا ى� ڈ
ز ئ
 ۔��ڈ � اے ��

 ۔�� ا� � � و�رسا� اور � �� ر� � وز�% اTAE � � 1�ل:  •

ر � �ہ �ڈ • ر �ر� �  DNAاور  DNA  � ��5 µL: �ہ
ز ئ
��1 µL � � �� � ۔�� �ڈ 

 (Gel Electrophoresis)و�رسا� � .5
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زز �ت� •
 ئ
ززد�و ۔ �� �� � � وو� � اے � �وں � ا� �� � � �ا ى� ڈ د� : ��

 �م �  ى�ى

 ۔�� �وں � �ر � ا�ل �� �� ا� �

 �  100�  � �� � � ��  �� �� اے � �وں � �ا ى�ل: ڈ •  �� 60وو�ٹ  ۔� �ت

ى � ا : ��ڈ • ھ ى
ت ى � ڈڈ ى


رو�� �ڈ ے � �  �ب

غبغ

ع  ۔�� �وں � �ر � DNA � � رو� UV� دا

 (Analysis of Gel Electrophoresis Data)�� � �ڈ و�رسا� � .6
زززا� � � � ى: �پا�ت� •


 � � DNA�� وا�  ا� ا� زز

 ئ
ر�و � � �� � � � �وں � �� �  �ى

ر �ے � ذر DNA۔ �� �� ر �ر� � � �ہ
ذ ئ
 ۔�� �� � �� وا� ��ں � ���

زز �ل: � •  ج زز � �ا ى� ڈ ا�ى
 ئ
ر� �� � � �� اے � �وں � ��  ۔�ا�ل � ��� و �� ى�ى

ر � ر bp � � � (3000 bp( ز� � 100: �ڈ •
ز ئ
 � ��ہ �ہ �ے � ��  ۔�� رڈ��ت

 (Construction of Circular Restriction Map)� � � � ى�� �پا� .7
 �ت� • ر

ز ئ
 ��  د� : �� �دہ �ے � �� ،�DNA  �� ى ى ك ى  ا�ازہ  ��ز �ں � وا� ى� �� �پا� وولى �

ى اے ��  �ا ى۔ ڈ�� ى ك ى   وولى
نن
 ىى � ك

ى كٹٹ ر� � ��ں � �� � وا� ى� �� ر� ��، �پا� �ووى
ت
 ۔�د �

•  �� �  ڈڈ

��ہ �ہ  � ا�ازہ �� � � ��ز �ں � وا� ى�پا� � BamHIاور  EcoRI�ل: �� ��مڈ

ر � ا�ل �
ز ئ
 ۔��ے � ��

 BamHI  �1500� � �، �  ا� �ے � bp 500اور  EcoRI  �2500 bp: �ل � �ر �، �ڈ •

bp  1500اور bp � ۔ ا� �ے� � � 

 (Construction of Linear Restriction Map)� � � � ى�پا� ى� .8
ر اور ان � ر� دار ��ں �ت� •

ز ئ
ر� ى� �ى �ں � ا وا� ى� �پا� د� : �وں � ��

ت
ر� � �

ت
 �ا ى۔ ڈ�د �

ى اے ��  ى ك ى ر� ى�ں � � وا� ى� �� �پا� وولى
ت
 ۔�� ��� � �

ڈڈ  وا� ى�پا� BamHIاور  EcoRI� �ر �:  �ل

 ى� �ى � ا د� � ں��ز � �� ان � DNA�ں � ��مڈ

ر�
ت
ر� � �

ت
 ۔�د �

 �ز EcoRI: �ل � �ر �، ا� �ڈ • ٹ
ئ

 �ز BamHI� � اور  bp 500 ��ٹ ٹ
ئ

 ى� �، � bp 2000 ��ٹ

ر�
ت
ر �ے �۔ � اس �  � ��ہ

 (Verification and Validation)اور �� �� .9
ر� ��ىا� �ں � � ى�ہ �پا� �: ت� •

ت
 وا� ى۔ �م �پا����ت � �� �از� � � ��ت اور �م �

 ۔�� �� � در� �� �ں � �� � ں��ز �� �
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•     EcoRI�ل: ن  �� � BamHIاور
ش ى � �از�  ں�ا� �ز � � ��ہ � � � ں��ز � � �� �پ

 ۔��

 اور �پا� �� �: ��ڈ • ر
ز ئ
�ہ  � ،� � � ں�� � ��ىا� ��ز � � وا� ى� ��ہ �ہ �وں � ��

 �� �� ��  در� �ں �

ززد�و .10
 ززاور � ى�ى

  (Documentation and Presentation)��ى
ا �� ��با�: ت� • ب  � � ىر��ر، ��ات، اور �� � �ى ززد�و �ٹ �ب

 ��  �� � �� � ۔ ��با��� �ى

زز� �ى �� ا
 ر�و � �ل � ،�� ر� ��ى  � �۔ ىاور �پا� �ى

ٹ  �ل: ��با� • ا و�رسا� اپ، � �ى ب  � ىر�� ��، اور �ى  رڈ�ر ت� � � � �ں � ى�پا� �ٹ �ب

 ۔��

زز�پاور�ا� � �ى : ا�ڈ •
 ر�و � ��، �ل � � ں�ىا�� � � ى� � � �� ��ى اے � �ے  �ا ى� ڈ �ى

 �ں۔ � � د�� ى�ہ �پا� اور �

 (Discussion and Interpretation)�� اور � .11
�  �ن ا� ���، � ۔ ��� ل� �د� � ا� � �ں � ى�پا� � � � ت�� : ���ت� •

 �� �� � �� � �ات � ى� �ز �

ر ى� � آپ � �ز � ى�ل د �ى ا � �ذ  ب ى
ٹ

� � �� � � � � � � 
ت
� � 

Restriction 
Enzyme 

Observed 
Fragment 
Sizes (bp) 

Predicted 
Restriction 
Sites (bp) 

Position on Circular 
Map (degrees) 

Position on Linear 
Map (bp) 

EcoRI 2500, 500 500 120 500 
BamHI 1500, 1500 2000 240 2000 

دول  �  �، �� � � � � ا�م � � BamHIاور  EcoRI�ج ا را� ��ت
ز

�  ر
ز ئ
 �م �� ��ہ �ہ �وں � ��

و ب ى
ت

ر�
ت
 ى�� اور � آ�ن �ا� اور �از� � � ۔ اس � �وہ، اس �� ��ز � � �� � �ں � وا� ى� �پا� د� � ں�

ا� � ��ز �� � وا� ى� �پا� ںدو�ں �
ش
اور �اد �  �ر� � � د� � ت�ىا اور �ور �ڈ آپ ا� �ص ��آب�۔ �

ڈڈا   � ��ى
ت
 ۔� �

 (Precautions)�ا� �ا� 20.5
 ا�د �� �  �� � �� � � ى�پا� ى�� اور �  اور ��ب ، در�ت ت ت

 �ا� � �� � � ��ر �� و�

ا �ور را� �ا�  :� �ا� �� ا� ا� ں� �۔ �ر �� � � ى��ض

را� .1   �ج
نت
ك
تت
ى ك ىى � �پاك  را� ��رے � � �ے � � �� � � : آ�د�ںى �  ں� �پاك � �ر � دوران �ج
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را��ا�ل � ا ۔ �ف اور �ج ب را� ،��م � � ��ل � ىر�� �ى �ل  ،�� �پآك آ�ت � ا�ل � اور �ج

ٹ  ى پ
ئ

 ۔�ا� و�رس ا�اور � ب،� ج�� و�� ،�پاٹ

 � اے � �ا ىڈ .2  �ا ى۔ ڈ�� ل� � طاے � ��ں � ا� �ا ىڈ � رو� � � آ�د� �ىا: ا�ط ���ب

رار ر� � � �� اے �
ق

ر� ى كل � � �ب زز� �� � � �  � رو� UV۔ �� ا�ل � �ا ى�ز اور ر ،� �پاك �پا� �

 � �ن � � �۔ ےا �ا ى� ڈ ،�� �

 �پا� �� �ا�ح: اس �بات �  �� � ��ت � .3 ر زززا� �  ى� � ا�م � رد � � ا�ل �� وا� �ہ

وا� ا�

را� � ار�ز، � � � �ىا� � �
زز
و �۔ ا� ى

خ
، اور ا� ت خ

ات � � � � ر�� � ��ت � � ���
ش
۔ ��ر�

زززا� �

 ۔�ا�م د �ا ى�ول ر � � �� � اور �� ��� ا�

ر� و�رسا� � .4  ل� �� � ط� � ا� و�رساور ا� � ز�ا �� � � � � �دوں � �: ز�ہ

 ذا� ۔ ���  ��ب ت
ت

اد�� اور � � ��ن، � �� � �� و� ب ر� �ط �  � �� ىر�۔ �ى

 � ں�� �  ۔�� �� � �اور �وں � ��ب

 � �ا ى� دوران ڈ �� و�رسا� : �اور در� در� � �ڈ .5 زز
 ئ
 � اے � �ے � ��  ۔ ��� �در�ت

�  ر � در�ت
ز ئ
ى ك  � �� � � �� �� ب�رىى � ى گىى ا�  ��

ت  ى۔ ���ا�ل � ��� و �ىا�  �جنن  اور �� � ��ى

ززا�

را� ں���بات اور � � �� � ��  � �  ۔� د�ہ

ززد�و .6
 ا رڈ�ر �ر، ��ات، اور �� � � �� : ��با�� رڈ�اور ر ى�ى ب  � ىر�� �ى  ىر۔ �ر� �ٹ �ب

ززا�اف � د�و � �و��ل � �
 �� � �ٹ  �ىا �� ��  � � آ� وا� � اور �� � دوران � �� �ى

 ۔��

 �پا� : �اور �� �� .7 ر� ��ىا � �ں � � ى�ہ
ت
 ��ت � �� �از� �� ان � � ��ت اور �م �

ر� � ں،�۔ ا� � � � آزاد ��� �� � در�
ت
 �� �� � �� ذر ں� � ى�دل � �ز �ىا ى�ز �

 ۔��

ا ���� .8 ب ٹ  ،� � � �� �� ىر��ت: �ى ى پ ززب،� ج�� و�، �� �ل ا�ل �ہ بپ
 �  ،� ز�اور ا �

اك �اد � � ��� � اك � �� �� � ت�ىا �ا ادارہ �� ��خ  � �� � � � � اوار� ۔ ��خ بب  اور �

 ۔��دو�بارہ ا�ل  �ىا �� ى� � �اد � ر

 � ں� � � �� �، � �ا� �ا� ان
ت
  �� � ��با� ،� �ے � � � �

نن
 � ��  تتاا ىىىى و�س

ت
اور  ،� �

ا ب  � �م �� � � � ىر��ى
ت
رار ر� �

ت
ر� زز�ظ ��ل � �ب


د ۔ � رآں، ��  �ى ى �ب ى ك ى  �ر �� �آ� ىر� � � � ���با� وو�ى
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ا �پا�  �۔ ى�ور �� �� �� � � ب�� � ��بات � ى� �ز � ىاور ر� ا��ں � � ��ن

زز 20.6

د� زز � ��� �  �ى

  (Suggested Books for Further Readings)   � دہ  �� �ى
1. Sambrook, J., Russell, D. W., & Green, M. R. (2001). Molecular cloning: A laboratory 

manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

2. Davis, L. (2001). Basic methods in molecular biology. Elsevier Science. 

3. Primrose, S. B., & Twyman, R. (2006). Principles of gene manipulation and genomics. 
Blackwell Publishing. 

4. Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. G., Smith, J. A., & 
Struhl, K. (Eds.). (1995). Current protocols in molecular biology. John Wiley & Sons. 

5. Glover, D. M. (Ed.). (1995). DNA cloning: A practical approach. Oxford University Press. 

6. Smith, K. M. (Ed.). (2003). Laboratory methods in enzymology: DNA. Academic Press. 
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(Practical Record Sheet) ٹ  رڈ�ر��   ى
ش

�  
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ش

� (Practical Record Sheet) 
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ٹ  رڈ�ر � ى
ش

� (Practical Record Sheet) 
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را� �دہ  � � E. Coliاے � ��  �ا ى�ز� ڈ :21 ا��
ف

 اور � قَ�بّب
ت
ب

قَ�ّ�ب  �ڈ
ت
 � �ب �ر�د� ى� ب

[Transformation of E.coli Cells With Plasmid DNA and Calculation of 

transformation efficiency  from the data provided ] 

ززجا:  ا�� � ا�

 (Introduction)�رف 19.0

19.1 ��(Objectives) 

 (Principle)ا�ل 19.2

 (Materials Required)در�ر �اد  19.3

 (Procedure) �ر �� 19.4

 (Agarose Gel Electrophoresis)و�رس ا�ز ��ا 19.5

 (Result and Observations) اور ��ات � 19.6

 �ا� �ا� 19.7

زز 19.8

د� زز  �  ��� ��ى

  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى
 

 (Introduction)�رف 21.0
Escherichia coli (E. coli) �ز�  � ں�DNA � �� ��  �� ى ى ك ى � � �د  � ىد� �ى ا � ���با� وو�ى

ڈ ڈ � ��۔  ا�ل �� � � �ا �ن ا� ��
ڈ
� اور  �� � ��با� �� � � �� ىاے � �� ا �ا ى�باب ��مڈ

�� ر� � �ر  �ى ا � � � �ب �ب دو�ں � � �ر�د� � �� ا�ل �� �� � �� �� �دہ ڈ تان ��با

ا �۔  � �م ��ت

E. coli� ،�� � � � ،ززرم

 � �۔ � ا�� � � ى� ا� ��م �ر � ا�ل �� وا� �ڈل آر�  � ��ب

 ذ� در� �رف �وا �، � � � �� ىا ،� � � اے �، �م �ر � �ز� �ا ىڈ  � � ا�ر، �و� � �� � ��ب

 � �اور � � اوار،�
ت
زز� � �� � �


د ۔ �   �ى رآں،  ىى مبب �ر � ��ب

ٹٹنن ىى نن
  اور � � اوار،� � �و�  �ر �  ���،
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 �۔ �� د� � � �ا � � �ہ ��اروں � ��

ڈ ڈ � اس
ڈ
را� �ے  � � � �� � � �� ىاے � �� ا �ا ى�باب � � � ��مڈ

ف
�و��ل اور ر� ا�ل �

 � �۔ اس � ا�  �ا ىڈ � � � ں� �� �� ذر ں�� �و�را� �ىا� �  �� ،ىر� � ت��ب
ش
اے � �

ا، اور � ر� �� � � � ں�ہ ��� �� � �ىا � ��خ
ت
ا� �۔ اور �

ش
� 

 � �ر�د� � �� ��ز �ے �۔ �� �ب �� � ا� � � � �ر�د� � ��ر � �، �باب � � �� ��با�

 �� � ��� �رف �ا� � � ں� �اے � � �ا ىڈ � ا� � �و��ل � �� اور � �ح � در�ت ززہ � �ت
 ئ
�� �  �

را� � �ى ا �
ٹ  � �ر�د� � ��۔ � ا�ى  � ��با� � �، � � در�ت

ت
 � ،��ت � � � �

ت
اور  ،�� � � � �

 � �ر�د� � ں�� � � ��
ت
 ۔� �از� � �

را� �دہ ڈ � � �� �باب � اس
ف

�� E. coli � �� � �� ا �۔ � ��� � ��بات � �� �دہ �م  ��ت

 �ر��ں � ا�ل �� �� � � � �� � �ڈ � � ��با� � � �ر� ،�آن �ں � ذر  � ���، ��ب

 ��۔ � �� � ا� �روں � � ��، اور �ب � �ىا� ب� � �ر�د�

ر،
خ

 ڈ �بآ�� ڈ
ڈ
 اور � � �� � � �� ىاے � �� ا �ا ى��مڈ ا  �� �ب �ب � �ر�د� � ��رت �� ��ن

 ��  �ن ا� ى اور ى ك ى  �با� �وف � � �� � ���با� وو�ى ر ��� اور �باب � �  �۔ اس � ى�ور � � ���ہ

 � اور ان � ��با��ر�ں اور � � آرا�  ى�ور �� � � ں�� ب�� � �ر� ا   �ر�د� �و��� � ��ن � در�ت

ا �، اس �ح ر ٹٹنننن ىى مبب �ا�ازہ ��ز


 DNA ��� آن �۔ ڑڑ��  � � � آ� �ب

 

21.1 ��(Objectives) 
 � �� �   � اس ��ب  � � � � ��ب ٹن


 � �ب

 � �  قَ�بّب
ت
 ۔ ؛�� نا�ل � ب

 � �  قَ�بّب
ت
 �� � ں�� � بد� ب  ۔ ؛��ت

 � �  قَ�بّب
ت
 �� � �ا ىدر�ر ر ب  اور ؛��ت

  قَ�بّب
ت
 � �ب �ب �ر�د� � ى ب

 ۔ � �� � � �� ىا�� 
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قَ�بّب  21.2
ت
 (Transformation)ب
ر � � DNA � � و�ل �ہ � � �بان� �ى ا ��

ض
ڈاور ا�م � � �۔ � ڈ ى � رك�ى ھى

ت  د�� � 1920�  ف�

� Streptococcus �� � ا اور ��ہ � � ��بات  ب ك S�ار ( �ى � �ب
نن
پس ىى ) ا ى پ ڈٹىى ل ى


ى پپ  ٹٹڈ ھووجج ى

ت كىى �
 � �  � �ك � �ؤ � �� نن ا ��ت

ك  ا� �
نن
پس ىى ا ى پ ڈٹ،ىى ل ى


ا� � ز�ہ �� � ) �ؤ �R�درے ( ٹٹڈ

ش
ا �، اس � � رل  �. �Rو� �  ��ت

ئ
ٹٹنن ىى � وا�

  � �� � �� �ا 

 )۔21.1�� � (� 

 
ى : �21.1�  ھى

ت  � �� � ف� قَ�بّب
ت
 �ف � ب

ا � � � � � اے � �وں � �ڑ� � � �ا ى�� ڈ � �بان� دوران، � ��  � � اور � ار�د � ��ت

زجراء � �ر� � و�ل �ہ � � ر� � م� � ۔ و�ل �ہ �� ا�
ت
��  � � ��ار � �� � � اس �ح �

ى 
خ

ا �۔ ت���ص  � وا� �  � �� ��ت

�� �  �   �د� �   � �اد  ��و��ں ك
زئج  د �ى ا �� �ر� رو�� �   �ر  وا� ��م  �۔ ��  ر�ن

ى پپ  ھووجج ى
ت كىى �

 ا نن ڑڑا � �ى ��اروں �  � � � �اس � � �ب ا  ��ت ر ى پپ  � ��ہ ھووجج ى
ت كىى �

ى ف  � � نن  Haemophilus )ا��ا �سى

influenza) �واور ا
ٹ پ  ۔(Streptococcus pneumoniae)�� ���ى

 � �ر� �ىا� �م  �� � � �� اور اس �ح ا� � �ر � ��ب �ں �  � ��۔  ذرا� و� � � ��ب

� �� � � � �- 
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�� � �� � 

 تتااىى �پار�م  � � � �را� �ل � �� ا�ط � �ے � Treatment�را�  �

 � اور اس �ح � �� � ا اے �  �ا ىڈ �� ذر ت��ت

 �۔ �ا�زت د ا�� �

 � � �� ر� � �ل � ت� (Electroporation)�و�را� ت ت
 �� � اور � و�

ر� وو� ا� � �ب ش
ن

ا �۔  �ىادا�ں � � ا �  تتاا ىى �پار�م  � � ���ت ڑڑ��ت � �ب

 �۔ �ا�زت د اے � ا�� � �ا ىاور ڈ

ار�� ج �� ن� در� �ىا � � وہ � (Transduction)�ٹ ى
ف

ا� �  � � � � �ث

 �۔ �ا�زت د

جگ  ج
ك�ن

ى  نن ى
ش  در� ت� (Conjugation)ش  � �ا ىڈ ن� جگ  � اے ج

ك�ن
ى  نن ى

ش   ش  � �ىا �پ

 �۔ �� �� ذر � �(Sex Pilus)�پائئ�س

 

 (Principle)ا�ل 21.3
ڈ � �

ڈ
 � � � � � ��مڈ رف �ے � ��۔  ى�ور ىر� � ت��ب � �ج  ں�را� �ل � �� � �ب

ى  � آ� � � � �۔ دو�� � � �� �
خ

 � � � تتااىى �پار�م  � � � �� �راخ � � � ب  ڈا�� � �ب ار�ٹ  ى۔ �ٹ

 ڈ ں�اے ( �ا ڈ
ڈ
ا � اور  � � � � � اے) �ا ى��مڈ ڈ� � ىڈ� 42��ت ڈ ا� �ف � ا� � � ت� � �ى ڈ  � � �ث

ڈ
پ�سڈ پ

اك د �
ش
رف � � �ىا� ا �۔ �ب  )21.2(�  �ك ��ں � �راخ � � �� � ��ت

 ىى �زوں س�  � ا�ب � � ں�ہ � �� � ں�
ى كٹٹ ا �۔ اس ا�ب � � �ىا� � �ىا� ووى � �ر �، �ف  ��ت

سفاار�
ف
ڈٹ ر� وا� �ان


 �� � ے�و� ��مڈ  ۔� ��ب

 

ا� �� � � وہ � اور اس � �� � � � � �ز�
ش
را� �� � ذ�  ��با� �� ا �

خ
را� �

خ
� �ف �

سفاارم  ۔ ان �دار �� �
ف
سىى � �ان

ٹننن
ا �۔ � �ر� � �ر � ا�ل � � � �� � �   ��ت

 

د  � �� ىا
ڈ
ا �۔  � �� � �� � � � � � �ى ا pUC19��د ��مد  ا�ب �ر� � �ر � ا�ل ��ت ��ب
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pUC19 � �ز� Ampicillin زخا� � � �ٹ �با� �ا

 � �  � �ى ا � �ف � ا  Ampicillin  �� �Luria��ت

Bertani �سفاا ں
ف
سىى رم � �ف �ان

ٹننن
سفاارم  �� � 

ف
ا �۔ �اب  ��ت سىى � ��ب

ٹننن
پپ  � 

�
ى ا ززر س�نن ى

 س�ى
ننٹن
پپ  � � س

�
ى و� � ا ى س ى  �نن ى

ڑر� � ں� ت  � �ب  � � �۔ � اور ان � ا�ب � �� ��ى

pUC19 ا��ا β- galactosidase  � �N �� �ر
ت
�  ا � � � � �ڈ�ن

ت
 LacZ��د �۔  � وناو� كر�

� β- galactosidase � � � �� ا � اور  � E. Coliا�ل �� وا�  �ڈ ��ت �  �� اس � ا� � ���ٹ

ر �
خ

ا �۔ � آ� دف ��ت
ذ
ڈٹ � � � �بان� ،� ں� �بان��ہ  ��


ا � اور  �� د � ن��ت � در� �� اور ��مڈ ��ت

زززا� � β-galactosidaseاس و� � �ل 

  را�  اس � �  �۔ ا   α-Complementation��ت  �۔ �ل ا  ��ت ا ام � ��ف -β� �ف

galactosidase � �سفاارم  � اوار
ف
سىى و� �، �ان

ٹننن
 X-gal  اورIPTG � � �۔ �� � ں��� � � ںX-gal  � �زززا


ا�

�ر �
ٹ بس� ٹ سب ا �۔ �ى � ا Lac operon � � اوار� � IPTG β-galactosidase� اور  ٹى  �ك � �ر � �م ��ت

 
 

 
 �21.2 :CaCl2 ذر �� �� �� 
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 (Materials Required)�اد  در�ر 21.4
1. 0.1M Calcium chloride solution -40ml (4ml 1M CaCl2 + 36ml distilled 

2. water-DW ( 
3. Luria Bertani Broth (1.38g Luria Bertani media+ 55ml DW)  
4. LB agar plates (0.5g LB media+ 0.4g agar+ 20ml DW)  
5. 50mg/ml ampicillin  
6. LB agar plates with X-gal, IPTG and ampicillin. (2.5g LB media+ 1.5g 

7. agar+ 100ml distilled water+200 µl X-Gal +200 µl IPTG+100 µl  ( 
8. Plasmid DNA (50 ng/µl)  
 (Conical Flask)�� �و� .9

10. �(Beaker) 
 (Measuring Cylinder)�� � �ر .11
را� .12  (Sterile eppendrof tubes)� � 2 - �� ورف�� �پاك ا �ج
پ  .13

ٹٹ
(Tip) 

ڈا�   .14 ڈ گىى ا���  ر،�ى
ننٹن
 (Spreader, Inoculating loop)�پ 

پ    .15
ئ
سىى پپ ىى ��و

 (Micropipettes)ٹٹ
رف �� �   .16  (Crushed ice)�ب
را� .17  �پآ� �ج  آ�ت  (sterile double distilled water)� �پآك ڈ�ب
18.   � (Shaker) 
 Water bath (42°C) � � �پا� .19
 (Centrifuge)ج� ى� .20
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 (Procedure)�ر  �� 21.5
 :1-دن

E.Coli � ��ازہ ا  � اور � ا�ل � �� � � �ى � � ں� LB�� �  �� �ت ا � را�ں رات  37oC�  ں��ت

و ى
ن

ا �۔ � �ا�  ��ت

 :2-دن

و � �ا � � 1 ى
ن

 � اور � رات �  �ىا � � � � � � � � �� � �� ذر ��ر� � � دن ا� ا ��ت

370C و ى
ن

ا �۔ � �� ا�  ��ت

 :-3 دن

ڈ� � 37�ر� �  � �ا � � 50 ڈ و rpm � � � 3-4 200�  �ى ى
ن

 ا� ا � اور اس � � �� �ت � را�ں  2دن  ��ت

ا� � � � 1رات ا�� �� وا� � � 
ش
ا �۔ �  ��ت

 (Competent Cell Preparation)ىر� � ��ب  
رف � ر� � �ا � � � � ب� ���� � � 50 ى� �ى � � اب ا .1  � اور ا� �ب ا  �  ��ت ا ��ت

 � در� �ارت   �ت ب ڈ� � 40�ب ڈ  � � ��۔ اس � � � �ى  rpm  �370C  �10 5000�  ب�ت

ا �۔ � ج� ى� � � �  ��ت
 �۔ � �ىا� �ر � � د �� .2
رف � �ے  � � 30�  �� �� �دہ � .3 رف  دو�بارہ � � �ل � M 0.1 2CaCl�ب ا � اور �ب ��ت

و 30�  ى
ن

 ا� ا �۔ � �� �ت  ��ت
 ىر� رد � � �� � آر � � � �

خجراء � �ص �ار � �ذ �ر� ا� � � بآر � � � ا�
ش
ا �۔ �  ��ت

 � � � � 2-1��د �اد �  � ب�  .1 ا �۔ �ىا�ت  ��ن
ك�رر � ب� .2

ئ
 �۔ ر� اے �وردن �� �� � � �ا ى�۔ اب �و�ام ڈ � ر� � �د�ر �� �ئ

3. PCR 20-35ا 
ى �

 
پ� �پ
 
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

ش ك�رر � �� ش
ئ
ا �۔ �ىا�ا� � �� ا�م د �درج ذ �� �ئ  ��ت

ا �۔ 4⁰C 5,000 rpm  � � � 10�ل �  .4  � ��ج � ��ت
ا �۔ .5  � ��د � �را� � �ر � � � ��ت ٹخٹخ

 
 �ت
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 �ت �� � ا�  .6 ا �۔ا� �  0.1� � �ا  2�� � � ��ب  �را� �ل � دو�بارہ � � ��ت

 (Transformation of Cells)�� � ت�        
سفاار�' � � اور ان � �با�� � � �� دو � .1

ف
 � μl 200 اور ان � � �ىا� د �ول' اور '�اب ا� � ��ب

ش
� �� 

 ۔�
  µl 2 ،� ب� وا� �ہ � �ر � � �� .2 ڈ

ڈ
ا� � DNA��مڈ

ش
� �  ا � اور ��ب ا �۔ �ىا� � ���ت  ��ت

رف �  �دو�ں � .3 و 30�ب ى
ن

 ا�  ۔� �� �� �ت
ا �۔ �ىا� � � د � � � � � �م �پا� � � � 42⁰C �2�  �ں� � دو�ں � �� .4  ��ت
ا � اور � �ں� .5 ر �� ��ت رف وا� �با� � ى� �با�ہ ا � اور  � � � �ب  �ا �� د 5��ت ا �۔ �ىا� �ت  ��ت
ا� ��ر μl 800 � �ں� دو�ں �  .6 ر�ٹ ا� � �ب

ش
ا �۔ �ر� �  ��ت

و  .7 ى
ن

 �� وا� ا �� اور �ز� ب�ىا � � � �  � �� ت� ��۔  �� � �℃37 � � � �ى ا �ا�

ززا� �ٹ �با�

ا �۔ � �  ��ت  � ا�ر �� � ��ب

ى ا � � آ� � � ��ر ا .8
�

، پس�نن  � اور ان � �با�� � � � � �ل اور آ� �ا من ا  �ىا� � � اور � �ول، اے، �- ��ت

ا �۔  ��ت
را� .9 ڈ� �پاك ا� �ج ڈ  � �ا �۔ � μl 200� � �  ب� ا�ل �� ��، � ر�ى

ٹچر� � � '�ول' � .10 ا �۔  �ىا�ول � �� �  µl ،100 50 � �با�� ں� وا� � �ر � � Cاور  A ،B��ت

µl  200اور µl � � �ٹچر� � ب ا �۔ �ىا وا� �ول � �  ��ت
و  37oC� رات �  ں� .11 ى

ن
�  اور ا� �� �� ا�

م
ى   � ى� ى  ۔�� � �� د �در� �ارت � ��ب

سفاارم  ں� ��� ں� .12
ف
سىى � � �ان

ٹننن
ا �۔ �د � � �� � �   ��ت

  
 

 

 

 

 (Result and Observations)اور ��ات  � 21.6
ڑڑچ� DNA�اد اور  � ں��� � � �ر�� � ا�ل �� �� �� � �د � �� �ب ذ �ر�د� � ��  �� وا� �ىا �

 � � �۔ �ىا �ار � �ب � �
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ڑڑچ� �ا ىڈ/� �ا x 1000�اد  � ں= ��� �ر�د� � ��  �ار � �ىااے �

Transformation efficiency =   No. of colonies x 1000 ng/Amount of DNA plated 

pUC19 �ٹ �با� �ا � �ز� Ampicillin � � �زخا

ا �۔  � �ى ا � �ف �  ت� E.coli�ف  � ���ت

د � �
ڈ
بپ  �ى � اور ا ��د � �ں � ��مد

�
ا �۔ اس �ح، ا  ا�ب �ر� � �ر � �م ��ت ى ��ب ڑر� � ں� س�نن ى ت  � �ب  ��ى

سفاار
ف
سىى م ر� وا� �ف �ان

ٹننن
ا �۔ � ا�ب �   ��ت

β-galactosidase encoding LacZ �  �N-�� � ر
خ

ذذف �� وا�  � آ�

�E�� . �   � ���ٹ

 � pUC19��د � .  ڈ
ڈ
زززا� �  β-galactosidase ��مڈ


 �� وا� � � ا�ڈ  LacZا� ب

ئ
زززا� � �ب


ا � � ا� � ��ت

�   �۔ ا   ���ت  � ں� E.coli�ہ ..pUC19 �  ززز �ى ا �� � ں� �بان� ��ب

  ٹٹكىى م �ى ا�  �ل �   -β�ر

galactosidase � �اوار �  ب ا� α-complementationو� �  � � � � �ب اور  � �بان� �� � ذر �ن

 �۔  �� � ��ت � �� � � �ز�

 

 �20.3 :Ampicillin+IPTG+X-gal � �� � 

ذذ

سفاار��

ف
 � � � ں� �ا LBوہ  �� � ر� β-galactosidase�  ا، �ان  X-gal � � �� � ں��� ر�ن

substrate+ inducer IPTG � ا �۔  �� ا��ت ى ول �� وا� ر�ن �ر سسى
ٹ بس� ٹ اور سب  �  � �� ذر X-gal ٹى ر�ن

 � � Lac operon � � اوار� � IPTG β-galactosidase enzymeو� � � اور  � � �� �

inducer molecule ۔� 

سفاار� � �� � �ول
ف
ڈ ڈ اس � �� � �د � �ان

ڈ
 � اے � �ا ى��مڈ �ا،  � ا� �� �� ذر ت�۔ �� ��ب

 �۔ � آ�د� �� � � �رے � � �� � ۔ اس �ح، �ول ��� �دار � ں��� �� � اس �
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 �ا� �ا� 21.7
1. �  ا �� � � � ى�ر � � �� � �� � � ىر� � ت��ب  ذ� �� �� ��ن  ��� � � ہ�� �ت

ا �۔ دہ�ىا� � ز �ر�د� � ر ��ت
ث
 ا�

2. 0.1M � �ا �� � ج� ى�ل � � � �ا � � � �را  ۔��ن
ا ��۔ �ىا� ا�م د ى��ار �ر � � �� .3  ��ن

زز 21.8

د� زز � ��� �  �ى

  (Suggested Books for Further Readings)   � دہ  �� �ى
1. Brown TA. (2010). Gene Cloning and DNA Analysis. 6th edition. 

Blackwell Publishing, Oxford, U.K.   

2. Cappucino J and Sherman N. (2010). Microbiology: A Laboratory 

Manual. 9th edition. Pearson Education Limited.   

3. 3. Sambrook J and Russell D. (2001). Molecular Cloning-A Laboratory 

Manual. 3rd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.  

4. Wiley JM, Sherwood LM and Woolverton CJ. (2013) Prescott’s 

Microbiology. 9 th Edition. McGraw Hill International. 

5. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3rd 

edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001. Chapter 5, 

Restriction Endonucleases. 

6. Primrose SB and Twyman RM. (2006). Principles of Gene Manipulation  

and Genomics, 7th edition. Blackwell Publishing, Oxford, U.K.   

7. Sambrook J and Russell D. (2001). Molecular Cloning-A Laboratory 

Manual. 3rd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.  

8. Clark DP and Pazdernik NJ. (2009). Biotechnology: Applying the 

Genetic Revolution. Elsevier Academic Press, USA. 
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(Practical Record Sheet) ٹ  رڈ�ر��   ى
ش
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ٹ  رڈ�ر � ى
ش

� (Practical Record Sheet) 
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ٹ  رڈ�ر � ى
ش

� (Practical Record Sheet) 
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ر� :22 ا�� اردرن ��  �ذر�  وں�ى ن �و اور �ؤ�ن �� ، �ن

 � �� ں� � ��
[Study of Southern Blotting, Northern Blotting And Western Blotting 

Ttechniques Through Photographs] 

ززا   ا�� � ا�ج

 (Introduction)�رف 22.0

22.1 ��(Objectives) 

 (Principle)ا�ل 22.2

 (Southern Blotting)�ؤ�ن �� 22.3

 (Outline)آؤٹ �� 

 (Processing of the DNA)�و�  اے ��ا ىڈ 

زززا� � �� �� ى�پا� 

 (Digestion with Restriction Enzyme)ا�

 (Separation by Electrophoresis)� ��و�رس � ذرا� 

م  � �� � � � 
ٹٹ ىى ��ٹ

ن  (Treatment of Gel before Blotting)ن

 (The Probe in Blotting)ت ����  

ا� � 
ش
 ا�ا�ت �

 (Blot Analysis) ��ٹ � 

 (Application)در�ا� 

اردرن �� 22.4  (Northern Blotting)�ن

 (Principle of Northern Blotting)�� � ا�ل �� 

 (Procedure) �ر�� 

ب�رىى �� �    (Choice of Blotting Membrane) � ا�ب�م�
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 Agarose-Formaldehyde ��و�رس ا(Agarose-Formaldehyde 
Gel Electrophoresis) 

ا� � 
ش
 (Steps Involved)ا�ا�ت �

اردرن �� �   (Applications of Northern Blotting)� �ا �ن

 (Advantages and Uses)�ا� اور ا�ل 

 (Western Blotting)ن ���و 22.5

زز 22.6

د� زز  �  ��� ��ى

  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى
 

22.0 �(Introduction) 
 ت� ا� �۔ اس �ح � �م � � � � ہ��ں � � ��� �� � ات� �� ا�ر، ��، اور � �

ى ��  بد� � � ى ك ى ززر ز�ا ��� �ص � اور �� �� ،�، �� � روں� � ں� ���با� وو�ى
 ى  �� � � اور �و�ٹ

ا� �� � � �اور � ر�ز  ۔� ں�ىا�� � �ر � � �ى

را� �� وا� � ��باب � � ���ا� � ذر � اس
ف

�  اردرن ��، اور  �� �� � ذر ى��ت ��، �ن

ا �۔ ان � ��ىا�� در �ى ا � ں� �� � ن�و را� ��ف
ف

 ا � ں� ر  �د �دار ادا �� �ى ا � ت�� ��� �ى � �ہ

ا �۔ � �� � � �ؤں � � ا�ر اور ���  � ��، � � �  ��ت  �� � ��ب

ا �ى � ا �و� �ىا  �ا �� � � � وہ � �� ا�و� �ىا  ن��س �رٹ � �م �ر � �ن ا  � �ك � ں� ز�ن ��ت

ر  �ا ��۔ �
ز ئ
ززا� �� �� ��ڈا�

 ر � �ى
ز
گىى ل  �ا �� � ں�۔ � � ى��

بب�بن ر 
ز ئ
 � ں� � ��با� �اور ��ڈا�

ا� �۔ � ہو� � ا�ر، � � � � � �� د� � �ر �ى ا
ش
 اور  � ں�ص �و� �� � ��� ہ� � � ت

خ
��

ا، � ��   �اے � �ا ىڈ �� � �ل � �. ا� اور � ۔ ���� � ا� �� ر� � �� � �ن، � ��ن

 � � ں� �� ت
خ

 � �ا �اور � � ا�ل �د �و� ں�۔ �� � � ا� � � ى� �ورت � �اور � � ��

ر�
ت
� � � �  ت

خ
ا �۔ وہ ا��� � �� دو�ں  � �اور  ت�� اور ��� � � � ر� �ص اور �س �� � � �ت

 ۔ا� اوزار � � � �

ر� اے � �ا ى�� � ا�ر �ص ڈ ہ� �ى �� ا �رن
ت
�۔  �ا�ل �� وا� � � � �� � � �

 � ��، اور � � � �وں � ا� ��، ا� �� ذر و�رسا� اے � �ے �ے ��، � �ا ىڈ ��

ر � ��د� اے � �وں � �ا ى� ڈ د� ��، � ت� �اے �وب � ذر �ا ىوا� ڈ
ز ئ
 � اور ��

ت
��  ت

خ
۔ ��
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، اور ڈ � ات� �� ،� � � � ت خ
  �ا ى��

م
 اے 

ى ى
 
ھ
ت �

ى  ى ل ى نن ى
ش  ا�ل �۔ ��ں � � � �� �� � ن� ش

 �۔ �رن ��  ا�ل � �� � � �� ا�ر � � � � � اے � �آر ا ��� � ا �ف، �� ىدو� ا ��ت

اردرن �� � �اے � �� آر ا �ا ىڈ � ،�ا�ا�ت � � � ذر � � �� �  اے � ا�ل �� ��، �ن

 �� � اے �ا�� � � �� اور ان � �ا�ر �ص آر ا  �ص �ر � � ��با� � ��۔  �ا�زت د �ار در�ت

، اور  دل �ر � � �� �ا�� �� ا�ر � ��ں � �� ��، � ��ت � � � ت خ
��RNA �زززم� �و


� � 

 �۔ � � � ت�

ر
خ

 ا�ل �� �� � � �� � �� اور ان � � � � �� � ا�ر �و� � �ا �ى �� ا ن�و ،� آ�

زز � �� ذر و�رسا� �۔ �
 ئ
زز�باڈ �� � ��، اور �ص ا � � ا� ��، ا� � �و� د� ��

 �� ��،  � �ى

ززر �� ا� �� ن�و
 ى  �و�ٹ ار�ٹ  �� � �� �ٹ  � ا�ل � �� و� � � �ں � �۔ اس � � � �� � ��ب

ا �، �ل �  � �� � ��، اور � �و�-�و� ،�ار � � � �و� چ،�ر �� اور �با� ،���ا� ،���با� ��ت

ر�
ت
ر� �

ت
 ۔��ں � � � �� از �

ٹ  � ��با� �باب � دوران، �ر� �رے � اس اور � �� �  ت،� ،� � � و�رس،ا� اپ، � �ى

ر� �� وا� �� �ا� �  �� � ��� � � اور �� �� ،�� �� ذر وں�ى ر ۔ ان �� � � ر�� �ر � �ہ

ات � �ر � �ل � �، �ر� ى� �� � ں�  ۔� �� � �� � ى� � ان � ا��ں، ا��ت، اور � ��ن

ر،
خ

راد �  ،� � � � ىاس � � ں�� � اور �� �� ،�� �آب��
ف

� اور �رت �  ں��ء، اور ��ش ا�

ا� ان ��ر �� � ان � ر�� �باا�  � �ت ا ى ��  ��ز ى ك ى  � ��ں � � ���با� وو�ى ر
ث
 ى� راو �� �۔ � ل �� ا� ���

روں � ا�اج � ذر  ان � اور �و�� �� � ا�ار � وا� �� � � �� � �ب �� اور � ں�باب ان � � ،���ہ

 � ا�د � ا �۔ �� � ادر�ا�ت  �ش ��ت

22.1 ��(Objectives) 
ٹ � �اس �

ن
 � �� �۔ � � ٹ  � اس ��ب  � � ��ب

 ��، �� �� ا��ں � �۔ ىد� � ں�� � اور 
 � �� ر ٹ  در�ر ��با� � � ��ء � �ہ آف۔ �ى  اپ اور آ�ت � وا� �ا�
 اردرن اور و ا� �� وار � �� � ��بات �� � ن��رن، �ن

ش
 ۔� � �ر � ��

 � �� ر ا۔ ا�رت � � ىر� � تاور � ،� ،��، � � � �ہ  ��ن
 � �ں�� �� � � اور � � ،� � ں� � �و� �ىا �ا �� و�رس،ا �  � �� �� ��
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 ۔�
 اردرن اور و ا۔ آ� وا� �م �� � � �� � �� ��بات � دوران � ن��رن، �ن  � ��ن
 �۔ ا� � رات�و� اور � �� � �� �� � ��با� � 
 ��، �� �� ۔�� � � �اور � �� � ��� � ��بات � �� �دہ ڈ اور 
  �� ى ى ك ى اردرن اور و � چ�ر ���با� وو�ى  � ا�ق اور �ود � �۔ �� � ن��رن، �ن
 � زز ڈ �چ اور ��با� ى� � ڈ�� � � �� � �ا�ت اور �� � � �ص

 روغ  � ا��ى
غ

�ر�ں � �

 ۔�د

 (Principle)ا�ل 22.2
 �ىا �و� : �� �اور �م �ر � �ر ا� ا� �ا� � � �� � آ�ن � �� ��م ا�ل داغ �� � �

ا؛ �� � ��  ىاور �� � ؛�� و�ر�ٹ ا� � �وں � �ا �� ى �د � �ك ��ذ ى ك ى ا� �� � � وولى ش
ن

�  ت� ��ىا� � �

ى ��  � �ر۔ �� � تاور �پا� � �؛�پا ى ك ى آ � اور � آ�� ا� � �� ذر و�رس� � ا� وو�ى � �� �� وا�  ��ت

ا �۔  � � � � �ىا  ��رٹ � ا �، ا� � �ا ىڈ �ىا  �و� ���ت را�و�دار �  �ى ا � �اے � �وں � �ك ��ت
ف

�   ا ��ت

 اور � �  �۔ �رٹ � � �� � �با� �، ا را� ��ت
ف

�  � �ا  �ا �� �ىا � �� � � �ك �و� � ���ت

زز�باڈ �ا �و�، �
 ا �، � �ص �ر � د� � اے � ا�ل � �� �ا ىڈ �ىا �ى ى ك ىى � ��  ��ت ر �� � �� � وولى

خ
 ،۔ آ�

ى ك ىى �ك �ف ��  � � ��ز � ت� ا�  � �۔ �� � �� �ر � �� ذر �ا��� � � �م �ر � آ�راڈ وولى

 
ن
كت
تت

ى ك ىى  اردرن اور و اور � � � � ر� ںى ا �۔ ن��م �ر � �رن، �ن  �� � ��ت

� � �۔ اس � �وہ،  ا� � �� ذر سو�را� � �وں � �� � � اے اور �و� �اے، آر ا �ا ىڈ

 � � ز� � �۔ ان � � � � اور ان � �� � �ىا� �ص ر�ں � داغ د � � � ا� � ت
خ

�وف  �ى ا �� ��

ى ��  ى ك ى  �۔ ا� � ز� دہ�ىاز �ىا �ى � � � ا � � � ��وب � ذر وو�ى ا  ��ت ر � ا�ر ��د  � � وں� � � �� � ��ہ

 � ت� ر
ز ئ
ر � ا�ل �� �� ��ڈا�

ز ئ
ا�و� وں� �� � �۔ �و� � ا�ل �� �� ��ڈا� �  � � ز� �ن

 اور � ا��  � � ز�۔ �� � �اد � �� �� � � � ا  �۔ ا �ى ا � ��ن ا  ��خ ر
خ ئ
 �ى �ص �وب � �� ��ڈا�

ر� اے � �ا ى�رن �� �ص ڈ ،�� �
ت
آخردرن �� �ص آر ا � � �� � ر� اے � ��، �

ت
�، اور  � � �� �

ر� � �و� ص�� � ن�و
ت
ر ىد� ن� در� ں�� � � �ر �، � �۔ � � � �� � رق �ى

ف
� �  لو���

 ۔� � وہ � �� �
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 (Southern Blotting)�ؤ�ن �� 22.3
ر�� ،� 1975 ر � ى�ب ڈڈا ت���ہ  رہ � ��رن � اس � ون�ى ر� � اے � �� � �ا ى� ڈ �ر � ��ہ

ت
�  �ص �

ا � اور اس � ا �۔  � ��ت  ��ت ت
خ

��� � � � ، ت خ
اے � ا�م � �� ��  �ا ىڈ � � � � � ماور � �� ���

 � ز � �  ت�ہ � ا�ل � ىد۔ اس � ��ن ا� �� �ىا �� ��� � �ى � ا � ں� ا�ل �� وا� دہ�ىا�ب

ا �۔ � �ا ى� ڈ � ا�ل �� �� �س �رٹ � د� ا �ى �ر �، ا ىداے � � ��ن ا�و� �ىا ن��ن  �� � �� � ز�ن

ا �۔ ا�ل � � �  ��ت

 (Outline)آؤٹ �� 
PCR  �   �پا� �ىا� رد �    ى�ز� � � ا�م ،� �DNA � �ا   �۔ �دل  � � و�ر�ٹ ا� � آ � آ�ت

 �و��� (� � � �ى � �� ا زا� ا� � ،اے � � � �ا ىڈ ،�ر�ں � بب ر �ں � � اے  �ا ى) ڈ���ہ

�ص  � ��د � � اے � �ا ىڈ ،۔ ان �ر�ں ��اد ��د � � � دہ�ىاز �ے � اے � �ا ى� � ڈ ى�پا� �

ى اے س  �ا ىڈ ٹٹ ى
ن  � � �۔ �ىا� ا�ل �� �� � � �دل � � �رن �� � ��ن

 (Processing of the DNA)�و� اے � �ا ىڈ 
و � �� � ا� � �� اے � �ا ىڈ

ش ٹ
ال  دو�ے ��ں � �ىا�ن  ى� (�ل � �ر �: �د �� �ار �  ں� �ىا�ن

ر واور � و�رسا� � ز�ا اور �ار � �با�� راے � � �ا ى�)۔ ڈ
ٹ ى  �� ذر � ك���ى ا �� � �چ  ۔��ن

زززا� � �� �� ى�پا� 

 (Digestion with Restriction Enzyme)ا�

ى ��  �� ى ك ى زززا� �  ى�پا� � �� � � � �� �وں � �� Kbp 15-0.5اے �  �ا ىوزن وا� ڈ وو�ى

وا� ا�

را� � ا�ب � � ى�پا� �ا� �۔  �� �ج ا��
خخ
ر � ا�

ٹ ا � � � � د� � زا�ى  � ��ت ٹ
ئ

 � � �ٹ ت
خ

ر� ��
ت
 �ىا �� � �

  �ا ىڈ
م
 اے 

ى ى
 
ھ
ت �

ى  ى ل ى نن ى
ش ا�ں � � (� � ش

ن
ر� ا�

ف
زززا� �� � ��  ��)۔ � �


ا �۔ �اس � ا�ر ا ا�  �ا� � ��ت

 (Separation by Electrophoresis)�� �� ذر و�رسا� 
زز � �ا ى�� ڈ �

 ئ
ا � اور ڈ � ا� � د� اے � �� زز � �ا ى��ت

 ئ
ر  د� اے � �وں � ��

ٹ ا �۔  � ا�ب � �� �ى ��ت

ر ��ت � دہ�ىاز
ت
ا �۔ ��  � ا�ل � � و�رسا� � وز�ا �روا اے � �وں � ا� �� � � �ا ىڈ ،� ��ت

 �� �� � � � �� � دہ�ىا� ز ����ا ،�ڑوں � � � � � 100�  � وں� ت
ت

ا �۔ ~ ا�ل � ��  15��ت

kbp ڑڑبے  دہ�ىا� ز �DNA � � ر� � و�رسا� � وز�ا �روا ،� �وں
ت
 ۔ اس � ��، ��� ىد � � �

ڈڈ � �ىا) FIGE( و�رسا� ا�رژن �

پ�سڈ ا �، اور � �ر�ں � ) ا�ل �PEGE( و�رسا� � پ رار � � ،��ت

ق
ر�  �ب
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ت  ا� �� � �و��م � �  ۔ر� � ��ى

ٹٹ �  �� � � � 
ن منىن

 (Treatment of Gel before Blotting)��ٹ
ٹٹ  � ع � � � و�رسا�

ن منىن
ا �۔ � ا�ل � �ا رو�رك�� �ڈ � � ��ٹ  آ�� رو�� �� �ڈ ��ت

ِكس ڈ �� � � ا� �
ٹڈر� ى� �� ئن

ٹ
ى
ن
ا �۔ �ا ىڈ � � � � ،�� � ااے ��ت � � �ا ىڈ �ى  اے � ��ت

 � رد� � � ،�رت � ىدو� ر
ث
ا�و� � ،اس �� � ،�� �. � � �� ��ار/� �رج �ہ  � �ىا ز� �ن

ا ر� � � رڈ�� ر � �� � � � � �� � � � � ن��ن  �۔ �� � � �ى

 (The Probe in Blotting)ت� �� � 
ا �۔ � � �ر � ا�ل � ت� �ن �ہ �ں � � DNA �� �ىا) cDNA �) DNA�ر �،  �م  ���ت

ر� �� �وب �
ت
 � ن�� ا �

ت
ا� ��

ش
ر� اے � �ا ىاے �ن � �� �بار �بار ڈ �ا ىڈ ۔ �اور ا�ن دو�ں �

ت
 �ى � ا �

� ��   اے � �� د� �  �ا ىوا� ڈ � �۔ اس � � � ��زوں � د � �ر � � ت� ا� � �،� ر�

ر �� اور ��
ز ئ
 �ن �� � ���ڈا�  �� �۔ ں � �ب

ڈس��او� �ص �� �ا ٹ
ئ

� ا  � �ٹ  � ت� �  ا�ل �   � � � �ر   ى� � �،  ��ٹ �ول �ہ

ر
ز ئ
رار ر� ��۔ ں� ���ڈا�

ت
ر�  � �ب

ر
ز ئ
ا�ر  � � �د � � �ف � � ا�از � ���ڈا� ى ك  �ىا ان �و� � � �ت ى � ى  ىى �ووم ى

ى نن ٹٹ ىى س ى
ن ��ت � ا�ل ��  ن

گىى ل  deoxynucleotide hexamer primers�۔ �م �ر �،  � �ىا� �� �
بب�بن ى ہہ  �۔ �� � ا�ل � � �  �ا�  كساا�ى

اے  �ا ىڈ ،اس � � ۔ � �� �� �� � � � �ارت � ،� � �� � �اے ا� �ا ىڈ �وا� � �

ززم�رىى �� 
 ووىى � كل  I �ى

ن ا �۔ �� � �ا� �ے � ا�ل �� �� � ن  ��ت

ا� � 
ش
 ا�ا�ت �

 �ر � �ر ا� ا� �ا� � � �� � ىداور � �م �ر � �دہ �� � �� � �� � � اس � �، : �ب

 � �ا �� �� � زز
 ئ
 �۔ �، �رٹ �  ا� � �� ذر � �و�ر� ا� د� � �وں � ان � �� ا ��ت

ا�و� � ى � ��ہ � �ف � ��  ت� ��ىا� � ؛� �� � � � ز�ن ى ك ى  � � �۔ وولى
كل �ا ى�پا� .1

ن
ى ون زز� ى ��  � ا�ل �� ��، ا� � ى ك ى ا �۔ ا � � � �� �وں � ز�ا� DNAوزن -وو�ى  � ز���ت

ر� � و�رسا� �
ت
ر � �� �

خ ئ
ا �۔ �ىاد � ا�ل �� �� �وں � � ��  ��ت

بب  .2 �  اب� � �ا رو�رك�� � � �� ان � �ف � �� � دہ�ىا� ز Kbp 15اے � �ے  �ا ىڈ �

 ۔� �� � � � آ�ن �� � � � � � ،�� � ا�� � �� �ے �
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 � �ا ىاے وا� � �� ڈ �آر ا �ىا� � .3
ت
 �ا ى� � �۔ ڈ �ىا� � �۔ ان � ا�� �اے � �� ��د رہ �

ا � � � ا�� �ل � �ى � ا اے � ا �۔ ا�� �ل � NaOH ر� ��ت  ىى ڈ ��ت
ن
 ى�رج �ہ ڈ � ��چرر ىى ن

ا�و�� �رج �ہ  اے � �ا ڑڑب� � �ر�د� � � � � ز�ن  �۔ � �
ا�و� .4 ا � � � � �ىا� او�  � � �ىا�  � ز�ن ا�  � �ر � � ں�� �  ڈ� �ى � ا ں�� � �� ر� ��ت ا � �ت ��ت

ا�و� � ز�ا  را� �� � �۔ ن� در� � زاور �ن  ��ب
ا �  �ىا��ں � �� � UVا�  ،� � �� � � اے � � �ر � � �ا ىڈ .5   C  �2°  80 �ىا��ت � �ت

ا �۔ �ىا�  ��ت
ر � � دہ�ىا�وب، � ز �ى ا .6

ت
 � ا �ا ىڈ ڈ�� ا ر� �ى اے ��ت

ت
�� �  اے � � �ا ى� ��، �ف ڈ �ص �

ا �۔ اس � � � � � �ہ � � ا �، � �م �ر � ر �ىا� �� � ت� � ا�ل ��ت ڈڈ��ت   �رو� �ىا � ��ى

كىى �و�جج  �ىا
ا �۔ � � � �� ڈا� نن  ��ت

ر
ز ئ
ا �  �ىاد� �� ذر �ا��رے � � آ�ڈ �� ا ت� � �� � �، ا�� ���ڈا� كىى �و�جج  �ىا��ت

 �� نن

 � � �وب � � �رو� ) �22.1(�  ا �۔ ��� د ر� ر�ن  ��ت
 

 

ا� 22.1� 
ش
 � ا�ا�ت: �� �� � �

 (Blot Analysis)�ٹ ��  
ا �۔ �م �ر �،  رڈ �ٹ � �� �م �ر � رد � � � � ا�ل �ہ �ت � � ��ت

ز ئ
، 32p�ت � �� ��ڈا�

33p،35p � ا �، اور ان � � � در� �ارت � �ول ا�ر �و� � ا�ل � ��ت آ � �ت ہ ��ل � آ�راڈ��ا� � ذر� � ��ت
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 �ا� � �� �� ��با� ڈ� � � �۔ ۔ ت
ت

 �۔ �� � و�

 (Application)در�ا� 
 � �ن �ہ � �   �ىا  د� � �� � � � �ن �ہ  � ا� ا�ى �رن �� � � ا� ا� � �، �ب

ا � ر� د�، � � � �ش ��ن
ت
 دو�بارہ �  �ىا ا دف ��خ

خ
ا، � ۔ دو�بارہ �پ � � � �ا �� وا� �ر� �ات، � � دا� ��خ

 �پا�ى � �ے � �� ��ر�م  را� � � � � �� � � �� � ذر� �ن � � � � �۔
ذذ
�پا�ى وا� ا�

)RFLPs�زززا� �� � ) � در�ىا

� � �۔ اس � و� � � � �� � �زى اور  dimorphism � � � � �پا�ى � ا�

دا، �رن �� �ر� � � � � �� � و� � �� وا� �رى
خ
�  �ا� وا�ت � �ان � � در�ىا� ��۔ ٰ�

 �ا۔� �� � � ا ت ببآث  �ى آ� �  �ى

 ا� �دار ر� � � �ت ا�ى
ت
�رز � دو�بارہ �

ٹ ىسبىبپ� ر اور � � رب
زز  ى ى�ر� �ارض � � �� � �، ا����ب ىف� ى�فوو�و�ب  �ى

ر� 
ث
 �رآ� �ل � �۔ ��ں اور �� را� � � � ا�ى  � �، ا� ادا �� �۔ ان � ا��ت � �وہ، � �ب ت

خ
�� �

 �� � �رن   �۔ ڈى ا� اے ففتگرر ا �� � �� � � �� �اد � �� �وں � �ش �� � � ا�ل � ��ت

را� � �۔
ف

�   �� � �د � � ��ت

اردرن �� 22.4  (Northern Blotting)�ن
ا ا�ل �� وا� �� � � �� ا�ر � � � ب ا� �۔ �ص �ر �، � �� � � ��ىا� ىر��ى

ش
ببہ �  ��دھ

و) � آر ا �ىا�ن  ��ں (�
ش ٹ

ى اے ��  �� ى ك ى  ا وولى ڈڈ
ئ

ا � � � � ا� �ڈ �� ا� � � � وز�� �ر��� ا �۔  و�رس��ت ��ت

ى اے ��  �� � آر ا �� � � ى ك ى ا �، اس � � ر � � � � �س � وولى ڈڈ ��ت  ڈڈىى ل  ��ى

ببلڈ ى �ر/

ى
 �
نٹ
ن
ڈڈىى ل  ىسن


ببلڈ  ى�ہ ڈ � �/

اردرن � � � �� �� اے �وب � �ا   � 1977 ��۔ �ن
فوورڈىى سٹٹ

ززىى �ج  � ر��� نف اور �رج �رك �  � ڈ�ڈ ا�،�ا م�

 �۔ ر ��

 ىى ڈ
ن
 �۔ � آر ا ا�ل � د� � �� اے � ا� �� � � ��ر � آر ا ا�ا� � �چرر�ن ىى ن آ �  اے � � ���ت

ا آ �۔ آر ا � � � � ن��ن ر �� � � ��ك آر ا اے � � ���ت
ز ئ
�� � �  � � � � اے � �� ��ڈا�

ا� � � �ى ا � � � � د�
ش
ا �۔ د�� � ذر �ہ �وب � �  � ت�ص �ر � �پا� � � �� � � ���ت

 � �ى �۔ ا ا�زت � � ر�� بب ا �، �س � �ر � � � اے � � �� �ف � آر ا ت�بار � �، � �ب اور  ��ت

ا� � �� ��  ۔� � �ت
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 (Principle of Northern Blotting) � ا�ل�� �� 
اردرن ززرم � �� آر ا � � � �ا� � ا�ر � � ا�ل � �� � �ن


 آر� آر�ٹ آ �۔ �ٹ  اے � ا� � � ���ت

ا � اور ا�  ا و�رس��ت ڈڈ
ئ

آ � � � � ا� � آر ا � ا� � � ز�� ا�ل �� �� �ر��� ب�ر ىى اے � �رٹ �  ���ت  �م�

ا ب�رىى �  �ز� �و(�ن  �۔ ا � � ) ��م� ا پل ىى ك  � ،� ��د� �ص � � �ى ��ت ى پ ) � ا�ل Figure22.3( �ا� � ى�ر�

ا �  �ىادر� �ارت � � � ا� �ىا�  � � �۔ اس � � � �� �� �را � ا� � UVا�  �ىا��ت ش
ن

ا �، �  �ىا�اس � � �  RNA��ت

ا � اور � � � � آ� � � ت
ن
 �ب بب  � د�� � رو� �۔ �ا �� دوران � �و� � �� � �

 
پل ىى �م ك  اے � �: آر ا22.2�  ى پ ر� � � � � � وز�ا � ى�ر�

ت
 )�و (�� � �

 (Procedure)�ر �� 
 ا�

ى و�رٹٹ ا �، �ں � ا� � � � � � �ى � ا � � RNAs�  �ر � ا� � ىك� ى �و�  �ىا�ص �وب  � ��ت

ٹ   � � � �ى ر
ز ئ
 �۔ ��  � اور ��ڈا� ا ر� �با� ا� RNA��ت

ت
� � � � � �  ا  �، اس � � � ا� � � ا� � ��ت

اردرن ر ر� �� ذر ��ٹ � �ن
ز ئ
ر� � ز ��دہ ��ڈا� ا�ل  �و�� �� �� � � ىاور �ار ىر�� � � � �ى

 � � �۔ �

 ىى ڈ
ن
ى اے ��  �اور آر ا ،� � �ا �� � ں�� اور ��، � ر� � ں� وز�ا �چرر�ن ىى ن ى ك ى  � � ا� �� � � وولى

 
ن
كت
تت

ى ك ىى  زز��د � ںى

د۔ � رآں، � �  �ى ب�رىى �ب گىى �، �وب ل  � ت� ،� �، �ك �� � � �م�

بب�بن ر ،� 
ز ئ
�  ���ڈا�

 .� ا�ب �� � ۔ ��� �� � � � �بارے � � � � ��اور � 

ب�رىى �� �    (Choice of Blotting Membrane)� ا�ب �م�
ر �ى ا

ٹ  ا� � ا�ب � � ��س �رٹ �ى
ى و�رٹٹ ر RNA�ر � ا�  ىك� ى

ز ئ
ا �، �� � � � � �� ��ڈا�  ��ن

ا� ا � �� � RNA �� ذر �� �
ش
ا �� س �ا� ا�ب �۔ ا �ى � ر � اس �بات � �ر ��غ

ٹ  � � �� � �ى
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 � ں� � ��اور �ك 
ت
ت  ا� � �با�� � ز�ا �اور � � �ل � �  � ات� �� � ��ى

ت
رہ � � زز � ��ہ


د۔ �  �ى

رآں، � � � و �� �ب ب ى
ت

ر�
ت
 �� آر ا � � �� � ا�ق �� � ں� � �� ا�ل �� �� � ى� � ں�

رڈ �وب � � �ا���۔ آ�راڈ � � �ح ��� ا� �ش � ا�، � �ى ا � �� � اے
ز ئ
 � ر�� �، ��ڈا�

را� �دہ �ا
ف

� ىى �-� �� �� ت�ىا�ف � �
ن
ن
 ت� � �۔ اس � � � � �با� � � �ىا واش � ا�ل �� �� � ىنن

ر � �
ز ئ
ذذا،  ا�ل �� �� دو�بارہ ��ڈا�


 � � �۔ ى�� �ور �� � �۔ � ت

ش
ردا�  � � � � � � اس �ز � � �ب

 Agarose-Formaldehyde � �و�رسا(Agarose-Formaldehyde Gel 
Electrophoresis) 

mRNAs � � �� � �ا� �ا ��ح، وا  � ى�ث
ت
ى � ��  ڈ�� � � ى ك ى زز و�ر�ٹ ا� � وو�ى

 ى
ٹ ر �� � ��ب

ث
۔ � ��

 آر ا رار ر� � � ��ف �ہ
ق

ر�  � ��د� در� �ارت � ا� � � اور � و�رس�، ا� ىر� �� � ،اے � �ب

ڈڈ�� ،��ر��

 ا�ل � �� � � �� �اور �� � � و�رسا� � ز�ا ،�۔ �رت د� � �� � �رملڈ

 ۔� �از� � ں��� وا� �

ا� � 
ش
 (Steps Involved)ا�ا�ت �

ى اے ��  �: آر ا1 �� ى ك ى  ىى ڈ وولى
ن
ا �۔ �ىا � � � وز�ا �چرر�ن ىى ن  ��ت

ا �۔ ا و�رسا� : �2 �� ى �وں � ا� ��ت ھ ى
ت ى � ڈڈى


د � �� داغ �� � آر ا �ڈ ڈ

ئ
رو�� ى اے ��  ��ب ى ك ى � �ر �  وولى

ا �۔  ��ت

ا�و� اے � �: �� آر ا3 ��    � � �ر� اور �� � ��اور � �ا� �۔ � � �� � � ز� �ن �ت

 ۔� �� د

ا�و� �ى ا � : اس � �4 �� ا � � � ز�ن ا �۔ � � � �با� � � �وں � � RNA � ��ت  ��ت

 ا5 �� ا�ر � ت� � �ص � �ى :  � � � �� � �ت ٹ  � � � �� �۔ �ا�تپ  �� � ر� �ا

 ۔� � � � �� RNA ت� ،�رت �

ا  � � �ے � �� � � �ى رے � � �� �۔ � � ا �� ا � � �ا��: آ�راڈ6 ��  ��ت ت
خ

��

 )۔22.3� (� 
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ا� � �� � : ��22.3� 

ش
ر �� � ا�ا�ت ��  �ر � ��ہ

اردرن �� �   (Applications of Northern Blotting)� �ا �ن
 � اس � �بارے � � � �ح � � � ��ں � ��� � � ا  � اور �م ��ت ا ار ��ت � ا�ر �  � � ى�ہ

 �� دہ�ىا� � ز � ر
ث
ا ��

ن
� ا�ر �  � � � اے � �آر ا اور � اور � � �با�ں � ت� � � ��۔ ا�

ڈڈ ۔ ر�� � � ��ىادر �� ذر �د� � � �� ��  ى �و� اور ��  �ا �وا� � � ��ى ى ك ى ر وو�ى
ز ئ
� ا�ل  ���ڈا�

  اے � ��� �� �ص آر ا
رتت
ت
ى بب ىى �  � mRNA�، �  � اور � آز�� �ى ا اب � �د� � � ۔ ��� �� � �پا� � ںى

 �� � � � � �� اور ان �  � � � �� � ا�ل �� �ار در�ت ت
ت

ر� � ں� � و�
ت
�  � � �ى � �باو�د، ا �

 �از� �� � � mRNA ن��ں � در� راہ را�ت ى كل آر، � � �۔ � �ا�زت د �ت � �ب زز� رے۔  واور �� ا� �و� �

اردرن �� ا پل  �آر ا ��ن ى اے سپ گى
 �د�ر �ل �۔ �ى ا � � �� �� � � نسن

 (Advantages and Uses)�ا� اور ا�ل 
 ا RNAs�ہ  �و� ،� � � ا�� ان �ڈ�ن  ان � � � RNAsور �ن ت

خ
سبببتاا �ت � �� �� ��

ن
�� �  ب

ا �۔  �ص �ار، اور ا�ر � � � �� ��۔  � � ا�ل �� �� � ر ��ت   �� �� �� � ��ہ
جج
ى اور �ر�

ى
 
ى نن ى س ى  سى

 � �آر ا � � �ا� � ٹ ر � � ں�� اے �ا�ٹپ
ز
د� � �۔ � رآں،  �ى راد � ى� �ىا ر�م، � ��ب

ف
�د  �ج � ��� ا�

ا �۔  ��ت
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 (Western Blotting)�� ن�و 22.5
 اور �ار  � ں�ص �و� �� � ہ� �ى � ا �� � � و� � ��ىا� �ى �� ا ن�و ت

خ
�ج، ��

� � ��  ا � � � ‘���ا�’�  �۔ اس � ا�ل �� در�ت زز�باڈ �ا �� ��ت
  ىى � ا� �� � � �ص ا �ى

نٹ
�ززىى نن

ز ج� �  ج

ا �۔ � ا�ل � ت�ر � � �� ��  ا� � ��ر � درج ذ ىد� � ��ت
ش
 :ا� ا�ا�ت �

) � ا�ل �� �� و�رسا� SDS-PAGE )Sodium dodecyl sulphate– polyacrylamide gel۔ 1

ر��� � �و� ى ك ىى � ��  ��د �و� � �� � م� ،� ��د� � � : �� �ب � و  ان � �� ا� � �� � وو�ى

ا �۔ � ��� ى ��  �� � ا�ر �س اور �رج � ��ت ى ك ى ڑڑبے �� � � �� �� � ى� وولى ى ۔ � �� اس � � � ى ك ى � �ر  وولى

ى �رج �ہ ��  �ف اور � وہ ا�ڈ � � �رج �� � ى ك ى  �ى ا ،� ��ڈوڈ �(�ڈ �ا ىڈ �۔ ا�ف � �� � � ڈ� وو�ى

ا �۔ �� �� اور  ��) � �دار �و� را� ��ز
ز

زر �  �ر�ج

2   � � � � �و� � � � وں� �و� ہ: �� � �و� � � � �۔ ا�و � �با��ن  �� �ىا �ز(�ن

 ىى و
ن
ى ن زز � � ) ��را� ��ا�ى


ا� � ا � �ت د��ت   �ى

خ
�
�ش
ت
ت

ى  ر� �ى ا � �۔ � � �اور � صى �  ��  �� � ��د� � � �� �ب

ا � � �ىا� ززر � � ���ت
 ى  �ا�)۔ و�ر�ٹ (ا� �ر � �رج �� � � ��د �م �و�ٹ

 � ۔ �3 زز�باڈ �روك �م: �� ا �ص �با��خ
  ۔� � �ى

 � � � � وہ � ،�و�
ت
 �با�ھ � ت  �� � �� �۔  ا�� م� �۔ �ا� � ڈال � � اور ��ى

)BSA� ( ا� �� ا ��ك �� وا� ا
ش
زز�باڈ �� �

 ا� �و� ى�ص �پا� � � �ى � �ڑ � �م  � � � � � � �ت

 ��۔ � � �ں � �

زز�باڈ �ا ىد� � �و�: � ى�باڈ �۔ ا4
 و �ى ى

ن
ا � � � � �� �� ا� زز�باڈ �وا� �ص ا � ز� � ��ت

 ا�  �ى ش
ن

� �

ا� ۔ ��� � زز�باڈ �ا ىوا� �ث
 ا� �� � � ا�� �ى

ش
زز�باڈ �ا ىد� � �

 ا� �ىا� د� �ى  �۔ �ث ا  ىد�پا� � � � ى�باڈ �ا ى��ت

زز�باڈ �ا
 ا� � � �� � ى�باڈ �� ا �۔ د� � � �� �ى زز�باڈ �ا ى�د �� � �وہ، �ث

 ڑبر� � �� � �ى � � � � �� � 

ت  ڑڑب�� � � ��ى ا� ۔ ا��� � زز�باڈ �ا ى�ث
  ۔� د� �� � �ى

ا� � �و� ۔ �5 ا (��): �ث زز�باڈ �ا ى� � ��ن
 ا �۔ ا� � �ىا� � � د� � � � � ��د � �ى زززا� �، �  �ى ا ��ت


ا�

زززا�

�ر-ا�

ٹ ببس� ٹ س  � ى�باڈ �� ا�ل �� �� � ا ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)� رد �  ٹى

 � �وڈ� دے �۔ ك  �� � ر ا��ب ى �ن ى � ى  ىى �ووم ى
ى نن ٹٹ ىى س ى

ن ا ن ڈڈر �ى  ا� وا� � ��ى زز�باڈ �ا ى�ث
  آ�ت � � �� � � � � �ى  ��ب

 � � �۔ ا�ل �



80 
 

 
 

ى �م �ر � ك  � �� د � ا� ن�و ى � ى  ى
م
ى �وو

ى
 
نن
ى 
ى

سىى س 
ن
گىى ا�  ن

جنن ا �، � � ا� ��ت
ش
 ا� � � ہ� ىڈ � � � � � ا�ل �

 �: �� �� �ى ا ں� � �بارے � �� � �� د � ا� ن��۔ و �ا��آ�راڈ � � � �ىا

ببہ �1 ى �ر � � �� اور ك  ��� � � : ���� ر. دھ ى � ى  ىى �ووم ى
ى نن ٹٹ ى

ن
� �، اس  �� � �� � �� � ا�م د سن

ببہ ا�  �� ��بات �  گىى � دھ
جنن �ر �۔ ا�� ر� � � �

ٹ ببس� ٹ س  � آ�ت  � � �� � � � �ىا � � اور � ��ل � � د ٹى

گىى � ا�  � د�� �پا�
جنن � � � 

ت
 ۔�ا� � �

 ا� 2 گىى .
جنن ٹ  �  ك �اپ � � �ى ى : ى � ى  ى

م
ى �وو

ى
 
نن
ى 
ى

سىى س 
ن
گىى ا�  ن

جنن  ا� �ور �� � آن � �  ا� �م �� د ىاور ۔ �� �

گىى ا� 
جنن ر� �

ٹ ر� زا�ى
ت
،  ،�� � � ت�ىا�ا � ر�� � � �د � ت ت

�  �� �اور ��۔ اس �بات �  �،��ل �� � و�

ى ك  ى � ى ٹٹ ىى �وو� ى
ن
سن

ن
گىى ا�  � � ��� �  ن

جنن � �  ى � ك  �� � ��ب ب�رىى � ى ٹ �  �۔ � � ٹى

ب�ر ىى � �  ن�: و. �ٹ ��3 گىى ا�  � � � ط� ا� �م�
جنن � � اور  ��� �� �  �اس �بات �  ،� � ر� �

گىى ا�  � � �و� � د� � اس �ح ر� �ا � �ں � �پاك �۔ � �ىا ں��
جنن ر � � �

ز
 �ں۔ � ��

ر. �4 ى ك  �ى گىى : ا� �� �پ�پرر ى
ى اور ك  ��وع � ��� و �جنن ى � ى ٹٹ ىى �وو� ى

ن
سن

ن
 ا�  � � �� � � ن گىى ��ب

۔ ��ڈ � � �جنن
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ى ك  ى � ى ٹٹ ىى �وو� ى
ن
سن

ن
گىى �ت اور ا�  � � ن

جنن ت  � � �  �ر � د� � ��ى ت
ت

 �� � � �۔ �م �ر �، اس �بات � �� �� � و�

 � ى�ور ژرز��د ا
ت
 � �� � ز� �م � � �  ۔� �ے �� �� ��ب

ر. �5 ر�ل: � ى�ى گىى � � ا�  ،��وع � � �ل � � � �ى
جنن �رج  �� ذر ز� � �و� � � � �

ى �� وا� ك  ى � ى س ىى �وو� ى
ن
ٹٹ ىى ن

ن  �۔ ر ا�زت � � � �� �� � ن
ئ
ا� � �ى اور ا� �  �� �ا� � �� � �ل � ا� �ٹ

 � �  با �ورت � � �� � � رو� � اور �� ��� �ر � ��ب ى
ت

ر�
ت
ڈڈ� ا ت�   ۔�� ��ى

ر. �6 ر: ��� �ظ � �ى ى ك  �� � � �� �ل � �� � �، اس �بات �  �ى ر� � � �پ�پرر ى ززہ � �ى
 ئ
� �م  � ��

 � دے ر� � وا� �ر � د�� � �و� زز� �� آ� � �اور ��ب

د ۔ � ززاور د�و �� �ى

 ر� � � ات�ى �� �  � �ى

   )۔TIFF ،JPEG ،(� ��ظ � � �ر���ب

 �� � �از� �� اور �� � � ا�ر � ن�ت � ا�ازہ ��، ��ں � در� � ز� : �و��اور � �. �7

ر� �� � �  �و� اور � �� �� �� � �� � �� � ۔ ��با��ا�ل � ��� و �� ى�ى  راتاور ��ب

 ۔�� �� � �� �� �

ى ا�ا�ت � � �� ��، آپ ك  ان ى � ى  ى
م
ى �وو

ى
 
نن
ى 
ى

سىى س 
ن
گىى ا�  ن

جنن ر� د� � �� �ى � � ا�ل �� �� ا � ر  �ى
ث
�� �

�� � 
ت
را� �� � � �اور � �� ا�ر � ��ں � � �و� ��ں � ��� ،� �ر � �

ف
�   ۔��ت

 

زز 22.6
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ر� اے � �ا ى�� ڈ :23 ا��
ت
ى س ، � �جررى

ر�و اور  �� � �ن  ىڈ �� ذر �ى

 اے فتفگرر �� � �ا
[To study DNA Sequencing, Sanger's Method And DNA fingerprinting 

Techniques Through Photographs] 

ززا   ا�� � ا�ج

 (Introduction)�رف 23.0

23.1 ��(Objectives) 

 (Principle)ا�ل 23.2

ر�  اے ��ا ىڈ 23.3
ت
��  � �(Methods of DNA Sequencing) 

23.4 � � ��(Sanger’s Method) 

 (Maxam and Gilbert Method)� اور �ٹ �� 23.5

رو� 23.6
ئ
گ�پا�

سنن
ن
 (PYROSEQUENCING)ن

ر�  اے ��ا ى�د�ر ڈ 23.7
ت
�(Automated DNA Sequence) 

ر� م �� 
ت
� � �  انٹگنن

ش
��(Shotgun Method of Genome Sequencing) 

 (DNA Fingerprinting) اے ففنگرر ���ا ىڈ 23.8

 ��(Introduction) 

 (Process of DNA Fingerprinting) اے ففنگرر �� � ��ا ىڈ 

 RFLP analysis ��  �� ا�آر ا 

 (PCR Analysis)�� آر � � � � 

 RT-PCR � � �� 

 (DNA Fingerprinting in Animals) اے ففنگرر ���ا ى ڈ��روں � 

زز 23.9

د� زز  �  ��� ��ى

  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى
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 (Introduction)�رف 23.0
ى اے ��  �ا ىڈ ى ك ى د ��ت � �ا�ڈ �ہ � � وو�ى  �ج دو��ت ى ك ىى �، � ��  ر� د� � � � ��� �ى �  ���با� وو�ى

 � �ں � رك �ت
زز
را�

ز
ر�پا �� � � �  � ں� �ر � � � ر� � �دہ ا�� � � ں�� اے � �ا ى�۔ ڈ ا�ب �ب

ر� اے � �ا ى�، ڈ
ت
ى س  ،� �جررى

 �� � �ا ىاور ڈ ،�� � �ن رك  �ڈز � �، ار�� �اے ففنگرر
زز
را�

ز
�ت � وا� ��، اور �

 ۔� ں�ىاا� �� � �ر � � ا�ار � � �� � �

ر� اے � �ا ى�باب ڈ � �
ت
ى س  ،� �جررى

ا  � � �ى ا � ںاے فتفگرر �� � �ا ى�ر، اور ڈ �� � �ن � �ر � �م ��ت

ر� �، � � را� � �� ذر وں�ى
ف

�   ا �۔ ان � � ا�� � �� � ذر ى �� ��ت ر ى ��  � �ى � �ہ ى ك ى  وو�ى

ار � ���با� ى اے ��  �ا ى�، � ڈ �� ��� � ا� � � �ى ا � ��ت ى ك ى ، � اور �ع � � وو�ى ت خ
 � ت�د � ��

 �۔ ��

ر� اے � �ا ىڈ
ت
� �� �  ر

ز
ى اے ��  �ا ى� ڈ �، � � �ڈ � � � �� ى ك ى ڈس�� ا�ر � وولى ٹ

ئ
� ا   � �ٹ در�ت

ر�
ت
� � � ��  ر� � دوں� اے � �ا ى�۔ ڈ �� � ��ب

ت
اور  م� ،� �� � � �ل �، ��ان � �ل در� �

 � ات� ��
ت
روں اور � ۔ �� رازوں � �ل � ر� اے � �ا ىاس �باب � � ڈ ،�ا�اد � ذر ىآن ��ہ

ت
 ىد� � �

ا، � �ا��ں اور �  �ں � � �ر � � �ب ��ن ا �۔ ر�باا� � ا�ر ا�ڈ �ہ رازوں � �� � � ماور ��ب  ��ن

ر ،�� � �
ف

ڈڈ�  ى س  رك�ى �جرر ى
ر� اے � �ا ىڈ ،� ر� � د�� � 1970�  �ن

ت
ار �ى ا � ��� وا� �د �  �� ��ت

ا �۔ اس � ��� � ر� اے � �وں � �ا ى� � �� وا� ڈ دوں�ر � �ص � ���ت
ت
 اے � �ا ىڈ �� ذر �

ر�
ت
� �   � � � � در�ت   � ان� ��ب ر�پا ى ۔ س �ىا� دا�ب �ب �جررى

�� ��، ��ء ان ا��ں  � ا� �م � � �م � � �ن

د �� �� � ى� � ںاور � د� � �ج ر� اے � �ا ىڈ �ى
ت
 ۔ر� � د� �ر � �� � �

 ��، � � آ�ز  �ا ىڈ ى � ا � د�� � 1980اے فزنگرر زز��رىى �ج  لكى
 رك �� اور � � � �ى

زز
را�

ز
� � ،�� �  �

راد � ان � ڈ �ىا� د ��
ف

 �� � � د� اے � ا�ر �د ��ں � �ا ى�، � ا� ت
خ

ا �۔ ��  ��ر �ل � �ى ا � �� ززم�رىى ��ت
  �ى

 ) اPCR( �ا ىر �
ى �

 
پ� �پ
 
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

ش  �� � �ا ىڈ ،�� ا�اج � ذر و�رسا� اور � ش �و�� � �از�،  �اے ففنگرر

ا �۔ ��ت � رو� اور ار�� ت،�ت، ��� � ��ا�  ��ت  ڈا� � ��ب

ٹ  ��با� �، � � �� � آ�ز � ى� �ى �باب � دوران، ��ء ا �رے � اس  اور  �اپ، � �ى  � DNA�ر،

ر�
ت
 �� وا� � ںفتفگرر �� � DNAاور  ،� � �� ��، � � ر�و و��ت  � ں�� ى۔ �د � ان ��� ر�� � �ى

 �۔ �� � �ا � ا� � �بارے � � ا��ں، ا��ت اور ا� ں� � ت�� ��� � ��ق � �، ��ء ان �

ر،
خ

ر� اے � �ا ىڈ �آب��
ت
ى س  ،� �جررى

روغ  � ىاس � � اے فتفگرر �� � �ا ى�ر، اور ڈ �� � �ن
غ

� � � � �
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روغ د � ،�د
غ

راد � �باا� ،�� �
خ

ا � � وہ � راور ا� ى ��  �ڈ � ا�ار � �� � ���ن ى ك ى رو� � � ���با� وو�ى  � �ب ت
ت

اور اس  �� ر��

 اس � � �ر ا��ت �� اور ��ہ۔ �

23.1 ��(Objectives) 
ٹ � �اس �

ن
 � �� �۔ � � ٹ  � اس ��ب  � � ��ب

 ر� اے � �ا ىڈ
ت
 ۔ا��ں � � � � ىد� � اے فتفگرر �� � �ا ىاور ڈ ،�� � � ،�

 ٹ  � ��با� ��ء ر � �ى ا۔ � � اپ، آ�ت اور �ہ  در�ر �اد � وا� �ا�ف
 ر� اے � �ا ىڈ

ت
ا� �� وار � اے ففبگرر �� � ��بات �� � �ا ىاور ڈ ،�� � � ،�

ش
 ۔� � �ر � ��

 �� � �اے ا �ا ىڈ ،ىر 
ى �

 
پ� �پ
 
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى ،ى نن

ش ر � و�رس،ا� � ش ��  ا�رت � � � �� �� وا� ڈ �اور �ہ

 ۔� �
 گىى اے � �ا ىڈ

سنن
ن
ززز،� و�رسا� � �ا�،�و� ن


 �� �و�� � �ا ىاور ڈ � ر�� اے فزئگرر

ت
�  � ��

 ۔�� �� �� � �
 ر� اے � �ا ىڈ

ت
آ� وا� �م �� � � ��  اے ففبگرر �� � ��بات � دوران � �ا ىاور ڈ ،�� � � ،�

 ۔� �� � � �
 ر� اے � �ا ىڈ

ت
 ڈ �� � � ،�  اور  �� � �ا ى�ر، ى � � �ں �ل ��  ں� اے ففنگرر ى ك ى  ،���با� وو�ى

ر� اور �
زز
را�

ز
 ۔� �� ا��ت اور �ود � �  ت�
 زز ڈ �چ اور ��با� ى� �ا�ت اور �� � �� ڈ�� � � � �ص � ں� ان

 روغ  � ا��ى
غ

�ر�ں � �

 ۔�د

 (Principle)ا�ل 23.2
 �ىا �و� : �� �اور �م �ر � �ر ا� ا� �ا� � � �� � آ�ن � �� ��م ا�ل داغ �� � �

ا؛ �� � ��  ىاور �� � ؛�� و�ر�ٹ ا� � �وں � �ا �� ى �د � �ك ��ذ ى ك ى ا� �� � � وولى ش
ن

�  ت� ��ىا� � �

ى ��  � �ر۔ �� � تاور �پا� � �؛�پا ى ك ى آ � اور � آ�� ا� � �� ذر و�رس� � ا� وو�ى � �� �� وا�  ��ت

ا �۔  � � � � �ىا  ��رٹ � ا �، ا� � �ا ىڈ �ىا  �و� ���ت را�و�دار �  �ى ا � �اے � �وں � �ك ��ت
ف

�   ا ��ت

 اور � �  �۔ �رٹ � � �� � �با� �، ا را� ��ت
ف

�  � �ا  �ا �� �ىا � �� � � �ك �و� � ���ت

زز�باڈ �ا �و�، �
 ا �، � �ص �ر � د� � اے � ا�ل � �� �ا ىڈ �ىا �ى ى ك ىى � ��  ��ت ر �� � �� � وولى

خ
 ،۔ آ�
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ى ك ىى �ك �ف ��  � � ��ز � ت� ا�  � �۔ �� � �� �ر � �� ذر �ا��� � � �م �ر � آ�راڈ وولى

 
ن
كت
تت

ى ك ىى  اردرن اور و اور � � � � ر� ںى ا �۔ ن��م �ر � �رن، �ن  �� � ��ت

� � �۔ اس � �وہ،  ا� � �� ذر و�رسا� � �وں � �� � � اے اور �و� �اے، آر ا �ا ىڈ

 � � ز� � �۔ ان � � � � اور ان � �� � �ىا� �ص ر�ں � داغ د � � � ا� � ت
خ

�وف  �ى ا �� ��

ى ��  ى ك ى  �۔ ا� � ز� دہ�ىاز �ىا �ى � � � ا � � � ��وب � ذر وو�ى ا  ��ت ر � ا�ر ��د  � � وں��  � �� � ��ہ

 � ت� ر
ز ئ
ر � ا�ل �� �� ��ڈا�

ز ئ
ا�و� وں� �� � �۔ �و� � ا�ل �� �� ��ڈا� �  � � ز� �ن

 اور � ا� � � ز�۔ �� � �اد � �� �� � � � ا  �۔ ا �ى ا � � ��ن ا  ��خ ر
خ ئ
 �ى �ص �وب � �� ��ڈا�

ر� اے � �ا ى�رن �� �ص ڈ ،�� �
ت
آخردرن �� �ص آر ا � � �� � ر� اے � ��، �

ت
�، اور  � � �� �

ر� � �و� ص�� � ن�و
ت
ر ىد� ن� در� ں�� � � �ر �، � �۔ � � � �� � رق �ى

ف
� �  لو���

 ۔� � وہ � �� �

ر� اے � �ا ىڈ 23.3
ت
� �  ��(Methods of DNA Sequencing) 

ى اے ��  �ا ىڈ ى ك ى ر � وولى ز ى ا�و� �ب  �ز ر� � ��د
ت
 �۔ ڈ � �� � � ا ر� اے � �ا ىد� اور د� ��ت

ت
� � � 

 � � ںاے � ا�ر � � �� وا� � � �ا ىڈ � � اور � ��ت � ر�م�� ر�ں،���ت ا� ت
خ

��  �

ر� اے � �ا ى۔ ڈ��د�ر  دہ�ىاز
ت
ززز �� دو �ر � �� ا�م د �


ڑڑبے � �� ذر � � � �� ٹٹكىى م �ى ا� � ا�ل  ��

ام اس � ڈو اور اس �� � ر� �ن پ ام � ر� � �ى ا � � � �� � � �اور � �ى �۔ ا � � �ن ا ��ت ام � ��ن اور �ٹ  � �ن

ا� ام �  �، اس � � ر� � ��ا�ں �ن زززر� � �� �ان � �ن

� �۔  � ر� � 1977 �دو�ں � �اور � ٹٹكىى م �ى ۔ ا�

 ۔� ان د�ں �� � � ا�ل ��

ر� DNA ا�م
ت
� enzymatic �� � � �� ر� اے � �ا ىا�ل ڈ ىد� � ں�. دو�ں

ت
وا� �وں  � � �

ا �۔ � ں� �ر �  � ��ن

ا�، ر� اے � �ا ى� آ�ز � ڈ �آر اور د � � �� ذر �ا� �ت
ت
 � � ان� � � رد�ت د �۔ آ� ں�ز�ب د�ج  �ى

ر� اے � �ا ىڈ � ��ىا�
ت
 اور � دو�ں � � �� � �� ا�م د � ت

ت
 اے � �ا ى� ڈ � �۔ اس � � وا� و�

ر�
ت
ززہ � ں� � �� وا� لا� � � �

 ئ
 �۔ � ��

 

23.4 � � ��(Sanger’s Method) 
زززا� ��  �� �


ززم�رىى ا�

 ت  �ر� � �ى ذذا  � � ر� � د� � ��ى

ر� اے � �ا ى� ڈ ں�� � �� �� �

ت
 � �ر� �
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ا �۔ اس � � � ا �۔ وا� �  DNAوا� � ��  �ى � ا � ت�ىا�ور ىد� � � ��ر � ا�م د �� ��ت � ��ن

وا� � ��  � � � �د� � آر � � �۔ � �� �� � �� ذر آر � � �ورت � � اے � �ا ى�� ڈ

ا� M13 � � ىر� اے � �ا ىڈ ج �� �ن ى
ف

 ا�ل �� �۔ ۔ �و �

ا  �ت: ر� � � د�ى

 � � �� اس  � �� ڈا�� � �ا ى(ڈ �� �ا� ���� ��� ڈ ى�ر  �� �ا� ���� آ� )

)ddNTP� ڈڈڈ �� � ) � ا�ل �۔ اس  ام � � �� ���ى ا �۔  � �ن ا ��ت ر� � DNA ��د� � ddNTP��ن
ت
� � �� 

 �۔ � �وپ � OH-'3�  �� � � � دے �

ار�ٹ  ر� �ا ىڈ �ٹ
ت
  � � �د اے � �

ى ٹٹ پ� ى ى �پ  � اور ا�  � �ر � ا�ل � �ا� ٹٹ ى ا  (3��ت ر
خ

 آ� '3'-OHر
ف

 ى) � �

ڈڈر �ى ا �وپ � �� �ا� � لىى روكس ��  ر� �رو� �ىا  � ��ى
ت
ر(� � � ى ) � �� ا�� �ا� د 9.1 �ى

ن
ا �۔ � �ى  ��ت

ddNTPs � ا  ر ٹ  ى� � �ر � ا�اد �ى � �ہ ا �۔ رد � � ��  رد � � اپ � �ى  dNTPs ،ddNTPs��ت

ززم�رىى ��  DNAاور 
 ا �۔ �ى  � � ��ت

 �� � و�رسا� �  �� �ے آ�ڈ �ا ى� ڈ � �  �آ� � �� ذر �ا��اے � �  ۔

ڈڈآ�ر   �۔  � (� ىد' �3' � 5 �ام��ى ا  �� ��ت ا �ور �� او�) �ت ر� ى�ٹ ��ض
ت
 ا� � � �� �دہ � ار�ٹ �  ��ٹ

 �۔ � �
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ر� اے � �ا ى: ڈ23.1� 

ت
ى � س  � �جررزى

 �� آ� ڈ�ڈ �ز
 

ر� � ںاور � � ں� �
ت
ر�23.2� (�  �ر �د�ر � � �� �� � � � �

ت
 ��ہ � )۔ � � اس �

ر ڈ � ى ��  � �رو� � � �ا ىڈ ى�ہ ى ك ى  � �ا �۔ � ر�ں � � 4�  وولى

� �� �  ت
ت

 �� �� � ى� � � � و�  �۔ �� � ��ب
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 ىى ڈ ا�زت � � �رو� � ا� �� � و�رسا� � باے � �وں � � � �ا ىڈ �دہ ر� ��
�رىى ٹٹ

ٹ  ك�

 �ا ى�� �۔ ڈ � ا� � ں�� �� � اور � �� � �� �� ذر ���ت � � � � � �� ذر رڈر�� وا� �۔ ر

ر� اے �
ت
ا� �۔ اس �و� � وہ ا� � ر� �� � � �� اس � �

ن
 � �� � � 2001�  �و� م� � ا�

 ا�زت �

 
 

 �: �د�ر � � �23.2� 
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 (Maxam and Gilbert Method)�اور �ٹ � � 23.5
 

ر� �اور �ٹ � � � ،� 1977 ال
ت
ر  4 � � � ر� �� � � ز ى ا�و� �ب  ىى س�  � �ز

ى كٹٹ ا� � �� ووى
ش
۔ اس �

ا � ان �وں � � ا� � اے � � �وں � �ا ى� ڈ �� � ا�م د �� زز � � و�رسا� ��ت
 ئ
� ا�  د� ان � ��

ا �۔ �  ��ت

ا �،  �ىا� � � 32P�ے �  �ى اے � ا �ا ىڈ �ر � �� اس اور  اے ا� ا� �ے �� � �ا ىدو�ں ڈ ���ت

ر  Cاور  G ،A+G ،T+C� �ص �ر �  � بد� �ر �۔ �ں �� �� � � �ں� � ى�ر ا�اد ز ى ا�و� �ب �  �ز

� 
ت
ر(� و�رسا� اے � �ے � �ا ى� ڈ �� � ۔ ��ہ � �  �ر، �� � ا� � �) � ذر9.3 �ى ر

خ
۔ آ�

ڈس�اے � � �ا ى� � �۔ ڈ ز� ا�ل �� �� ان � �ا��آ�ڈ ٹ
ئ

� ا ر� �ٹ
ت
 �ىا� � د� � وں�� �دہ � � و�رسا� �

 �۔ �

 
ر� اے � �ا ىاور �ٹ ڈ : �23.3� 

ت
� � �� 
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ر� اے � �ا ىڈ�ر� �با� 
ت
  ں�� � �

ن
كت
تت
ى ك ىى � �وہ � اور  گىى اے � �ا ى�د�ر ڈ � � ںى

سنن
ن
ر� � ن

ن
 � ،�ى

گىى اے � �ا ىڈ آر � � �
سنن

ن
گىى اے � �ا ىڈ �� ذر اور وا� � ن

سنن
ن
 �۔  �� ىا�م د �� ذر ن

رو� 23.6
ئ
گ�پا�

سنن
ن
 (PYROSEQUENCING)ن

 آپ � اور � ا� ر� اے � �ا ى� ڈ ں�اور �ٹ � � �ت
ت
آپ  ۔ اب آ� وا� � �� �� � � � �

pyrosequencing � �۔ اور اس � �ا� 

ر� � Pyrosequencing DNA د�ں � ��
ت
 � �م � � �ر � ا� ىدو� � ��� وا� �د � �۔  ى�ب

Pyrosequencing � �� � � �ر
ت
دو�ے �ے � ا� ��  � �ىا و�رسا� اس � � �� � � دہ�ىا� ز �

 � bp 150 �� � �ى �ف ا �� ��۔  � �� � � � � � � � �ورت � � ں�� � � � �  ا�ت

 � � � �اور  بب دا �
خ
ا �۔ � ر �م ��ت

ث
ر� م� � �� � � � � � ��

ت
ر د�� �د � �

ث
ا � � � ��  �۔ �د ��ت

ا�، ڑڑبے � �� ��ہ  pyrosequencing �ت زز� � � ى� �از �� � ا� �
 ئ
ا�  �بار � � �ى � � �، � � ا � �ز

راروں � وں�
ز  � �� � ��ہ

ت
ا � �

ش
د (� )۔ � Mb 1000 دوڑ � � �ى ا �ى � �ر �، � � �� � � �  �ت

 �۔  ر� � ى� دہ�ىاز � � ا روس  ���ت
ئ
گىى و� � � �پا�

سنن
ن
 �� � ر� �� ��ر � �� � ں�دو�ے � كن

 �۔
 

 �ر: �اور �م �� � � ا�ل
 
ى ك  ى � ى  ىى �ووم ى

ى نن ٹٹ ىى س ى
ن روس  ن

ئ
 �پا� ا ى دا�ں � � ��ن گىى ك ى

سنن
ن
گىى و��م �� وا� ا�ل �۔ � � � ن

سنن
ن
 �ر � �� � � ،� ن

ى اے ��  �ا ىوا� � �� ڈ � �ى �ح ا ى ك ى ا �۔  ر�اد � �ر � � � ا�ا� وو�ى ى اے ��  �ا ىڈ وا� � �� ���ت ى ك ى  ىا�ك�  وولى

ى ول �� ڑڑبے � �� �۔ �� � �� � �� ذر سسى ٹٹ ىى مبب �آر ��ت اور ر � � � ��
ن ن
ن
 ڈ ن ڈڈ


�  �اے � � �ا ى��مڈ

ا �۔ ا �   �ى ا�ل ��ت
ا �، ئٹ  �ا� � � ��ت بب ى �بار � پ� ى ى �پ ززم�رىى ��  DNA� ��  ٹٹ ى

 ر� � �ا� DNA ڈ� �ى
ت
ا  � � ��ت

ر�
ت
 � � ��ط � deoxynucleotides  ��۔ � � بب ا � �  ��ت ت

ت
ا � اس � � اس و� ا �، � � رد � �  �ا� ��ت ت

ن
�ب

ر�
ت
ڑبر� � �� �  �۔ ا�زت � � "��" �� � آ� �

ر�
ت
ذذ "�


ر�پ ر � �ا� �ى

خ
ڈ�� ��ڈ � آ� ٹ

ئ
� ا  ��ہ � � �ٹ رو�� �� ا�� ��ب

ئ
ى ك ىى � ��  اس � �� �پا� راج  وولى

خ
� ا�

زززا� �

ا �، � ا� ى ر��ت ى ل ى ى ك  �� ذر سى ى � ى  ى

م
ى �وو

ى
 
نن
ى 
ى

سىى س 
ن
ى � فل  ن  ى

ش
 � � �"۔ �� � ش

ذذا

ر ا ٰ�  ىى آكس  ىڈ �ى �ہ

ن
ى ن ڈ وو�ى ٹ

ئ
� ا  � �ى � ا �ٹ ت

ت
ا� � و�

ش
ا �، ا � ڈ�� �ى ��ت ٹ

ئ
� ا زز�ٹ

 را� � �� رد � � �� � �ى
زز
��د  ا�

ا� اس �بات �   � �ت ا  ىى كس �ڈ � � � ا� �� �ىا� ���ت
ن
ى ن ڈوو�ى ٹ

ئ
� ا ڈ�� �� �ٹ ٹ

ئ
� ا ا� �� � � � � �ٹ

ش
 �، � ا� ا� � ا �  ��ت
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ا � (� �ىا �ر � �ہ � د ى�ر ر ��ت ر� �� �)۔ 23.4�ى
ت
 ىى كس �ڈ � � � �ا�زت د �� � �ى � � آپ � اس �

ن
ى ن ڈزوو�ى ٹ

ئ
� ا ر� �ٹ

ت
� 

ذذ

ر�پ  ۔� �� � � �ا� �ى

 
ر� روس 23.4 �ى

ئ
گىى : �پا�

سنن
ن
رو�� آ� � � ا�ل (�ں: � كن

ئ
ڈڈ ا �ا �؛ اے � �پا�  ى �سفسف  -5 ���ى  � �؛ اے � ٹٹ ى

ڈڈا  ى ��  آ� O2�؛  �� �ا� ���ى ى ك ى ڈڈا AMP�؛  وولى   �۔ CO2�؛  �� �� ���ى ٹ
ئ

ڈ �ب ٹ
ئ

� ا  �؛ �ر��ن
(https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrosequencing) 

ر� اے � �ا ى�د�ر ڈ 23.7
ت
�(Automated DNA Sequence) 

ڑڑب�� � � ىر�ر اور � ر� ،�� ر�د�ر � � �
ن
آپ دو  � اس � ۔ � �آ� �ورت و�د � � �ى

ى  ��  � ��
ٹ ن

 ا�وچ اور �ن �� انٹگنن
ش
 ا�وچ۔ �

ر� � م� 
ت
� �  انٹگنن

ش
� ��(Shotgun Method of Genome Sequencing) 

ر� � م�
ت
اٹ � � �

ش
د �� � د�ج ��ار  � �� ��۔  � � ا�ل �� وا� �� و� � � � �� �ى

ر� م� �رے �
ت
ا �، �ل اس � �م � ا�ل � � � �د � � �زز،�ى ر ى��ر ،��ت

ز ج�  ڈ ج ان �ڈ�ن   �ا ىاور �ن انٹگنن
ش
اے۔ �

ر� �
ت
ر� � � � �� �وں � م� �ر � �� � �

ت
ر �ے � � ا، �ہ �وں  �� � � م� � �ى اور � ا ،�د �ڑ�ن

ا� � (� �ى � دو�بارہ ا
ش
ا � ر�� � ��ن  )۔22.5 �ى

گىى � ننگررىى س  �روا � د�� � 1990�بار  � �� �
سنن

ن
�، �  � � ر� �ر � � ��ود � دور �� � � � ں�� ن

� � � �  ابٹگنن
ش
 � �۔ � ت

ت
ا� �، �م �ر �  � � �� �� �وں � م� � � اور و�

ش
�  ا اور  500��ن

 ن� در� ں�ڑو � 800

 � اور � �� ،�� ٹ گىى �و تپ
سنن

ن
گىى � ��ا � ��� ن

سنن
ن
ر� ن

ت
ر �ے � � ۔ اس � � �د � ا�ل �� �� �ہ

ر� � �
ت
ر� ��� و �� � �� �

ت
ا �۔ � � � �� � ا�ل �� �� � �  ��ت

 
اٹ

ش
 ڈ � � اس � � �ى � ا �ر � ا� �ا� � �� � � � ٹ  م� � ر� اے � �� ا�ٰ �ا ى� � � ان ٹپ
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ت  �� � ںا� اٹ � � � ��ى
ش
ر� �ر و� �ى ا � ت�� ��۔ اس � �وہ، �

ت
� � �،  ا�ل � � � �د � �

 �۔ �� ا�ل �� وا� � �� ور�� اور و� �ى ا � � � �� �ففنگس، �دوں اور ��روں �،  ،�ىا�ل �

ڑڑبے � �ب  ر� ى� � �ى � ا � ں� �
ت
 ا� � م� � �  م� ،� �� �پا� � � ں۔ ان �در�ت

ى اور م�م�  در� � ںا�  � � � �� ا�ر� �۔ �با � � � ر�� اور ا�ر� � ��� و �� � � �� � � تت ى

 �ورت �۔ �� � �� � اور � م� �

 
ر� اٹ � � � 22.5 �ى

ش
ى ف  : ���� ٹٹكىى م ىى اسك  �ر � ��  ا��ا۔ �سى

ذخخ: 

��)https://microbiologynotes.org/whole-genome-shotgun-sequencing- overview-steps- 

ر� � م�  
ت
اٹ � � �

ش
د �� � د�ج � ا�ل �� وا� �ل �۔ � � �  �� ��ر اور و� �ى ا � چ�ر �� �ى

 ڈ ٹ ت  اس � �� � ںا� م� � ر� اے � �� ا�ٰ �ا ىان ٹپ ار � �بارے � د� �� � � ز�� ��ى  � � ى�ہ
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 � د ر�پا ر� � ى�۔ �ر �ىاا�ب �ب
ت
ار اور ا�ل �� � �� � �ڈ �� � � � � � �� اور � اور ا� � �  ى�ہ

ت �  �ورت �۔ � � �� � �ى

 (DNA Fingerprinting)اے ففنگرر �� �ا ىڈ 23.8
ارے ى  �ہ

خ
ر � ا � اور � �ا ىڈ � � � �ہ ا�ں � در� �ا ىڈ � 99.9 �ًاے ��ت

ن
ا �۔ � � �ى ا ناے دو ا�  ��ت

رق ذ� دار � (�ا� ا0.1�ف  � �د �� � �
ذ

ا� �دار  ففنگرر �� � DNA% 0.1 ��واں �ں �) اور  � �ى % �

ا �۔  ادا ��ت

ارے � ،� � �� � � ا � اور �و� % �ڈ �3� �ف  م�ہ ر� � ��ت
ت
ا �  � � � ا � اور  � ��م ��ت ��ت

 �بار �بار اور رد97 �با� ، ان �ڈ�ن  �� � � �ا ىاے ڈ �ا ىڈ ىرد �۔ �� � ى% �ن ر� ا�ل � اے ففنگرر
ت
 �۔ � ا  � ��ت

 اور � ت
خ

راد اور � � ار��
ف

 � �ا ى� ڈ د�۔ اس � � �� ن� در� ت��اد ا� ٹ
ن

 � � �۔ � راے �ت

ر�� اے فتفگرر �� � �ا ىڈ  � � �ب ى � ا �و� ى�ب  ۔ ا�ں � �س �� � ر� � 1984�  ى��رىى �ج  لكى

�ا�ىى س  � � �
ا� � � � ئٹ

ن
 � ات� اے � �ا ىڈ ا�

ت
� ا�ل  ر�م�� �� � � ى� �پا� ى��رىى ۔ �ج � � � �

� �� �� DNA � ��۔ �ا��اور آ�راڈ � �ا �درا� آر ا �۔ اس � ��ىا �و� �� � 

 ��(Introduction) 
رد  � � � �� ��� �ى ا �"

ف
�د ��ں �  اے � �ا ىاے � �� � اس � ڈ �ا ى��ار � اس � ڈ � �ىا�

 � �د ت
خ

 ��۔" � ��

�ا�ىى س 
 (Satellite DNA)اے �ا ىڈ ئٹ

�ا�ىى س 
، �بار �بار ڈ �ا ىڈ ئٹ ان �ڈ�ن �  � �۔ � وا� � سو�اور � س�� � ،اے وا� �� � �ا ىاے �ن

و � ب ى
ت

ر�
ت
 � ان � بب ا �، �  � ں� � � �� � ں�د ��ت بب  �۔ � �

ا� �
ن

ر� �ار � � � ان � �� دو �ح � � م� ا�
ت
 �۔ � �� د� � �

ٹ ىى س  ۔ �1
ئ

�اٹ
 ئٹ

�ا�ىى س  و۔ ��2
 ئٹ

ٹ ىى س  �
ئ

�اٹ
ر� اے � �ا ىڈ ئٹ

ت
را� 50�  5 � م� اور � �� � ى�ڑ � 60�  10 �  �۔ وہ ا�� �� �بار د�ہ

ر� GC)، �د، اور ر�(�� �
ت
 .VNTRs ��د �۔ � ��ں � ك��م �ر � � �۔ � � ��ر �

�ا�ىى س  و��
�ا�ىى س  � ئٹ

 ى�بار �بار �بار ڈ 10�  5�ڑے اور  � 6-1 � م� �ى ا ۔ اس �� �� �� � ئٹ

ر� اے � �ا
ت
ر�� �� و �آر۔  �ا �آر اور ا � �ا �۔ � �� � ب ا ى�ى  اور � ،�ى ان �ڈ�ن  ۔� � ك��ن
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 (Process of DNA Fingerprinting)اے ففنگرر �� � � �ا ىڈ 
 (Collection of biological samples)��ں � �� ��۔ �1

 (Isolation of DNA)اے �� �ا ى۔ ڈ2

 آر ا � � �ىا��  ى۔ �پا�3
ى �

 
پ� �پ
 
ى ى
 
ف
 
ى ك ىى نن ى

ش  (Restriction digestion or PCR amplification)ش

 ا4 پل ىى ك  و�رس،ا� � ز�۔ ى پ ر� اے � �ا ىڈ �ىا و�رسا� ى�ر�
ت
�(Agarose gel electrophoresis, 

capillary electrophoresis or DNA sequencing) 
ر�� ۔ �� �5

ت
ا  �  (Interpreting results)��ن

1. � �� 

 روں � �� �ىا�دوں  � � �۔ � ��ں � �� � ��� � اے � �ا ىڈ�� � � 

 �:اے � �ا ىڈ .2

 ں�اے � � � �ا ىڈ � � � � �� � CTAB DNA � � ���، Proteinase K DNA 

� � ��  �� � DNA � � �ىا ��� � � Phenol-chloroform DNAاور  ��� � �

� 
ت
 ۔� �

  � � �ىا �  ى�پا� .3
پ� �پ

ى آر ا
ى

ى ك ىى ف  �ززى
ز �  :شش

 � � � � �۔ ( �ىاا�م د �� ذر ں� � �iا �) آر ا� � �� 

)ii� ( � � آر� 

)iiiر ( 
ئ
ا� � �ى  �آر � � �ٹ

 RFLP analysis �� � �ا �ا آر 
RFLP � �� � �printing DNA finger � �  ا �۔ �،  � �ىا� ��وں � �� ا�م د ى�پا� �ا�ل ��ت

ا �۔ اس � � اے � �� � � �ا ى� ڈ راروں �ے � �� �ا ىڈ � ا�ل ��ت
خ  � ز�� �� �۔ ا ںاے � �ہ

زز � �ا ىان ڈ �د � � و�رسا�
 ئ
زز � � ا� � د� اے � ان � ��


د�۔ � ا �ا ى� ڈ � �ى  �ىا � � د � � � ن�اے � �ا �ن

ا � ا�ر � � � ن��۔ �ن ٹ ىى س  � ت(� � �� � �� � ت�ت
ئ

�اٹ
ڈڈ� ر اے � �� �ے � �ا ىڈ ئٹ   �ا ��ى

 � � موہ � ں،�اور  � �وں � � �� اے � � �ا ى�ف ڈ ت)۔ �� � � � ���رس � �

�ا�ىى س 
�ا�ىى س  � �� � � ت۔ �� � �� � ئٹ

ا ئٹ � �ب �� �ر  رے � � �� ا � � ن�� � �ن

 ر� � بب ڈڈ۔ �   �ا ى� ڈ ن�� �دار �ا۔ اس � �ى � ا ز� � ڈارك � � � اے � �ا ىوا� ڈ � � �ىا� �� آ ��ا ��ى

   دو  �۔ ا  � ��ت ٹ
فت

�   �از� �� � � �ا ى� ڈ دہ�ىاز �ىااے فتفگرر � ��   � �ى اے � �� ا �ا ى� ڈ اے فزنگرر
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 �۔ ��� �� ��  � و�رسا�

 
 د� ر� �۔ �� � �ا ��د � آر ا رے � � �: ا23.5� 

 

 (PCR Analysis)�� آر � � � � 
 � اے فتفگرر �� � �ا ىڈ آر � � � �  � ز �ب � آ�ن � اور  �ا��آ�ڈ-RFLP ��ل �۔  دہ�ىا �ب

 ا�د �� د � �� � ں� �روا ر اور ز � ��۔  ���ب
ت
 �۔ دہ�ىا�  در�ت

�ا�ىى س  و�اے ففنگرر �� � �ا ىڈ آر � � � �
ارٹ � STRs � ئٹ

ش
سىى پپ ىى ر م(�

�۔  � ا�ر �� VNTRs) اور ٹٹ

RFLP DNA � � �� ر�،  �ففنگرر ا �۔ ��  � ��وں � ا�ل � ى�پا� � �� � � DNA �� �ب ززم�رىى ��ت
  � �ى

 �۔ � ا�ل � �� � � ں�� � � � � VNTRاور  STR) � �ص PCR( �ا ىر

ار ر� � ب� د� � �ڈ VNTRs  � �NCBIاور  STRs� � �  د� ى�ہ
ت
�  د� � ��ہ ڈ اور �ا� � ان �

ززڈ
  � � � � � �۔ � � ا��ى ٹ  رآر  �ا� � �ى  د �ہ  �� �� �� � � � �ىا� �� ا�م زز � اور


د�  � وز�ا �ى

ٹ  و�رسا� زز � �ا ى�۔ ڈ � اپ � �ى
 ئ
ر �� � اے � �ا ى� ڈ � � �ى �، ا د� اے � �وں � ��  ۔��ہ

ا�، ر  دہ�ىاز و�رسا� � � � PCR �ت
ت
�VNTR �� � � ا �۔ ا اس  �� �� � � آر �� � �ا�ل ��ت

ا �۔ اس � � � � � وز�ا � ا � ��ت رق ��ف
ف

�، RT PCR � � �� � �۔ 
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ر�  د� ر� �۔ � PCR ففنگرر �� � � Agarose �  �� �DNA: 22.6 �ى

 و�رسا�

 RT-PCR � � �� 
ا � � �۔ ر � ز�ا اس � ،�� �� � � آر �� � �ا ،� � �� � �  � �ر ��ن

ئ
ا� � �ى آر  � �ٹ

ڑڑب�وا د �ا ىڈ پ�  �اے � � ى � �� �� ا�ت ذذا �� � �اد � � � وونى

ا �۔ � را� �ر ��ت  � �ىا�اد � �ب � �� وا� ��د د�ہ

، � �� �۔   ا�د اور د ،در�ت زز  ں�� ���ب

د� � �۔ �  �ار � � �� �ى ا اے � �ا ى�� � ڈ � � ��  � �ى

 � � �۔  در�ت

 �رو � �ى ۔ ا� ا�ل �� � RT-PCR ت� وا� � �رو بب ر� � � ت� وا� �بار �
ت
�   ا � �� �ڑا ��ت

ا � � وہ اس �ص �ے � � ��، �  ارہ ��ت
ش
�،  د� � � �ے۔ ��ل �� وا� �رو� �ا� �ورش � � � � ا�

 � (اس � � � ں� �� � � �ار � � �� � ا �)۔ �  �ورت � � و�رسا� � � اس � ��ت

 � ��د �ار � � ��ں �
ت
 ۔�اد � �ب � �
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ر�  RT- PCRوا� �ا� � ��  � ) �رو�a: (22.7 �ى

(b) RT-PCR � �ا �۔ �ا� ) �� ا�ل � و�رس(ا ر ��ت  � ��ہ

 (DNA Fingerprinting in Animals)اے ففنگرر �� �ا ىڈ � ��روں 
 �� � �ں � �ا ىڈ � ��روں  �ل و �� �ا� � � اے فخبگرر اور  ت،�� � ،�� ى���،

۔ � ا� �ا� � ا� � زرا�ت
ش
�: 

 اور �1 ت
خ

 اور � ��روں � ىاے ففنگرر �� ا�اد �ا ى: ڈ�. �� ت
خ

��  �ص �ر �  ��۔  �ا�زت د � �در�ت

رار ر� �ور �� �اور � �� � ��، �ں وا� � ��ت � ا�ا� � �و�ام �
ق

ر�  �� ى���۔ و ى� �ب

 اور � �ہ �پا� ��روں � ى�ر �ىااے ففنگرر �� �ہ  �ا ىڈ ،� ت
خ

 �۔ �د � � � �ز�ت � � �� � ��

  �ع � �. �2
خ
�
�ش
ت
ت

ى   �� ��روں � �ا ى: ڈصى را�  ت� � �ع � �بارے � �� ا�ر � ىآ�آبد اے ففنگرر
ف

�

� � ا�ازہ ��، �ے � دو�ر  � ىآ�آبد � ��، � ى� � � �ور ات� �� ��ں � � �۔ � � ��

ت  � ں���
خ

ا �۔ �� � ر� � � �ع � � � � ��اور � ،��  �د ��ت

 �� � �اے ففنگرر �� وا� �ا ى: ڈ� �. �3  �� � ��ب ت و� �، � � � ��ن � او�د � در�ت  تى
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رار ر� � � ��روں � اور �� ں�� ��۔  ا�زت � � رو� � ر � ��� او �� �
ت

ر� ا�  �� �ں � �ب

ا �۔ �� � �  �ارض � �ے � � � � ��ت

  � ىر. �4
خ
�
�ش
ت
ت

ى    � ں�ر� �� اے ففنگرر �� ��روں � �ا ىاور روك �م: ڈ صى
خ
�
�ش
ت
ت

ى   �د � � اور روك �م � صى

 ��، ��روں � ڈا� ��روں � � ��ت � � �ر�وں � �� وا� � ں�ر�۔ �ص � ت
خ

 �� اور ا� ��

 � �ا�
ت
 ۔� � درآ� � �

رك �5
زز
را�

ز
�  رك � �ا ى: ڈت.

زز
را�

ز
 �� ��روں � � � ��ر �ل �۔ اس � ا�ل  �ى ا � تاے فتزگرر

را� (� ��� راد � �ڑ�، ��روں � � �ج
خ

راد � �ىا�ر  ��� � �ا� � �ص ا�
ف

 اور  ��روں � �) � �� ا� ت
خ

��

را� �� � � � �رروا� ���
ف

 � � �۔ � �ت �

ت  �اغ �� � � اوار� . �راك �6  ���ى  �� � � �ا ىڈ ،� � : زرا�ت  ىى ا �اے ففنگرر
ٹ بب��  اور �ا� ى

  ��ت (� � � �۔ ��روں � ا�ل � �ول � �� � � ت
ش

رڈ �ىا ��  ��� �، �وڈ �اے � � �ا ى) � ڈى�ى

 � ��ت � �� � ت
ت

 � �� �ا�
ت
گىى ل  ،� �

بب�بن  � ��  � � �ا� � 
ت
� روك  د�� د� � � اور �� ،� �

� 
ت
 ۔�

ت � ��ں � اے فتفگرر �� � �ا ىاور �: ڈ . �7 �ں، �ز � اور  � � � � ��روں � �� تى

ا�ا� � �و�ا�ں، اور �ے � دو�ر ا�اع  ى� ں،� � � ر�� � ا�م � ��۔  � � د� �� �ا� �

 � ڈا� �۔ ��ں � آ�ہ � � � � ا�ا�ت � �ؤ � �� � �

ا  ��ر اور ور�� �ل � �ى ا � � �ر و� �ى ا � � �اے ففنگرر �� ا �ا ىڈ �ر �، ��روں � �� ��ت

 اور � ى�، ا�اد ت
خ

  �ع � ���
خ
�
�ش
ت
ت

ى    � ىر� � � � صى
خ
�
�ش
ت
ت

ى  رك � ص،ى
زز
را�

ز
۔ � اور � � ت،� اور  ����ں �ت

ر��ر � ��
ت
 ر�� دہ�ىاز �اے � �ا ىڈ �� � ر� �� �� � � �ا و� � اس � �  � ا  ��ب  ��ت ر

ث
�� � 

ت
اور ��

 �۔

زز 23.9

د� زز � ��� �  �ى
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ا ا� :24 ا�� ب زىى � ىر��ى ��ز
  كٹٹ

[Good Laboratory Practices (GLP)] 

ززا:  ا�� � ا�ج

 (Introduction)�رف 24.0

24.1 ��(Objectives) 

24.2 GLP � �ت ىد�(Fundamental Points of GLP) 

ا ا� 24.3 ب ��زز � ا�لىى � ىر��ى
 (Principles of GLP)كٹٹ

ا 24.4 ب ت  ىر��ى
ت

 (When Visiting a Laboratory)� دورہ �� و�

ز 24.5
ز
د� ز  �  ��� ��ى

ز  (Suggested Books for Further Readings)    � دہ  ���ى
 

 (Introduction)�رف 24.0
ا ا� ب رخ � د�� � 1970) � �ا� GLP( �� ىر��ى


 ا�ل �� وا� �اور ان � ذر ں� ��ر�� � آ�

ر� � � ت�� ��
ت
 � � � �۔ � � ى��ر � �اب � ��ا� � ں��� ) �R&D( اور �

ا� �، � د�� د� � ��ا�
ش
 � ا� � ر � ��ت �  � �ب ��  ر� �ڈ � � ز�ڈوز ى��اب �ت

 ا�م اور � � � � ڈڈڈرگ ا ��ڈ ا �ا �� �ان �۔  � ��ت � ��ب   � �اے) � �رے ا� ىڈ �(ا ���ى

اكس  ى �ٹ ا كوو��ى ب � � �ف �پا�  �رت �ل � ا�ف � �ا �ى � �� � ا ت۔ ان �� � �وع � ت� � ں�ر��ى

ا� �� �  � �  � �ا ۔ �� �ا� � GLP��  �� � � �۔  �ا� �ذ  �ا �اے، �  ىڈ �ا �ا �� �ا� �ب

ل �و�
ئنئٹ

رم

ئ
 �۔ � ىو� �� � �۔ اس � � � � دو�ے �� � اس � �اے) � ذر � ى(ا �ا ا�ا�

ر � 1981
ز ئ
آ�

ز
ا� � � �ا � ) � �ىڈ � ى(او ا ��ڈ �ا ��ر ا�� �آ� �آر�

ش
 � �اور اب  ،� ا�ل �

 � ى�و � ان� ا��ا�  OECD � ا� � ��ے � د� � �ى � ر� ��) � ا OECD�� ( 30۔ آج �ت

GLP � �� �د۔ ا��ں � �پا� � OECD ں�ىار� ر� � � OECD GLP �۔ �ىاا��ں � ا� 

GLP ں��� � �م �� وا� ��ا�ں � � �� اداروں) � � �با� �ىا  � �(اور د ت�ىا � � � ادو  �

ا �۔ ادو  ىى اور ك�  ں�وا� � � ت�ىا� ��ن
نن
ى  رثات � ��، دواؤں � � �� �ا� � � كلى


��  � ��ں � وا� � ا�

ا � � ��ان ��� �� �ر � د �ذر �ى �� � ا �� اس �بات �  GLP� � اور  ا� �ى ا �  ى� ا� �ىا د�ا �ڈ �ت
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ا �، اس �ح در�ت  � ا�م اور ا�د � �� � ��ت � � �� � � �� �ر � اس �بات �  �ذر �ى اور ا ،��  ��ت

ات � ر� �ڈ ��با�  �۔ � �� �� � ا��ن ا  � � �� اس �بات � � � � �ا ا�� ��ت ت
ض

�  ى�ار�ا � �ڈ �ت

ٹر� � � �۔ ان ��ت � �� � � ر� ى�م � ا�ع د �ر�  � �ر� ،�� � د� � �ا� � �� آ� �ب

ا� � ا� GLP �ف � � � � ا�ر� ى��� �۔ ر �ا�زت د دوا � � �  �ن �� � �ح � � � �ح �ذ

�� )GMP �ىى ) � �، اور � ك 
نن
ى   � �۔ ) � �GCP( �� كلى

24.1 ��(Objectives) 
ا ا� ب ��ززىى � ىر��ى

 �باب � ��: ) � �� �ا (� كٹٹ
ا ا� � �� � � � ��� �با� ��روں � .1 ب ��ززىى � ىر��ى

 ۔� � ا��ں اور ا� ىد) � �GLP( كٹٹ
ا .2 ب با � ىر���ء � �ى ى

ت
ر�

ت
� وا�  ں�� �ر� �ط، �ا� اور � ى� �ذ � �ول �� وا� � GLP � ت�

 ۔�وا�
ز��بات � ڈ .3

ز  ر ا��ى رقار ر�، اور  رڈ���، در�ت


ر�  � �� � � ��  �� � �� �� ڈ رات� GLP�ب

 ۔� اور � � �
ا .4 ب ا ،�� ا�رت � � ا�م � ىر��ى ب  � �ر � �� اور ��با� ،�ا ى� آ�ت، ر ىر��ل �ى ا�  ���ب �ت

ت  ى� � اور �� � � � � � � ��با�  � �۔ �ىا � ��  ��ى
 چ�ر ��� �با� �و��ل، �ے � ا�م اور ��روں � �� �� � � ��ح و �د �  ��روں � � .5

 ۔�� ا� آ�� �ت � �بارے � � وا� ا��
6. GLP �رغوغ د � � ں�� �اور � رات


ا � � �� � � � ب �ون، �ا�ت اور  ن� � � در� ىر��ى

رغوغ د �


 ۔�ورك � �
ا .7 ب با � ىر��ى ى

ت
ر�

ت
  �� � �� وا� � ا� � ت�

نن
رقار ر� � اور در� تتااىىىى و�س


ر� �ول  اور �ا� �ا�ر �ا� � �ب

ت � � ا� � ا�ا�ت �  ۔�د تى
 � GLP ��ں � � ا� ��ء � ان � .8 رث


 �، �رت اور ا�� ى�ور � �� �� � � �ا��ں � ��

ڑڑ�� � � � ��� �با� اور �� � �� ��روں � ى�ار�ىااس �ح د ،�� ر� �� �باا� ىار�  � آ� �ب

 ۔ا� � ڈا�
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24.2 GLP � �ت ىد�(Fundamental Points of GLP) 
GLP � � � �ا� ا� � � ��  ب

ت
 ىر� ان � ا� � � �� �دہ ��ں اور � اور � ا�ل �ب

�۔  �اد � � � �ىا �و�ا�ں � �� ۔ �ا� و �ا� � � ��د �� � � �ا� �م ا�م د � � �ر � ��

ا �۔ �� � �� � �ان  � �  �ر � ا�ازہ ��ز

 :� �� زور د ا� �پا� �ت � �ا� � � �، �ر� ذ �، ان � GLP �م

 اور ��ن تا�ر، �� ،و��: � .1

ر اور � : ��� .2 م�ز
ٹ  � آئئئ

ر) اور ��و��ل �ىا �ا�: �� � �� ( .3  �ر �� ى�ى

 زر�رٹ اور آر�� � ،���: �م ڈ .4

 �ا�ر �ا� .5

GLP ا ب   �� ر،� � ں��� � � � ىر��ى
نن
ىى اور و�س رغوغ د تتااىى


�� � ر� �ط، �ا�، اور  � � �� �

ا �۔  �ى � ا ں�� �� ا� ��ت
ش
زڈ �� ��ں � ا�م � � �ؤں � � �، �ل ��با� ��� �

ز زد�و ا�،�ى
ز  ات،�ى

ت  ىاور �� در� �� � � �ف � ى�پا� � GLP�و��ل۔  اور �� ر�،�ا �ا� ،�� � �ڈ ڑڑ�� ��ى � �  � �ب

 �۔ �� � � � � �ت � اور ا�� ت�ىا�ور �� �

ڑڑ�وا � ا� � � �ا � � � � ����با� � ��روں  ��� ،ى� ا� �� � � � �۔ � �ىاد � �ب

زہ � ں�� �ا�ں � ���اور ��روں � � �با� ں،� � ت��
ز ئ
 �ب �ورت  � ں�� �ط ��با� ،� � ��

ڈڈا � ��۔ ��  � ا� � ��  �جج  ،��ى
ن
كىى �ان

ا اوار،� ��روں � نن رف� �ى


زو�و �
ز ئ
 ،در� ��ں � � �، � � � ��

زا�
ز
 �۔ ى�ور ى�پا� ا��ں � GLP �� � � ��ز � �  اور ا�� � �

�� ر� � �ر � �م  �ى ا � � اور �� �� � � GLP � �� � � � ����با� �باب ��روں � � �

ا �۔ � روں، اور �ں � �� � ذر � ت،� ��ىا��ت ا��ں اور ر�  ى� �ول �� وا� � GLP��ء �  ،���ہ

ز� � � �ح ��بات � ڈ ۔ وہ ��� � � � � �ط �
ز  ر ا��ى ا، در�ت ا رڈ���ن ب رقار ر�، �ى


ر�  ى� آ�ت اور ر ىر�� �ب

ا، اور  ل� � �ا ا۔ ��� اور �د �  ��روں � � �� � رات� GLP��ن  ��ن

ز
ز
د� رآں،  �ى رغوغ د �� �باب �� � ��ب


رغوغ د �� ،�� �


ڑڑ�� � �� � اور � ،�� � �  GLP �� � �ب

ر �ات � �ش �ے �۔ ��ء �� و�
ت
ر �ز � � ا�ٰ اور ا�� � �

ت
رقار ر� � رات� ��


ر�  �ڈ ،�ا�ر �ا� � �ب
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 �ر � � �بارے � ا� � � �� � رات� ى��اور ر ،�  �۔ ��� � ت��ب

رخ،


رقار ر� � � رات� GLP ��ں � � ا� �باب � � ��ء � ان � اس � �بآ��


ر� �، �رت  ى�ور � �ب

ا �۔  ر� �� �باا� ىار� اور ا�� ر� � ����با� ��روں � � ا��ں � ا�� ��، � GLP��ن
ت
 اس ا�از � � �

 � �ا� 
ت
رث �۔ �ر � � �ر � ذ� دار اور �� �ر � �ط � � ا�� � � �ف �� ڈال �


�� 

ا ا� 24.3 ب ��زز ىى � ىر��ى
 (Principles of GLP)� ا�ل كٹٹ

ا � ب ��ززىى � ىر��ى
اGLP( كٹٹ ب   ،ى�ار�ىاد � � � � ىر�) � ا�ل �ى

نن
 �� � � ��ز � �  اور ا�� تتااىىىى و�س

رف ى��۔ ا�� رر� ا�ل � �ر � �م �� �


 � ورك اور �� ��
ت
 ،� و � � �ظ � �ص ر� �ط � � �

ا �: � � �ر � � د� � GLPا��ں � �م �ر �  �ذ ر�� �  ��ت

  ،در� � �ڈ ��با� GLP: ر��ا . �ا�1
نن
ت  ىاور �� تتااىىىى و�س �  د�� � � ر� � �� � � ��  ��ى

 اور ��� آ�ت � ،� �� � ں�� � � �� � � ںاور � ات� �۔ اس � �ا�ا�ت � �ذ � زور د ، اننكنن ش
ن

 �ا�

ا� �۔ �ا� � ت��
ش
� 

زا� �م ��بات � GLP: ى�ر ىر. �2
ز
روغ د � �

ز
 اور د�و �� � � �اور �از� � �  �و���، ز�ر،

ز  ى�ى

 �۔ � �� � ىر� � ں�� ا  ��ت  ى�� ،�� � ا�از � ں�� ��بات  �� � ��و��ل اس �بات �  ىرو��ت

ت   ��۔ �ىا� آ�ن � �� � �اور ڈ ��ى

ز. د�و3
ز  د�وى�ى ز: �� اور در�ت

ز ا GLP ات�ى ب زر�� �� �ى
ز �ر، ��ات، ��، اور  �� ۔ ��با�� ى�ور � �ى

 ر ں��� � � رڈ�ر � � ں�� � �ڈ ت
خ

��  رفا� �� � � رڈ�� �ف اور ��ب


 �۔  � ا زد�و �ر� ��ت
ز  ات�ى

 ۔� ا� �ل � �ر � �م �� �ى ا � � � ى��ر�، اور  ،��

ر�4
ت
ا � ں��� � GLP: اور �� . � ب ا� �ى

ش
ر� � ا�روں � � ىر��

ت
  � اور �� �

خ
�
�ش
ت
ت

ى  �  ا� � صى

ر� �زور د
ت
�  ، �ظ اور ا�� �� �اس �بات �  �۔ ��ب �،  ى�ور �ر � ��بات �� � � � � � � �پاس در�ت

ر� ى�رت اور �رت �۔ �ر
ت
ر� اور � �

ت
ا ورا� � ب ت � � ى� � � اور �ر�د� ں�� � ىر��ى  �۔ �� تى

رقار ر� � � د �� � �� �رے � � دوران ڈ � GLP: �� � �ڈ. 5


ر� اور  �ڈ ��با� �۔ اس � �� �ب

 �  ،در� �� � ت
ت

ا� �۔ ڈ �� �� اور �ا�
ش
�  ا � �ن،  �ا�ا�ت ڈ � �� � �اپ، ورژن �ول، اور ڈ � ���ن

 ۔�� � �� � � �� � � ى� �ز �ىا ،ى�ا �

 � ا�م: 6 ا �د � � � ں��� � � GLP. آ�ت اور ��ت ب  �� � ىر��ى اور  ماور آ�ت � � ت��ب
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  ،در� �ورت �۔ اس � �ل � �د
نن
ا �� � � �اور �� �  تتااىىىى و�س ب ، اور د ىر��ى نئآكنن ش

ن
 �� آ�ت � �بآ��ہ ��، ا�

ا�
ش
 �� �� � � ا�م �� � �ز�ر ��ل � ��روں � � �۔ ا�روں اور � �ل � رفا�  ىداور � ت��ب


ڈ�� �

 �۔ � �

ا GLP: ت. �� اور ا��7 ب ر� � ��روں اور ��ل � �، � ىر��ى
ت
اك �اد،  �د �� اور �د � � �۔ ��خ

�ت،  ۔ ا���� � �ر �� � ��و��� اور � � �� �ر � وا� �ات � � �� � � �� آ�ت اور ��بآ�

 ۔� �ز� � � ں��  �� �� GLP�ز �،  اور ذ� دارا� � ،ى�د، �با� ر�� � ��روں�ل 

ا GLP: � ى��. ر8 ب زر�� �� �ى
ز � �ول �� وا�  ں��� ��ں، ر� �ط اور � ى��� ر �ى

ا� �، � � �ا� � ا��ا� اور � �� ۔ اس �� � � �� رات�
ش
  ى��ر ں،�ا � �� � اداروں، اور ��ف

ا��ں �  اور �� ��� ،ا�� ں��� � � � �� �اس �بات �  � ى���ف � �ر �دہ۔ ر � ں�

 ۔�� �� ��

 �� �� ان  ا�� ى�ار�ىاد ر،� � ں��� � ا� ا��ں � � �� ��، ر �ز � � ا�ٰ  اور
ت
�� 

رار ر� � رات�
ت

ر� رڑ� � � �اور � �ں�ىادر اس �ح �� ،� � �ب رث � �ب

 ۔� �� اور ا�

ا ب ��ززىى � ىر��� � �ى
ا � �ر، �و���، اور ر� �ط � � �) � � �� �ا (� كٹٹ ب  � � � ىر�� � � �ى

� ��،  
نن
ت  ىاور �� تتاا،ىىىى و�س ا �۔  ��  ��ى �  ر� �ز � � ا�ٰ  �� اور ا�� ر،� � ت� �� � ���ن

رقار ر� � �


ر� ا � GLP� �م  ں�۔ � ى�ور �ب ب با � ىر�� �ى ى
ت

ر�
ت
ڑڑے � � ت�  :� ا�� �� � ��ب

 د�و1 ز. ��ب
ز  اور �� د�و � ں�� � ��ر، ��ات، ��، اور ڈ �� : ��با�ى�ى زدر�ت

ز ۔ اس � ى�ور ات�ى

ا � � ب  اور ر ىر��ى ، ، �گ �ب ا� � رڈز��ٹ �ب ا� � �ت
ش
رار ر� �

ت
ر�  ى��اور  ،�� ،�اغ ر�� � ں��� � �ب

ت   � �۔ �ىا � ��  ��ى

اSOPs�ر ( �� �آ� ىر. �2 ب ��  �ر �� � ��و��ل اور � ىر� � � ں�م ��� � ىر�): �ى

زا� او � �۔ ا�� � �اور ڈ ،��ر، آ�ت � آ� �� ��با� ،ىر� �ل �� � ،��
ز
� �  �� � ��، �  � �

ا ،���  ب ر� ن� � � در� ىر�اور �ى
ت
 ۔� آ�ن �� � � اور � � �

اQC�ول ( . �ا�3 ب   �ر�د� �ر � �� � ىر�) � ا�ا�ت: �ى
نن
ىى اور و�س  �� � � �اور � �ا� � تتااىى

ا �� � �ول � ا�ا�ت � �� � ر�ل � � �ول �  �� � � ��  اور در� در� � ں�� ��ىا� ۔ اس ���ن

اننكنن ��،  ش
ن

ا� � � �۔ �ا� �ت، اور �رت � ر،� ا�
ش
 �� � �و�ا�ں � ا�ل �

 اور د . �زو��ن �4 اننكنن ش
ن

  ،در� � ��ل: � �ا�
نن
ىى و�س را� تتاا،ىى

ز
ا �� � � ��  اور � � ب � آ�ت،  ىر��ى
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ى � ك  � آ�ت � �بآ��� �آ�ت، اور � ب�رىى � ى ٹ � ا �� � ٹى ى ۔ ك �� �� � �ل اور �� �د ان � ،��ن ب�رىى � ى  ��� �م ا�و�ت  ��

ا �� �  ��� ،��ن اننكنن ش
ن

ا �� رڈ�� ر ںاور ا� رقار ر� ��ن


ر�  ۔� �ب

اك �اد، �PPE�زو��ن ( �� �و��� اور ذا� . ��5 �ر � وا� �ات � �  �� اور ��با� ،): ��خ

ا �� �و��� � � � � �� �� � � اك �دوں � ۔ اس ���ن  � ��خ اور �� �� � ��  �ا�ر �،��ب

 ذا� م  � ) �PPEآ�ت ( �� �� ��ب
�چ�ش

ى �ٹ، د��،  ا� �۔ اور �ے � ںى
ش
 ڈ�ل � ا�ل �

ر�6
ت
ا اور �� . � ب ر� ىر�� ا�ازہ: �ى

ت
�  آ�ت، اور  ��ر، آ� �� اور ��با� �� �� �� � � � ��ب

ا �� �� �� � ىو� و��ل �� �� رہ ��ن ر�� ��ہ
ت
ز�و�ا�ں � د�و ۔ �

ز  � رات� GLPاور  ،�� �� ى� د ى�ى

� � � � � �� �� �  
خ
�
�ش
ت
ت

ى   ۔�� �� � � �با��� صى

ا �� ا�ا�ت � �� � � � � � اور �� ىرازدار ،�� � �ڈ : �اور �� �� � �. ڈ7  ۔ اس ���ن

 ىر� � � �ن � رو� � � �ڈ �ىا�ڑ،  � ،�ز ر�� � �ول، اور � �ر، �پاس ورڈ � �، ر�� �اپ � � � �ڈ

ا� � �� �
ش
 ۔�

  در� �� � �ول: ��با� �. ���8
نن
ىى اور و�س  ��� �� � � ��  تتاا ىى ا �� ���ب رار ر� ��ن

ت
ر� ۔ ��ت � �ب

ا �� � � ���ت � ا�م �  � � �� اور ��با� � اس � ب �ا �  راو ،رو� ،�ں � ا�ر در� �ارت، � � ىر��ى

ا� �۔
ش
ا �  �ؤ � �ول ��ن

 ا��9  ا�� . ا �ت: ب  �ى ا� �ل � ،�� �� ر�� � �م �ؤں � � ىر�ا��ں �
ن

 ا�  ��روں،

ا� �ىا�اد � ا�ل۔ ��روں  �اور � ،��
ن

ا �� � ا�� � � � �� ا� زہ � اور ادارہ �� ر� �ط � � ��خ
ز ئ
 رڈز��

)IRBs (ں�ل اور � �د ��روں � �ىا )IACUCsر�   ۔�� �� �� ى) � ��ب

اى. � �10 ب ا ں�ر�: �ى ب ر �ر، اور �ر�د� �� ں،�� � ىر�� �ى
ٹ زہ � � �با��� �� �ى

ز ئ
اور ��  � ��

رغوغ د � ى� � � �


رثات � ا�ح اور  �ا� ۔�� ��� � �

آ� �ول � ا�ا�ت، آڈٹ اور �� � �� �� وا� �ت

ڑڑ�� �   � � �ں � ��ب ت
خ

ا �� ا�ل � ��  ۔��ن

ا ب ا ں�� ان ا� � ىر��ى ب زر�� � �� ��، �ى
ز رقار ر� رات� �ز � � ا�ٰ �� اور ا�� ر،� �ى


ر�  � �ب

رڑ�� �� � � اس �ح �� ،� �  ۔� �� اور �و� � �ب

ا 24.4 ب ت  ىر��ى
ت

 (When Visiting a Laboratory)� دورہ �� و�
ا ب ، �� �ر �ن، ا�،  ىر��ى ت ت

رقار ر�، اور � ��، �� ��ون � �ر �، �� �  �ىا� دورہ �� و�


ر� �  � �ب
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ا � ا�ام �� � � � ر� ب ا �ور ں�� � � ىر��ى ا ى� � ��ض ب   ىر��۔ �ى ت
ت

ا  ں�� دورہ �� و� ب �  ىر�� �ى

ا �ور � ��  �: ى� � � ��ض

 �س �1 ا. ��ب ب  �س � � � ��ل � � ىر�: �ى �ن،  � ��، � �م �ر � � � ۔ اس ���ب

ا� �۔ ڈ� اور �
ش
ز�ے � � � �ٹ � �

ز  ۔� � � � ��ن � ءا� �ا �ىا رات،�� ز ،�� �ى

با��و��� � � � . �2  ۔ �م�ر � �د � وا� � � ��و��� اور � � �� ىر�: دا� �� � � �ى

��   �دہ  �ا ��ٹ ات اور ا�ن ش
ن

 � ت�ىا�  �� �ل �� ،�� ��ہ  � را�،  � ا�ء اك �اد  اور ��خ  ��ن � ��ت،

 وار�۔

ى 3 ا �ان � � . �چ ب زد � �ىا � �  ىر��ر: � �، �ى
ز
ا� ى  � �ز   � ۔ ��ان � � �چ  �وز �ىا�� �گ �ب

 �ٹ۔ � �ىاد��،  ،� �� � �) �� �PPE��ن ( �� ذا� ى�ور � اور �� ،�ر� � د� �

 � دا� �� � � اور � � �ل � ،��دات � � � ا� : �ن � ���ن � � ��ہ � . ا�4

اك �اد � �� ا۔ � � ا�  � � ا� ��ں � �� اور �پا�� ��خ � �  �ىار� �� ا� �ے، آ�ں  � �ح د��ن

ز�� � �
ز  ۔�� �ى

ا5 ب با�� آ�ت � ا�ام � ىر�. �ى ز�ڑ �� � � � �ىا ��بات � ��  �ىا� آ�ت، آ�ت،  ىر�: �ى
ز   �� �ى  �ت ب �ب

با ت �ا �� � ��ف � ا � ا�روں � ىر�� �ى ازك  � � تى رفا� �دہ ا�ل � ر�  ر� ل�س آ�ت � � �ىا��۔ �ز


اور �

 ۔��ط � � �

 �� ر� �: ا� ارد�د � ��ل � �� د. �� اور �� ر�6 ت
ت

ر و� � ��  � ��، � ۔ � �ات �اور �ہ

رخا� �ىا� ��ن، �


ا ،� آ�ت � � ر� � ب ات � �� � �ر � � ى� ا�روں � �ر ىر�اور �ى
ش
د�

خ
 ۔�ا�ع د �

ا�. �ر � � � � �7 ب ات  ��� اور �ر � �ود � ى�ور ر� �� � � ىر�: �ى ا� �د�ث ��بات  ى�ر �ىا�ت

ز �� � � ار�وٹ � را�ں � �ىا اور �م � ��ں  �� �۔ �رہ را�ں � � � ر�و�ں � �ے � � � � � �
ز  �ى

 ۔��

وز،  � : �� �� �� �� . � � �8
ش ٹ

ب ڈ�زا �د �ىا� � �اد �، �ل ا�ل �ہ د��، � �  ء،ا� �ى

با�� �� � ز� �ىا ص �ے � ڈ�ں � �ر � �  �� � �� � � �� �� � ر� �ط اور � ىر�۔ �ى

 ۔��

آ�. �د � �9 ب ا � � � � �بارے � آ�ت � ا�ل � � �ىا�ر  �� � ىر�: ا� آپ � �ى ب  ىر��، � �ى

 �س � � � � � �د � �� � ٹ رفا� �� اور آپ � � ۔ وہ ر�����ہ


�ش �ں  � ��ال � �اب د � �
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 �۔

ے � �10
نب ك�

نب
ر  ا �. �با�ہ ب ، اس �بات �  ىر��ر: �ى ت ت

ے و�
ت ك�ب

نب
 �ں � � �ىا آ�ت  � � آپ ا� ا�ل �دہ � �� �� 

رجا� �� رد �دہ ا�ر �ىا  ىا � اد�ر �ہ � � ۔ ��� �پاك � � �ف اور �
ز
ا�  راو ،�وا� �م � وا� � ���ن � اس � �ز

ى  � �  ۔��ورت � � � �ر � �آؤٹ � �چ

ا ب ا ں�� ان � ىر��ى ب  �ى ب اور  ،� �ظ، � �ى ا � � ںم ��� �، آپ � � دورہ � ىر�� � �� �� �ب

 � �� � ��با�ت ��ل � 
ت
 � � ��� �� � اس � � ر� � اور � � �د � �

ت
 ۔ا� � ڈال �

 

ز 24.5
ز
د� ز � ��� �  �ى

ز  (Suggested Books for Further Readings)   � دہ  �� �ى
1. Weinberg, S., & Hein, N. W. (Eds.). (2018). Good Laboratory Practice 

Regulations, Fourth Edition (Drugs and the Pharmaceutical Sciences). 

CRC Press. 

2. Kumar, V. (Ed.). (2017). Handbook of Good Laboratory Practices 

(GLP): Quality Practices for Regulated Non-clinical Research and 

Development. CRC Press. 

3. Seiler, J. P., & Maurer, H. H. (2019). Good Laboratory Practice: The 

Why and the How. John Wiley & Sons. 

4. Weinberg, S., & Hein, N. W. (Eds.). (2021). Good Laboratory Practice 

Regulations, Fifth Edition (Drugs and the Pharmaceutical Sciences). 

CRC Press. 

5. Ghosh, P. K. (2016). Good Laboratory Practice: Regulations, 

Management, and Techniques (Food and Drug Administration's 

Guidelines). CRC Press. 

6. Lucier, G. W. (1993). Good Laboratory Practice Compliance: Inspection 

Manual. CRC Press. 
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(Practical Record Sheet) ٹ  رڈ�ر��   ى
ش

�  
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ٹ  رڈ�ر � ى
ش

� (Practical Record Sheet) 
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ٹ  رڈ�ر � ى
ش

� (Practical Record Sheet) 
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 ��) � � �ا �
ز ئ

��)VI- 

 ا�ن ��

 ��� �با� �ا�        
 �ٹ: �م �ا�ت � �ش ��۔

  ��1  �5 � �  ت
خ

 �)1 5(        ۔�اور اس � �ہ � ���

 د 
ئ
  �) 10(     ۔� �اے �� � � ا�م د �ا ى� ��روں � �با�ں � ڈ �ى

را� �دہ ڈ 
ف

�� � ��(Transformation) � �10(    ۔� �ب �� �ر�د (�    

 �) 10(                 � ر�رڈ 

 Viva-Voce                )5 (� 

                              

          

              
  


	Initial Sixth semester lab manual
	Unit 17urdu final
	اکائی 19: پولیمریز چین ری ایکشن (پی سی آر) کے ذریعے ڈی این اے کی توسیع
	19.0 تعارف(Introduction)
	19.1 مقاصد(Objectives)
	19.2 اصول(Principle)
	19.3 درکار مواد (Materials Required)
	19.4 طریقہ کار (Procedure)
	19.5 ایگرز جیل الیکٹروفورسس(Agarose Gel Electrophoresis)
	19.6 نتیجہ اور مشاہدات (Result and Observations)
	19.7 احتیاطی تدابیر
	19.8 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Unit 18 urdu final
	اکائی 18: بندشی انزائم کا استعمال کرتے ہوئے پلازمڈ ڈی این اے / جینومک ڈی این اے کا عمل انہضام
	18.0 تعارف(Introduction)
	18.1 مقاصد(Objectives)
	18.2 پری لیب کی تیاری(Pre-Lab Preparation)
	18.3 اصول(Principle)
	18.3.1 Agarose جیل کی تیاری
	18.3.2 ڈی این اے کے ٹکڑوں کا الیکٹروفورسس(Electrophoresis of DNA fragments)
	18.3.3 ڈی این اے کے ٹکڑوں کا تصور(Visualization of DNA fragments)

	18.4 مواد درکار(Materials Required)
	18.5 طریقہ کار (Procedure)
	18.6 نتیجہ اور مشاہدات (Result and Observations)
	18.7 احتیاطی تدابیر
	18.8 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Unit 19 urdu final
	اکائی 19: پولیمریز چین ری ایکشن (پی سی آر) کے ذریعے ڈی این اے کی توسیع
	19.0 تعارف(Introduction)
	19.1 مقاصد(Objectives)
	19.2 اصول(Principle)
	19.3 درکار مواد (Materials Required)
	19.4 طریقہ کار (Procedure)
	19.5 ایگرز جیل الیکٹروفورسس(Agarose Gel Electrophoresis)
	19.6 نتیجہ اور مشاہدات (Result and Observations)
	19.7 احتیاطی تدابیر
	19.8 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Unit 20 urdu final
	اکائی 20: فراہم کردہ ڈیٹا سے سرکلر اور لکیری پابندی والے انزائم میپنگ کی تعمیر
	20.0 تعارف(Introduction)
	20.1 مقاصد(Objectives)
	20.2 اصول(Principle)
	20.3 درکار مواد (Materials Required)
	20.4 طریقہ کار (Procedure)
	20.5 احتیاطی تدابیر(Precautions)
	20.6 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Unit 21 urdu final
	اکائی 21: پلازمڈ ڈی این اے کے ساتھ E. Coli سیلز کی تَقلّب اور فراہم کردہ ڈیٹا سے تَقلّبی کارکردگی کا حساب
	21.0 تعارف(Introduction)
	21.1 مقاصد(Objectives)
	21.2 تَقلّب(Transformation)
	21.3 اصول(Principle)
	21.4 درکار مواد (Materials Required)
	21.5 طریقہ کار (Procedure)
	21.5.1 قابل سیل تیاری(Competent Cell Preparation)
	21.5.2        خلیات کی تبدیلی(Transformation of Cells)‎

	21.6 نتیجہ اور مشاہدات (Result and Observations)
	21.7 احتیاطی تدابیر
	21.8 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Unit 22urdu final
	اکائی 22: تصویروں کے ذریعے  ناردرن بلوٹنگ ، ساؤتھرن بلاٹنگ اور ویسٹرن بلاٹنگ کی تکنیکوں کا مطالعہ
	22.0 تمہید(Introduction)
	22.1 مقاصد(Objectives)
	22.2 اصول(Principle)
	22.3 ساؤتھرن بلاٹنگ(Southern Blotting)
	22.3.1 آؤٹ لائن(Outline)
	22.3.2 ڈی این اے کی پروسیسنگ(Processing of the DNA)
	22.3.3 پابندی انزائم کے ساتھ ہاضمہ(Digestion with Restriction Enzyme)
	22.3.4 الیکٹروفورسس کے ذریعے علیحدگی(Separation by Electrophoresis)
	22.3.5 بلوٹنگ سے پہلے جیل کا ٹرٹمینٹ(Treatment of Gel before Blotting)
	22.3.6 بلوٹنگ میں تحقیقات(The Probe in Blotting)
	22.3.7 اقدامات شامل ہیں
	22.3.8 بلاٹ تجزیہ (Blot Analysis)
	22.3.9 درخواستیں(Application)

	22.4 ناردرن بلاٹنگ(Northern Blotting)
	22.4.1 شمالی بلوٹنگ کا اصول(Principle of Northern Blotting)
	22.4.2 طریقہ کار(Procedure)
	22.4.3 بلوٹنگ میمبرین کا انتخاب(Choice of Blotting Membrane)
	22.4.4 Agarose-Formaldehyde جیل الیکٹروفورسس(Agarose-Formaldehyde Gel Electrophoresis)
	22.4.5 اقدامات شامل ہیں(Steps Involved)
	22.4.6 ناردرن بلوٹنگ کی ایپلی کیشنز(Applications of Northern Blotting)
	22.4.7 فوائد اور استعمال(Advantages and Uses)

	22.5 ویسٹرن بلاٹنگ(Western Blotting)
	22.6 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Unit 23urdu final
	اکائی 23: مطالعہ ڈی این اے کی ترتیب ،سینجر کا طریقہ  اور تصاویر کے ذریعے ڈی این اے فنگر پرنٹنگ تکنیک
	23.0 تعارف(Introduction)
	23.1 مقاصد(Objectives)
	23.2 اصول(Principle)
	23.3 ڈی این اے کی ترتیب کے  طریقے(Methods of DNA Sequencing)
	23.4 سنجر کا طریقہ(Sanger’s Method)
	23.5 میکسم اور گلبرٹ طریقہ(Maxam and Gilbert Method)
	23.6 پائروسیکونسنگ(PYROSEQUENCING)
	23.7 خودکار ڈی این اے کی ترتیب(Automated DNA Sequence)
	23.7.1 جینوم کی ترتیب کا شاٹگن طریقہ(Shotgun Method of Genome Sequencing)

	23.8 ڈی این اے فنگر پرنٹنگ(DNA Fingerprinting)
	23.8.1 تعریف(Introduction)
	23.8.2 ڈی این اے فنگر پرنٹنگ کا عمل(Process of DNA Fingerprinting)
	23.8.3 آر ایف ایل پی تجزیہ RFLP analysis
	23.8.4 پی سی آر پر مبنی تجزیہ(PCR Analysis)
	23.8.5 RT-PCR پر مبنی تجزیہ
	23.8.6 جانوروں میں ڈی این اے فنگر پرنٹنگ(DNA Fingerprinting in Animals)



	Unit 24urdu final
	اکائی 24: اچھی لیبارٹری پریکٹسز
	24.0 تعارف(Introduction)
	24.1 مقاصد(Objectives)
	24.2 GLP کے بنیادی نکات(Fundamental Points of GLP)
	24.3 اچھی لیبارٹری پریکٹسز کے اصول(Principles of GLP)
	24.4 لیبارٹری کا دورہ کرتے وقت(When Visiting a Laboratory)
	24.5 مزید  مطالعےکے لیے تجویز کر دہ  کتابیں   (Suggested Books for Further Readings)


	Practical Manual Paper

