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 ���������	
 ���  �����  ����	���� �� � � ���� �� �  ����� � �	� ��� �� � � �                      
����	������� ���������
����� !��" 

����������������
������ 
1. Microcentrifuge Tube #��� 0.5 ���1.5 ml 

2. $�%&�'�()�*"���+'� 

3. ,-�,� 

4. .� �+� 

5. Forceps 

6. /������� (Beaker) 

7. ���+0� �#�"��� (Vortex) 

8. ���+0� ,)1�����0�  (Centrifuge) 

9. ���+0� �
0 ��� 

10. Hot Plate Stirrer 

11. Thermal Cycler  

12. Electrophoresis Set 

�
�������
������ 
1. �'2���
0� 

2. Chelex 

3. Proteinase K 

4. 3.0 3M Primer Mix (Cyt b Bovine) 
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5. Tris  

6. 100 bp Ladder 

7. 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer 

8. Agarose Powder 

9. Ethidium Bromide 

10. Boric Acid 

11. Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 

12. Jumpstart Red Taq &��/��4
� SIGMA 

����
������ 

1. !����"
����
��#�!����"
� 
1.1 ����2����#����
���"�  

��������2������#���#� ���"��
���"� ��0�������5�����,������"��
��"��
#� ,������ 5�����!�%�����"������������+0��  e% !�������0$�"���/�"� P (�����, 2545) �+� 

   
2

24
zn
e

�  

    
2

2

(1.65)
4(0.15)

n �  

    30n �   

 

5��   z �+� 1.65 (��0���
/������+0��
0� 90%) ���  

        e �+� 0.15 �����������+0����0���!�%����#6'�!���,#� �
��"�� 

�
 �
'� #���#� ���"��
���"� ��0���������0�%� !�%!������&
���
' ��'���$�"�%����"� 30 

�
���"�  

1.2 �����7/�
���"�  

 ��7/�
���"� ��%�#�#� �
�	
����$��	+'���+� ��0���'� �	+0����&2���"���
0�$,!��#�
������+�#� ,����$�� ��7/5�����.���	+0�!�%���������"�%����"� �%�� 5 ��%� 5��/��&�!�8� 
�����4�	+0��2�$,�2�������&��/ �"��/��&��%� ��"!&�"���%�#��
'�9 ��% ��������%� 
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2. 
�!������!����"
�����#���$���%&������ PCR  
2.1 �����
�����7���&���
���"�  

  �����
�����7���&����+�� (SOP DNA ANALYSIS,  2005)   

  -  �&����+��,����� 1 ��. !�"� !� Microcentrifuge tube #��� 1.5 ��.  ��0�����
�
���+���#7  EDTA ���"���!�%�#%��
� 

  -  ,-�,��
���"� ��+�� 30 $�5������!�"� !� Microcentrifuge tube #��� 1.5 ��.  

�����'2���
0�� $,  1 ��. �#�"��� (Vortex) ,����� 10-15 ������ �
' ��' $�%��0���������%� ��� 15-

30 ���� 
  -  ,)1������0������7�  14,000 ��/�"�������� 1 ���� 
  -  �������'2��
'�/���������0���&���7�����������7���+��#�������"��0�%����� 

(�������&������ ,���+0� &������������#� :�5�5�/��) �����'2���
0� 1 ��. �#�"������     

5-10 ����������2�$,,)1��� ,)1��%� �
' ��� 3 ��/ 

  -  ��������#����� Chelex  5% � $,,����� 200 $�5������ �
 ���!�%��7� 

Chelex �"���������7���+��#����0�%�������+�$�"  ����
 $�"�"��!�%�����;	����7� Chelex � $,
&��"������� 

  -  ��"�/��0��������  56 ºC ���,����� 1 �
0�5�  ��+�&������.���"��&���� 

&���
'��2����#�"��� (Vortex) ��� 5-10 ����������2�$,,)1���   

  -  �2��������� $,�%���0�'2���+�����  8 ���� 
  -  �2�$,�#�"��� (Vortex) ��� 5-10 ����������2�$,,)1��� 

  -  &���
'�!�%�'2��"��/�$,�,<�����7�����"�//�2���
/���/����� PCR �
���"� 
��0���+���7/$�%��0 2-8 ºC ��+���"�#7 �7$�% ��+0��%� �2���!�%!��"!�%�2�$,�#�"��� (Vortex) ��� 5-10 

����������2�$,,)1��� ����%� ��� 

 �����
�����7���&����%�#� (SOP DNA ANALYSIS, 2005)  

-  ���&��%�#��%����%� &����������"�����+0���%����#� (Root sheath) ��+�$�" 
-  �%� ��%�#��%���'2���
0�,��&�����+���" (Deionized distilled water) !�/�������

#��� 50 ��. 

-  �
����5��#�,����� 1 ��. &��,�������,<��
���"� ��0!�%��
�����7���  

-  !�"5����%�#�� !���������   �����'2��#�����  Chelex 5% � $, 200 

$�5��������%����� 2 $�5������#�  Proteinase K (10 ��./��.) ���!�%�#%��
�5������#�"�����
�/�9 
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-  ���&��!�%��"!&�"�5����%�#��
'�&����"!�%��7� Chelex ��%���"�/�������� 
��0 37 ºC ���,����� 30-60 ���� &���
'��#�"��� (Vortex) ,����� 5-10 ������ ��%�,)1������0
������7� 14,000 ��/�"����� 10 ������ (Spindown) 

-  �2��������� $,�%�!��'2���+����� 8 ���� 
-  �2�$,�#�"��� (Vortex) ,����� 5-10 ������ ,)1���� (Spindown) ��0������7� 

14,000 ��/�"����� ��� 10 ������ &���
'�!�%�'2��"��/�$,�,<�����7�����"�// (DNA template) 

�2���
/#/����� PCR �
���"� ��0���+���7/$�%��0 2-8 ºC ��+���"�#7 �7$�%  
2.2 ����	�0�,���������7���5�������� PCR (SOP DNA ANALYSIS, 2005)  

PCR mixture ,��������� 10 3l ,����/�%��  

 ����7�����"�// (DNA template)   1 3l 

  Sterile water     3 3l 

 Jumpstart Red Taq    5 3l  

 3 3M Primer mix (Cytochrome b bovine) 1 3l  

5�� Primer mix  ���2��
/�/��
 ��' 
Cytochrome b Bovine�

Primer F :  5’-CAAGAACACTAATGACTAACATTCG-3’ 

Primer R :  5’-AAATGTTTGATGGGGCTGGA-3’ 

5���%� �� ��&�� Andreo et al., 2005  

5,�����,�
/�,��0�����������2���
/�	�0�,���������7��� $�%��" 
 Initial denaturation ��0�������� 95 ºC ��� 3 ���� 1 ��/ &���
'� 

 -  Denature �������� 95 ºC ��� 15 ������ 
 -  Annealing ��0�������� 55 ºC ��� 60 ������  
 -  Extension ��0�������� 72 ºC ��� 60 ������ �
' ��� 35 ��/               

 2.3 ���&��/������	�0�,���������7����%�������� PCR ��0$�%�%������2� Agarose 

gel electrophoresis (SOP DNA ANALYSIS, 2005)   
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3. 
���������"
��
��'!&�������
��	
�(
�)������
��%&�����
�(�������)����� 

 3.1 �2������
�����7���&���
���"� ��+��#� ���4�� ���
# ��� ,�� ���$�" ������      

5  �
���"�  (SOP DNA ANALYSIS, 2005)   
 3.2 �2��'2���
�����7�����0$�%&��#%���0 3.1 ���2�����	�0�,���������7����%�������� PCR  

&���
'��2�������&��/��	�8������%������2� Agarose gel electrophoresis  
  3.3 ���������#%��������2�����"�����.���%�  �	+0�,������,���������	���

����&2��	��#� ��������0!�%��/����	
��������%����� Cytochrome b !�$�5��������� �	+0�
�2���!�%!� ���� �������������� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


