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1. ��	
����

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

�
,���!'"��'( �"�
��,�+���+-�
- �����.�'�' 	. '��
� �.�'�*"���
- �����.�'�' 	.���� �.�
,��

2. ��	
�	������

2.1 	������ !���"�
�!�#��$���

-    Formalin
-    Acetic acid
-    Buthyl alcohol
-    Alcohol
-    Xylene
-    Safranin ��� Fastgreen
-    Clove oil
-    Parafin oil
-    Canada balsum
-    HauptL s adhesive

    2.2 	��������� �% !���	��

���&!��

-   CTAB (Hexadecyl trimethyl ammonium bromide)
-    β-mercaptoethanol
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-    PVP-40 (Polyvinyl pyrrolidone)
-    NaCl (Sodium chloride)
-    Na2EDTA (Disodium ethylene diaminetetraacetate)
-    Tris-HCI pH 8.0
-    Chloroform
-    Isopropanal
-    Ethanol
-    Liquid nitrogen

    2.3 	������	(�)��� �%�(������*��*+��,�	

-    LE agarose (FMC Bioproduct, USA)
-    Seakem  agarose
-    Glacial acetic acid
-    Boric acid
-    Tris-base
-    Ethidium bromide
-    Loading buffer
-    Lamda DNA (λ DNA)
-    100 bp ��� 500 bp DNA Ladder (Operon, USA)

    2.4 	��������� �% !����(���,�����

-    dNTP (dATP, dTTP, dCTP ��� dGTP) (Promega, USA)
- Primer OPA-10, OPB-04, OPB-07, OPC-04, OPC-05, OPD-03,    
OPT-01,  ��� OPT-08 (Operon, USA)

-    MgCl2
-    10X Taq buffer (Promega, USA)
-   Taq DNA Polymerase B (Promega, USA)
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1. ��
������� �% !��&�"���$.�/���

- �g
$����"�
- �''h�'
- �''h�'����"�

- ���	
ij�
- ������,�
��!'%�	
��k�

2. ��
������� �% !���"�
�!�#��$���

- ��k!��!g�	g)+ ��"
- ���!���'k	�
- �����


- �!'%�	
�����%�	�
%�	
- �!'%�	
	g���h��(
- ��k	
���
'��$'k	�jl�(�
- ��k	
�g��''&�(�������(�'��	�
- �h��(����m���l��h��(
- $�'�jl�
- �,���,��

- 	����"���j	
�(
- ,��
k	���

3. ��
������� �% !���	��

���&!�� ����(������*��*+��,�	 �������(���,�����

- ��k�
�������k�#��,�
 -30 	
&��n��n�
�
- �!'%�	
h�i!'�n���'"jl��(
- �!'%�	
#��
�&�"
� 4 �o��+��

- �!'%�	
���!�����p��'����

- �!'%�	
!���'����
	��i����"
- ���
����+���
- �l����'���'"���'
- �!'%�	
�,
�� (vortex)
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- +�k	�q�
!������h	 (autoclave)
- ��
�''�gh�i�'����+��
- �!'%�	
���
�'���hjjr�
- �!'%�	
	"����i�'ij'�n��
- �!'%�	
  PCR
- i�'�
�����	
��

- +�	��	j�$��	'(j
- ��kh�i!'��j
- UV transilluminator
- ��k	
i$��'	
�(
- Gel Documentation
- Micropipette ��� Tip
- ��o��,�
 ����'��"���o��,�

- �!'%�	
��k� �'��	���
 ���,�����
�
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�������

1.  ���01�2������3!���/�!�#��$������$�4�/��/54.��������

1.1 �����&�"���$.�/
��

�������	
��
�	��	
�	
 ��
��� �������������
���	
 �!�"#�$%#&���'( 
!)��'�$
��'*''�#��" �+��"�
���
�
,���!'"��'( �"�
��,�+���+-� i�
�g���������	
��
 4 
'�
���'��'"-,	
�	� ���'�

��,	
	gh'�'') (2543) ( �$��� 3) !%	 '�
���� 1 ���.)��	���p�
�g�������,�
��,k��+��'�	
��������

 (�'���) 32-35 ���+��
�	��'"��
%�) '�
���� 2 ���.)��	���p�
�g�� �'"���+�������	�im�������+�%	
!'�� (2 ���+��
'�
���� 1) '�
���� 3 ���.)��	��'"������	

�+�������	���������+�%	
!'��h�k#����� (2 ���+��
'�
���� 2) ���'�
���� 4 ���.)��	���� ����
�	������+�%	
!'�� �	
�+������	���')�!'��g�����,	
�	� (2 ���+��
'�
���� 3) �$%�	�#k��p����
	
��
����'�o��h��(���'�$%�	&q�.�$�t����',	
��%�	�
%�	'�
h,����		�g�

6����� 3 ���.)���'$�t��,	
�	� '�
����1 (�) '�
���� 2 (,) '�
���� 3 (!) '�
���� 4 (
) (30X)
����� : 	gh'�'') (2543)
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1.2 ����(�	5�
�8��������01�2���3!����4�/�!�#��$���

�o����	
��
�	��g�'�
���'$�t��,	
�	� ���o�����"*���',	
 ���� (2528) ��
,����	���
���

1. ��''��.�� �$�n��( �������	
��
�	�,	
$%#�����#�"���'�
�$�t��,	

�	����
� ����o�
�'��.�� �$�n��( (FAA : ethyl alcohol 70% 90 ��. acetic acid 5 ��. ��� 
formalin 5 ��.) ��p����� 1 ��%	�

2. ��'�q
��o�		�����n��( ����o�
�'��.�� �$�n��(		���k��o��	�h��,k�
�'������'�q
��o�		�����n��( 8  ,����	� ,����	��� 2 #���i�
 
���k�,����	���� 6 ��
��'�
��� 1

"���/��� 1  �����'��	����
� ,	
��'�q
��o�		�����n��(
�����'��	���'����


,����	� ��o�
(�"��"�"�')

�	��	x	�( 95 ��	'(�n���(
(�"��"�"�')

�"�*"��	��	x	�(
(�"��"�"�')

1
2
3
4
5

50
30
15
5
0

40
50
50
40
25

10
20
35
55
75

6
7
8

�"�*"��	��	x	�( (�����	�i	n��) �"�
h�k 24 #���i�

�"�*"��	��	x	�(
�"�*"��	��	x	�( 50 �"��"�"�' + $�'�jl�		
 50 �"��"�"�'

3. ��'z{
���	
��
��$�'�jl� ��$�'�jl����+�	��+k�������	
��
�	� �#����	
��

�	���p����� 2 #���i�
 �q
�����
�$�'�jl��+�� 	�� 2 !'��
 �g� 2 #���i�
+��
��������#����	
��
�	�
h�k���	�� 24 #���i�
 ��k������
�$�'�jl��+��	��!'��
 �#����	
��
�	���	h�	�� 2 #���i�
 +��
���
������$�'�jl�$'k	�#"�������	��
���'��
����o��k�
	����"���j	
�( ����o��+��
#"�������	�
�������k	
��'  ���	
h�k�+k�
���q
�o�h��,k��!'%�	
�����%�	�
%�	

4. ��'�����%�	�
%�	 ����k�
�!'%�	
�����%�	�
%�	 !���+���'���) 7|8 h�i!'���'
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5. � �'�" � �� � 	 
� � 
 ���m�� � h��(  + 
���'
q� � n��(�" � ��� � h��(
(hauptLs adhesive) �
���h��(���+k���� ��
���!'%�	
	g���h��(�'���) 3 ���� �q
�o�#"�������	�
��������
���h��( 	g��h�k 7 ��� ���	g)+ ��" 40|45 	
&��n��n�
� �q
�o�h�
k	���

6. ��'
k	��� 
k	��k�
���njj'��"� �����j���'��
7. ����q� �$�$%�	����'$�t�� �
��'�
h,�,	
����������


2.  ���01�2����2����*����,�	9��"%!��%���/��/ ��/	�
 ���
:�: ���5
%9������������&
*
$ �%

���!����/��������
�

2.1 �����&��������������&


 ����'��'�������$��*g(����k��	
�	
 ��
��� ������� 	
��
�� 3 �k�����+��

���
� ��
��'�
��� 2 ������k��g������������+kh�k�o����	
��
�k	
 30 ����� �o���������
+�����$��
���'����'�
��� �!�"#�$%#&���'( !)��'�$
��'*''�#��" �+��"�
���
�
,���!'"��'( ��%�	�k�
��k������'"
 2 �� 
k�
�
�g
$����"� �����%�	�k���k������'"
 4-5 ���q
�������	
��
������k���k�
�$%�	�o����������	���	 ,)����
�����o���'������,	
�k�����$%�	�o����������	���	��'�
����
����
�k���k�

"���/��� 2  �o�������	
��
 ��������������'��'�������$��*g(,	
�	
�	
 ��
��� ��� ����
�!�
/	8�!���    9(�!�! ("%!)

       ��/��/

�����.�'�' 	.'��
� �.�'�*"��� 2
�����.�'�' 	.���� �.�
,�� 1
       ��/	�


�����.�'�' 	.'��
� �.�'�*"��� 3
       
:�:

�����.�'�' 	.'��
� �.�'�*"��� 3

2.2 �������	��

���&!��9��"���$.�/ �

�o���'�������	���	���#"��������,	
�k���k��	
�	
 ��
��� ������� i�
�#k
��'����
 CTAB nq�
������
��� Doyle ��� Dolye (1990) �#k���	
��
���'���) 200 �"��"�'��
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��o�+����� ���#"����������p�#"������ � �����i�'�
����#��
�� ���+k���	�
�i�
�#kh�i�'����+��
�����	
��
$%#���	�
���p�m
 �o������+�	��	j�$��	'(j,��� 2 �"��"�"�' ��"���'����
 CTAB 
buffer (PVP-40, NaCl, Na2EDTA 0.5 M pH 8.0, CTAB 2 %) '������ β-mercaptoethanol �,k�,k� 2 
��	'(�n���( �'"���' 1 �"��"�"�' �,
���+k�,k����i�
�#k�!'%�	
�,
����k��o�h�������	g)+ ��" 60 	
&�
�n��n�
� ��p����� 1 #���i�
 ����+�	�h����g� 10-15 ���� �o�����"�!�	i'j	'(��'"���' 800 
h�i!'�"�' �,
���+k�,k����i�
����+�	�h�����k��o�h��{}��+���

�$%�	�����	����!����'�� 
12,000 '	���	���� ��p����� 10 ���� h�k��'����
����
�#�����o����!�	i'j	'(�		������� ���
�	��~$����'����
�������������o������+�	��+�� ��"�h	ini$'$��	��'"���' 750 
h�i!'�"�' ����+�	�,q���
���� �$%�	�+k���	���	�����	� ��
�"�
h�k���	g)+ ��" -30 	
&��n��n�
� 
�'���) 30 ���� �o�h��{}��+���

	��!'��
���!����'�� 12,000 '	���	���� ��p����� 5 ���� ����'
����
�������"�
 �k�
���	����	���	���h�k�k�
�	�*��	��,k�,k� 70 ��	'(�n���( 2 !'��
 ��
�"�
h�k�+k
�+k
���	g)+ ��"+k	
 ����
���	��k�
 TE buffer (Tris-HCl 1.0 M pH 7.5, Na2EDTA 0.25 M pH 
7.0) �'"���' 100 h�i!'�"�'  �������	���	�������h�k���	g)+ ��" -30 	
&��n��n�
� ���������o���
�#k

2.3 �������"��9	��
�����
���&!��

�'���	��'"��)���	���	�������h�k�k�
��'��'�
����
�������	���	���'���     
(����� ���	���	) i�
��'�o�	"����i�'ij'�n����	���i'� Seakam LE (FMC Bioproduct, USA) 
�,k�,k� 0.7 ��	'(�n���( �#k�'
�!�%�	��'���hjjr� 100 i���( ����'����
 TAE (Tris Base, 
Glacial acetic acid, Na2EDTA 0.5 M pH 8.0) ��p����� 20 ���� 
k	�������	���	���h�k�k�
           �	
*"���
�i�'h��( ��k��o�h��'���	� �
��k��
	g��'k�h�i	���

2.4 ��������
�����
���&!�����	�.�*
$���!����,�����

�$"���'"��)���	���	����g��i�
�#kh$'��	'( �o���� 8 #�"� (�g�"��, 2544)       (��
'�
��� 3) � �$����+���������'�o���"�"'"
�$�n�	�'(����'"���''�� 25 h�i!'�"�' �#k!����,k�
,k�,	
��'����
���
� ��
��� ���	���	���$"�$( 60 ��i��'�� h$'��	'(�,k�,k� 0.3 h�i!'i���'(  
��j�j	'(�,k�,k� 10 ���� ������n�
�!�	h'�(�,k�,k� 2.5 �"��"i���'( ��		�n��"�!��i	h��(�,k�,k�
#�"��� 100 �"��"i���'( �	��hn�( Taq polymerase �,k�,k� 1.5 
��"� ���
	g)+ ��"��p� 3 '����!%	 
	g)+ ��"�'"���k��#k	g)+ ��" 95 	
&��n��n�
� ��p����� 1 ���� ��,����	���'���!��'�+���
h$'��	'(
������	���	��r�+��
�#k	g)+ ��" 37 	
&��n��n�
� ���� 1 ���� ���,����	���'��
�!'��+(���	���	
�#k	g)+ ��" 72 	
&��n��n�
� ���� 2 ���� �o�������
�"�� 39 '	� ����k�
	g)+ ��" 95 	
&�
�n��n�
� 1 ���� 37 	
&��n��n�
� 1 ���� ��� 72  	
&��n��n�
� 10 ���� 	�� 1 '	� nq�
��'
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���	�i�
��'�o�$�n�	�'(�k�
h$'��	'(#�"����
� ����'&q�.���� ���	
�o�n�o�	
��
�k	
�o���� 2 
!'��
�$%�	��p���'
%�
��m���'���	
����'
���

"���/��� 3 '�
���	�
�h$'��	'( ����o�������,	
h$'��	'(
                         h$'��	'(                                                                               �o�������

                                                                                                 5/������.3/

         OPA-10                                                                          GTGATCGCAG
         OPB-04                                                                          GGACTGGAGT
         OPB-07                                                                          GGTGACGCAG
         OPC-04                                                                          CCGCATCTAC
         OPC-05                                                                          GATGACCGCC
         OPD-03                                                                          GTCGCCGTGA
         OPT-01                                                                           GGGCCACTCA
         OPT-08                                                                           AAAGGCGACA

����� :  �g�"�� (2544)

2.5 ����"��$�����*�	�9������
:?�?��"��,�����

�o�m�m�"�$�n�	�'(���h�k���
�,������	���	i�
��'�o�	"����i�'ij'�n�������
���
 !%	 	���i'����!����,k�,k� 1.50 ��	'(�n���( �#k�'
�!�%�	�hjjr� 100 i���( ����'����
 
TBE (Tris Base, Boric acid, Na2EDTA  0.5 M pH 8.0) ��p������'���) 1 #���i�
 30 ���� ��k��q

�o���'
k	��m������k�
��'����
�	*"���
�i�'h��(!����,k�,k� 0.5 h�i!'�'�� ��	�"��"�"�' �o�
��'
k	�i�
�#��m��	���i'����h�k������%���p������'���) 1 #���i�
 ��k��k�
��������"�		��k�

��'�#���o��������p������'���) 30 ���� �o�h��� �
��k��
	g��'k�h�i	��� �����'�
����
������
�	���	���h�k���������k�

2.6 ���"��9	�������"�".�/4�/?�?��"
���&!��

�'���	�!���������
,	
#"���������	���	 �
��k�!'%�	
�'%	
��
	g��'�h�      
i	��� �o���'����q� �$�k�
��k	
���
 �$i$���	
�( +'%	 Gel Documentation �o� �$���
���
����q����,	
���	���	���������k���k��o���'&q�.���'�
����
�!���������
,	
������	���	
'�+���
�k��������k���k� ���'�+���
 �
����g���k���k����h�k����k�������
�������m���'���	
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i�
�+k!������'��"�������	���	,	
��������	
��
���o��+��
���
������p� �1� ����+k!���� 
�0� ��%�	h����������	���	 ���!"��~$��������	���	�����!���#�������������


