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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  ตัวอยางพชื 
 
 ตัวอยางกลวยที่นํามาทดลองไดรับความอนุเคราะหจากแปลงรวบรวมพันธุกลวยสถานีวิจยั
ปากชอง จังหวัดนครราชสีมาและเก็บรวบรวมจาก อําเภอทองผาภูมิ จังหวดักาญจนบุรี อําเภอนา
กลาง จังหวัดเลย ประกอบดวยกลวยทีเ่ปนตัวอยางกลวยปาพื้นเมืองและกลวยปลูกที่เปนตัวแทน
ของชุดจีโนมตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 3 
 
2.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ 

 
 2.1  อุปกรณทีใ่ชในการสกัดดีเอ็นเอ ไดแก โกรงบดยา อางน้ําควบคุมอณุหภูมิ (water bath) 
เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) ตูเยน็หรือตูแช (refrigeraton and material storage) ตูอบ (dry oven)  
ไมโครไปเปต (micro pipet) เครื่องชั่ง (balance meter) หลอดทดลอง (eppendorf tube) หลอด
ทดลองขนาดเล็ก (micro tube)  
 
 2.2  สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ ไดแก สารละลาย extraction buffer (2% w/v CTAB, 
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl (pH 8), 1% w/v PVP (polyvinylpyrrolidon)) 
สารละลาย 2-mercaptoethanol สารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) สารละลาย  
phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) สารละลาย isopropanol สารละลาย wash buffer 
(76% ethanol, 10 mM ammonium acetate) สารละลาย TE buffer (2 M Tris-HCl (pH 8), 0.5 M 
EDTA) สารละลาย 1x TBE buffer เอ็นไซม RNase A สารละลาย 3M sodium acetate pH 5.2  
สารละลาย absolute ethanol สารละลาย 75% ethanol และไนโตรเจนเหลว  
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 ภาพที่ 5  สถานที่เก็บตวัอยางกลวยทีใ่ชในงานวิจยั 
 

กลวยปาสยาม 
(MW7, MW8 และ MW9)

กลวยตานี (MW1) 

กลวยปาปลีเหลือง (MW13 และ MW14)  
กลวยตานี (MW3) และกลวยปลูก (ตารางที่ 3) 

กลวยปาผลเล็ก (MW15) กลวยตาน ี(MW2)  
และกลวยปาชนิดอืน่ๆ (ตารางที่ 3) 

 

 

กลวยไหล (ML)

กลวยนวล (EG) 

กลวยปาพมา 
(MW4, MW5 และ MW6) 

กลวยปามะละกา  
(MW10, MW11 และ MW12) 
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ตารางที่ 3  ชื่อพฤกษศาสตร ชื่อชนิดยอย ชื่อพันธุปลูก ชุดจีโนม ชื่อพืน้เมือง สถานที่เก็บและหมายเลขตัวอยางของกลวยทีใ่ชในงานวจิัย 
 

สกุล เซคชั่น ชนิด ชนิดยอย พันธุปลูก ชุดจีโนม ชื่อพื้นเมือง แหลงเก็บตัวอยาง 
(อําเภอ, จังหวัด) รหัส 

Musa Eumusa Musa balbisiana - - BB กลวยตานี ศรีนคร, สุโขทัย MW1 
Musa Eumusa Musa balbisiana - - BB กลวยตานี  บางเขน, กทม. MW2 
Musa Eumusa Musa balbisiana - - BB กลวยตานี  ปากชอง, นครราชสีมา MW3 
Musa Eumusa Musa  acuminata burmannica - AA กลวยปาพมา เมือง, แมฮองสอน MW4 
Musa Eumusa Musa  acuminata burmannica - AA กลวยปาพมา เมือง, แมฮองสอน MW5 
Musa Eumusa Musa  acuminata burmannica - AA กลวยปาพมา เมือง, แมฮองสอน MW6 
Musa Eumusa Musa  acuminata siamea - AA กลวยปาสยาม นครไทย, พิษณุโลก MW7 
Musa Eumusa Musa  acuminata siamea - AA กลวยปาสยาม นครไทย, พิษณุโลก MW8 
Musa Eumusa Musa  acuminata siamea - AA กลวยปาสยาม ศรีสัชนาลัย, สุโขทัย MW9 
Musa Eumusa Musa  acuminata malaccensis - AA กลวยปามะละกา นาโยง, ตรัง MW10 
Musa Eumusa Musa  acuminata malaccensis - AA กลวยปามะละกา เมือง, กระบี่ MW11 
Musa Eumusa Musa  acuminata malaccensis - AA กลวยปามะละกา ตะกั่วปา, พังงา MW12 
Musa Eumusa Musa  acuminata banksii - AA กลวยปาปลีเหลือง ปากชอง, นครราชสีมา MW13 
Musa Eumusa Musa  acuminata banksii  - AA กลวยปาปลีเหลือง  ปากชอง, นครราชสีมา MW14 
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ตารางที่ 3  (ตอ)   
 

สกุล เซคชั่น ชนิด ชนิดยอย พันธุปลูก ชุดจีโนม ชื่อพื้นเมือง แหลงเก็บตัวอยาง 
(อําเภอ, จังหวัด) รหัส 

Musa Eumusa Musa  acuminata microcarpa  - AA กลวยปาผลเล็ก  บางบัวทอง, นนทบุรี MW15 
Musa Eumusa Musa itinerans - - - กลวยหก ปากชอง, นครราชสีมา MI 
Musa Rhodochlamys Musa laterita - - - กลวยไหล ทองผาภูมิ, กาญจนบุรี ML 
Musa Callimusa Musa coccinea - - - กลวยรัตกัทรี จตุจักร, กทม. MCo 
Ensete - Ensete glaucum - - - กลวยนวล นากลาง, เลย EG 
Musa Eumusa Musa (AA group) - “Kluai Hom Jom Pa” AA กลวยหอมจําปา ปากชอง, นครราชสีมา MC1 
Musa Eumusa Musa (AA group) - “Kluai Nam Thai” AA กลวยน้ําไท ปากชอง, นครราชสีมา MC2 
Musa Eumusa Musa (AA group) - “Kluai Khai Thong Neoy” AA กลวยไขทองเงย ปากชอง, นครราชสีมา MC3 
Musa Eumusa Musa (AA group) - “Kluai Khai Thong Roung” AA กลวยไขทองรวง ปากชอง, นครราชสีมา MC4 
Musa Eumusa Musa (AA group) - “Kluai Leb Mu Nang” AA กลวยเล็บมือนาง ปากชอง, นครราชสีมา MC5 
Musa Eumusa Musa (AAA group)  - “Kluai  Hom Khieo Kom” AAA กลวยหอมเขียวคอม ปากชอง, นครราชสีมา MC6 
Musa Eumusa Musa (AAA group) - “Kluai Nak Dang” AAA กลวยนากแดง ปากชอง, นครราชสีมา MC7 
Musa Eumusa Musa (AAA group) - “Kluai Khai BW. 2” AAA กลวยไข บว. 2 ปากชอง, นครราชสีมา MC8 
Musa Eumusa Musa (AAA group) - “Kluai Khai Pratabong” AAA กลวยไขพระตะบอง ปากชอง, นครราชสีมา MC9 
Musa Eumusa Musa (AAA group) - “Kluai Hom Thong” AAA กลวยหอมทอง ปากชอง, นครราชสีมา MC10 
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ตารางที่ 3  (ตอ)   
       

สกุล เซคชั่น ชนิด ชนิดยอย พันธุปลูก ชุดจีโนม ชื่อพื้นเมือง แหลงเก็บตัวอยาง 
(อําเภอ, จังหวัด) รหัส 

Musa Eumusa Musa (AAB group) - “Kluai Klai” AAB กลวยกลาย ปากชอง, นครราชสีมา MC11 
Musa Eumusa Musa (AAB group) - “Kluai Roiwi” AAB กลวยรอยหวี ปากชอง, นครราชสีมา MC12 
Musa Eumusa Musa (AAB group) - “Kluai Nom Sao” AAB กลวยนมสาว ปากชอง, นครราชสีมา MC13 
Musa Eumusa Musa (AAB group) - “Kluai Nam Fad” AAB กลวยน้ําฝาด ปากชอง, นครราชสีมา MC14 
Musa Eumusa Musa (AAB group) - “Kluai Nam Kab Dam” AAB กลวยน้ํากาบดํา ปากชอง, นครราชสีมา MC15 
Musa Eumusa Musa (ABB group) - “Kluai Namwa Sai Leong” ABB กลวยน้ําวาไส 

เหลือง 
ปากชอง, นครราชสีมา MC16 

Musa Eumusa Musa (ABB group) - “Kluai Namwa Dam” ABB กลวยน้ําวาดํา ปากชอง, นครราชสีมา MC17 
Musa Eumusa Musa (ABB group) - “Kluai Namwa  Khom” ABB กลวยน้ําวาคอม ปากชอง, นครราชสีมา MC18 

Musa Eumusa Musa (ABB group) - “Kluai Hak Muk Kheio” ABB กลวยหักมุกเขียว ปากชอง, นครราชสีมา MC19 
Musa Eumusa Musa (ABB group) - “Kluai Hak Muk Khao” ABB กลวยหักมุกขาว ปากชอง, นครราชสีมา MC20 
Musa Eumusa Musa(ABBB group) - “Kluai Theparod” ABBB กลวยเทพรส ปากชอง, นครราชสีมา MC21 
Musa Eumusa Musa (BBB group) - “Kluai Thepanom” BBB กลวยเทพพนม ปากชอง, นครราชสีมา MC22 
Musa Eumusa Musa (BBB group) - “Kluai Phama Hark Kuk” BBB กลวยพมาแหกคุก ปากชอง, นครราชสีมา MC23 
Musa Eumusa Musa (BBB group) - “Kluai Lep Chang Kut” BBB กลวยเล็บชางกุด ปากชอง, นครราชสีมา MC24 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
       

สกุล เซคชั่น ชนิด ชนิดยอย พันธุปลูก ชุดจีโนม ชื่อพื้นเมือง แหลงเก็บตัวอยาง 
(อําเภอ, จังหวัด) รหัส 

Musa Eumusa Musa (BBB group) - “Kluai Hin” BBB กลวยหิน ปากชอง, นครราชสีมา MC25 
Musa Eumusa Musa (AA group) - “Kluai Nam Thai” AA กลวยน้ําไท บางบัวทอง, นนทบุรี MC26 

 
หมายเหต ุ การจัดจําแนกพนัธุกลวยปลูกออกเปนชุดจีโนมตางๆอางอิงจาก เบญจมาศ (2538) 
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3.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 3.1  อุปกรณทีใ่ชในการตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอ็นเอ ไดแก ชุด 
electrophoresis equipment เครื่อง UV transilluminator อุปกรณในการยอมเจลและอปุกรณในการ
ถายภาพ 
  
 3.2  สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอ็นเอ ไดแก agarose (Research 
Organics, INC.) สารละลาย 1x TBE buffer สารละลาย 6x loading buffer (0.25% bromphenol blue, 
0.25% xylene cyanol FF, 30% glycerol) สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus) 
สารละลาย ethidium bromide (10 mg/ml) 

 
4.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาและตรวจสอบ inter - simple sequence repeat  
 
 4.1  อุปกรณและเครื่องมือในการทําปฏิกิริยาและตรวจสอบ inter - simple sequence repeat 
ไดแก เครื่อง PCR รุน iCycler BIO-RAD ไมโครไปเปต หลอดทดลองขนาดเล็ก เครือ่งปนเหวี่ยง
ขนาดเล็ก (microcentrifuge)  
 
 4.2  สารเคมีที่ใชในการทําปฏิกิริยาและตรวจสอบ inter - simple sequence repeat ไดแก  
10x PCR buffer (15 mM MgCl2, QIAGEN) แมกนีเซียมคลอไรด (25 mM MgCl2, QIAGEN) 
เอ็นไซม Taq DNA polymerase (5unit/µl, QIAGEN) สารละลาย dNTP (10 mM, QIAGEN) 
สารละลาย mineral oil ไพรเมอร สารละลายดีเอ็นเอ (DNA template) และ น้ํากลั่นบรสุิทธิ์ 
 
 4.3  อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการตรวจสอบผลผลิตที่ไดจากการทําปฏิกิริยาและ
ตรวจสอบ inter - simple sequence repeat ไดแกอุปกรณตางๆ ในขอ 3 
 
5.  อุปกรณในการวิเคราะหผลลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค inter - simple sequence repeat 
 
 5.1 โปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป NTSYS pc รุน 2.01 (Rohlf, 1997) เพื่อวิเคราะหหาคา
ดัชนีความคลายคลึงและจดัทาํแผนภาพความสัมพันธทางพันธุกรรม ดวยวิธี UPGMA (unweighted 
pair group method using arithmetic average)  
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วิธีการ 
 
1.  การเก็บรวบรวมตัวอยางพืช 
 
 1.1  ทําการเกบ็ตัวอยางกลวยประกอบดวยสวนของ ชอดอกเพศผู ใบ และผล จากถิ่น
กระจายพันธุตามธรรมชาติและแปลงรวบรวมพันธุกลวยปลูก สถานีวิจยัปากชอง จังหวัด
นครราชสีมา และจากอําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบรีุ อําเภอนากลาง จังหวดัเลย และบาง
ตัวอยางไดเกบ็มาจากแหลงเพาะปลูกของเกษตรกรรวมทั้งทําการจดบนัทึกลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและนํามาปลูกไวที่สวนรุกขชาติ คณะวนศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ดังภาพที่ 5 
 
 1.2  จัดจําแนกกลวยตวัอยางและจัดทํารูปวธิาน 
 
2.  การเตรียมดีเอ็นเอ 
 
 เตรียมดีเอน็เอจากใบออนของกลวยโดยใชวิธีประยกุตจาก Agrawal et al. (1992) และ 
Doyle and Doyal (1990) มีวิธีการดังนี ้
 
 2.1  เลือกใบออนและสดของกลวยประมาณ 2-3 g และทาํความสะอาดดวยการลางดวย
น้ําเปลาประมาณ 2-3 คร้ังและสุดทายลางดวยน้ํากลั่น เช็ดใหแหง 
 
 2.2  นํา extraction buffer ใสในหลอดทดลอง จํานวน 20 ml และ เติม  
2-mercaptoethanol จํานวน 200 µl นําไปอุนใน water bath 65   C นาน 10-15 นาที  
 
 2.3  นําตัวอยางใบกลวยประมาณ 2 g บดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลวในโกรงบดยา 
 
 2.4  ยายผงตัวอยางลงในหลอดที่มี extraction buffer อยูกอนแลวผสมใหเขากันและนาํไป
อุนใน water bath 65   C นาน 45-60 นาที และคอยๆผสมใหเขากนัทุกๆ 15 นาที 
 
 2.5  นําตัวอยางมาบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 5-10 นาที  
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 2.6  เมื่อครบเวลาเติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) จํานวน 15 ml ผสมใหเขากัน
จนเปนสีขาวขุน ประมาณ 15 นาที  
 
 2.7  นําไปปนเหวีย่งที่ 8,500 rpm อุณหภูมิ 4   C เปนเวลา 10 นาที 
 
 2.8  ยายสารละลาย ซ่ึงลอยตวัอยูดานบนไปใสในหลอดทดลอง หลอดใหม ระวังอยาให
ช้ินสวนของตวัอยางตดิมาดวย 
 
 2.9  เติม 2-propanol จํานวน 15 ml ที่ผานการแชเย็น -20  C แลวคอยๆผสมไปมาอยางชาๆ  
 
 2.10  นําไปแชเย็นที่ -20   C นาน 30-45 นาที 
 
 2.11  นําไปปนเหวี่ยงที ่8,500 rpm อุณหภูมิ 4   C เปนเวลา 10 นาท ี 
 
 2.12  เทสารละลายในหลอดทดลองออกเหลือไวแตเพียงตะกอนของดีเอ็นเอ แลวเติม wash 
buffer จํานวน 5 ml เขยาไปมาอยางชาๆ  
 
 2.13  นําไปปนเหวี่ยงที่ 8,500 rpm อุณหภูมิ 4   C เปนเวลา 10 นาท ี 
 
 2.14  หลังจากนั้นนําตะกอนดีเอ็นเอ ที่ไดไปตากจนแหงสนิท ประมาณ 10-30 นาที  
 
 2.15  เติม TE buffer 1-4 ml (ขึ้นอยูกับปริมาณดีเอน็เอทีไ่ด) เพื่อละลายดีเอ็นเอที่ได  
ที่อุณหภูมิ 37  C ประมาณ 20-30 นาท ี
 
 2.16  เติม RNase A (ความเขมขน 10 mg/ml) ในอัตราสวน 1 ml TE buffer เติม RNase 4 µl 
และอุนที่อุณหภูมิ 37   C นาน 1 ช่ัวโมง ในกรณีที่มีตะกอนใหนําไปปนที่ 8,500 rpm อุณหภูมิ 4   C 
นาน 10 นาที แลวดูดเอาเฉพาะสารละลาย 
 
 2.17  เติม phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) จํานวน 500 µl เขยาเบาๆแลว
นําไปปนเหวีย่งที่ 8,500 rpm อุณหภูมิ 4   C เปนเวลา 10 นาที  
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 2.18  สกัดดวย chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) จํานวน 500 µl เขยาเบาๆแลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่ 8,500 rpm อุณหภูมิ 4   C เปนเวลา 10 นาท ี
 
 2.19  ยายสารละลายใสลงในหลอดทดลอง เติม 3M sodium acetate อัตราสวน 1 ml  
TE buffer เติม 3M sodium acetate จํานวน 100 µl ผสมใหเขากันแลวเติม absolute ethanol จํานวน 
2.5 ml ตอ TE buffer 1 ml ที่ผานการแชเยน็ที่ -20   C แลวคอยๆผสมไปมาอยางชาๆ แลวนําไปปน
เหวีย่งที่ 12,000 rpm อุณหภมูิ 4   C นาน 10 นาที  
 
 2.20  ลางตะกอนดวยการเตมิ 75% ethanol จํานวน 1,000 µl แลวเขยาไปมาเบาๆ แลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4   C นาน 10 นาที และเติมลางอีก 1 คร้ัง  
 
 2.21  นําตะกอนดีเอ็นเอ ไปตากจนแหงสนทิ ประมาณ 20 นาที 
 
 2.22  เติม TE buffer ประมาณ 200-500 µl เพื่อละลายตะกอนดีเอน็เอจนหมดตามความ
เหมาะสมและนําไปเก็บไวที ่อุณหภูม ิ-20   C จนกวาจะนาํไปใชตอไป 
 
3.  การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอสามารถกระทําไดโดย วดัการเรืองแสงของ 
ดีเอ็นเอที่จับตวักับ ethidium bromide หลังจากแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธี electrophoresis 
 
 3.1  วิธีวัดการเรืองแสงรวมกบั ethidium bromide  
 
         โดยการนําดีเอ็นเอทีเ่ตรียมไดมาทํา electrophoresis ใน agarose gel แลวยอมดวย 
ethidium bromide โมเลกุลของ ethidium bromide จะเขาไปแทรกอยูในเกลียวคูของดีเอ็นเอ และ
เมื่อนําไปสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตจะเกิดการเรืองแสง โดยความเขมของแสงเปนสัดสวน
โดยตรงกับปรมิาณดีเอน็เอ เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบปริมาณแลวจะสามารถ
บอกปริมาณของดีเอ็นเอตวัอยางโดยประมาณได โดยปริมาณที่ตรวจสอบไดจะเปนระดับนาโนกรัม 
ดังนั้นในกรณทีี่ปริมาณดีเอน็เอมีนอยไมสามารถวัดการดูดกลืนแสงไดจะใชวิธีนี้ นอกจากนี้การ
แยกขนาดดเีอน็เอดวยวิธี electrophoresis ยังสามารถบอกคุณภาพของดีเอ็นเอไดวามีการปนเปอน
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จากอารเอ็นเอ ซ่ึงจะเหน็เคลื่อนที่ไปไดเร็วกวาดเีอ็นเอหรอืไมและดเีอ็นเอที่ไดมีขนาดโมเลกุลขนาด
ไหน มกีารแตกหักของโมเลกุลมากนอยเพยีงใด ซ่ึงมีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
 
         3.1.1  เตรียมถาดสําหรับเท gel ในแนวราบและหวใีหเรียบรอยและเช็ดหวแีละถาด
ดวย glycerol เพื่อชวยในการหลอล่ืน 
 
         3.1.2  เตรียม 0.8 % agarose gel โดยการชั่ง agarose 0.8 g และเตมิ 1x TBE buffer 
จํานวน 100 ml 
 
         3.1.3  เขยาเบาๆเพื่อชวยในการละลายและอุนดวยไมโครเวฟ ประมาณ 2 นาที 
 
         3.1.4  ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ  50 - 55   C แลวเทลงในถาดที่เตรียมไว 
โดยให gel หนาประมาณ 5 mm ระมัดระวงัไมใหเกิดฟองอากาศ 
 
         3.1.5  ปลอยให agarose gel เย็นลงจนแข็งตัวที่อุณหภูมิหอง โดยใชเวลาประมาณ 30-
45 นาที แลวจงึดึงหวีออก ระวังอยาใหเกดิการฉีกขาด 
 
         3.1.6  เติม 1x TBE buffer ลงไปในถาดสําหรับเท gel เพื่อชวยในการนํา gel ออกจาก
ถาดไดงายขึน้ 
 
         3.1.7  นําแผน gel วางลงในเครื่อง electrophoresis equipment แลวใส 1x TBE buffer  
ใหทวม gel โดยใหสูงกวาแผน gel ประมาณ 2-3 mm 
  
         3.1.8  ดูดสารละลายดีเอ็นเอ 5 µl ผสมกับ 6x loading buffer 1 µl แลวหยอดลงใน gel 
ที่เตรียมไว 
 
         3.1.9  ทําการหยดสารละลายดีเอน็เอมาตรฐานเพื่อใชเปนตัวเปรียบเทียบความเขมขน
ของดีเอ็นเอ 
 



 31

         3.1.10  ตอกระแสไฟฟาเขากับเครื่อง electrophoresis equipment แลวเปด
กระแสไฟฟาใหมีแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เปนเวลาประมาณ 30-45 นาที 
 
         3.1.11  นําแผน gel ไปยอมในสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 5-15 นาที และ
นําไปลางดวยน้ําเปลาที่สะอาดเพื่อลาง ethidium bromide ประมาณ 5 นาที 
 
         3.1.12  นําแผน gel ที่ไดไปเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตแลวทําการบันทึกภาพ
เพื่อตรวจสอบการปนเปอนหรือการแตกหักของดีเอน็เอและหาปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
4.  การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเทคนิค inter - simple sequence repeat 
 
 การทําเทคนิค inter - simple sequence repeat เร่ิมจากการตรวจหาไพรเมอรที่เหมาะสมโดย
นําตัวอยางดีเอน็เอจํานวนหนึ่งมาทดสอบดวยไพรเมอรชนิดตางๆเพื่อตรวจหาชนิดไพรเมอรที่
เหมาะสมที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได ซ่ึงมีขั้นตอนดงันี้ 
 
 4.1  เลือกชนิดไพรเมอรที่เหมาะสมในการสังเคราะหดีเอน็เอ 
  
 4.2  ขั้นตอนและการเตรียมปฏิกิริยา 
 
        ขั้นตอนและวิธีการเตรียมปฏิกิริยาในการทําเทคนิค inter - simple sequence repeat มี
ขั้นตอนดังนี ้
 
         4.2.1  เตรียมสารละลายตางๆ ซ่ึงประกอบไปดวย ดีเอ็นเอ (genomic DNA) เอนไซม 
Taq DNA polymerase ไพรเมอร สารละลาย dNTP แมกนีเซียมคลอไรด 10x PCR buffer น้ํากลั่น
บริสุทธิ์และสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน ดงัตารางที่ 4 ผสมลงในหลอดทดลองขนาดเล็กและเติม 
mineral oil จํานวน 1-2 หยด ในกรณีที่เครื่อง PCR ไมมีระบบใหความรอนที่ฝาเพื่อปองกันการ
ระเหยของสารละลายตางๆในปฏิกิริยา 
 
         4.2.2  ทําการปนเหวี่ยงที่ 8,500 rpm ที่อุณหภูมิ 25   C ประมาณ 5-7 วินาท ี
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         4.2.3  นําเขาเครื่อง PCR โดยตั้งอุณหภูมิเละเวลาดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 4  ความเขมขนของสารที่ใชเปนองคประกอบตางๆในปฏิกิริยา PCR 
 

สารที่ใช ปริมาตร (µl) ความเขมขนในปฏิกิริยา 
1.  ดีเอ็นเอ (20 ng/µl) 3.0 60 ng/15 µl 
2.  10x PCR buffer 1.5 1 เทา 
3.  MgCl2 (2.5 mM) 0.75 0.125 mM 
4.  dNTP (2 mM) 0.3 0.04 mM 
6.  ไพรเมอร (5 pmole/µl) 1.0 5 pmole/15 µl 
7.  Taq polymerase (5 unit/µl) 0.25 1.25 unit/15 µl 
8.  น้ํากลั่น 8.2 - 
รวม 15.0  
 
ที่มา: วิชาญ (ม.ป.ป.) 
 
ตารางที่ 5  โปรแกรมการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวยปฏิกิริยา PCR 
 

 อุณหภูมิ (  C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1.  Denaturation 94 3 1 
2.  Denaturation 94 1 
     Annealing 35 1 
     Extension 72 2 

40 

3.  Final extension 72 5 1 
 
ที่มา: อัญมณ ี(2544) 
 
         4.2.4  นําผลที่ไดจากการทํา PCR เก็บไวที่อุณหภมูิ -20   C เพื่อรอการตรวจสอบ
ตอไป 
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 4.3  การตรวจสอบผลที่ไดจากการทํา PCR 
 
         โดยนําผลตัวอยางดีเอน็เอที่ไดจากการทํา PCR มาทํา electrophoresis ใน 1.4 % 
agarose gel แลวยอมดวย ethidium bromide ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี ้
 
         4.3.1  เตรียมถาดสําหรับเท gel ในแนวราบและหวใีหเรียบรอย เชด็หวแีละถาดดวย 
glycerol เพื่อชวยในการหลอล่ืน 
 
         4.3.2  เตรียม 1.4 % agarose gel โดยการชั่ง agarose 1.4 g และเตมิ 1x TBE buffer 
จํานวน 100 ml 
 
         4.3.3  เขยาเบาๆเพื่อชวยในการละลายและอุนดวยไมโครเวฟ ประมาณ 2 นาทีและทิ้ง
ใหเย็นลงที่อุณหภมูิประมาณ 50 - 55  C แลวเทลงในถาดที่เตรียมไวโดยให gel หนาประมาณ  
5 mm ระมัดระวังไมใหเกิดฟองอากาศ 
 
         4.3.4  ปลอยให agarose gel เย็นลงจนแข็งตัวที่อุณหภูมิ 25  C โดยใชเวลาประมาณ 
30-45 นาที แลวจึงดึงหวีออก ระวังอยาให gel เกิดการฉีกขาด 
 
         4.3.5  เติม 1x TBE buffer ลงไปในถาดเพื่อชวยในการนํา gel ออกจากถาดไดงายขึ้น
และนําแผน gel วางลงในเครื่อง electrophoresis equipment และใส 1x TBE buffer ใหทวม gel โดย
ใหสูงกวาประมาณ 2-3 mm 
  
         4.3.6  ดูดสารละลายดีเอ็นเอ 5 µl ผสมกับ 6x loading buffer 1 µl หยอดลงใน gel ที่
เตรียมไวและทําการหยอดสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานทีท่ราบขนาดและความเขมขนเพื่อใชเปนตวั
เปรียบเทียบความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
         4.3.7  ตอกระแสไฟฟาเขากับเครื่อง electrophoresis equipment แลวเปดกระแสไฟฟา
ใหมีแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เปนเวลาประมาณ 30-45 นาที 
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         4.3.8  นําแผน gel ไปยอมในสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 5-15 นาที และ
นําไปลางดวยน้ําเปลาที่สะอาดประมาณ 5-10 นาที 
 
         4.3.9  นําแผน gel ที่ไดไปตรวจสอบการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตแลวทํา
การเก็บบันทกึผลที่ได 
 
5.  การวิเคราะหขอมูล 
 
 5.1  ทําการแปลงขอมูลแถบดีเอ็นเอเปนขอมูลแบบ binary และทําการเปรียบเทียบความ
เหมือนและความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น โดยตัวอยางที่พบแถบดีเอ็นเอที่ตาํแหนงหนึ่งๆ 
ใหสัญลักษณเปน 1 สวนตวัอยางที่ไมพบแถบดีเอ็นเอทีต่ําแหนงเดยีวกันใหสัญลักษณเปน 0 
 
 5.2  คํานวณหาคาอัลลีลตอไพรเมอร ขนาดของอัลลีล (allele size) ความถี่ของอัลลีล (allele 
frequency) คา polymorphic percentage และคา heterozygosity (Hn) (Powell et al., 1996)  
 
 สูตรในการคํานวณ 
 
 1.  คาความถี่ของอัลลีล (allele frequency) (Powell et al., 1996) 

 
Allele frequency      =      จํานวน allele / จาํนวน allele ทั้งหมด 

 
 2.  คา polymorphic percentage (Powell et al., 1996) 
 

polymorphic percentage            =      จํานวน polymorphic loci / จํานวน loci ทั้งหมด 
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 3.  คา Heterozygosity (Hn) (Powell et al., 1996) 
 

Hn      =      1 - ∑ Pi
2 

 
 เมื่อ Pi      =      ความถี่ของ allele ที่ i โดย Pi ประกอบดวย PA และ PP 

  PA     =      ความถี่ของ allele ที่ไมปรากฏ (absent allele) 
  PP     =      ความถี่ของ allele ที่ปรากฏ ณ ตาํแหนงเดียวกนั (present allele) 
 
 5.3  คํานวณหาคาดัชนีความคลายคลึง (similarity index) และจดัทําแผนภาพความสัมพันธ
ทางพันธุกรรม ดวยวิธี UPGMA ดวยโปรแกรม NTSYS-pc รุน 2.01 (Rohlf, 1997)  
 
 สูตรในการคํานวณ 

 
 Similarity index (SD) (Nei and Li, 1979) 
 

SD     =      2a / 2a+b+c 
 

 เมื่อ a    =    จํานวนของ allele ที่ปรากฏทั้ง i และ j 
  b    =    จํานวนของ allele ที่ปรากฏใน i แตไมปรากฏใน j 
  c    =    จํานวนของ allele ที่ปรากฏใน j แตไมปรากฏใน i 
  b    =    จํานวนของ allele ที่ไมปรากฏทั้งใน i และ j 
 
 5.4  วิเคราะห สรุป และวิจารณผลการศึกษา 
 


