
 บทที ่3 
วธีิดาํเนินการวจิัย 

 

ประชากรและกลุ่มตวัอย่าง 

 การเกบ็ตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่าง 

ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 

สุ่มเกบ็ตวัอยา่งปลาดุกลาํพนัจาก 3 แหล่ง คือประชากรจาก อาํเภอไชยา จงัหวดัสุราษฏร์ธานี 

อาํเภอสุไหง ปาดี จงัหวดันราธิวาส จาํนวนแหล่งละ 5 ตวัอยา่ง แ ละประชากรจากอาํเภอตะโหมด  

จงัหวดัพทัลุง จาํนวน 4 ตวัอยา่ง แช่ในฟอร์มาลินความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์

 

ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพ ี

รวบรวมตวัอยา่งปลาดุกลาํพนัจาก 3 แหล่ง (ภาพท่ี 3.1) คือ อาํเภอไชยา จงัหวดัสุราษฏร์ธานี 

อาํเภอสุไหง ปาดี จงัหวดัน ราธิวาส จาํนวนแหล่งละ 50 ตวัอยา่ง  และประชากรจาก อาํเภอตะโหมด  

จงัหวดัพทัลุงจาํนวน 49 ตวัอยา่ง ตดัครีบหางของปลาดุกลาํพนัแต่ละตวั ขนาด 1 X 1 เซนติเมตร แช่ใน

แอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 95 เปอร์เซ็นต์ และเปล่ียนนํ้ายาแอลกอฮอล ์ 1 – 2 คร้ัง เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เพื่อนาํไปสกดัดีเอน็เอต่อไป  
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ภาพท่ี 3.1 แผนท่ีเกบ็รวบรวมตวัอยา่งปลาดุกลาํพนั 

 

การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานบางประการ 

 อุปกรณ์ 

1.  ปลาดุกลาํพนัทั้งตวั 

2.  อุปกรณ์วดัขนาด เช่น ไมบ้รรทดั สายวดั เวอเนียร์คาลิเปอร์ 

3.  สมุดจดบนัทึก 

4. โปรแกรมวิเคราะห์ผล เช่น โปรแกรม NTSYS-pc Package v.2.1, SPSS และโปรแกรม 

Sigma Plot v.10 

 วธีิการศึกษา 

 วดัขนาดและจดบนัทึกขอ้มูลของลกัษณะ สณัฐานเชิงปริมาณ ของปลาดุกลาํพนัจาํนวน 24 

ลกัษณะ ดงัน้ี ส่วนหวั ความยาวหวั (Head Length, HL) ความลึกหวั (Head Depth, HD) ความกวา้งของ

หวั (Head Width, HW) ความยาวของจะ งอยปาก (Snout Length, SnL) เสน้ผา่นศูนยก์ลางตา (Eye 
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Diameter, ED) ระยะห่างระหวา่งตา (Inter Orbital Width, IOW) ระยะห่างระหวา่งรูจมูก (Inter Nostril 

Width, INW) ความยาวร่องหวัส่วนหนา้ (Frontal Fontanel Length, FFL) ความกวา้งร่องหวัส่วนหนา้ 

(Frontal Fontanel Width, FFW) ความยาวร่องหวัส่วนหลงั (Occipital Fontanel Length, OFL) ความ

กวา้งร่องหวัส่วนหลงั (Occipital Fontanel Width, OFW) ความยาวเง่ียง (Spine Length) ความยาวของ

ฐานทา้ยทอย (Occipital Process Base, OPB) ความกวา้งของฐานทา้ยทอย (Occipital Process High, 

OPH) ส่วนลาํตวั ความยาวมาตรฐาน (Standard Length, SL) ความลึกลาํตวัวดัท่ีทวารหนกั (Body 

Depth at Anus, BD) ความลึกคอดหาง (Caudal Peduncle Depth, CPD) ความยาวระหวา่งกะโหลกถึง

ครีบหลงั (Predorsal Length, PrDL) ความยาวฐานครีบหลงั (Length of Dorsal Fin Base, DL) ความยาว

ฐานครีบกน้ (Length of Anal Fin Base, AL) ความยาวครีบหู (Pectoral Fin Length, PFL) ความยาวครีบ

ทอ้ง (Ventral Fin Length, VFL) ความยาวหวั (Head Length) และ ความยาวของกะโหลก (Head 

Length to Occipital Process, HLOP) (ภาพท่ี 3.2) 
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ภาพท่ี 3.2 การวดัลกัษณะต่างๆ ของปลาดุกลาํพนับริเวณลาํตวัและบริเวณหวั 

 

 การวเิคราะห์ข้อมูล 

 หาสดัส่วนค่าต่างๆ เป็นเปอร์เซ็นตข์องความยาวหวั และสดัส่วนเป็นเปอร์เซ็นตข์องความยาว

มาตรฐานของปลาแต่ละประชากร 

 วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One Way ANOVA) ดว้ยโปรแกรม SPSS เพื่อ

เปรียบเทียบความแตกต่างของลกัษณะสณัฐานเชิงปริมาณระหวา่งปลาดุกลาํพนัแต่ละแหล่ง 
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 วิเคราะห์ขอ้มูลแบบ Multivariate Morphometric Analysis ตามวิธีการวิเคราะห์ตวัประกอบ

หลกั (Principal Component Analysis ; PCA) ดว้ยโปรแกรม NTSYS-pc Package โดยการทดสอบหา

เวกเตอร์ไอเกน็ (Eigenvactors) และค่าไอเกน็ (Eigenvalues) จากเมทริกซ์ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 

(Correlation Matrix) ท่ีวิเคราะห์ไดห้ลงัจากการปรับขอ้มูลลกัษณะสณัฐาน เชิงประมาณ 24 ลกัษณะ ให้

อยูใ่นรูปมาตรฐานเชิงเสน้ (Linear Standardization) แลว้นาํขอ้มูลท่ีไดไ้ปแสดงผลความสมัพนัธ์ทาง

ลกัษณะสณัฐานเชิงประมาณ ของปลาดุกลาํพนัทั้งหมด  โดยสร้างเป็นกราฟการกระจายโดยโปรแกรม 

Sigma Plot  

 

การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

 อุปกรณ์ 

1.  อุปกรณ์ ชุด Agarose Gel Electrophore 

2.  อุปกรณ์ Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

3.  อุปกรณ์ถ่ายภาพ (Gel Document) 

4.  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 

5.  เคร่ืองไมโครเซนตริฟิวส์ (Microcentrifuge)   

6.  เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)   

7.  อุปกรณ์ผา่ตดัสาํหรับตดัช้ินเน้ือตวัอยา่งครีบหางปลาดุกลาํพนั 

8.  Micropipette พร้อม Tip 

9.  PCR Themocycler 

10.  Microtube 
 

 สารเคมี 

1.  Absolute Ethanol 

2.  Acrylamide 

3.  Agarose 

4.  Ammonium Persulfate (APS) 

5.  Bind Silane และ Repel Silane 
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6.  Bisacrylamide 

7.  Boric Acid  

8.  Chloroform 

9.  Deoxyribonuclesidetriphosphates (dNTPs)  

10.  Ethidium Bromide Solution Ethylene Diomine Tetra Acetic Acid (EDTA) 

11.  Formaldehyde 37 % 

12.  Glacial Acetic Acid 

13.  Isoamyl Alcohol 

14.  Magnesium Chloride 

15.  Restriction Enzyme 

16.  N,N,N’,N’,- Tetramethylenediamine (TEMED) 

17.  PCR Buffer 

18.  Phenol 

19.  Proteinase K 

20.  Silver Nitrate 

21.  Sodium Acetate 

22.  Sodium Carbonate 

23.  Sodium Chloride 

24.  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 

25.  Sodium Thiosulfate 

26.  T4 DNA Ligase 

27.  Taq Polymerase  

28.  Tris – Base 

29.  Urea 

30.  Xylene 

31.  100 bp DNA Ladder 
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 ไพรเมอร์ท่ีใชศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลาดุกลาํพนั โดยเลือกใชต้วัอยา่ง

ไพรเมอร์จากตารางท่ี 3.1 จาํนวน 5 คู่ไพรเมอร์ 

 

ตารางท่ี 3.1 ลาํดบัเบสของไพรเมอร์ 

 

ช่ือไพรเมอร์ ลาํดบัเบสของไพรเมอร์  

Adapter Primers 

EcoRI Adapter Forward 

EcoRI Adapter Reverse 

MseI Adapter Forward 

MseI Adapter Reverse 

 

5’ CTC GTA GAC TGC GTA CC 3’ 

5’ AAT TGG TAC GCA GTC TAC 3’ 

5’ GAC GAT GAG TCC TGA G 3’ 

5’ TAC TCA GGA CTC AT 3’ 

Preselective Amplification Primers 

E+A 

M+C 

 

5’ GAC TGC GTA CCA ATT CA 3’ 

5’ GAT GAG TCC TGA GTA AC 3’ 

Selective Amplification Primers 

E+AAC 

E+ACT 

E+ACC 

M+CAG 

M+CTG 

M+CCT 

 

5’ GAC TGC GTA CCA ATT CAA C 3’ 

5’ GAC TGC GTA CCA ATT CAC T 3’ 

5’ GAC TGC GTA CCA ATT CAC C 3’ 

5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACA G 3’ 

5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACT G 3’ 

5’ GAT GAG TCC TGA GTA ACC T 3’ 

 

 วธีิการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพ ี

1.  การสกดัดีเอน็เอจากปลาดุกลาํพนั 

สกดัดีเอน็เอจากครีบหางของปลา ดุกลาํพนั ดว้ยวิธี Proteinase K / Phenol – Chloroform 

โดยดดัแปลงจากวิธีของ  โรมานา – เอควั อีเคดา บาเสียโอ และ ทานีคูชิ  (Romana – Eguia, Ikeda, 

Basiao and Taniguchi. 2004 : 131 – 150) มีวิธีการดงัน้ี   



32 

         นาํครีบหางปลาดุกลาํพนัขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ท่ีแช่ในแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 95 

เปอร์เซ็นต์ ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ แลว้นาํมาใส่หลอด ทดลอง ขนาด 2.0 มิลลิลิตร ท่ีมีบฟัเฟอร์ TNES – Urea 

จาํนวน 700 ไมโครลิตร ใชก้รรไกรตดัตวัอยา่งให้ละเอียด เติม Proteinase K จาํนวน 20 ไมโครลิตร บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  นาน 3 ชัว่โมง และทาํการเขยา่ตวัอยา่งทุกๆ  20 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย PCI (Phenol : Chloroform : Isoamyl Alcohol ในอตัราส่วน 25 : 24 :1)  จาํนวน 700 

ไมโครลิตร เขยา่ตวัอยา่งใหเ้ขา้กนั นาํตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที นาน 10 

นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมสารละลาย PCI และนาํไปป่ันเหวี่ยงอีกคร้ัง ดูดสารละลาย

ส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมสารละลาย CI (Chloroform : Isoamyl Alcohol ในอตัราส่วน 24 : 1) จาํนวน 

700 ไมโครลิตร เขยา่ตวัอยา่งใหเ้ขา้กนั  นาํตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที 

นาน 10 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่  เติมสารละลาย CI และนาํไปป่ันเหวี่ยงอีกคร้ัง ดูด

สารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมโซเดียมอะซิเตทเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์pH 5.2 ปริมาตร 1 ใน 10 

ของสารละลายท่ีได้  เติมแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์  ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตร

สารละลายท่ีได ้ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไว ้10 นาที นาํตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อ

นาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายออกจากหลอดใหเ้ หลือส่วนท่ีเป็นตะกอนท่ีอยูบ่ริเวณกน้หลอด เติม

แอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต์ จาํนวน 300 ไมโครลิตร เพื่อลา้งตะกอนดีเอน็เอ นาํตวัอยา่งไป

ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ค่อยๆ เทสารละลายออกจากหลอด ลา้ง

ตะกอนอีกคร้ัง แลว้ คว ํ่าหลอดลง  จะมีส่วนท่ีเป็นตะกอนของดีเอน็เอเป็นสีขาว คว ํ่าท้ิงไวป้ระมาณ 30 

นาที หรือจนกวา่ดีเอน็เอจะแหง้  เติมสารละลายบฟัเฟอร์ TE จาํนวน 50 ไมโครลิตรลงในหลอด เพื่อ

ละลายตวัอยา่งดีเอน็เอ เกบ็ ดีเอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนาํไปทาํการทดลองในขั้นต่อไป 

 

 2. การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอ 

 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอสามารถทาํได ้ 2 วิธี คือ วิธีการวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงและวิธีการวดัการเรืองแสงร่วมกบัเอธิเดียมโบรไมด ์โดยใชว้ิธีอิเลก็โตรโฟเรซิส 

 

 2.1  วิธีการวดัการดูดกลืนแสง 

 เน่ืองจากดีเอน็เอมี องคป์ระกอบของก รดนิวคลีอิก ท่ีสามารถดูดกลืนแสงได้

สูงสุดท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 260 นาโนเมตร ส่วนโปรตีนดูดกลืนไดดี้ท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 

280 นาโนเมตร ดงันั้นจึงใชห้าปริมาณของกรดนิวคลีอิกได ้โดยสารละลายดีเอน็เอเขม้ขน้ 50 µg/ml 
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สามารถดูดกลืนแสงได ้ค่าดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร (A260 หรือ OD260 ) = 1 ปริมาณวดัได้ โดยวิธีน้ี

จะแน่นอนและสามารถตรวจสอบคุณภาพได้  โดยการเปรียบเทียบค่า OD 260 และ OD 280 สารละลาย     

ดีเอน็เอบริสุทธ์ิจะมีค่าอตัราส่วนระหวา่ง  OD 260 / OD 280 ประมาณ 1.8 ถา้ไดค่้ามากแสดงวา่อาจมี      

อาร์เอน็เอปนและถา้ค่าตํ่าแสดงวา่มีการปนเป้ือนของโปรตีนหรือฟีนอล วิธีการปฏิบติั คือนาํสารละลาย

ดีเอน็เอท่ีเตรียมไดม้าทาํใหเ้จือจางลงแลว้วดัค่า OD 260 และ OD 280 แลว้จึงคาํนวณกลบัเป็นความเขม้ขน้

ท่ีถูกตอ้ง จากสูตร ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ (µg / ml) =  OD260 X 50 (µg / ml)  X Dilution Factor 

(สุรินทร์ ปิยะโชคคณากลุ. 2552 : 248 - 249) 

 2.2  วิธีอะกาโรส เจล อิเลก็โทรโฟเรซิส Agarose Gel Electrophoresis 

 นาํดีเอน็เอท่ีเจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกบั 6X Loading Dye 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แลว้มาใส่ในแผน่เจลอะกาโรส คว ามเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์พร้อมกบัเทียบกบั        

ดีเอน็เอมาตรฐาน ตั้งกระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 25 นาที ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมดเ์ขม้ขน้ 0.5 

ไมโครกรัม / มิลลิลิตร จากนั้นนาํเจลไปส่องดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต สงัเกตการเรืองแสงของ ดีเอน็เอท่ี

ไดเ้ปรียบเทียบกบัการเรืองแสงของแถบดีเอน็เอมาตรฐานโดยใชเ้คร่ือง Gel Document   

 3.  การวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 3.1 ยอ่ยดีเอน็เอของ ปลาดุกลาํพนั ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ  (Digestion) ใช้

ปริมาณดีเอน็เอแต่ละตวัอยา่งความเขม้ขน้ 500 นาโนกรัม ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI 

และ MseI (ตารางท่ี 3.2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
 

ตารางท่ี 3.2 องคป์ระกอบและปริมาตรท่ีใชใ้นปฏิกิริยาการยอ่ยดีเอน็เอ 

 

องคป์ระกอบท่ีใชใ้นปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1. NEBuffer 2 (10x)  3.00 

2. BSA (100x) 0.30 

3. EcoRI  (20 U/µl) 0.25 

4. MseI (10 U/µl)  0.50 

5. DNA (100 ng/µl) 5.00 

6. Sterile Distilled Water 20.95 

รวม 30.00 
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 3.2  เช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอเขา้กบั Adapter (Ligation) โดยนาํสารละลาย        

ดีเอน็เอท่ีถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะมาเช่ือมต่อปลายดีเอน็เอดว้ย EcoRI Adapter และ MseI Adapter 

(ตารางท่ี 3.3)  บ่มท่ีอุณหภูมิ 9 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และบ่มต่อท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง 
 

ตารางท่ี 3.3 องคป์ระกอบและปริมาตรท่ีใชใ้นปฏิกิริยาการเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอ 

 

องคป์ระกอบท่ีใชใ้นปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1. T4 DNA Ligase Buffer with 10 mM ATP (10x) 3.0 

2. EcoRI Adapter (5 pmole) 2.8 

3. MseI Adapter (50 pmole) 2.8 

4. T4 DNA Ligase (400 U/µl)  0.5 

5. Sterile Distilled Water 0.9 

6. ดีเอน็เอท่ีถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 20.0 

รวม 30.0 

 

 3.3 เพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอขั้นท่ี 1 (Preselective Amplification) เป็นการเพิ่ม

ปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มนิวคลีโอไทด ์ 1 เบสท่ีปลาย 3′ ของไพรเมอร์ (ตารางท่ี 3.4) 

โดยใชอุ้ณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที  ตามดว้ยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

วินาที 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  นาที จาํนวน 40 รอบ และ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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ตารางท่ี 3.4 องคป์ระกอบและปริมาตรท่ีใชใ้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอขั้นท่ี 1 

 

องคป์ระกอบท่ีใชใ้นปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1. PCR Buffer (10x) 4.0 

2. MgCl2 (50 mM) 2.0 

3. dNTPs (10 mM) 0.8 

4. Primer E+A (50 pmole) 1.0 

5. Primer M+C (50 pmole) 1.0 

6. Taq DNA Polymerase (5U/µl) 0.5 

7. Sterile Distilled Water 29.7 

8. ดีเอน็เอท่ีไดรั้บการเช่ือมต่อ  1.0 

รวม 40.0 

 

 3.4 เพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอขั้นท่ี 2 (Selective Amplification) เป็นการเพิ่ม

ปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มนิวคลีโอไทด ์ 3 เบสท่ีปลาย 3′ ของไพรเมอร์ โดยใชดี้เอน็เอ

ตน้แบบท่ีไดจ้าก Preselective Amplification เจือจางลง 5 เท่า (ตารางท่ี 3.5) โดยใชโ้ปรแกรม Touch 

Down PCR ดงัน้ี อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ตามดว้ยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 วินาที 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และลดอุณหภูมิ

ลงในขั้น Annealing ลงรอบละ1 องศาเซลเซียส จาํนวน 4 รอบ และต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส เวลา 30 

วินาที 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จาํนวน 36 รอบ และ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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ตารางท่ี 3.5 องคป์ระกอบและปริมาตรท่ีใชใ้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอขั้นท่ี 2 

 

องคป์ระกอบท่ีใชใ้นปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1. PCR Buffer (10x) 2.0 

2. MgCl2 (50 mM) 0.6 

3. dNTPs (10 mM) 0.4 

4. Primer E+ANN(50 pmole) 0.5 

5. Primer M+CNN (50 pmole) 0.5 

6. Taq DNA Polymerase (5U/µl) 0.1 

7. Sterile Distilled Water 14.9 

8. ดีเอน็เอจากการเพิ่มปริมาณขั้นท่ี 1 ท่ีทาํเจือจางแลว้ 1.0 

รวม 20.0 
 

 3.5  แยกขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยวิธี Denaturing Polyacrylamide Gel  

 3.5.1 เตรียมกระจกสาํหรับเทเจล โดยนาํแผน่กระจกสาํหรับเตรียมเจลลา้ง

ใหส้ะอาด แลว้เช็ดดว้ยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เช็ดกระจกแผน่หลงัดว้ย Bind Silane (Bind Silane 4 

ไมโครลิตร Glacial Acetic Acid 1 ไมโครลิตร และ เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 995 ไมโครลิตร) เพื่อใหเ้จ

ลติดกระจก เช็ดกระจกแผน่หนา้ดว้ย Repel Silane เพื่อไม่ใหเ้จลเกาะติดกระจก ปล่อยใหแ้หง้ประมาณ 

5 นาที แลว้นาํกระจกทั้งสองแผน่ปร ะกอบเขา้ชุด โดยวาง Spacer ไวท้ั้งสองขา้งเพื่อใหเ้กิดช่องวา่ง

ระหวา่งกระจก  

 3.5.2 เตรียมโพลีอะครีลาไมดเ์จล  ใชเ้จลความเขม้ขน้  6 เปอร์เซ็นต์ของ 

Acrylamide : Bisacrylamide (19 : 1) (ตารางท่ี 3.6) เทเจลใส่ลงในช่องวา่งระหวา่งกระจกจนเตม็แลว้

เสียบหวี ปล่อยให ้เจลแขง็ตวัประมาณ 2 ชัว่โมง 
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ตารางท่ี 3.6 องคป์ระกอบของโพลีอะครีลาไมดเ์จล 

 

องคป์ระกอบ ปริมาตร  

1. 40% Polyacrylamide  (19:1) 11.25      มิลลิลิตร 

2. 10X TBE Buffer   7.50      มิลลิลิตร 

3. Urea  33.75     กรัม 

4. Sterile Distilled Water 21.68    มิลลิลิตร 

5. 10% Ammonium Persulfate* 750.00   ไมโครลิตร 

6. TEMED* 37.50     ไมโครลิตร 

รวม 75.00     มิลลิลิตร 

 

หมายเหตุ  * เติมก่อนเทเจล 

 

 3.5.3 แยกขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยวิธีเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส โดยนาํเจล

ท่ีแขง็ตวัแลว้ ลา้งกระจกดา้นนอกใหส้ะอาด ดึงหวีออก แลว้ประก อบเขา้กบัชุดอิเลก็โทรโฟรีซิส เติม 

1X TBE Buffer ลงในช่องดา้นบนและดา้นล่างของ Chamber ทาํการ Pre - Run โดยใชค้วามต่างศกัย์ 

1,500 โวลต ์นาน 30 นาที เตรียมตวัอยา่งสารละลายดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการทาํ PCR AFLP โดยผสมกบั 

loading dye ( 98% Formamide, 10 mM EDTA, 0.1% Bromophenol Blue, 0.1% Xylene Cyanol) ใน

ปริมาตรเท่ากบัสารละลายดีเอน็เอ  แลว้ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้ฝัง

กลบในนํ้าแขง็ทนัที หลงัจากนั้นจึงหยอดตวัอยา่งลงในช่องเจล แลว้รัน (Run) อิเลก็โทรโฟเรซิส โดยใช้

ความต่างศกัย ์1,500 โวลต ์นาน 2 ชัว่โมง 

 3.5.4  ยอ้มแถบดีเอน็เอโดยวิธี Silver Staining นาํกระจกดา้นท่ีมีเจลแช่

ในสารละลาย Fixative (10% Acetic Acid) นาน 30 นาที เขยา่เบาๆ แลว้ลา้งนํ้ากลัน่ 2 คร้ังๆ ละ 15 นาที 

หลงัจากนั้นแช่ในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (0.2% Silver Nitrate) นาน 30 นาที แลว้นาํเจลลา้งดว้ยนํ้า

กลัน่อยา่งรวดเร็วประมาณ 10 วินาที นาํเจลแช่ในสารละลาย  Developer (2.5% Sodium Carbonate, 

0.17% Formaldehyde, 5% Sodium Thiosulfate) ท่ีเยน็จดัเขยา่อยา่งสมํ่าเสมอจนกวา่จะสงัเกตเห็นแถบ     
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ดีเอน็เอชดัเจน หยดุปฏิกิริยาโดยนาํเจลแช่ในสารละลาย Stop (10% Acetic Acid) นาน 3 นาที แลว้ลา้ง

เจลดว้ยนํ้ากลัน่ ตั้งท้ิงไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้นาํไปอบท่ี 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

 

 การวเิคราะห์ข้อมูล 

 วิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ  โดยบนัทึกขอ้มูล การมีหรือไม่มี แถบดีเอน็เ อของตวัอยา่งปลาดุก 

ลาํพนัโดยใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีปรากฏแถบเป็น 1 และท่ีไม่ปรากฏแถบเป็น 0 จากนั้นนาํไปคาํนวณค่าความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมภายในประชากรและระหวา่งประชากร ไดแ้ก่ เปอร์เซ็นตโ์พลีมอร์ฟิก  Nei,s 

Gene Diversity (HT)  Shannon,s Information Index (Is) และค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่ง

ประชากร ของ Nei. (1973) (GST) ดว้ยโปรแกรม POPGENE Version 1.31 (Nei, 1978) คาํนวณ 

ระยะห่างทางพนัธุกรรมของ  Nei (1972)  และนาํค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมท่ีไดม้าสร้างแผนภูมิ

ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวิธี UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With Arithmetic 

Means) ตามวิธีการของ Sneath and Sokal (1973) ดว้ยโปรแกรม NTSYS-pc Package 
 

 


