
บทที ่3 
วธิีการด าเนินการวจิัย 

 
 การวจิยัเพื่อศึกษาภูมิปัญญาทอ้งถ่ินการใชป้ระโยชน์และการอนุรักษพ์นัธ์ุขา้วพื้นเมืองใน
คร้ังน้ี เป็นการวิจยัเชิงปฏิบติัการแบบมีส่วนร่วม (อนุรักษ,์ 2548) โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
 
1.พืน้ทีว่จัิยและประชากร 
 เลือกชุมชนชาวนาในจงัหวดัอุบลราชธานี ในเขตพื้นท่ีอ าเภอต่างๆ  3 อ าเภอไดแ้ก่ ชุมชน
บา้นหนองพรานคาน ต าบลท่าช้าง อ าเภอเขมราฐ ชุมชนบา้นท่าศาลา ต าบลชีทวน อ าเภอเข่ืองใน 
และชุมชนบา้นนาค า ต าบลคอนสาย อ าเภอตระกาลพืชผล 
              ประชากรท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีได้แก่ครัวเรือนท่ีปลูกและใช้ประโยชน์รวมทั้งมีการ
อนุรักษ์พนัธ์ุขา้วพื้นเมือง  เลือกกลุ่มตวัอย่างแบบเจาะจง(purpose sampling)ในหมู่บา้นเป้าหมาย
ของพื้นท่ีวจิยัในแต่ละเขตอ าเภอ 
 
2.การศึกษาภูมิปัญญาการใช้ประโยชน์และการอนุรักษ์พันธ์ุข้าวพืน้เมือง 
 2.1 การเก็บขอ้มูลภูมิปัญญาการใชป้ระโยชน์และการอนุรักษพ์นัธ์ุขา้วพื้นเมือง 
                   1)ส ารวจพื้นท่ีศึกษา เพื่อศึกษาสภาพหมู่บ้าน ลักษณะพื้นท่ีและสภาพแวดล้อม 
ตลอดจนวถีิชีวติความเป็นอยู ่ขนบธรรมเนียมประเพณีของชุมชนชาวนา 

    2) เก็บรวบรวมขอ้มูลเก่ียวกบัสภาพทางเศรษฐกิจ สังคม วฒันธรรมท่ีเช่ือมโยงกบัวิถี
ชีวติท่ีสัมพนัธ์กบัขา้ว  โดยใชแ้บบส ารวจขอ้มูลครัวเรือนชาวนาท่ีปลูกขา้วพื้นเมือง 
                 3)การสัมภาษณ์แบบเจาะลึก (In-deep interview) ในชุมชนพื้นท่ีศึกษาและผูท่ี้เก่ียวขอ้ง
ถึงข้อมูลท่ีต้องการส าหรับตอบค าถามการศึกษาวิจัยน้ี และเก็บข้อมูลเชิงลึกเก่ียวกับการใช้
ประโยชน์และการอนุรักษข์า้วพื้นเมือง ในบริบททางสังคม เศรษฐกิจของชุมชนท่ีเปล่ียนแปลง 

   4)การสนทนากลุ่ม (Focus group discussion)  ด าเนินการสนทนากลุ่มเพื่อศึกษาและเก็บ
รวบรวมขอ้มูลเก่ียวกบัการใช้ประโยชน์และการอนุรักษ์ขา้วพื้นเมือง ระหว่างกลุ่มผูสู้งอายุ กลุ่ม
แม่บา้น กลุ่มพอ่บา้น และผูน้ าชุมชน  

2.2 เคร่ืองมือในการเก็บรวบรวมขอ้มูล 
                    2.2.1 เคร่ืองมือในการเก็บรวบรวมขอ้มูล  
  1) แบบสัมภาษณ์ค าถามน า (Guide Interview)ประกอบการสนทนา การสัมภาษณ์ 
 และการสังเกต ซ่ึงค าถามไดค้รอบคลุมขอบเขตของเน้ือหาท่ีศึกษาท่ีเช่ือมโยงกบัวถีิชีวิตของชุมชน
ชาวนา  
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 2) แบบสอบถาม เพื่อเก็บรวบรวมขอ้มูลวถีิชีวติของชุมชนและประเด็นท่ีเก่ียวกบั
การใชป้ระโยชน์และการอนุรักษพ์นัธ์ุขา้วพื้นเมือง 
                     2.2.2 การตรวจสอบเคร่ืองมือ 
     ตรวจสอบเคร่ืองมือหรือแบบสัมภาษณ์ค าถามน าในการสัมภาษณ์แบบเจาะลึก 
และแบบสอบถามเพื่อเก็บรวบรวมขอ้มูลวถีิชีวิตชุมชน และแกไ้ขตามความเหมาะสม     
                     2.2.3 การตรวจสอบขอ้มูล 
                              ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการเก็บรวบรวม จะน ามาตรวจสอบก่อนการน าไปประมวลและ
การวิเคราะห์ผล โดยข้อมูลท่ีมีโครงสร้างค าถามน าในการสัมภาษณ์แบบเจาะลึกจะเน้นการ
สัมภาษณ์แบบ ตรวจสอบและเช็คขอ้มูล (Probe List) และตรวจสอบความถูกตอ้งโดยการเก็บขอ้มูล
ซ ้ า รวมทั้งการถามซ ้ าจากผูใ้หข้อ้มูลเดิมเพื่อใหไ้ดข้อ้มูลท่ีสมบูรณ์ ถูกตอ้ง และเท่ียงตรง 
 
3.การศึกษาความหลากหลายของพนัธ์ุข้าว 
 ส ารวจความหลากหลายของพนัธ์ุขา้วพื้นเมือง ใชว้ธีิจดัเวทีประชาคมเพื่อการเรียนรู้ร่วม 
กนัระหวา่งคณะวจิยั ผูน้  าทอ้งถ่ิน และชาวนา   
 3.1 ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
                       ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองท่ียงัคงปลูกอยู ่  ทั้งลกัษณะของ
ล าตน้ ใบ  และลกัษณะของเมล็ด โดยเทียบเคียงกบัวธีิการศึกษาของสถาบนัวจิยัขา้ว(สถาบนัวจิยั
ขา้ว, 2544) และวธีิการศึกษาลกัษณะพนัธ์ุขา้วพื้นเมืองไทย (กรมวชิาการเกษตร, 2547)  
                  3.2 ศึกษาลายพิมพ ์DNA (DNA fingerprinting) ของขา้วพนัธ์ุพื้นเมือง  
                        ศึกษาลายพิมพ ์ DNA ของขา้วพนัธ์ุพื้นเมือง เพื่อใหเ้ห็นความแตกต่างของพนัธ์ุขา้ว 
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
                      3.2.1 การสกดั DNA จากส่วนใบของตวัอยา่งขา้วตามวธีิการ Agarwal et al.(1992) 
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี                      
                               (1) น าใบขา้วประมาณ 0.2 กรัม (ใชใ้บอ่อน) ใส่ลงในโกร่งเติมไนโตรเจนเหลว
ใหท้่วมและบดใหล้ะเอียด ปล่อยใหไ้นโตรเจนเหลวระเหยไปจนหมด แลว้จึงถ่ายผงใบลงในหลอด
เซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมี 2X CTAB 600 ไมโครลิตร และ 2-mercaptoethanol 4 
ไมโครลิตร ท่ีอุ่นไวท่ี้อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาที โดยกลบัหลอดไปมา ทุกๆ 10 นาที  
                  (2) น าหลอดมาวางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งประมาณ 5 นาที เพื่อให้อุณหภูมิลดลงแลว้
เติมคลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24 :1) 600 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยกลบั
หลอดไปมาเบาๆ 
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                  (3) น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสารละลายส่วนบน
ใส่ในหลอดใหม่ และเติมไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัเบา ๆ น าไปเก็บท่ี
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

                  (4). น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม washing 
buffer 500 ไมโครลิตร เคาะขา้งหลอดเบาๆเพื่อละลายเกลือออก จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง คว  ่าหลอดบน
กระดาษซับให้แห้งหรือปล่อยให้แห้งในอากาศ แล้วละลายตะกอนใน RNase buffer 200 
ไมโครลิตร 

                 (5) เติม RNase A 10 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้
ขา้มคืน 

                 (6) เติม ฟีนอล: คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (25: 24: 1) 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนัโดยกลบัหลอดไปมา แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 
5 นาที 

                 (7) ดูดสารละลายใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ สกดัซ ้ าดว้ยคลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (24: 1) 200 ไมโครลิตร เพื่อก าจดัฟีนอลท่ีอาจเหลืออยู่ออกไป น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 
12,000 g เป็นเวลา 5 นาที 

                 (8) ดูดสารละลายใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมโซเดียมอะซิเตทเขม้ขน้ 3 M pH 
5.2  10 ไมโครลิตร และ absolute ethanol 400 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอซ ้ า เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

                 (9) น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง ลา้ง
ตะกอนดว้ย ethanol 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 g เป็นเวลา 3 นาที 
                               (10) เทส่วนใสทิ้ง คว  ่าหลอดบนกระดาษซบัให้แห้งหรือปล่อยให้แห้งในอากาศ
และละลายตะกอนใน TE buffer 50 ไมโครลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวา่ 
จะน าไปใชต่้อไป 
 
      3.2.2  ตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณ DNA โดยใชส้เปคโตรไฟโตมิเตอร์   
                                ตรวจสอบความริสุทธ์และวดัปริมาณของ DNA โดยใช้ใช้สเปคโตรไฟโต-
มิเตอร์ โดยน าสารละลาย DNA ไปวดัค่า optical density (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เพื่อ
หาความเขม้ขน้ของ DNA ดงัน้ี 
 
 

ความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอ (µg/ml) = OD260 x 50 µg/ml x dilution factor 
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 การวดัค่าดูดกลืนแสงของดีเอน็เอจะวดัท่ีความยาวช่วงคล่ืน 280 นาโนเมตร (OD280) ดว้ย 
เพื่อใชใ้นการค านวณอตัราส่วนความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ ถา้ค่า OD260 / OD280 อยูร่ะหวา่ง 1.7 - 1.8 
แสดงวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัไดเ้ป็นเกลียวคู่บริสุทธ์ิแต่ถา้อตัราส่วนสูงกวา่ 1.8 แสดงวา่มีอาร์เอน็เอเจือปน 
 

อิเล็กโทรโฟรีซิสเป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกขนาดโมเลกุลของสารละลายท่ีมีประจุออกจากกนัใน
สนามไฟฟ้าในเจลอะกาโรสแลว้ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์โดยอาศยัหลกัการท่ีวา่โมเลกุลของเอธิ-
เดียมโบรไมด์จะเขา้ไปแทรกอยู่ในเกลียวคู่ของดีเอ็นเอและเม่ือน าไปดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต
จะเกิดการเรืองแสง โดยความเขม้แสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณดีเอ็นเอ เม่ือน ามาเปรียบเทียบ
กบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบปริมาณแลว้สามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอ โดยประมาณไดใ้นระดบันา
โนกรัม การแยกขนาดดว้ยวธีิน้ียงัสามารถบอกคุณภาพของดีเอ็นเอไดด้ว้ยวา่มีการปนเป้ือนของอาร์
เอ็นเอบา้งหรือไม่และทราบว่าดีเอ็นเอท่ีไดมี้ขนาดโมเลกุลเท่าใด มีการแตกหักของโมเลกุลมาก
เพียงใด (ภาควชิาพนัธุศาสตร์, 2542) ซ่ึงมีวธีิการดงัน้ี 
 

                  (1) น าถาดเจลมาวางบนฐานวางเจลแลว้เสียบหวลีงปลายดา้นบนของแผน่เจล 
                  (2) เตรียมวุน้อะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์โดยชัง่ผงอะกาโรสเจล 1 กรัม ใส่ลงใน 

0.5 TBE buffer 100 มิลลิลิตร และหลอมอะกาโรสโดยใชเ้คร่ืองไมโครเวฟประมาณ 1 นาที 
                  (3)ปล่อยสารละลายอะกาโรสไวใ้ห้เยน็ลง อุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส 

แลว้จึงเทลงในถาดท่ีเตรียมไวใ้หเ้จลมีความหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร ระวงัอยา่ใหเ้กิดฟอง  
                  (4) ปล่อยให้เจลแข็งตวัท่ีอุณหภูมิห้อง โดยใชเ้วลาประมาณ 30 – 45 นาที แลว้

ดึงหวอีอกอยา่งระมดัระวงั 
                  (5) น าถาดเจลไปใส่ใน chamber อิเล็กโทรโฟรีซิส ให้ดา้นท่ีมีช่องอยูใ่กลข้ั้วลบ

และเติม 0.5X TBE buffer ใหสู้งท่วมแผน่เจลประมาณ 1 – 2 มิลลิเมตร 
                  (6) ดูดสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตรผสมกบั 6 X loading buffer (0.25% 

bromphenol bule, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol ละลายน ้ า) 1 ไมโครลิตร แลว้หยอดลงใน
ช่องเจลท่ีเตรียมไว ้

                  (7) หยอดดีเอน็เอมาตรฐานปริมาตร 20 นาโนกรัม 
                  (8) ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซีส แลว้เปิดกระแสไฟฟ้าให้มี

แรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 30 นาที 
                 ( 9) น าแผ่นเจลไปยอ้มในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 0.5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าแผน่เจลไปลา้งดว้ยน ้าประปาท่ีก าลงัไหลประมาณ 5 นาที 
                  (10)น าแผน่เจลไปดูภายใตเ้คร่ือง gel document ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต  
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  3.2.3 เพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR 
                              เพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction; PCR) โดยใช้
ไพรเมอร์ทั้ง 8 คู่ ไดแก่ RM11, RM149, RM167, RM207, RM212, RM215, RM219 และ RM289  
โดยมีรายละเอียดของล าดบัเบสตามท่ีแสดงในตาราง  
   

ไพร์เมอร์ ล าดับเบส 
RM11F      5’- TCTCCTCTTCCCCCGATC -3’ 
RM11R      5’- ATAGCGGGCGAGGCTTAG -3’ 
RM149F      5’- GCTGACCAACGAACCTAGGCCG -3’ 
RM149R      5’- GTTGGAAGCCTTTCCTCGTAACAC -3’ 
RM167F      5’- GATCCAGCGTGAGGAACACGT -3’ 
RM167R      5’- AGTCCGACCACAAGGTGCGTTGTC -3’ 
RM207F      5’- CCATTCGTGAGAAGATCTGA -3’ 
RM207R      5’- CACCTCATCCTCGTAACGCC -3’ 
RM212F      5’- CCACTTTCAGCTACTACCAG -3’ 
RM212R      5’- CACCCATTTGTCTCTCATTATG -3’ 
RM215F      5’- CAAAATGGAGCAGCAAGAGC -3’ 
RM215R      5’- TGAGCACCTCCTTCTCTGTAG -3’ 
RM219F      5’- CGTCGGATGATGTAAAGCCT -3’ 
RM219R      5’- CATATCGGCATTCGCCTG -3’ 
RM289F      5’- TTCCATGGCACACAAGCC -3’ 
RM289R      5’- CTGTGCACGAACTTCCAAAG -3’ 
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                            โดยมีขั้นตอนปฏิบติัดงัน้ี 
 (1) เตรียมสารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาตามตารางท่ี 1 ในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
 
ตารางท่ี   สารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์  
 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

 สารละลายดีเอน็เอ (5 ng/ µl) 2.0 
 primer F (5 pmole/µl) 1.0 
 primer R (5 pmole/µl) 1.0 
 dNTP mix (2mM) 2.0 
 10X PCR buffer A 
 MgCl2 

2.0 
                        0.8 

 Tag DNA polymerase vivantis (5 U/µl)  0.2 
 น ้ากลัน่ 11.0 

ปริมาตรรวม 20.0 

 
 (2) เม่ือเตรียมสารละลายส าหรับท า PCR ตามตารางท่ี 1 ผสมใหเ้ขา้กนัน าเขา้
เคร่ือง PCR เพื่อท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอโดยใชอุ้ณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยา
ดงัน้ี 
 Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
 Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55, 64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที       จ  านวน 28 
รอบ 
 Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
 
 โดยไพร์เมอร์ RM11, RM207, RM212, RM215, RM219 และ RM289 ใชอุ้ณหภูมิใน
ขั้นตอน annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส ส่วนไพรเมอร์ RM149 และ RM167 ใชอุ้ณหภูมิในขั้นตอน 
annealing ท่ี 64 องศาเซลเซียส 
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    3.2.4 การตรวจผล SSR ดว้ยอิเล็กโทรโฟริซีสในโพลิอะคริลาไมด์ 
                             ช้ิน DNA ท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ซ่ึงเป็น Microsatellite DNA หรือ 
Simple Sequence Repeat; SSR) น ามาตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสในอะคริลาไมด์ โดยใช้
อะคริลาไมดเ์ขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์โดยมีขั้นตอนดงัน้ี (สุรินทร์, 2545) 
 
                            3.2.4.1 การเตรียมกระจกส าหรับเจลโพลีอะคริลาไมด์ (สุรินทร์, 2545) 
                                น าแผ่นกระจกส าหรับเตรียมเจลมาล้างให้สะอาด แล้วเช็ดด้วยเอทา
นอล 95 เปอร์เซ็นตใ์ห้สะอาดทั้ง 2 แผน่ เช็ดกระจกแผ่นหลงัดว้ย bind silane (bind silane 1.5 
ไมโครลิตร, glacial acetic acid 2.5 ไมโครลิตร และเอทานอล 496 ไมโครลิตร) เพื่อให้เจลเกาะติด
กบักระจก ส าหรับกระจกแผน่หนา้ท่ีมีลกัษณะเป็นหูกระต่ายเช็ดให้ทัว่ดว้ย repel silane เพื่อไม่ให้
เจลเกาะติดกระจก ปล่อยใหแ้หง้ประมาณ 5-10 นาที จากนั้นน ากระจกทั้ง 2 แผน่มาประกอบเขา้ชุด
โดยวาง spacer ไวท้ั้งสองขา้งเพื่อใหเ้กิดช่องวา่งระหวา่งกระจกทั้งสอง โดยหนัดา้นท่ีทา bind silane 
และ repel silane เขา้หากนั 

3.2.4.2 การเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด์ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์(acrylamide : 
bisacrylamide 19:1, 7.5 M urea) มีส่วนผสมดงัตาราง 
 
ตารางแสดงส่วนประกอบของเจลอะคริลาไมด์ 
 

สารละลาย                          ปริมาณสารท่ีใช ้

30 % อะคริลาไมด ์(19 : 1) 3.00  มิลลิลิตร 
5X TBE 3.00  มิลลิลิตร 
ยเูรีย 6.75  กรัม 
น ้ากลัน่ 3.75  มิลลิลิตร 
10% APS* 150.00  ไมโครลิตร 
TEMED* 7.50  ไมโครลิตร 

 
 หมายเหตุ *เติมภายหลงั 
  TBE = 89 mM Tris-borate, 2.5 mM EDTA 
  APS = ammonium persulfate 
  TEMED = N,N,N,N-tetramethylethylediamine 
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 ผสมโพลีอะคริลาไมด์ บฟัเฟอร์ TBE น ้ าและยูเรียในบีกเกอร์ เขย่าเบาๆในอ่างน ้ าอุ่น
อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ให้ยูเรียละลายหมด รอจนอุณหภูมิลดลงประมาณเท่า
อุณหภูมิห้อง จึงเติม 10 % APS และ TEMED เขยา่ให้ผสมเป็นเน้ือเดียวกนัอยา่งรวดเร็ว ระวงัอยา่
ให้เกิดฟองอากาศ เทเจลใส่ลงในช่องระหว่างกระจกจนเต็ม แลว้ใส่หวีลงไปดา้นบน ปล่อยให้เจ
ลแขง็ตวัประมาณ 2 ชัว่โมง ถา้ปล่อยเจลไวข้า้มคืนควรใชแ้ผน่ใสห่ออาหารปิดดา้นบนและดา้นล่าง
ของเจลไวเ้พื่อใหมี้ความช้ืน 
 3.2.4.2  อิเล็กโทรโฟรีซิส 

                             (1)  เม่ือเจลแข็งตวัดีแลว้ใชน้ ้ าลา้งกระจกดา้นนอกให้สะอาดดึงหวีออก 
และประกอบกระจกเขา้กบัชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส เติมบฟัเฟอร์ TBE ลงในช่องดา้นบนและดา้นล่าง
ระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศอยูใ่ตก้ระจก 
                                           (2) ต่อสายไฟเขา้กบัเคร่ือง power supply ท า pre-run 30 นาที โดยใช้
ความต่างศกัยค์งท่ี 300 โวลต ์ 

                              (3) ปิดเคร่ือง ใชเ้ขม็ฉีดยาดูดบฟัเฟอร์มาลา้งผวิหนา้ของเจลเพื่อลา้งยเูรีย
ท่ีอยูใ่นช่องหวแีต่ละช่องใหห้มด 

                              (4) หยอดตวัอยา่งดีเอ็นเอ 8 ไมโครลิตร ผสมกบั loading buffer (98% 
formamide, 10 mM EDTA, 0.1% bromphenol blue, 0.1% xylene cyanol) 2 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้แช่ในน ้ าแข็งทนัที หลงัจากนั้นน าไปหยอดในแต่
ละช่อง 

                               (5) เปิดเคร่ืองโดยใชค้วามต่างศกัยเ์ท่าเดิม ใชเ้วลา 2-3 ชัว่โมง จนกวา่สี 
xylene cyanol (สีบน) เคล่ือนลงประมาณ 1 ใน 5 ส่วนของเจล  

                               (6) ปิดเคร่ือง ดูดบฟัเฟอร์จากช่องด้านบนออก น ากระจกออกจาก
เคร่ือง แยกกระจกทั้งสองแผน่ออกจากกนั เจลจะติดอยูก่บักระจกแผน่หลงัท่ีเป็นส่ีเหล่ียมตรง  
 
                              3.2.4.3 การตรวจสอบแถบ DNA โดยวธีิปลอดรังสี 
   (1)  แช่กระจกท่ีมีเจลติดในสารละลาย fixative เยน็ (น ้า 265 มิลลิลิตร, 
เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์32 มิลลิลิตร, กรดอะซิติกเขม้ขน้ 1.5 มิลลิลิตร) เป็นเวลา 5 นาที พร้อมเขยา่
เบา  ๆ
  (2) แช่แผน่เจลในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (น ้ า 250 ไมโครลิตร, ซิล
เวอร์ไนเตรท 0.5 กรัม, ฟอร์มาลดีไฮด์ 37 เปอร์เซ็นต ์1 มิลลิลิตร) เขยา่เบาๆ อยา่งสม ่าเสมอเป็น
เวลานาน 10 นาที 
                                      (3) น าแผน่เจลมาลา้งดว้ยน ้ากลัน่อยา่งรวดเร็ว 
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                                     (4) ยา้ยแผน่เจลมาใส่ในสารละลาย developer (น ้ า 250 มิลลิลิตร, 
โซเดียมไฮดรอกไซด ์3.75 กรัม, ฟอร์มาลดีไฮด์ 37 เปอร์เซ็นต ์1 มิลลิลิตร) เขยา่เบาๆ อยา่งสม ่าเสมอ
นาน 5-10 นาที หรือจนกวา่จะเห็นแถบดีเอน็เอ ชดัเจน  

                                     (5) หยุดปฏิกิริยาโดยน าแผน่เจลใส่สารละลาย fixative นาน 5 นาที 
แลว้ผึ่งใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
                              3.2.4.4 การวเิคราะห์ผล 
                              ท าการวเิคราะห์ผลของแถบดีเอ็นเอโดยเปรียบเทียบความแตกต่างของดี
เอน็เอท่ีต าแหน่งเดียวกนั และท าการใหค้ะแนน โดย ‘0’ หมายถึงไม่มีแถบดีเอน็เอ และ ‘1’ หมายถึง
มีแถบดีเอ็นเอ จากนั้นวเิคราะห์ผลเพื่อดูความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยใชโ้ปรแกรม 
NTSYSpc 2.1(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) หาความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมโดยใช ้Jaccard’s coefficients และสร้างเดนโดรแกรม (dendrogram)โดยใช ้ upweighted 
pair group method arithmetic average (UPGMA) 
 
 

 

 

 
 


