
บทที ่3 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

1.  อุปกรณ์ 

อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการศึกษา ไดแ้ก่ ตวัอยา่งใบสมุนไพรจ านวน 50 ตวัอยา่ง สารเคมีและ
เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการเตรียมดีเอน็เอ โปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการสร้าง phylogenetic tree จากลาย
พิมพดี์เอน็เอไดแ้ก่โปรแกรม NTSYS pc version 2.0 (Rohlf, 1998)  
 

2.  วธีิกำร 
 

เก็บตวัอยา่งพืชสมุนไพรในป่าจ าปีสิรินธรตามเส้นทางศึกษาธรรมชาติจ านวน 
ทั้งหมด  50 ตวัอยา่งคือ    

             
ตารางท่ี 1  ตวัอยา่งพืชสมุนไพร 
 
 

ตวัอยา่ง ช่ือตวัอยา่ง ช่ือวทิยาศาสตร์ 
ท่ี   

1    มะหาด Artocarpus lakoocha  Roxb 

2    มะเกลือ Diospyros mollis Griff 
3   ต าลึงตวัผู ้ Zeheria  indica  Keraud  Aym. 
4    แกแล Maclura cochinchinensis  Corner 
5    ขนัทองพยาบาท Gelonium multiflorum A. Juss. 
6    สอยดาว Mallotus, paniculatus (LMK) Muell Arg 

7    นมสวรรค ์ Clerodendrum paniculatum Linn. 
8    ต่ิงตัง่ Getonia floribunda (Roxb.) Lam. 
9    เฉียงพร้านางแอ Carallia brachiata (Lour.) Merr. 

10    ขยอ่มหลวง Rzuvolfia cambodiana Pierre ex Pitard 

11    เถากน้ปิด Stephania japonica (Thunb.) Mier var.discolor (BI.)  
   



 

16 

ตวัอยา่ง ช่ือตวัอยา่ง ช่ือวทิยาศาสตร์ 

ท่ี   
12    สวอง Vitex  pubescens  Vahl. 
13    องุ่นป่า Ampelocissus  martinii   Planch. 
14    ปะค าไก่ Drypetes roxburghii Wall.   
15    กระทุงหมาบา้ Dargea volubilis Benth.ex Hook. 
16    หญา้ใตใ้บ Phyllanthus  urinaria  Linn. 
17    กลึงกล่อม Polyalthia suberosa (Roxb.) Thwaites 

18    มะเด่ืออุทุมพร Ficus racemosa Linn. หรือ F. glomerata Roxb. 
19    คนฑา Harrisonia  perforata  Merr. 
20    ตะไคร้ Cymbopogon citratus Stapf. 
21    กา้งปลาขาว Hymennocardia wallichii Tul. 
22    บวบลม Dischidia rafflesiana Wall.  
23    พยามุติ Grangea maderaspatana (Linn.) Poir. 
24    เถาวลัยเ์หลก็ Ventilago Calyculata Ful. 
25    ประดู่สม้ Bischofia  javavanica  Blume.  
26    ปอสา Broussonetia papyrifera  

27    กรวยป่า Casearia grewiifolia Vent. var. grewiifolia. 
28    เจตพงัคี Cladogynos  orientalis  Zipp.ex.Span.   
29    กระดงังาตน้ Cananga odorata (Lamk.) Hook.f. et Th. 
30    หวา้ข้ีนก Syzygium ripicola (Craib) Merr. & L.M. Perry 
31    หิรัญญิการ์ Beaumontia brevityba. Oliv. 
32    ถอบแถบเตรือ  Connarus semidecandrus Jack. 
33    ขม้ินเครือ Arcangelisia flava (L.) Merr. 
34    ราชพฤกษ ์ Cassia fistula L. 
35    หางนกยงูไทย Caesalpinia pulcherrima, Swartz. 
36    กระถินณรงค ์ Acacia auriculiformis Cunn. 
37    มะลิวลัยป่์า Jasminum 

38    เถาน ้ านอง  Thumbergia laurifolia   Lindl. 
39    กระดงังาป่า Artabotrys siamensis Miq. 
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ตวัอยา่ง ช่ือตวัอยา่ง ช่ือวทิยาศาสตร์ 
ท่ี   

40    ข้ีแรด Streblus ilicifolius Corner 

41    หญา้ครุน  Panicum repens L. 
42    หนุมาน Jatropha podagrica 

43    ชา้แป้น Salanum verbascifolium Linn. 
44    เต่าร้าง Caryota mitis Lour. 
45    เถาวลัยเ์ปรียง Derris scandens (Roxb.) Benth. 
46    หญา้ดอกขาว Leptochloa chinensis (L.) Nees. 
47    ผกากรอง Lantana camara Linn.  
48    กน้เกรา Fagraea fragrans Roxb. 
49    เถาตูดหมา Pacderia tomentosa Blume Var glalar 
50    จนัทร์หอม Mansonia gagei Drumm.  

   

 
3. การเตรียมดีเอน็เอ  
 

น าตวัอยา่งพืชมาสกดั DNA โดยใชว้ธีิท่ีประยกุตจ์าก agrawal และคณะ (1992) ดงัน้ี 
1). น าใบอ่อนของสมุนไพรประมาณ 2 กรัม มาตดักา้นใบออกแลว้ตดัแผน่ใบเป็น 

ช้ินเล็กๆ บดในไนโตรเจนเหลวใหล้ะเอียด 
2). น าตวัอยา่งท่ีบดละเอียดแลว้ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมี  

Extraction buffer  800 ไมโครลิตร และ 2-mercaptoethanol 70 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั
โดยกลบัหลอดไปมาเบาๆ 

3). น าไปบ่มใน water bath ท่ีอุณหภมิู 60 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที กลบัหลอด
ไปมา  ทุกๆ 10 นาที 

5). น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที  
6). ใชไ้มโครปิเปต ดูดสารละลายท่ีอยูส่่วนบนใส่หลอดเซนตริฟิวจใ์หม่ 

เติมสารละลาย chorofrom isoamyl  500 ไมโครลิตร ท าซ ้ ากนั 2 คร้ัง 
7). น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เพื่อแยกชั้นน ้าและ  

chlorofrom ออกจากกนั 
8). ใชไ้มโครปิเปต ดูดสารละลายท่ีอยูส่่วนบนใส่หลอดเซนตริฟิวจใ์หม่เติม 
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isopropanol ท่ีแช่เยน็ 2 ใน 3 เท่าของปริมาตรของสารละลายทั้งหมดท่ีมีอยู ่ 
9).  น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
10).  น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
11).  เทส่วนใสทิ้ง เติม Alcohol 70% 200 ไมโครลิตร 
12). น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที 
13). เทสารละลายออก ปล่อยไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้งประมาณ 10 นาที หรือ 

จนกวา่ไม่มีกล่ิน Alcohol 
14). ละลายตะกอน DNA โดยการเติม TE buffer 

               15). ใส่  RNase A 3 ไมโครลิตร บ่มไวข้า้มคืนท่ี 37  องศาเซลเซียส 
16). น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

   17). ท าซ ้ าตั้งแต่ขอ้ 7-13 
                18). เก็บดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชต่้อไป 

 
3.1  การวเิคราะห์สารละลายดีเอน็เอ 

 
3.1.1  การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอ 

  
                          น าสารละลายดีเอ็นเอไปวดัค่า optical density (OD) ซ่ึงเป็นค่าการดูดแสงท่ี

ความยาวช่วงคล่ืน 260 นาโนเมตร และช่วงคล่ืน 280 นาโนเมตรโดยใช ้spectrophotometer สูตรใน
การค านวณมีดงัน้ี 

 
ความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอ (g/ml) = OD260 x 50g/ml x dilution factor 

 
    การวดัค่าการดูดแสงของดีเอ็นเอจะวดัท่ีความยาวช่วงคล่ืน 280 นาโนเมตร 

(OD280) ด้วยเพื่อใช้ในการค านวณอตัราส่วนความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ   ถ้าค่า OD260  / OD280  อยู่
ระหวา่ง 1.7-1.8 แสดงวา่ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดบ้ริสุทธ์ิถา้อตัราส่วนสูงกว่า 1.8 แสดงว่ามีอาร์เอ็นเอเจือ
ปน 

                               3.1.2  แยกขนาดดีเอน็เอและตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอโดยวดัการเรืองแสง 

ของดีเอน็เอร่วมกบั เอธิเดียมโบรไมดมี์วธีิการดงัน้ี   
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เตรียมอะกาโรสเจล 0.8% โดยชัง่ผงอะกาโรส 0.8 กรัม ใส่ TAE buffer 100 
มิลลิลิตร (4.84 g Tris-base, 1.15 ml glacial acetic acid, 2 ml 0.5 M EDTA pH 8.0) ละลายผงอะกา
โรสโดยใชค้วามร้อนตม้จนเดือด เพื่อใหอ้ะกาโรสหลอมละลายเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้ปล่อยใหส้าร
ละลาสมุนไพระกาโรสเยน็ลงจนอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส  เทลงในพิมพใ์หเ้จลมีความ
หนาประมาณ 3-5 มิลลิเมตร ระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศวางหวเีสียบลงท่ีปลายดา้นบนของแผน่เจล 
ปล่อยใหอ้ะกาโรสเจลแขง็ตวัท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้ดึงหวอีอกจะไดช่้องส าหรับใส่ตวัอยา่งสารละลาย
ดีเอน็เอ น าเจลออกจากถาดแลว้น าไปใส่ในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส ใหด้า้นท่ีมีช่องอยูใ่กลข้ั้วลบ
และเติม TAE buffer ใหท้่วมแผน่เจลพอสมควร ผวิเจลควรอยูใ่ตส้ารละลายประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
จากนั้นผสมสารละลายดีเอน็เอกบั 6X loading buffer (0.25% bromphenol blue, 0.25% xylene 
cyanol, 30% glycerol) ในอตัราส่วนดีเอน็เอ 5 ต่อโหลดดิงบฟัเฟอร์ 1 แลว้น าไปใส่ในช่องตรงร่อง
หวดีว้ยไมโครปิเปตและ ใส่สารละลายดีเอน็เอมาตรฐาน (1 Kb DNA ladder marker) ท่ีทราบขนาด 
และ ความเขม้ขน้ เพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบขนาดดีเอน็เอลงในช่องหวเีช่นกนั ปิดฝาเคร่ืองและเปิด
กระแสไฟฟ้าใหว้ิง่ผา่น จากขั้วลบไปขั้วบวกโดยใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ปิดกระแสไฟฟ้า  เม่ือสี
ของโหลดดิงบฟัเฟอร์เคล่ือนท่ีไปไดร้ะยะทางท่ีตอ้งการใชเ้วลาประมาณ 30-45 นาที  น าแผน่เจลไป
ยอ้มในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ์ (ethidium bromide 0.5 g/ml) ประมาณ 10 นาทีแลว้น าแผน่
เจลไปลา้งดว้ยน ้าประปาประมาณ 5 นาที จากนั้นน าแผน่เจลไปส่องดูดว้ยแสงอลัตราไวโอเล็ต โดย
ใช ้UV transilluminator บนัทึกภาพโดยใชก้ลอ้งถ่ายภาพโพลารอยดท่ี์มีแผน่กรองแสงสีแดงอยูด่ว้ย   
เปรียบเทียบความเรืองแสงของแถบดีเอน็เอกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 

  

 3.2  การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 
3.2.1  การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและการเช่ือมต่อดีเอน็เอกบั  

adapter 

                 น าสารละลายดีเอน็เอตวัอยา่ง มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด ในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร     โดยใชป้ริมาตรของสารในการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ยสารละลายดีเอน็เอ 
(100 ng/l)  2.50 ไมโครลิตร  5X Reaction buffer 5.0 ไมโครลิตร  EcoRI (10U/l) 0.25  
ไมโครลิตร  MseI  (5U/l) 0.25 ไมโครลิตร รวมปริมาตรทั้งหมด 25.00 ไมโครลิตร  น ามาบ่มไวท่ี้
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (1X reaction buffer ประกอบดว้ย 10 mM Tris-HCl 
pH 7.5,  10 mM magnesium acetate และ 50 mM potassium acetate) จากนั้นน าสารละลายดีเอน็เอท่ี
ไดม้าเติมสารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาเช่ือมต่อดีเอน็เอกบั adapter ซ่ึงประกอบดว้ยสารละลายดีเอน็เอ 
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25 ไมโครลิตร EcoRI adapter (5 pmole/l) 1 ไมโครลิตร  MseI adapter (25 pmole/l) 2 
ไมโครลิตร  5x T4 ligase buffer 10 ไมโครลิตร  T4 DNA ligase (1U/l)  1 ไมโครลิตรน ้ากลัน่ 11 
ไมโครลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 ไมโครลิตร น ามาบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชัว่โมงและบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล าดบัเบสของ adapter แต่ละ
ชนิดมีดงัน้ี 

 

EcoRI adapter   5′ -CTCGTAGACTGCGTACC-3′ 
                    3′-CATCTGACGCATGGTTAA-5′ 

MseI adapter      5′ -GACGATGAGTCCTGAG-3′ 
                     3′-TACTCAGGACTCAT-5′ 

 

  3.2.2  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยวธีิพีซีอาร์มี 2 ขั้นตอน  ขั้นตอนแรกคือ 
preselective amplification ขั้นตอนน้ีจะใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มนิวคลีโอไทด ์ 1 ตวัท่ีปลาย 3 ของไพร
เมอร์เพื่อลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณไดแ้ละมีความเฉพาะในชั้นหน่ึงก่อน ไพรเมอร์ท่ีใชมี้
ดงัน้ี 
 

   EcoRI  primer +1 (E-A)  5′ -GACTGCGTACCAATTCA-3′ 

 MseI   primer +1 (M-C) 5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3 
 

สารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ย  สารละลายดีเอน็เอ 2 ไมโครลิตร  primer E-A  (5 
pmole/l) 1 ไมโครลิตร  primer M-C (5 pmole/l) 1 ไมโครลิตร  dNTP mix (2mM) 2.5 
ไมโครลิตร  10X PCR buffer 2.5 ไมโครลิตร  MgCl2 (50mM) 0.75 ไมโครลิตร  Taq polymerase (5 
U/l) 0.1 ไมโคร ลิตร  น ้ากลัน่ 15.15 ไมโครลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร จากนั้นน า
สารละลายท่ีเตรียมแลว้เขา้เคร่ืองพีซีอาร์โดยใชอุ้ณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยาคือ  

 Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 

 Annealing     ท่ีอุณหภูมิ  56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที       ท  าซ ้ า 20 รอบ 

 Extension     ท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที 
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เม่ือพีซีอาร์ในขั้น preselective amplification แลว้ แบ่งสารละลายดีเอน็เอมาท าใหเ้จือจาง 20 เท่าดว้ย
สารละลาย TE ส าหรับเป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณขั้นต่อไป ส่วนท่ีเหลือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –20 
องศาเซลเซียส จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยวธีิพีซีอาร์ในขั้นท่ีสองคือ selective amplification 
ขั้นตอนน้ีจะเพิ่มนิวคลีโอไทด ์3 ตวัท่ีปลาย 3 ของไพรเมอร์ เพื่อใหเ้กิดการคดัเลือกการเพิ่มปริมาณ
ช้ินดีเอน็เอบางส่วน  คู่ผสมของไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดท่ีคดัเลือกแลว้ มีจ านวน 11  คู่ ดงัน้ี 

  M-CAC / E-AAC 
 M-CTT / E-AGC  
 M-CAA / E-AAC  

M-CTC / E-ACC 
 M-CAC / E-AGG  
 M-CTT / E-ACA  
 M-CAT / E-AAC  
 M-CTC / E-AAC  
 M-CAC / E-ACG  
 M-CTT / E-AGG 
  M-CTC / E-AGG 

สารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ยสารละลายดีเอน็เอท่ีผา่นขั้น preselective amplification 5 
ไมโครลิตร  primer E-ANN  (5 pmole/l) 1 ไมโครลิตร  primer M-CNN (5 pmole/l) 1 ไมโคร 
ลิตร  dNTP mix (2mM) 2 ไมโครลิตร  10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร  MgCl2 (50mM) 0.6 ไมโคร 
ลิตร  Taq polymerase (5 U/l) 0.1 ไมโครลิตร น ้ากลัน่ 8.3 ไมโครลิตร ปริมาตรรวมทั้งหมด 20 
ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอโดยโปรแกรม touch down ซ่ึงใชอุ้ณหภูมิและเวลาในการ
ท าปฏิกิริยาคือ 
 

 Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 

 Annealing     ท่ีอุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที จ านวน 1 รอบ 

                Extension      ท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที 
 

โดยจะลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส  จ านวน 12 
รอบ และท าปฏิกิริยาต่อคือ 
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 Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 

 Annealing      ท่ีอุณหภูมิ  56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที       23 รอบ 

 Extension       ท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที 

 
จากนั้นน าดีเอน็ท่ีผา่นขั้นตอน selective amplification แลว้ไปวเิคราะห์ 
 
   3.2.3   การวเิคราะห์สารละลายดีเอน็เอโดย denaturing polyacrylamide gel 
 

               3.2.3.1 การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล  น าแผน่กระจกส าหรับเตรียมเจลมาลา้ง
ใหส้ะอาด แลว้เช็ดดว้ยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นตใ์หส้ะอาดทั้ง 2 แผน่  เช็ดกระจกแผน่หลงัดว้ย bind 
silane (bind silane 1 ไมโครลิตร  glacial acetic acid 2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต ์
500 ไมโครลิตร) เพื่อใหเ้จลเกาะติดกระจก  กระจกแผน่หนา้ท่ีมีลกัษณะเป็นหูกระต่าย เช็ดใหท้ัว่
ดว้ย repel silane เพื่อไม่ใหเ้จลเกาะติดกระจก ปล่อยใหแ้หง้ประมาณ 5-10 นาที  จากนั้นน ากระจก
ทั้ง 2 แผน่มาประกอบเขา้ชุด โดยวาง spacer ไวท้ั้งสองขา้งเพื่อใหเ้กิดช่องวา่งระหวา่งกระจกทั้งสอง 
โดยหนัดา้นท่ีทา bind silane และ repel silane เขา้หากนั ใชค้ลิปหนีบยดึใหอ้ยูค่งท่ี ใชเ้ทปกาวติด
กระจก 3 ดา้นเพื่อกนัไม่ใหเ้จลร่ัวซึม 

 
    3.2.3.2 การเตรียม polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์ มีส่วนผสม

ประกอบดว้ย 30% acrylamide (acrylamide : bisacrylamide 19:1) 6 มิลลิลิตร  ยเูรีย (7.5 โมลาร์) 
13.5  กรัม  น ้ากลัน่ 7.5 มิลลิลิตร  10% APS (ammonium persulfate) 300 ไมโครลิตร  TEMED (N, 
N ,N,N- tetramethylenediamine) 15 ไมโครลิตร   ส าหรับวธีิการเตรียมโดยผสม acrylamide  
บฟัเฟอร์ TBE  น ้า และยเูรียในบีกเกอร์เขยา่เบา ๆ ในอ่างน ้าอุ่นอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส
ใหย้เูรียละลายหมด รอจนอุณหภูมิลดลงประมาณอุณหภูมิหอ้ง แลว้เติม 10% APS และ TEMED  
เขยา่ใหผ้สมเป็นเน้ือเดียวกนัอยา่งรวดเร็วระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ  เทเจลใส่ลงในช่องระหวา่ง
กระจกจนเตม็ ใส่หวลีงไปดา้นบน วางกระจกใหด้า้นบนเอียงท ามุมกบัแนวระดบัประมาณ 30 องศา 
เพื่อป้องกนัการไหลซึมของเจล  ปล่อยใหเ้จลแขง็ตวัประมาณ 2 ชัว่โมง ถา้จะปล่อยเจลไวข้า้มคืน 
ควรใชแ้ผน่ใสห่ออาหารปิดดา้นบนของเจลไวเ้พื่อใหมี้ความช้ืน 
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                       3.2.3.3   น าดีเอน็ท่ีผา่นขั้นตอน   selective  amplification  ไปแยกขนาดโดย 
electrophoresis และยอ้มเจลดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท โดยมีขั้นตอนคือ 
 

1) ลา้งน ้ากลัน่  5  นาที 
 
2) CTAB (0.4 g ในน ้า 400 ml 

 
3) แอมโมเนีย (4ml / 400ml)  15 นาที 

 
4) silver nitrate (0.64g / น ้า 400 ml + NaOH 533 ml + Ammonia 

     453 ml  นาน 20 นาที 
 

5) ใส่ NaOH ก่อนแลว้จึงเติม  Ammonia  สุดทา้ย จนสีขุ่นหายไป 
 
6) Developer   ใช ้ NaCO3  8 g (แช่ใหเ้ยน็จดัก่อนใช)้ + formaldehyde 250 ml  

formaldehyde จะใส่ก่อนยอ้ม gel 
 

7) ถา้ไดแ้ถบสีตามตอ้งการแลว้ในน าไปลา้งน ้า หรืออาจจะผสม  Glycerine   
 
สารท่ีใชใ้นการเตรียม  gel 
 

Urea   9 กรัม 
น ้ากลัน่   5.0 ml 

      5X TBE   4.0 ml 
30% gel   4.0 ml 
10%APS  200 սl 
TEMED  0.1 g (ชัง่ใน tube 1.5 หุม้ดว้ย foil) 
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    4.  การวเิคราะห์ผลดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
  
           น าลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี และเทคนิคเอสอาร์เอพีของทั้งสอง

การทดลองมาวเิคราะห์หาความหลากหลาย  โดยเปรียบเทียบแถบดีเอน็เอท่ีต าแหน่งเดียวกนัของแต่
ละตวัอยา่งถา้มีแถบดีเอน็เอใหส้ัญลกัษณ์ “1”  ถา้ไม่มีแถบดีเอน็เอใหส้ัญลกัษณ์ “0” แลว้น าขอ้มูลท่ี
ไดม้าเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างโดยใชโ้ปรแกรม  NTSYS  pc version 2.0e (Rohlf, 
1997) จากนั้นค านวณหาดชันีความเหมือนและจดักลุ่มตวัอยา่งดว้ยวธีิ unweighted pair group 
method of average (UPGMA) แสดงผลในรูปแบบของ phylogenetic tree และหาค่า Bootstrap ดว้ย
โปรแกรม PUAP* pc Version 4 (Swofford, 2002) 
 
     5.  สูตรท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ผล 
 
  1).  สูตรในการค านวณหาดชันีความเหมือนของ Nei and Lei (1979) คือ 
 
   Sij  = 2N ij / (Ni+Nj) 
 
  เม่ือ Sij = ดชันีความเหมือนทางทางพนัธุกรรม 
   Ni = จ  านวนแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏเหมือนกนัทั้งตวัอยา่งท่ี i และ j 
   Nj = จ  านวนแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏเฉพาะท่ีตวัอยา่ง j 
 
   2). สูตรในการค านวณหาค่า Polymorphic Information Content: PIC (Ott, 1991) คือ 
 

   H  =  1 –  Pi
2 

 
เม่ือ Pi  =  ความถ่ีของแอลลีล (allele) ท่ี i  ซ่ึง Pi ประกอบดว้ย PA และ PP   

   PA =  ความถ่ีของแอลลีลท่ีไม่ปรากฏ (absent allele) 
   PP = ความถ่ีของแอลลีลท่ีปรากฏ (present allele) ณ ต าแหน่งเดียวกนั 
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