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รวบรวมหอยกาบน ้าจืดสายพนัธ์ุ Chamberlainia hainesiana  (สามารถสร้างมุกไดดี้)  Hyriopsis 

desowitzi และ Hyriopsis myersiana (สามารถสร้างมุกไดดี้ปานกลาง) เพศผูเ้พศเมียชนิดละ 4 ตวัอยา่ง และหอย

กาบน ้าจืดสายพนัธ์ุ Uniandra sp. (ไม่สามารถสร้างมุกได)้ 4 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 28 ตวัอยา่งจากลุ่มน ้าเจา้พระยา 

ลุ่มน ้ามูล และลุ่มน ้าแม่กลอง สกดัดีเอน็เอจากส่วนของแมนเทิลดว้ยวิธีที่ประยกุตจ์ากวิธีของ Winnepenninc et  

al. (1993) และ Stothard et  al. (1995) สร้างลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิค AFLP พบว่ามี 9 คู่ไพรเมอร์จาก 24 คู่

ไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีความต่างระหว่างหอยกาบน ้าจืดสายพนัธ์ุท่ีสร้างไข่มุกไดดี้ สร้างไข่มุกไดดี้ปาน

กลาง และไม่สามารถสร้างไข่มุกได ้ทั้งหมด 28 แถบดีเอน็เอ  คดัเลือกแถบดีเอน็เอที่ชดัเจน 15 แถบน ามาโคลน

และหาล าดบันิวคลีโอไทด ์พฒันาไพรเมอร์จ าเพาะจ านวน 17 คู่ น าไปทดสอบกบัตวัอยา่งหอยทั้ง 28 ตวัอยา่ง 

พบว่ามี 3 คู่ไพรเมอร์ที่ใหค้วามจ าเพาะกบัหอยพนัธ์ุ  Chamberlainia hainesiana ขณะที่ Hyriopsis desowitzi, 

Hyriopsis myersiana และ Uniandra sp. มีอยา่งละ 1 คู่ไพรเมอร์  การศึกษาการแสดงออกของยนีในหอยมุกน ้าจืด

สายพนัธ์ุ  Chamberlainia hainesiana ในระยะตวัอ่อน (glochidia) และระยะโตเตม็วยัโดยใชเ้ทคนิค cDNA-

AFLP และ differential display จากลายพิมพดี์เอน็เอจากเทคนิค cDNA-AFLP  โดยใช ้64 คู่ไพรเมอร์พบแถบ      

ดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างทั้งหมด 16 แถบดีเอน็เอ  ขณะที่ลายพิมพดี์เอน็เอของเทคนิค differential display โดยใช้

ไพรเมอร์จ านวน 136 คู่ของ oligo dT/random primers พบแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างทั้งหมด 14 แถบดีเอน็เอ 

ผลจากการโคลนและวิเคราะห์ล  าดบันิวคลีโอไทดข์องแถบดีเอน็เอที่แตกต่าง 7 แถบดีเอน็เอจาก differential 

display และ 6 แถบดีเอน็เอจาก cDNA-AFLP และเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล Genbank 

พบว่าช้ินส่วนดีเอน็เอทั้งหมดยงัไม่มีรายงานในฐานขอ้มูล เคร่ืองหมายดีเอน็เอจ าเพาะกบัหอยพนัธ์ุ 

Chamberlainia  hainesiana  ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีสร้างมุกไดดี้ไดถู้กพฒันาเพิ่มจากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดแ้ละ

ตรวจสอบความจ าเพาะกบัสายพนัธ์ุเปรียบเทียบกบัหอยสายพนัธ์ุอื่น 
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Four samples of each female and male freshwater Amblemid mussels, Chamberlainia hainesiana 

(producing pearl at high level) , Hyriopsis desowitzi and  Hyriopsis myersiana  (producing pearl at moderate 

level)  together with four samples of  Uniandra sp. (not producing pearl) were collected from the Chao-phra-ya 

river, Mun river and Mae Klong river. DNA of all 28 samples were extracted from mantle tissues by the method 

modified from Winnepenninc et  al. (1993) and Stothard  et  al. (1995). DNA fingerprints were generated using 

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) technique. Nine out of 24 primer pairs could be used to 

identify the species of Amblemid mussels.  Fifteen clear bands from  28 specie specific DNA bands were 

selected for cloning and sequencing. Seventeen specie specific primer pairs were developed and then were 

tested with 28 samples of freshwater mussels. Three markers were found specific to Chamberlainia hainesiana, 

whereas one marker was specific to each species of  Hyriopsis desowitzi, Hyriopsis myersiana and Uniandra 

sp. Comparison for different gene expression between glochidia and adult freshwater pearl mussel, 

Chamberlainia hainesiana  was performed using cDNA-AFLP and differential  display techniques. DNA 

fingerprints from cDNA-AFLP with 64 combinations of primer pairs produced 16 different DNA bands 

between glochidia and adult samples, whereas 14 different DNA bands were obtained from differential display 

with 136 pairs of oligo dT/random primers. Seven bands from differential display and six bands from cDNA-

AFLP were cloned and sequenced and compare to database. All sequences obtained were found not match any 

sequences in Genbank. DNA marker specific to Chamberlainia hainesiana, the mussel that producing pearl at 

high level, was developed more from the DNA sequences obtained and tested for specificity compare to other 

mussels 
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สารบัญตาราง 

 
ตารางที่                       หน้า 
 
1 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชต้ดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะและเช่ือมต่อกบั adapter  

ทั้ง 2 ชนิด            29 
2 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการท า preselective amplification ดว้ยเทคนิค AFLP    30 
3 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการท า selective amplification ดว้ยเทคนิค AFLP    31 
4 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง adapter และไพรเมอร์ท่ีเพ่ิมนิวคลีโอไทด ์1 และ 3                     

นิวคลีโอไทดท่ี์ปลาย 3 ส าหรับการท า AFLP        32 
5 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชเ้ตรียม 6% denaturing polyacrylamide gel      33 
6 ไพรเมอร์ท่ีใชศ้ึกษาดว้ยเทคนิค differential display 70 ชนิด       37 
7 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ดีเอน็เอโดยเทคนิค differential display    38 
8 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชส้ าหรับเทคนิคAFLP และจ านวนแถบดีเอน็เอ 

จ าเพาะท่ีคดัเลือก                                                                          43 
9 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ 17 คู่ท่ีพฒันาจากแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากเทคนิคAFLP    51 
10 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการตรวจสอบความจ าเพาะกบัพนัธุข์องหอยมุกน ้ าจืด    52 
11 ไพรเมอร์แบบสุ่มท่ีใชศ้ึกษาดว้ยเทคนิค differential display       59 
12 ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อน 

และระยะโตเต็มวยัของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana โดยเทคนิค 
differential display           66 

13 ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและ 
ระยะโตเต็มวยัของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana โดยเทคนิค  
cDNA – AFLP           68 

 
  
 
 
 
 

(2) 
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สารบัญภาพ 

 
ภาพที่                       หน้า 
 
1 สณัฐานวิทยาของหอยกาบน ้ าจืด            5 
2 ลกัษณะภายนอกของเปลือก            6 
3 ลกัษณะภายในของเปลือก            6 
4 ลวดลายของบีกหรืออมัโบ            7 
5 เปลือกรูปแบบต่างๆ ของหอยกาบน ้ าจืด           8 
6 วฏัจกัรชีวิตของหอยกาบน ้ าจืด            9 
7 ขั้นตอนการท า Differential display         17  
8 ขั้นตอนการท า cDNA-AFLP          18 
9 หอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae ท่ีใชใ้นการศึกษา        21 
10 จีโนมิกดีเอน็เอของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana  

(1-4 เพศผู,้ 5-8 เพศเมีย), Hyriopsis desowitzi (9-12 เพศผู,้ 13-16 เพศเมีย), Hyriopsis 
myersiana (17-20 เพศผู,้ 21-24 เพศเมีย) และ Uniandra sp. (25-28) รวม 28 ตวัอยา่ง 
จากการท าอิเลก็โทรโฟริซิสใน 1% agarose gel        41 

11 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการวิเคราะห์ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดดว้ยเทคนิค AFLP  
โดยใชไ้พรเมอร์ E-AAC/M-CAT          44 

12 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการวิเคราะห์ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดดว้ยเทคนิค AFLP  
โดยใชไ้พรเมอร์ E-AAC/M-CTA          45 

13 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการวิเคราะห์ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดดว้ยเทคนิค AFLP  
โดยใชไ้พรเมอร์ E-AAC/M-CTC          46 

14 ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างสายพนัธุข์อง 
หอยมุกน ้ าจืด                  50 

15 ผลของการตรวจสอบไพรเมอร์ PM8(A), PM11(B), PM15(C) กบัตวัอยา่ง 
หอยมุกน ้ าจืดทั้ง 28 ตวัอยา่งซ่ึงใหค้วามจ าเพาะกบั Chamberlainia hainesiana     54 

16 ผลของการตรวจสอบไพรเมอร์ PM14(A), PM9(B), PM6(C) กบัตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืด 
ทั้ง 28 ตวัอยา่งซ่ึงใหค้วามจ าเพาะกบั Hyriopsis desowitzi, Hyriopsis myersiana และ 
Uniandra sp.ตามล าดบั            55 

(3) 



5 

 
สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพที่           หน้า 
 
17 ผลของการตรวจสอบไพรเมอร์ PM4(A), PM5(B), PM10(C) , PM13(D)  กบั 

ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดทั้ง 28 ตวัอยา่งซ่ึงใหค้วามจ าเพาะกบัสกุล Hyriopsis     56 
18 ผลจากการทดสอบไพรเมอร์ท่ีพฒันาไดซ่ึ้งมีความจ าเพาะกบัหอยพนัธุต่์างๆกบั 

(A) หอยแครง (B) หอยแมลงภู่จากการท า 1.5% agarose gel electrophoresis     57 
19 อาร์เอน็เอของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana จากตวัอ่อนระยะ 

โกลคิเดีย  5 ตวัอยา่ง และระยะโตเต็มวยั 2 ตวัอยา่ง จากการท า electrophoresis ใน1% 
agarose gel               58 

20 ผลท่ีไดจ้ากการท า differential display ในหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana 
ระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยัโดยใชไ้พรเมอร์ (A) E14/T12 AG, E16/T12 AG, E18/T12 

AG และไพรเมอร์ (B) OPF13/T12 CA, OPF14/T12 CA, OPF15/T12 CA     61 
21 ตวัอยา่งแถบลายพิมพดี์เอน็เอจากการท า cDNA-AFLP ในหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์

Chamberlainia hainesiana เปรียบเทียบระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั โดยใช ้
ไพรเมอร์ (A) E- AAC/ M- CTA, CTC, CTG, CTT  
(B) E -ACC/ M - CTA, CTC, CTG, CTT           63 

22 ตวัอยา่งแถบลายพิมพดี์เอน็เอจากการท า cDNA-AFLP ในหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์
Chamberlainia hainesiana เปรียบเทียบระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั โดยใช ้
ไพรเมอร์ (A) E – ACG/ M – CAA, CAC, CAG, CAT และ  
(B) E – AGG/ M - CTA, CTC, CTG, CTT              64 

23 การตรวจสอบความจ าเพาะกบัพนัธุข์องหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana  
โดยใชไ้พรเมอร์ CAF9-F/ CAF9-R กบัตวัอยา่งหอยกาบน ้ าจืดทั้ง 28 ตวัอยา่ง     69 

 
 
 
 

 
 
 

(4) 
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การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะกับชนิดที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจ 

และการศึกษาหา candidate genes ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างมุกของหอยมุกน ้าจดื 
 

Development of Molecular Markers Specific to Economically Important Species 
and Study for Candidate Genes Producing Pearl of Freshwater Pearl Mussels 

  

ค าน า 
 

หอยมุกน ้ าจืดจดัเป็นหอยกาบชนิดหน่ึง ซ่ึงมีความส าคญัทางเศรษฐกิจและมีประโยชน์ต่อ
สภาพแวดลอ้มของแหล่งน ้ า เน่ืองจากหอยมีการกินอาหารแบบการกรอง (filter feeding) ดงันั้น
ตะกอนและสารอินทรียท่ี์อยูใ่นบริเวณท่ีหอยอาศยัจะถกูกรองไปดว้ย จึงท าใหน้ ้ าบริเวณนั้นใส 
นอกจากน้ียงัสามารถใชเ้ป็นอาหารได ้ซ่ึงหอยมีโปรตีนสูงถึง 40.17% (ชดันารี, 2539 อา้งถึง Post, 
1982) จึงมีผูนิ้ยมน าไปประกอบอาหาร ทั้งน้ีประเทศไทยมีความสามารถในการเพาะเล้ียงไข่มุกน ้ า
จืด ไดเ้น่ืองจากมีองคป์ระกอบทางดา้นสภาพภูมิอากาศและมีชนิดของหอยกาบน ้ าจืดท่ีสามารถ
สร้างมุกได ้ประเทศท่ีมีการเพาะเล้ียงไข่มุกน ้ าจืดในเชิงการคา้ ไดแ้ก่ ญ่ีปุ่น อินเดีย จีน ออสเตรเลีย 
(อมัพร, 2535 อา้งถึง Lyman, 1986) ในประเทศจีนมีอุตสาหกรรมการผลิตยาจากไข่มุกน ้ าจืดซ่ึง
พบว่ามีกรดอะมิโน 17 ชนิดและแร่ธาตุ 8 ชนิด (อรภา และคณะ, 2529, 2547) ซ่ึงทางการแพทยม์ี
การน ามาใชเ้ป็นส่วนผสมของเคร่ืองส าอาง อาหารเสริม ส่วนเปลือกหอยของกาบน ้ าจืดสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ไดห้ลากหลายเช่น ท ากระดุมหรือส่ิงของเคร่ืองใชต่้างๆ เพราะเปลือกของหอย
บางชนิดมีลกัษณะแวววาว ส าหรับหอยมุกน ้ าจืดท่ีมีเปลือกหนาสามารถน ามาใชท้ าเป็นนิวเคลียสได้
เป็นอยา่งดีเพื่อท าแกนส าหรับผลิตไข่มุกแบบมีแกนในหอยมุกทะเล หอยกาบน ้ าจืดท่ีนิยมใชศึ้กษา
การสร้างมุกอยูใ่นวงศ ์Amblemidae อนัดบั Unionoida ชั้น Bivalvia ไฟลมั Mollusca (Brandt, 
1974) ซ่ึงสามารถพบไดใ้นทุกภาคของประเทศไทย มี 7 ชนิด ไดแ้ก่ Chambelainia hainesiana, 
Hyriopsis bialatus, Hyriopsis (Limnoscapha) desowitzi, Hyriopsis (Limnoscapha) myersiana, 
Pseudodon inoscularis cumingi, Pseudodon vondembuschianus ellipticus, และ Pseudodon sp. 
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ปัจจุบนัปริมาณของหอยลดนอ้ยลงมาก เน่ืองจากสาเหตุหลายประการเช่น การเก็บหอย

ข้ึนมาจ านวนมากโดยไม่ค านึงถึงการอนุรักษ ์สภาพแวดลอ้มในแหล่งน ้ า มีสภาพเส่ือมลง เน่ืองจาก
มีการขยายตวัของโรงงานอุตสาหกรรม มีการปล่อยน ้ าเสียท่ีขาดการบ าบดัลงไปในแหล่งน ้ าท าให้
หอยไม่สามารถอยูไ่ด ้รวมทั้งปลาท่ีเป็นผูใ้หอ้าศยัในการด ารงชีวิตของหอยลดจ านวนลงดว้ย ซ่ึงมี
ผลกระทบต่อวงจรชีวิตของหอยเป็นอยา่งมาก ในฟาร์มเล้ียงหอยมุกน ้ าจืดในต่างประเทศเช่น ญ่ีปุ่น 
เยอรมนั ตอ้งมีการปิดฟาร์มลงไปเน่ืองมาจากปริมาณหอยท่ีมีไม่เพียงพอ ส าหรับในประเทศไทย
การศึกษาหอยมุกน ้ าจืดพบว่ามีขอ้มลูนอ้ยมาก ส่วนใหญ่เป็นการศึกษานานกว่า 30 ปี และการจดั
จ าแนกเป็นเป็นเพียงการเปรียบเทียบสณัฐานวิทยาของเปลือกหอยเท่านั้น จากการศึกษาของ       
ประทุม (2545) พบว่าวิธีดงักล่าวสามารถจ าแนกหอยไดใ้นระดบัหน่ึงเท่านั้น เน่ืองจากพบว่าหอย
กาบน ้ าจืดบางสกุล รูปร่างเปลือกหอยมีความแปรปรวนค่อนขา้งมาก ดงันั้นจึงไม่สามารถใช้
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาในการจ าแนกไดอ้ยา่งชดัเจน คึกฤทธ์ิ (2548) ไดศ้ึกษาการจดัจ  าแนกหอย
กาบน ้ าจืดจากลุ่มน ้ าบางแห่งในประเทศไทยโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA), PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment 
Lenngth Polymorphism) ของยนี COI พบว่าสามารถจ าแนกหอยชนิดเดียวกนัจากต่างแหล่งแต่มี
ลกัษณะสณัฐานวิทยาท่ีคลา้ยคลึงกนัได ้นอกจากน้ีการใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล AFLP กบัหอย
กาบน ้ าจืดท่ีสามารถสร้างมุกไดดี้และไม่สร้างมุกก็ใหล้ายพิมพดี์เอน็เอท่ีต่างกนัพอสมควร จึงน่าจะ
มีการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะกบัพนัธุท่ี์มคีวามส าคญัทางเศรษฐกิจ และศึกษาหายนีท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสร้างมุกของหอยกาบน ้ าจืด ซ่ึงการศึกษาน้ีจะเป็นขอ้มลูส าคญัเพ่ือเป็นแนวทาง 
ความเขา้ใจเก่ียวกบัการสร้างมุกของหอยมุกน ้ าจืดและน าไปสู่การพฒันาสายพนัธุท่ี์มีค่าทาง
เศรษฐกิจ เพาะขยายพนัธุท่ี์ถกูตอ้งเพื่อเป็นการอนุรักษห์อยกาบน ้ าจืดใหค้งอยูแ่ละเพ่ิมรายไดใ้หแ้ก่
เกษตรกรต่อไป 
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วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 
1. เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ  าเพาะกบัชนิดของหอยมุกน ้ าจืดท่ีมีความส าคญัทาง 

เศรษฐกิจ 
 

2. เพื่อศึกษาหา candidate genes ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างมุก  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 

 
การตรวจเอกสาร 

 
1. อนุกรมวธิานของหอยกาบน า้จดื (Brant,1974) 
 

 ( สายพนัธุท่ี์น ามาศึกษา) 
Kingdom Animalia  

           Phylum     Mollusca 
                   Class         Bivalvia 
                           Subclass             Schizodontida 
                   Order                 Unionoida 
                       Family        Amblemidae 
              Subfamily           Pseudodontinae 
                  Genus                 Pilsbryoconcha 
                  Genus                 Pseudodon 
              Subfamily           Hyriopsinae 
                  Genus                 Hyriopsis  
                  Genus                Chamberlainia  
                  Genus                Cristaria  
              Subfamily           Parreysiinae 
                  Genus                  Parreysia 
                  Genus                Unionetta 
                  Genus                Scabies 
                  Genus               Harmandia 
                  Genus               Indonaia 
              Subfamily          Rectidentinae 
                  Genus                Ensidens 
                  Genus               Uniandra               
                  Genus               Physunio 
                  Genus               Trapezoideus 
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              Subfamily          Modellnaiinae 
                  Genus               Modellnaia 
 
2. ลกัษณะทั่วไปของหอยกาบน า้จดืวงศ์ Amblemidae 
 
 หอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae เป็นสตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงัอยูใ่นไฟลมั Mollusca อยูใ่น
ชั้น Bivalvia พบอาศยัอยูต่ามแหล่งน ้ าจืดทัว่ทุกภาคของประเทศไทย ลกัษณะส าคญัของหอย
กาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae คือ  
 

เปลือก เปลือกมีขนาดกลางถึงใหญ่ ขนาดของเปลือกเท่ากนัทั้ง 2 ขา้งและปิดไดส้นิท 
เปลือกทั้งสองประกบติดกนัดว้ยอิลาสติกลิกาเมนต ์(elastic ligament) และมีลกัษณะทัว่ไปของ
เปลือกดงัภาพท่ี 1 

 
 
 
 
 
 
       

                       ก.                                                                         ข. 
 
ภาพที่ 1 สณัฐานวิทยาของหอยกาบน ้ าจืด 

 ก. ลกัษณะเปลือกดา้นบน a: เปลือกดา้นซา้ย, b: เปลือกดา้นขวา, c : umbones,    
     d : escutcheon, e : lunule, f : external ligament 
 ข. ลกัษณะทัว่ไปของเปลือก a : anterior part, b : posterior part, c : umbo,   
      d : escutcheon, e : lunule, f : posterior slope, i-j : height, c-k : perpendicular      
      connecting umbones, A : upper หรือ dorsal edge, B : posterior edge,   
      C : lower หรือ ventral edge, D : anterior edge 
 

ที่มา:  Pflegere (1990) 
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ดา้นในของเปลือกยดึกนัแน่นดว้ยบานพบั (hinge) บานพบัประกอบดว้ยฟันแลเทอรัล 

(lateral teeth) ซ่ึงมีลกัษณะยาวเรียวอยูใ่ตลิ้กาเมนตแ์ละอยูท่างดา้นทา้ยของเปลือก ฟันซูโดคาร์ดินลั 
(pseudocardinal teeth) มีขนาดสั้นกว่าฟันแลเทอรัลมากและอยูท่างดา้นหนา้ของเปลือกอินเตอร์
เดนทมั (interdentum) เป็นบริเวณท่ีอยูร่ะหว่างฟันแลเทอรัลและฟันซูโดคาร์ดินลั บริเวณใตอิ้นเตอร์
เดนทมัเป็นช่องบีก (beak cavity) ซ่ึงจะติดกบับีก (beak) หรืออมัโบ (umbo) อมัโบอยูท่างดา้นบน
ค่อนไปทางดา้นหนา้ของเปลือก (ภาพท่ี 2 และ 3)  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2  ลกัษณะภายนอกของเปลือก 
 
ที่มา: Pennak (1978) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3  ลกัษณะภายในของเปลือก 
 
ที่มา: Pennak (1978) 
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อมัโบ  อมัโบมีลวดลายต่างๆ กนั (ภาพท่ี 4) เช่น ลายหยกั (ภาพท่ี 4 ก) ลาย

วงกลมซอ้น (ภาพท่ี 4 ข) เป็นสนับาง (ภาพท่ี 4 ค) หรือเป็นสนัหนา (ภาพท่ี 4 ง) ถดัจากฟัน          
แลเทอรัลซ่ึงอยูท่างดา้นทา้ยของเปลือกลงมาทางดา้นล่างของเปลือกจะมีรอยกลา้มเน้ือ (muscle 
scar) ซ่ึงมีลกัษณะกลมใหญ่ขาดอยู ่2 รอย คือ รอยกลา้มเน้ือพีดลัรีแทรกเตอร์ (pedal retractor 
muscle scar) ซ่ึงเป็นรอยท่ีเลก็กว่าและอยูใ่ตฟั้นแลเทอรัลและรอยกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ดา้นหลงั 
(posterior adductor muscle scar) ซ่ึงเป็นรอยท่ีใหญ่กว่าและอยูใ่ตก้ลา้มเน้ือพีดลัรีแทรกเตอร์
ดา้นหลงั ดา้นหนา้ของเปลือกอยูใ่นแนวเดียวกนักบัรอยทั้งสองจะพบรอยกลา้มเน้ือซ่ึงมีลกัษณะ
กลมหรือรีอยู ่3 รอย คือ รอยกลา้มเน้ือแอดดกัเตอร์ดา้นหนา้ (anterior adductor muscle scar) ซ่ึงอยู่
ทางดา้นหนา้ของฟันซูโดคาร์ดินลั และรอยกลา้มเน้ือพีดลัโพรแทรกเตอร์ (pedal protractor muscle 
scar) ซ่ึงอยูล่่างสุด นอกจากน้ียงัมีรอยท่ีลกัษณะเป็นเสน้โคง้อยูท่างดา้นล่างสุดของเปลือกดา้นใน
ซ่ึงแสดงถึงส่วนของขอบแมนเทิล (mantle) ท่ีติดกบัเปลือกและเช่ือมระหว่างรอยกลา้มเน้ือทางดา้น
หนา้และหลงั ซ่ึงเรียกว่า เสน้แพลเลียล (pallial line) ดา้นนอกของเปลือกจะพบเสน้ตามแนวนอน
ของเปลือกหรือเสน้การเติบโต (growth line) ซ่ึงเป็นเสน้ละเอียดเรียงซอ้นกนัโดยเร่ิมจากบริเวณอมั
โบไปส้ินสุดทางดา้นล่างของเปลือก ทางดา้นหลงัของเปลือกจะมีสนัยาวตลอดแนวตั้งซ่ึงอาจมี
ลกัษณะโคง้นูนหรือเวา้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  ลวดลายของบีกหรืออมัโบ  

 ก. ลายหยกั  ข. ลายวงกลมซอ้น  ค. เป็นสนับาง  ง. เป็นสนัหนา 
 

ที่มา: Pennak (1989) 
 



8 

 
 รูปร่างของเปลือก รูปร่างของเปลือกของหอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae มีหลาย
แบบดว้ยกนั เช่นอาจจะเป็นรูปสีเหล่ียมดา้นไม่เท่า รูปสามเหล่ียม รูป 1/4 ของวงกลม รูปไข่และรูป
รี ในบางชนิด ดา้นหนา้และดา้นหลงัหรือเฉพาะดา้นหลงัจะมีแง่ยกตวัสูงข้ึนและยืน่ออกมามี
ลกัษณะคลา้ยปีก (wing) หรือบางชนิดมีสนัดา้นหลงัโคง้นูนข้ึนหรือเวา้ลงไปในเปลือก (สุชาติ และ
คณะ, 2538) (ภาพท่ี 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  เปลือกรูปแบบต่างๆ ของหอยกาบน ้ าจืด ก.รูปส่ีเหล่ียมดา้นไม่เท่า  ข. รูปสามเหล่ียม   

 ค. รูปกลม  ง. รูป 1/4 ของวงกลม  จ. รูปไข่  ฉ. และช. รูปรี  ซ. เปลือกมีสนัดา้นหลงัโคง้ 
 นูน  ฌ. เปลือกมีสนัดา้นหลงัเวา้ลง  
 

ที่มา: Pennak (1989) 
 

เปลือกของหอยกาบน ้ าจืดวงศน้ี์ประกอบดว้ย เปลือกชั้นนอกเรียกว่าเพอริโอสทราทมั 
(periostratum) ลกัษณะบางมีสี ประกอบดว้ยสารคอนคิโอลิน (conchiolin) ซ่ึงเป็นสารโปรตีนของ
เขาสตัว ์เปลือกชั้นกลางเรียกว่า พริสมาติก (prismatic) เป็นชั้นท่ีมีความหนาแน่นมากกว่าชั้นอ่ืนๆ 
ประกอบดว้ยแคลเซียมคาร์บอเนต (calcium carbonate) และผลึกของแคลไซต ์(calcite) หรืออะรา
โกไนต ์(aragonite) เปลือกชั้นในเรียกว่าเนเคลียส (nacreous) ซ่ึงเป็นชั้นท่ีเป็นผลึกของแคลเซียม
คาร์บอเนตท่ีมีลกัษณะเป็นแผน่บางและมนัวาวเรียงซอ้นกนั เป็นชั้นมุกและเป็นบริเวณท่ีมีการสร้าง
มุก (pearl) ในหอยบางชนิด (สุชาติ และคณะ, 2538) 
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3. วงจรชีวติของหอยกาบน า้จดื 
  

หอยกาบน ้ าจืดมีเพศแยกเป็นเพศผูแ้ละเพศเมีย รังไข่และอณัฑะอยูด่า้นบน foot และ
เช่ือมต่อกบั suprabranchial chamber ดว้ยท่อสั้นๆ หอยมุกน ้ าจืดมีการผสมพนัธุแ์บบภายใน เพศผู ้
จะปล่อยสเปิร์มออกสู่น ้ า ทางช่องน ้ าออก จากนั้นสเปิร์มจะผสมกบัน ้ าเขา้ไปผสมกบัไข่ในเพศเมีย
ทางช่องน ้ าเขา้ (incurrent siphon) ของหอยเพศเมียผา่น ostia ของแผน่เหงือกและปฏิสนธิกบัไข่ใน
ท่อน ้ า เหงือกของหอยเพศเมียจะพองออกเป็นถุงเรียก marsupial หรือ good chamber ตวัอ่อนหรือ
โกลคิเดียออกจาก suprabranchial chamber ผา่นช่องน ้ าออก ออกสู่น ้ าและตกลงพ้ืน จากนั้นจะไป
เกาะท่ีเหงือก ครีบ และเกลด็ของปลาท่ีเป็นโฮสต ์(host) ต่อจากนั้นจะพฒันาเป็นตวัอ่อนระยะท่ี
เรียกว่า จูวีไนล ์(juvenile) จึงหลุดออกจากโฮสตต์กลงสู่พ้ืนทอ้งน ้ าหากินเป็นอิสระและเจริญพฒันา
เป็นลกูหอยและตวัเต็มวยัต่อไป (Storer et al., 1976) (ภาพท่ี 6) 

 
  
 
 

     
  

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  วฏัจกัรชีวิตของหอยกาบน ้ าจืด 
 
ที่มา: Storer et al. (1976) 
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4. การศึกษาเกีย่วกบัหอยกาบน า้จดืและเคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
 
 เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA markers)  หมายถึง ดีเอน็เอท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ี
ความจ าเพาะของส่ิงมีชีวิตตวัหน่ึง สายพนัธุห์น่ึง สปีชีส์หน่ึงหรือในระดบัต่างสปีชีส์ การท่ีจะใชดี้
เอน็เอเป็นเคร่ืองหมายไดน้ั้นเน่ืองจากเกิดความแปรปรวนของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุล         
ดีเอน็เอ (polymorphism) (สุรินทร์, 2552) การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอสามารถจ าแนกตามวิธีการ
ไดเ้ป็น 2 วิธี วิธีแรกใชเ้ทคนิคไฮบริไดเซชัน่ (hybridization) โดยการน า genomic DNA มาตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ  าเพาะ แยกขนาดดว้ยอิเลค็โทรโฟริซิส แลว้ยา้ยช้ินดีเอน็เอทั้งหมดท่ีแยกไดไ้ปยงัแผน่
เมมเบรนฟิลเตอร์ (membrane filter) จากนั้นจึงไฮบริไดซ ์(hybridize) กบัโพรบ (probe) ท่ีเป็นช้ิน  
ดีเอน็เอสั้นๆท่ีมีการติดฉลากไว ้ดงันั้นจึงตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีต าแหน่งจ าเพาะท่ีจะไฮบริไดซก์บั
ดีเอน็เอท่ีต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงเท่านั้น ความแตกต่างระหว่างตวัอยา่งข้ึนอยูก่บัความแตกต่าง
ของต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ  าเพาะ เคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใชว้ิธีน้ี ไดแ้ก่ เคร่ืองหมาย RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) ส่วนอีกวิธีหน่ึงคือการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ (PCR) ท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอก่อนน ามาตรวจสอบ วิธีน้ีสามารถตรวจสอบไดท้ั้งคร้ังละ
หน่ึงต าแหน่ง (single locus detection) เช่น SSR (simple sequence repeat) เป็นการตรวจสอบดีเอน็
เอบริเวณท่ีมีล  าดบัเบสเป็นชุดซ ้าสั้นๆเรียงต่อกนั หรือตรวจสอบไดค้ร้ังละหลายต าแหน่ง (multi 
locus detection) ก็ไดเ้ช่น RAPD  (Random Amplify Polymorphic DNA) ซ่ึงเป็นการเพ่ิมปริมาณดี
เอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม 
 

4.1 เทคนิคพีซีอาร์  (PCR: Polymerase Chain Reaction )             
 

พีซีอาร์ถกูคิดคน้โดย Mullis ในปี 1985 เป็นเทคนิคท่ีใชเ้พ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยมีการ
เลียนแบบการจ าลองตวัเองในเซลล ์(replication) โดยใชร้ะยะเวลาอนัสั้น และดีเอน็เอตน้แบบไม่
ตอ้งอยูใ่นสภาพท่ีดี (วิสุทธ์ิ, 2536) เทคนิคน้ีเป็นท่ีนิยมเน่ืองจากง่ายและรวดเร็วจึงไดถ้กูน ามาใช้
ร่วมกบัเทคนิคอ่ืนๆอีกมากมาย  

 
องคป์ระกอบท่ีส าคญัในปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบดว้ย  
 
1. ดีเอน็เอตน้แบบ ไม่จ  าเป็นตอ้งบริสุทธ ์ปริมาณใชไ้ดต้ั้งแต่ 5-500 นาโนกรัม โดยทัว่ไป

นิยมอยูท่ี่ 10-50 นาโนกรัมต่อปฏิกริยา 
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2.ไพรเมอร์ เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทดส์ายสั้นๆท่ีมีล  าดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอน็เอตน้แบบ ท่ี

นิยมใชคื้อโอลิโกนิวคลีโอไทดข์นาด 20-24 นิวคลีโอไทด ์
 
3.เอนไซมดี์เอน็เอโพลิเมอเรส (DNA polymerase) ในปฏิกิริยาพีซีอาร์มีบางช่วงท่ีใช้

อุณหภูมิสูง เอนไซมท่ี์ใชจึ้งควรท่ีจะทนความร้อนได ้เช่น เอนไซม ์Taq DNA polymerase ซ่ึงสกดั
ไดจ้ากแบคทีเรีย Thermus aquaticus  

 
4.ดีออกซีนิวคลีโอไทดไ์ตรฟอสเฟต (dNTP) ประกอบดว้ย dATP, dGTP, dCTP, dTTP 
  
5. แมกนีเซียมคลอไรด ์เป็นองคป์ระกอบส าคญัส าหรับการเร่งปฏิกริยาของเอนไซม ์         

ดีเอน็เอโพลิเมอเรสในปฏิกริยาพีซีอาร์    
 
โดยวฏัจกัรของพีซีอาร์ประกอบดว้ย 3 ขั้นคือ 
 
1. Denaturation เป็นการแยกดีเอน็เอตน้แบบสายคู่ออกจากกนัเป็นดีเอน็เอสายเด่ียว 
2. Annealing เป็นการท าลดอุณหภูมิใหไ้พรเมอร์เขา้มาจบั 
3. Extension เป็นการสงัเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ท่ีมีล  าดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอน็เอ 

ตน้แบบต่อจากไพรเมอร์ 
 
4.2 Amplified Freagment Length Polymorphisms (AFLP) 
 
 เป็นเทคนิคหน่ึงของเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีถกูพฒันาข้ึนโดย Vos และ Zabeau ในปี 1993 
เป็นการรวมเอาเทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) และพีซีอาร์เขา้
ดว้ยกนั ซ่ึงเป็นการตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะแลว้น ามาเพ่ิมผลผลิตโดย
เทคนิคพีซีอาร์ โดยมีหลกัการคือน าดีเอน็เอมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะ 2 ชนิด โดยชนิดหน่ึงมี
ต าแหน่งจดจ า 6 คู่เบสเรียกว่า rare cutter มีต  าแหน่งตดันอ้ยคร้ังในจีโนม จึงช่วยลดปริมาณช้ิน       
ดีเอน็เอ อีกชนิดหน่ึงมีต าแหน่งจดจ า 4 คู่เบสเรียกว่า frequent cutter มีต  าแหน่งมากคร้ังในจีโนม
เพื่อใหไ้ดข้นาดดีเอน็เอหลงัการตดัท่ีเหมาะสม เอนไซมท่ี์ใชม้ีหลายชนิด เช่น EcoRI, HindIII, PstI, 
BglII (6 base cutter) ร่วมกบั MseI หรือ TaqI (4 base cutter) แต่ส่วนใหญ่มกัใช ้EcoRI คู่กบั MseI  
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แลว้ต่อช้ินดีเอน็เอดว้ย adapter เพ่ือเป็นบริเวณจบัของไพรเมอร์ หลงัจากนั้นน ามาเพ่ิมปริมาณดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีล  าดบันิวคลีโอไทดท์างปลาย 5’ เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ adapter ต่อดว้ยล  าดบันิวคลีโอไทดข์องต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ  าเพาะทั้งสองชนิดและ            
นิวคลีโอไทดค์ดัเลือก เพ่ือลดปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพ่ิมปริมาณใหล้ดลง โดยจะท าพีซีอาร์ 2 คร้ัง
เรียก preselective amplification และ selective amplification การท า preselective amplification เป็น
การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอตน้แบบใหม้ากและเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีถกูตอ้ง แต่การเพ่ิมช้ินดีเอน็เอ
ในคราวเดียวกนัมีมากและไม่สามารถแยกออกจากกนัได ้จึงตอ้งมีการเพ่ิมนิวคลีโอไทดค์ดัเลือกข้ึน
บริเวณปลาย 3’ ต่อจากนิวคลีโอไทดท่ี์ต าแหน่งตดัจ  าเพาะของเอนไซม ์การเพ่ิมนิวคลีโอไทด์
คดัเลือกน้ีข้ึนอยูก่บัขนาดจีโนมของส่ิงมีชีวิต ถา้จีโนมส่ิงมีชีวิตมีขนาดเลก็อาจจะไม่ตอ้งเพ่ิม          
นิวคลีโอไทดค์ดัเลือกก็ได ้การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 2 คร้ังนอกจากจะประกนัว่าการคดัเลือกช้ิน       
ดีเอน็เอถกูตอ้งและมีประสิทธิภาพสูงสุดแลว้ยงัเป็นการลด background ท่ีมกัเห็นเป็นพ้ืนด าใน    
ลายพิมพดี์เอน็เอดว้ย ส่วน selective amplification เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอท่ีถกูคดัเลือกไวแ้ลว้
ใหจ้  าเพาะข้ึน ก่อนการวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอดว้ย denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis และตรวจผลโดยการยอ้มดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท แถบดีเอน็เอท่ีพบปริมาณพอเหมาะ
จะอยูใ่นช่วง 50-100 แถบ ลายพิมพ ์  ดีเอน็เอ AFLP มีลกัษณะเป็นลายพิมพดี์เอน็เอแบบสุ่ม ไม่
ข้ึนกบัขนาดและความซบัซอ้นของจีโนม สามารถปรับไดจ้ากนิวคลีโอไทดค์ดัเลือกท่ีใช ้ดงันั้นจึง
เกิดการจบัคู่หลายแบบ ท าใหไ้ดล้ายพิมพดี์เอน็เอหลายรูปแบบ ความแตกต่างหรือ polymorphism ท่ี
เกิดข้ึนเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณท่ีเป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม ์ท า
ใหไ้ม่สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอน็เอบริเวณดงักล่าวได ้(สุรินทร์, 2552) 
 
4.3 การศึกษาเก่ียวกบัหอยน ้ าจืด 
 
ดา้นสณัฐานวิทยา 

Graf (1997) ศึกษาหอยกาบน ้ าจืด Fusconaia flava วงศ ์Unionidae บริเวณตอนเหนือของ
แม่น ้ ามิสซิสซิปป้ี บึงขนาดใหญ่และแม่น ้ าเนลสนั โดยใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาศึกษาดูจาก
ลกัษณะการเพ่ิมความใหญ่ ความยาวของเปลือก และลกัษณะการพฒันาของอมัโบพบว่าลกัษณะ
ความหลากหลายของเปลือกจะสมัพนัธก์บับริเวณถ่ินท่ีอาศยัและขนาดของแหล่งน ้ า และยงัพบอีก
ว่า Fusconaia flava เป็นพวกท่ีมีหลายลกัษณะในชนิดเดียวกนัโดยลกัษณะความหลากหลายเป็นไป
ตามสภาพแวดลอ้มท่ีอาศยัอยู ่
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ประทุม (2545) รวบรวมและจ าแนกหอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae ในลุ่มแม่น ้ ามลู จาก

สถานี 33 สถานีตั้งแต่เดือนกรกฎาคม 2542 ถึงเดือนเมษายน 2543 โดยใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยา
พบหอยกาบน ้ าจืดวงศน้ี์ 4 วงศย์อ่ยไดแ้ก่ Pseudodontinae, Hyriopsinae, Parrysiinae และ 
Rectidentinae แบ่งไดเ้ป็น 10 สกุล 15 ชนิด 14 ชนิดยอ่ย โดยพบ Pseudodon moscukris confrgi 
เป็นคร้ังแรกในประเทศไทยและพบชนิดยอ่ยท่ีมีแนวโนม้ว่าจะเป็นชนิดยอ่ยใหม่ 
 
ดา้นเซลลว์ิทยา 

Li and Havenhand (1995) ศึกษาวิเคราะห์โครโมโซมของหอย Ostrea angasi ในทวีป
ออสเตรเลีย โดยน าเน้ือเยือ่ของเหงือกมาท าเทคนิคการยอ้ม G-banding, C-banding และ silver 
stainig หรือ N-banding พบว่า Ostrea angasi จากแหล่งต่างๆท่ีน ามาศึกษา เช่น ในประเทศ
ออสเตรเลีย ในประเทศนิวซีแลนด ์มีจ  านวนโครโมโซมเท่ากนั คือ 2n=2x=20 แต่รูปร่างลกัษณะ
ของโครโมโซมแตกต่างกนั และเมื่อน ามาเปรียบเทียบกบัพวก Ostrea angasi ในแถบยโุรปจะมี
ความสมัพนัธก์นัมากกว่าพวกท่ีพบในบริเวณแปซิฟิกตะวนัตก 

ชดันารี (2538) ไดจ้  าแนกหอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae ในลุ่มน ้ ายมและน่านของ
ประเทศไทยจ านวน 7 ชนิด 4 ชนิดยอ่ย โดยใชเ้ซลลจ์ากเน้ือเยือ่เหงือกซ่ึงมีอตัราการแบ่งตวัสูง
พบว่าโครโมโซมของหอยทั้ง 7 ชนิด มีจ  านวนเท่ากนัคือ 2n=2x=38 แต่จะมีความแตกต่างกนัท่ี
ลกัษณะรูปร่างของโครโมโซม โดยแต่ละชนิดจะมีความแปรผนัของลกัษณะรูปร่างท่ีมีความจ าเพาะ
ของแต่ละชนิด ท าใหไ้ดข้อ้มลูท่ีส าคญั ซ่ึงจะน าไปใชป้ระกอบกบัการใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยา 
ชีวเคมี เคร่ืองหมายดีเอน็เอ และลกัษณะอ่ืนๆ ในการจดัจ  าแนกหมวดหมู่ของหอยกาบน ้ าจืดวงศ ์
Amblemidae ต่อไป 

Lee (2001) ศึกษาโครโมโซมของหอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Sphaeriidae จากแม่น ้ าทางเหนือหลาย
แห่งในรัฐมิชิแกนประเทศสหรัฐอเมริกา โดยน าเอาส่วนของโกแนด (gonad) และตวัอ่อนท่ีอยู่
บริเวณเหงือกของแม่หอย มาท าเทคนิค squash แลว้ยอ้มดว้ยสียอ้มโครโมโซม aceto-orcein พบว่ามี
จ  านวนโครโมโซม 2n=2x=152 แต่จากการศึกษาหอยกาบน ้ าจืดวงศน้ี์ท่ีบริเวณอเมริกาเหนือและ
ยโุรปไดม้ีผูร้ายงานไวว้่ามีจ  านวนโครโมโซมดิพลอยด ์2n=2x=68-98 แสดงว่าหอยกาบน ้ าจืดวงศ ์
Sphaeriidae อาจจะเป็นพวกพอลิพลอยด ์ซ่ึงปกติมกัจะพบไดย้ากในชั้นของ Bivalvia และคาดว่า
น่าจะสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศได ้
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ดา้นการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดบัโมเลกุล 

คึกฤทธ์ิ (2548) ศึกษาการจดัจ  าแนกหอยกาบน ้ าจืดจากลุ่มน ้ าเจา้พระยาโดยใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุล RAPD และ PCR-RFLP ของยนี COI เบ้ืองตน้พบว่าสามารถจ าแนกหอยชนิดเดียวกนัในแง่
สณัฐานวิทยาจากต่างแหล่ง และหอยท่ีมีลกัษณะสณัฐานวิทยาคลา้ยคลึงกนัได ้นอกจากน้ียงัใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล AFLP กบัหอยท่ีรู้เพศแน่ชดั และหอยกาบน ้ าจืดพนัธุท่ี์สร้างมุกไดแ้ละไม่สร้าง
มุก ก็ใหล้ายพิมพดี์เอน็เอท่ีต่างกนัในเบ้ืองตน้ 

Yu et al. (2006) ศึกษาความผนัแปรทางพนัธุกรรมของ Pinctada fucata (pearl oyster) 
ระหว่างประชากรท่ีเล้ียงและประชากรธรรมชาติในตอนใตข้องจีนโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
AFLP พบว่ามีความผนัแปรสูงในระดบัประชากร นอกจากน้ี Kong and Li (2007) ศึกษาความผนั
แปรทางพนัธุกรรมของ Coelomactra antiquate (Spengler) ระหว่างประชากรท่ีพบในธรรมชาติ
และประชากรท่ีเล้ียงในประเทศจีนทางตอนเหนือและตอนใต ้พบประชากรมีความต่างทาง
พนัธุกรรมระหว่างตอนเหนือและตอนใต ้ส่วนประชากรตอนใตท้ั้ง 2 บริเวณไม่มีความต่างกนัทาง
พนัธุกรรม 
 
4.4 งานวิจยัการจ าแนกพนัธุโ์ดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
 

Miao et al. (2009) ใชเ้ทคนิค AFLP ในการจ าแนกยนีตา้นทาน bacterial wilt ในมะเขือเทศ
ซ่ึงถกูกระตุน้โดย Ralstonia solanacearum พบ 13 แถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามต่างระหว่างตน้ท่ีตา้นทาน
และตน้ท่ีไม่ตา้นทาน จาก 256 คู่ไพรเมอร์ และมี 2 ไพรเมอร์ท่ีถกูน าไปพฒันาเป็น SCAR 
(Sequence Characterized Amplified Region) marker เพื่อการจ าแนกพนัธุต์า้นทานและไม่ตา้นทาน 
และ Yi et al. (2009) ใช ้AFLP ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ีเก่ียวขอ้งกบัสีเปลือกของ
มะเขือ (Solanum melongena) น าล  าดบันิวคลีโอไทดจ์ากแถบดีเอน็เอท่ีไดม้าพฒันาเป็น SCAR 
markers และน าไปทดสอบกบัดีเอน็เอของมะเขือจ านวน 136 ตวัอยา่ง พบ 2 คู่ไพรเมอร์ท่ีมี
ความสมัพนัธก์บัสีเปลือกของมะเขือ (dark purple และ purplish red)  JingPing et al. (2009) ใช ้
AFLP ในการหาเคร่ืองหมายท่ีเช่ือมอยูก่บัลกัษณะ seedless ใน Ponkan mandarin หลงัจากท่ี
ทดสอบดว้ย 72 คู่ไพรเมอร์ พบว่ามี 5 คู่ไพรเมอร์ท่ีสามารถจ าแนกลกัษณะดงักล่าวได ้เมือ่น าแถบ  
ดีเอน็เอ 5 แถบดีเอน็เอไปโคลน หาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดจ์าก
ฐานขอ้มลู พบว่ามี 4 ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์มีแนวโนม้ว่าจะเป็นยนี ซ่ึงอาจท าใหเ้ขา้ใจกระบวนการมี
ลกัษณะ seedlessness ในพืชตระกลู Citrus ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดถ้กูน ามาออกแบบไพรเมอร์เพื่อ
พฒันาเป็น SCAR markers Gao et al. (2007) ใชเ้คร่ืองหมาย RAPD จ านวน 100 ไพรเมอร์ จ  าแนก
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เคร่ืองหมายท่ีเช่ือมโยงกบัเพศของหน่อไมฝ้ร่ัง พบไพรเมอร์ท่ีใหค้วามแตกต่างในเพศเมีย และได้
พฒันาเป็น SCAR markers ท่ีสามารถใชต้รวจสอบหน่อไมฝ้ร่ังเพศเมียได ้ Osipova et al. (2003) ใช ้
RAPD และ ISSR  (Inter Simple Sequence Repeat) markers ในการศึกษาความแตกต่างของ
พนัธุกรรมระหว่าง callus และ ตน้ขา้วโพด พบแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างและน ามาพฒันาเป็น 
SCAR marker ได ้

 
Wongnium et al. (2010) ไดศ้ึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและก าหนด

ความสมัพนัธข์องกลว้ยในประเทศไทย โดยน ากลว้ย 110 ตวัอยา่งมาทดสอบดว้ยเคร่ืองหมาย 
AFLP และวิเคราะห์ผลดว้ยโปรแกรม UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Average) พบว่าสามารถแบ่งกลว้ยไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ซ่ึงมีจีโนมเป็น AA กบั BB และพบ 8 คู่
ไพรเมอร์ท่ีสามารถระบุความจ าเพาะกบัพนัธุ ์ซ่ึงสามารถแยกกลว้ยท่ีมีจีโนมเป็น A และ B ออกจาก
กนัไดอ้ยา่งชดัเจน สามารถตรวจไดท้ั้งลกูผสมและสายพนัธุป์กติ  
 

นอกจากจะมีการศึกษาในพืชแลว้ยงัมีงานวิจยัท่ีศึกษาในส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆเช่น Zhang             
et al. (2007) ใช ้AFLP และ DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)  ในการศึกษา 
Atlantic salmon และ rainbow trout โดยพฒันา SCAR Markers ท่ีจ  าเพาะกบัพนัธุจ์าก AFLP 
ส าหรับ rainbow trout และใช ้DGGE แยก Atlantic salmon ออกจาก rainbow trout  โดยใชส่้วน
ของยนี mitochondrial cytochrome b การวิเคราะห์การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นถึงความไวในการ
ตรวจของ SCAR Markers ท่ีไดม้าจาก AFLP มีความไวกว่า DGGE จากการศึกษาน้ีคน้พบเพียง
เคร่ืองหมายท่ีจ  าเพาะกบัพนัธุข์อง rainbow trout  นอกจากน้ี Sun et al. (2005) ศึกษาสาหร่าย 
Porphyra 27 ตวัอยา่ง จาก 5 class ของประเทศจีนโดยใชเ้คร่ืองหมาย AFLP 24 คู่ไพรเมอร์ จาก   
ลายพิมพดี์เอน็เอโดยไพรเมอร์ M-CGA/E-AA และ M-CGA/E-TA  ไดเ้ลือกแถบดีเอน็เอ 13 แถบมา
หาล าดบั นิวคลีโอไทดแ์ละพฒันาเป็น SCAR markers ได ้2 คู่ไพรเมอร์ การพฒันาเคร่ืองหมาย
โมเลกุลจ าเพาะเป็นประโยชน์ส าหรับการจ าแนกสายพนัธุท่ี์มีประสิทธิภาพ และเพื่อประโยชน์ใน
การอนุรักษ ์
 
 
 
 
 



16 

 
5. การศึกษาเกีย่วกบัการแสดงออกของยนีที่แตกต่างกนั 
 
5.1 เทคนิคดิฟเฟอเรนเชียลดิสเพลย ์(differential display, DD) 
 

เทคนิคดิฟเฟอเรนเชียลดิสเพลย ์(differential display) ถกูพฒันาข้ึนโดย Liang  et al.  
(1992) เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัระหว่าง 2 ตวัอยา่งข้ึนไป ซ่ึงเทคนิคน้ีเป็น
เทคนิคท่ีง่ายและไม่ซบัซอ้น ในปฏิกิริยาประกอบไปดว้ยการสงัเคราะห์ cDNA จาก mRNA โดยใช ้
oligo dT เป็นไพรเมอร์ และเอนไซม ์ reverse transcriptase ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช ้cDNA เป็น
ตน้แบบและคู่ไพรเมอร์ oligo dT ร่วมกบัไพรเมอร์แบบสุ่ม (random primer)  ตรวจสอบผลการ
แสดงออกโดยโพลีอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโทรโฟริซิส (ภาพท่ี 7) คดัเลือกแถบดีเอน็เอเพื่อยนืยนัการ
แสดงออก ซ่ึงท าไดห้ลายวิธี เช่น การหาล าดบันิวคลีโอไทด,์ Northern blot, quantitative real-time 
PCR, in situ hybridisation หรือ RNase protection ขอ้ดีของเทคนิคน้ีคือ สามารถหายนีใหม่ไดโ้ดย
ไม่ตอ้งทราบขอ้มลูจีโนม ราคาถกู ท าง่าย และรวดเร็ว    

 

 



17 

 

 
 

ภาพที ่7 ขั้นตอนการท า differential display (Liang  et al., 1992) 
 

 
5.2 เทคนิค cDNA-AFLP  
 

cDNA-AFLP พฒันาโดย Bachem et al. (1998) เป็นเทคนิคท่ีใชศ้ึกษาการแสดงออกของ
ยนีท่ีแตกต่างกนัระหว่าง 2 ตวัอยา่งข้ึนไป โดยใชร่้วมกบัเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยมีขั้นตอนคร่าวๆ 5 
ขั้นตอนคือ 1) การสงัเคราะห์ cDNA จาก mRNA โดยใช ้oligo dT เป็นไพรเมอร์ และเอนไซม ์ 
reverse transcriptase เพื่อใหไ้ด ้cDNA  ปริมาณมากนิยมติดฉลาก oligo dT ดว้ย magnetic bead  2) 
การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะและการต่อ adapter 3) การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอคร้ังท่ี1 
(preselective amplification) 4) การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอคร้ังท่ี 2 (selective amplification) และ 5) 
การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยโพลีอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโทรโฟริซิส (ภาพท่ี 8) 
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ภาพที ่8 ขั้นตอนการท า cDNA-AFLP (Bachem et al., 1998) 
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5.3 งานวิจยัท่ีศึกษาการแสดงออกของยนีโดยใชเ้ทคนิค differential display และ cDNA-AFLP 
 

Geuna et al. (2005) ศึกษาการแสดงออกยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาผลในแอปริคอทดว้ย
เทคนิค cDNA-AFLP โดยใช ้34 คู่ไพรเมอร์ พบ 256 แถบท่ีใหค้วามแตกต่างใน 6 ระยะของการ
พฒันา 125 แถบท่ีน าไปโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู พบว่าเป็น
ยนีท่ีอยูใ่นกระบวนการของการเผาผลาญน ้ าตาล โปรตีน ไขมนั การส่งสญัญาณของฮอร์โมน 
Zeppa et al. (2002) วิเคราะห์การแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัระหว่างการพฒันาการของรูปร่าง
ของ Tuber borchii โดยใชเ้ทคนิค differential display พบ 15 โคลนท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีนท่ี
พบในกระบวนการต่างๆหลายกระบวนการ เช่น dikaryosis, fruiting, cell division, mitochondrial 
division ซ่ึงไดย้นืยนัผลการการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัโดยการตรวจสอบดว้ยเทคนิค Northern 
blot  

 
 Suprunova et al. (2007) ศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัระหว่างตน้ทนแลง้และ

ไม่ทนแลง้ในขา้วบาร์เลย ์ภายใตส้ภาวะท่ีแหง้แลง้โดยใชเ้ทคนิค cDNA-AFLP พบ 11 TDFs 
(transcript derived fragments) ท่ีมีการแสดงออกท่ีแตกต่างระหว่างตน้ทนแลง้และไม่ทนแลง้ มี 7 
TDFs ท่ีมีการยนืยนัผลโดยใช ้RT-PCR และสนันิษฐานว่าเป็น candidate gene ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ทนแลง้ซ่ึงตรงกบัยนี Hsdr4  (Hordeum spontaneum dehydration-responsive) ซ่ึงมีบทบาทในการ
ตา้นทานการดึงน ้ าออกจากพืช  พบว่ายนี Hsdr4 อยูบ่ริเวณแขนขา้งยาวของโครโมโซม 3H ระหว่าง
เคร่ืองหมาย EBmac541 และ EBmag705 และ Venkatachalam et al. (2009) คน้หายนีท่ีมีการ
แสดงออกแตกต่างกนัระหว่างตน้ Hevea brasiliensis Muell. ท่ีเป็นโรค Tapping Dryness (TPD) 
และตน้ท่ีแข็งแรงโดยใชเ้ทคนิค differential display พบแถบดีเอน็เอท่ีมีล  าดบันิวคลีโอไทดต์รงกบั
ยนี HbTOM20 และแสดงใหเ้ห็นการแสดงออกท่ีลดลงของยนี HbTOM20 (Hevea brasiliensis 
translocase of outer mitochondrial membrane) โดยใชเ้ทคนิค Northern blot และ RT-PCR พบการ
สะสม mRNA ของยนี  HbTOM20 มากบริเวณเปลือกไม ้ ซ่ึงเช่ือว่าการลดลงของ HbTOM20 ในตน้
ท่ีเกิดโรคอาจมีบทบาทส าคญัในการเปล่ียนแปลงระบบ metabolism ของ mitochondria นอกจากน้ี
Tatlow et al. (2000) สกดั RNA จากเน้ือเยือ่ล  าไส ้(jejuna Peger’s patch tissue) ในแกะ และ
ตรวจสอบการแสดงออกระหว่างเน้ือเยือ่ท่ีติดเช้ือ rotavirus และท่ีไม่ติดเช้ือดว้ยเทคนิค differential 
display เมื่อน าไปโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทด ์พบว่าเหมือนกบัโปรตีน Sp17 (spearm 
protein17)   ซ่ึงไดม้ีการยนืยนัผลดว้ยเทคนิค Northern blot และ RT-PCR ต่อมา Li et al. (2006) ใช ้
cDNA-AFLP ตรวจสอบการแสดงออกของยนีในมะเขือเทศระหว่างกลุ่ม monogenic resistance 
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และ polygenic resistance ท่ีมีผลต่อการติดเช้ือ Oidium neolycopersici พบยนีท่ีมีการแสดงออกท่ี
แตกต่างซ่ึงตรงกบัยนีหลายกลุ่มไดแ้ก่ plant defense, signal transduction, protein synthesis, protein 
degradation และ metabolism  

 
Zhang et al. (2008) ศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัในขา้วโพดระหว่างใบอ่อน

และเกสรเพศเมียโดยใชเ้ทคนิค cDNA-AFLP กบั 64 คู่ไพรเมอร์ พบ 2,450 TDFs แบ่งไดเ้ป็น 7 
กลุ่ม และพบว่า TDF-E1 ตรงกบัโปรตีนท่ีประกอบไปดว้ย pentatricopeptide repeat (PRR) และเมื่อ
น าไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค  RT-PCR พบว่า PRR1  มีการแสดงออกท่ีเกสรเพศเมียมากกว่าเน้ือเยือ่
บริเวณอ่ืน จึงสนันิษฐานว่า PRR1 อาจจะเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั restoration of fertility ในขา้วโพด 
Dazhong et al. (1998) ตรวจสอบปริมาณ mRNA ในยอดตน้อ่อนของ winter wheat โดยใช ้
differential display พบว่า VRC (vernalization related cDNA clone) 54 มีการแสดงออกท่ีระยะ 20
วนั ไม่พบท่ีระยะอ่ืนๆ และเมื่อยนืยนัโดยการท า Northern blot และวิเคราะห์ผลล าดบันิวคลีโอไทด์
พบว่า VRC  54 เป็นยนีใหม่ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิดอกออกผลซ่ึงพบในพืชจ านวนมาก 
 

Aquea et al. (2008) ใช ้cDNA-AFLP จ าแนกยนีท่ีมีการแสดงออกระหว่างการเจริญเติบโต
ของตน้อ่อนในสน Pinus radiate พบการแสดงออกของ PrOTUBAIN (ovarian tumor-domain 
ubaldehyde-binding protein) ในหลายเน้ือเยือ่แต่แสดงออกมากใน embryogenic tissue  

 
Kim et al. (2009) ไดศึ้กษาความสมัพนัธข์องยนีจากเน้ือเยือ่หนูอายตุ่างๆกนัดว้ยเทคนิค 

differential display พบการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัโดยเม่ืออายเุพ่ิมข้ึนพบระดบั mRNA ของ 
prosaposin สูงข้ึน จึงเช่ือว่า prosaposin หรือ interferon- γ  เป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการชราภาพ 
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อุปกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

 

1. ตวัอย่างหอยกาบน า้จดืวงศ์ Amblemidae (Brandt, 1974) 

 

 หอยมุกน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae (ภาพท่ี 9) ไดแ้ก่  

 

-  พนัธุท่ี์สร้างมุกไดดี้ Chamberlainia hainesiana เพศผูแ้ละเพศเมียชนิดละ 4 ตวัอยา่ง 

-  พนัธุท่ี์สร้างมุกไดดี้ปานกลาง Hyriopsis desowitzi และ Hyriopsis myersiana เพศผูแ้ละ

เพศเมียอยา่งละ 4 ตวัอยา่ง 

- พนัธุท่ี์ไม่สามารถสร้างมุกได ้Uniandra sp. 4 ตวัอยา่ง 

รวม 4 สปีชีส์ จ  านวน 28 ตวัอยา่ง 

 หอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae ท่ีน ามาสกดัอาร์เอน็เอ ไดแ้ก่ Chamberlainia hainesiana 

ประกอบดว้ย 2 ระยะคือ  

- ระยะตวัอ่อนเป็นระยะท่ียงัไม่สร้างมุกหรือเรียกว่าระยะโกลคิเดีย (glochidia) 

- ระยะโตเต็มวยัท่ีสามารถสร้างชั้นมุกได ้โดยสกดัอาร์เอน็เอจากส่วนแมนเทิล (mantle) 

 

  
 

ภาพที ่9  หอยกาบน ้ าจืดวงศ ์Amblemidae ท่ีใชใ้นการศึกษา 
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2. อุปกรณ์ที่ใช้ในการเกบ็ตวัอย่างหอยกาบน า้จดื 

 

 เอทานอลสมับูรณ์  กรรไกร  หลอดใส่สารขนาด 50 ml.  คีม  น ้ากลัน่  ปากกาเคม ี กระติก  

น ้าแข็ง  อุปกรณ์เคร่ืองแกว้  ไนโตรเจนเหลว  กระบอกฉีดยา 10 ml และเข็ม   

  

3. อุปกรณ์ที่ใช้ทดลอง 

 

3.1 โกร่งบดตวัอยา่ง 

3.2 เคร่ืองแกว้ เช่น กระบอกตวง และบีกเกอร์ขนาดต่างๆ เป็นตน้ 

3.3 เคร่ืองเขยา่ (shaker) รุ่น KS 125B บริษทั IKA LAbortechnick Stufen, Germany 

3.4 เคร่ืองคอมพิวเตอร์ท่ีเช่ือมต่ออินเตอร์เนต 

3.5 เคร่ืองฉายแสง ultraviolet และถ่ายภาพ (gel documentation) รุ่น DOC-PRINT- 

1000/26M บริษทั Vilber Lourmat, France  

3.6 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 3 ต าแหน่งรุ่น AR 2130 บริษทั AdventurerTM, USA 

3.7 เคร่ืองสงัเคราะห์ดีเอน็เอ (PCR: polymerase chain reaction) รุ่น PTC-100TM บริษทั  

MJ Research, USA 

3.8 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (refrigerated centrifuge) รุ่น 3K20 บริษทั Sigma,  

Germany, เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วต ่า (microcentrifuge) รุ่น 1010 บริษทั Century Scientific, 

England  

3.9 เคร่ือง spectrophotometer รุ่น lamda UV/VIS spectrophotometer บริษทั Perkin Elmer,  

USA 

3.10  ชุดเคร่ืองมือ agarose gel electrophoresis บริษทั Syngene, UK 

3.11 ชุดเคร่ืองมือ acrylamide gel electrophoresis รุ่น protein II xi cell บริษทั Biorad, USA 

3. 12 ตูเ้ยน็ รุ่น TH-890 บริษทั Sharp และตูแ้ช่ -20 °C บริษทั Mirage, China 

3.13 ตูอ้บควบคุมอุณหภูมิ (hotbox oven) บริษทั Gallenkamp, Japan 

3.14 ไมโครปิเปตชนิดปรับปริมาตรได ้บริษทั Gilson, France พร้อม tip ขนาด 10, 200  
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และ 1,000 µl 

3.15 หมอ้น่ึงความดนัสูง (autoclave) รุ่น SS-325 บริษทั Seiko, Japan 

3.16 หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1,500 µl , 15 ml และ 50 ml 

3.17 หลอดส าหรับสงัเคราะห์ดีเอน็เอ (PCR tube) 

3.18 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) บริษทั Memmert, Germany 

3.19 อุปกรณ์อ่ืน ๆ เช่น กระดาษชัง่สาร กระดาษติดป้าย ถุงพลาสติก กระดาษกาว เป็นตน้ 

 

4. สารเคมแีละเอนไซม์ 

 

 4.1  สารเคมีและเอนไซมท่ี์ใชใ้นสกดัดีเอน็เอ 

 4.1.1  ไนโตรเจนเหลว 

 4.1.2  phenol 

 4.1.3  chloroform 

 4.1.4  isoamylalcohol 

 4.1.5  isopropanol 

 4.1.6  เอธานอลสมับูรณ์ 

        4.1.7  TE buffer (10: 0.1 = 10 mM Tris pH 8.0: 0.1 mM EDTA)  

 4.1.8  RNase A บริษทั US Biological, USA  

 4.1.9  proteinase K (1 mg/ml) บริษทั Vivantis, USA 

 4.1.10  1% SDS extraction buffer (1% SDS w/v, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M 

NaCl, 20 mM EDTA) 

 4.1.11  2% CTAB lysis buffer (2% CTAB w/v, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M 

NaCl, 20 mM EDTA) 

4.2  สารเคมีท่ีใชใ้นกระบวนการ agarose gel electrophoresis 

        4.2.1  agarose บริษทั Research Organics, USA 
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 4.2.2  1X TBE buffer (10.8 g Tris base  5.5 g boric acid และ 4 ml 500 mM EDTA 

pH 8.0 ในน ้ า 1 ลิตร) 

 4.2.3  bromophenol blue และ zylene cyanol 

 4.2.4  แถบ DNA มาตรฐาน (DNA ladder mix) บริษทั GeneRulerTM, USA 

 4.2.5  ethidium bromide (1 µg/ml) บริษทั Bio Basic Inc., Canada 

4.3 สารเคมีท่ีใชส้กดัอาร์เอน็เอ 

ชุด Kits ของ Epicentre biotechnologies , USA 

4.4 สารเคมีท่ีใชส้งัเคราะห์ซีดีเอน็เอสายเด่ียว 

  ชุด Kits ของ Fermentus , EU 

 4.5 สารเคมีท่ีใชส้งัเคราะห์ซีดีเอน็เอสายคู่ 

 4.5.1 10X reaction buffer for DNA Polymerase I 

 4.5.2 Ribonuclease H, E.coli 

 4.5.3 DNA Polymerase I, E.coli 

  4.5.4 T4 DNA Polymerase บริษัท Fermentus, USA 

  4.5.5 EDTA pH8.0 

 4.6 สารเคมีและเอนไซมท่ี์ใชใ้นการวิเคราะห์ AFLP และ cDNA-AFLP 

 4.6.1  การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะและการต่อ adapter 

4.6.1.1  10X reaction buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.5, 10 mM MgCl2, 100 mM 

KCl, 0.1 mg/ml BSA) 

             4.6.1.2  restriction enzyme (EcoRI และ MseI) บริษทั Fermentus, USA 

             4.6.1.3  MseI restriction enzyme บริษทั Fermentus, USA 

             4.6.1.4  EcoRI adapter และ MseI adapter 

              4.6.1.5  T4 DNA ligase บริษทั Fermentus, USA 

4.6.1.6  10X T4 ligation buffer (400 mM Tris-HCl pH 7.8, 100 mM MgCl2, 100 

mM DTT, 5 mM ATP) บริษทั Fermentus, USA 

 4.6.2  การท า preselective amplification และ selective amplification 
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             4.6.2.1  สารเคมีและเอนไซมท่ี์ใชใ้นการท า PCR (10X PCR buffer, MgCl2, dNTP 

และ Taq DNA polymerase) 

            4.6.2.2  EcoRI primer+1, MseI primer+1 และ EcoRI primer+3, MseI primer+3 

 

 4.7 สารเคมีและเอนไซมท่ี์ใชใ้นการวิเคราะห์ differential display 

 4.7.1 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl) 

 4.7.2  50 mM MgCl2 

 4.7.3  dNTP บริษทั Fermentus, USA 

 4.7.4  Taq DNA polymerase บริษทั Invitrogen Life Technology, Brazil  

 4.7.5  primers 

 4.7.6  ultra pure water 

 4.8  สารเคมีและเอนไซมท่ี์ใชใ้นการเตรียม denaturing polyacrylamide gel และการยอ้ม  

ดีเอน็เอดว้ยเทคนิค silver staining 

 4.8.1  bind silane และ repel silane บริษทั Plusone, 

 4.8.2  acrylamide gel และ methylene bisacrylamide บริษทั Pharmacia Biotech, 

Sweden  

 4.8.3  10 % APS (ammonium persulphate) 

 4.8.4  TEMED (N', N', N', N',-tetramethyl ethylenediamine) 

 4.8.5  TBE buffer 

 4.8.6  silver nitrate บริษทั MERCK, Germany 

 4.8.7  95 % ethanol 

 4.8.8  glycerol 

4.8.9  glacial acetic acid 

 4.8.10  7.5 M Urea บริษทั USB Corporation, USA 

 4.8.11  denaturing loading buffer (98% formamide, 10 mM EDTA, 0.1% xylene 

cyanol, 0.1% bromophenol blue) 
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 4.8.12  developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde, 2 µg/ml sodium 

thiosulphate) 

4.9 สารเคมีท่ีใชใ้นการโคลน 

 4.9.1 อาหาร Luria-Bertani Medium (LB) และ Luria-Agar Medium (LA) 

 4.9.2 polyethylene glycol (PEG) 8000 

 4.9.3 MgCl2 

 4.9.4 dimethyl sulfoxide (DMSO) 

 4.9.5 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D galactocide (X-gal) 

 4.9.6 isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) 

 4.9.7 amplicilin 
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วธีิการ 

 

1. การเกบ็ตวัอย่างหอยมุกน า้จดื 

 

 1.1 น าหอยมุกน ้ าจืดระยะโตเต็มวยัท่ีสามารถเพาะเล้ียงไข่มุกไดดี้ (Chamberlainia 

hainesiana) จากศนูยว์ิจยัและพฒันาประมงน ้ าจืดกาญจนบุรี ท่ีสามารถสร้างมุกไดดี้ปานกลาง 

(Hyriopsis desowitzi และ Hyriopsis myersiana) และท่ีไม่สามารถสร้างมุกได ้(Uniandra sp.) จาก

แหล่งน ้ าธรรมชาติ  

 1.2 เก็บตวัอยา่งโกลคิเดียจากหอยมุกน ้ าจืด Chamberlainia hainesiana โดยใชเ้ข็มฉีดยาดูด

โกลคิเดียจากบริเวณ water tube ลา้งน ้ าหลายๆคร้ังจนเมือกของหอยหมด แลว้จึงดูด โกลคิเดียเก็บ

ลงหลอดพลาสติก เก็บท่ี -80oC  

 1.3 ใชก้รรไกรตดับริเวณแมนเทิลของหอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana แช่

ไนโตรเจนเหลว แลว้เก็บท่ี-80oC  

 

2. วธิีสกดัดีเอน็เอ 

 

 การสกดัดีเอน็เอเป็นวิธีท่ีประยกุตม์าจากวิธีการของ Winnepenninc et al. (1993) และ 

Stothard et al.  (1996) มีวิธีการดงัน้ี 

 

 2.1  น าหอยจากขอ้ 1.1 มาตดัเน้ือเยือ่บริเวณแมนเทิลใกลก้บั pallial line ใหเ้ป็นช้ินเลก็ ๆ 

ใส่ลงในโกร่ง เติมไนโตรเจนเหลวแลว้บดเน้ือเยือ่ใหล้ะเอียดเหมือนผงแป้ง 

 2.2  น าตวัอยา่งท่ีบดละเอียดใส่ใน eppendorf tube  1.5 µl ประมาณ 100 mg เติม 1% SDS 

extraction buffer ปริมาณ 600 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนัจากนั้นเติมเอนไซม ์Proteinase K (1 mg/ml) ปริมาณ 

60µl น าไปบ่มท่ี  60 °C นาน  30 นาที เขยา่เป็นคร้ังคราว 
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 2.3  เติม phenol จ านวน  1 เท่า (v/v) ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  7,000  

rpm นาน  15 นาที แลว้น าส่วนของเหลวชั้นบนมาเติม phenol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1) 

ปริมาตร 1 เท่า ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  7,000 rpm นาน  15 นาที 

2.4  น าของเหลวใสชั้นบนใส่ใน eppendorf tube แลว้ท าซ ้าขั้นตอนท่ี 2.3 อีกคร้ังหรือ

จนกว่าจะไดส้ารละลายชั้นบนใส 

2.5  น าของเหลวใสชั้นบนใส่ใน eppendorf tube หลอดใหม่แลว้ตกตะกอนดีเอน็เอ โดย

เติม isopropanol  2 ใน  3 โดยปริมาตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ตั้งท้ิงไวใ้หดี้เอน็เอตกตะกอนท่ี

อุณหภูมิหอ้งประมาณ  20 นาที จะเห็นเสน้สายดีเอน็เอลอยข้ึนดา้นบน ใชแ้ท่งแกว้ตะขอพนัข้ึนมา 

ลา้งดว้ย isopropanol เพ่ือลา้งเกลือออกแลว้ตั้งท้ิงไวใ้ห ้isopropanol ระเหยไปหมด 

2.6  น าดีเอน็เอท่ีไดใ้ส่ลงใน eppendorf tube หลอดใหม่เติม TE-buffer (1:0.1) 50 µl 

เพื่อละลายดีเอน็เอ แลว้ก  าจดั RNA โดยเติมเอนไซม ์RNase (1µg/ml) ปริมาณ 1 µl ตั้งท้ิงไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง และเก็บดีเอน็เอท่ีละลายดีแลว้ท่ีอุณหภูมิ -20 °C 

 

3. การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วยเทคนิค AFLP 

 

3.1 ตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะและต่อ adapter 

      ตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะ 2 ชนิดคือ EcoRI ซ่ึงเป็น rare cutter มีขนาดจดจ าใน

การตดั 6 คู่เบส และ MseI ซ่ึงเป็น frequent cutter มีขนาดจดจ าในการตดั 4 คู่เบส เช่ือมต่อดีเอน็เอ

ทั้ง 2 ขา้งท่ีถกูตดัเขา้กบั EcoRI adapter และ MseI adapter โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยองคป์ระกอบ

สารเคมีต่าง ๆ ดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1  องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชต้ดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ  าเพาะและเช่ือมต่อกบั adapter  

    ทั้ง 2 ชนิด 

 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

DNA (100 ng/µl) 2.50 250 ng/50 µl 

EcoRI (10 unit/µl) 0.25 2.5 unit/50 µl 

MseI (5 unit/µl) 

10X buffer (+1X BSA) 

EcoRI adapter (10 µM) 

MseI adapter (5 µM) 

T4 DNA ligase (5 unit/µl) 

10X T4 ligation buffer 

ultrapure water 

0.50 

2.50 

1.00 

2.00 

0.20 

5.00 

36.05 เพื่อปรับปริมาตรรวมเป็น 50 µl 

2.5 unit/50 µl 

0.5X 

0.2 µM 

0.2 µM 

1 unit/50 µl 

1X 

      

      บ่มองคป์ระกอบสารเคมีทั้งหมดท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 3 ชัว่โมง 

3.2 การท า preselective amplification  

      เป็นการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอเฉพาะส่วนท่ีตอ้งการโดยใชไ้พรเมอร์ 

จ  าเพาะกบั adapter และต าแหน่งตดัของเอนไซม ์EcoRI และ MseI ท่ีต่อกบันิวคลีโอไทด1์นิวคลีโอ

ไทดท่ี์ปลาย 3’ (primer E+1 และ primer M+1) โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยองคป์ระกอบสารเคมีต่าง 

ๆ ดงัตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2  องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการท า preselective amplification ดว้ยเทคนิค AFLP 

 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

DNA (100 ng/µl) 2.00 200 ng/25 µl 

10X PCR buffer 2.50 1X 

MgCl2 (50 mM) 0.75 1.5 mM 

dNTP (2 mM) 2.50 0.2 mM 

EcoRI+1 primer (5 µM) 1.25 0.25 µM 

MseI+1 primer (5 µM) 1.25 0.25 µM 

Taq polymerase (5 unit/µl) 0.10 0.5 unit/25 µl 

ultrapure water 15.15 เพื่อปรับปริมาตรรวมเป็น 25 µl  

        

 ผสมองคป์ระกอบท่ีใชท้ า preselective amplification เขา้ดว้ยกนัแลว้น าไปใส่เคร่ือง PCR ท่ีตั้ง

อุณหภูมิและเวลาส าหรับเพ่ิมปริมาณดงัน้ี 

       ขั้นท่ี 1 94 °C  30  วินาที 

       ขั้นท่ี 2 56 °C  60  วินาที         ท าซ ้า 25 รอบ 

       ขั้นท่ี 3 72 °C  60  วินาที 

        ขั้นท่ี 4 คงอุณหภูมิท่ี 4 °C 

        แบ่งส่วนของสารละลายมาท าอิเลก็โทรฟอรีซิส โดยใช ้1.0% agarose gel และน ามา

เจือจาง 20 เท่าดว้ยสารละลาย TE buffer (10:0.1) เพ่ือน ามาท าตน้แบบในการเพ่ิมปริมาณในการท า 

selective amplification  

3.3 การท า selective amplification 

      เป็นการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั adapter 

และต าแหน่งตดัของเอนไซม ์EcoRI และ MseI ท่ีต่อกบันิวคลีโอไทด ์3 นิวคลีโอไทดท่ี์ปลาย 3’ 

(primer E+3 และ primer M+3) โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยองคป์ระกอบสารเคมีต่าง ๆ ดงัตารางท่ี 3  
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ตารางที่ 3  องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการท า selective amplification ดว้ยเทคนิค AFLP 

 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 
DNA  5.00  
10X PCR buffer 2.00 1X 
MgCl2 (50 mM) 0.60 1.5 mM 
dNTP (2 mM) 2.00 0.2 mM 
EcoRI+3 primer (5 µM) 1.00 0.25 µM 
MseI+3 primer (5 µM) 1.00 0.25 µM 
Taq polymerase (5 unit/µl) 0.10 0.5 unit/20 µl 
ultrapure water 8.30 เพ่ือปรับปริมาตรรวมเป็น 20 µl  

 

ผสมองคป์ระกอบท่ีใชท้ า selective amplification เขา้ดว้ยกนัแลว้น าไปใส่เคร่ือง PCR ท่ีตั้ง

อุณหภูมิและเวลาส าหรับเพ่ิมปริมาณโดยโปรแกรม touch down จ านวน 1 รอบ  

       ขั้นท่ี 1 94 °C  30  วินาที 

       ขั้นท่ี 2 65 °C 30  วินาที         1 รอบ 

       ขั้นท่ี 3 72 °C  60  วินาที 

ลดอุณหภูมิในขั้น annealing ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส จ านวน 12 รอบ และต่อดว้ย  

       ขั้นท่ี 1 94 °C  30  วินาที 

       ขั้นท่ี 2 56 °C  60  วินาที         ท าซ ้า 25 รอบ 

       ขั้นท่ี 3 72 °C  60  วินาที 

        ขั้นท่ี 4 คงอุณหภูมิท่ี 4 °C 

 น าผลผลิตพีซีอาร์มาเติม AFLP loading buffer (98% formamide , 10mM EDTA , 0.1% 

bromophenol , 0.1% xylene cyanol) จ านวน 10 µl แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 oC 10 นาที แลว้แช่

น ้ าแข็งทนัที จะไดส้ารละลายดีเอน็เอท่ีพร้อมส าหรับท า polyacrylamide gel electrophoresis 

 สรุปล าดบันิวคลีโอไทดข์อง adapter และไพรเมอร์ท่ีเพ่ิมนิวคลีโอไทด ์1 และ 3                 

นิวคลีโอไทด ์ท่ีปลาย 3 ส าหรับการท า AFLP ดงัตารางท่ี 4 
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ตารางที่ 4  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง adapter และไพรเมอร์ท่ีเพ่ิมนิวคลีโอไทด์ 1 และ 3                     

    นิวคลีโอไทดท่ี์ปลาย 3 ส าหรับการท า AFLP 

 

ช่ือ ล  าดบันิวคลีโอไทด ์

EcoRI adapter 

 

5-CTCGTAGACTGCGTACC 

             CATCTGACGCATGGTTAA-3 

MseI adapter 

 

5-GACGATGAGTCCTGAG 

                TACTCAGGACTCAT-3 

EcoRI+1 primer (E-A) 5-AGACTGCGTACCAATTCA-3 

MseI+1 primer (M-C) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAAC-3 

EcoRI+3 primer (E-AAC) 5-AGACTGCGTACCAATTCAAC-3 

EcoRI+3 primer (E-AAG) 5-AGACTGCGTACCAATTCAAG-3 

EcoRI+3 primer (E-ACA) 5-AGACTGCGTACCAATTCACA-3 

EcoRI+3 primer (E-ACC) 5-AGACTGCGTACCAATTCACC-3 

EcoRI+3 primer (E-ACG) 5-AGACTGCGTACCAATTCACG-3 

EcoRI+3 primer (E-ACT) 5-AGACTGCGTACCAATTCACT-3 

EcoRI+3 primer (E-AGC) 5-AGACTGCGTACCAATTCAGC-3 

EcoRI+3 primer (E-AGG) 5-AGACTGCGTACCAATTCAGG-3 

MseI+3 primer (M-CAA) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACAA-3 

MseI+3 primer (M-CAC) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACAC-3 

MseI+3 primer (M-CAG) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACAG-3 

MseI+3 primer (M-CAT) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACAT-3 

MseI+3 primer (M-CTA) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACTA-3 

MseI+3 primer (M-CTC) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACTC-3 

MseI+3 primer (M-CTG) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACTG-3 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

ช่ือ ล าดบันิวคลีโอไทด ์

MseI+3 primer (M-CTT) 5-GACGATGAGTCCTGAGTAACTT-3 

 

4. การตรวจสอบช้ินดีเอน็เอโดย denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  

 

4.1 การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล ลา้งกระจกใหส้ะอาด เช็ดกระจกดว้ย 95% ethanol แลว้

เช็ดกระจกแผน่หนา้ท่ีมีลกัษณะเหมือนหูกระต่ายดว้ย repel silene เช็ดกระจกแผน่หลงัดว้ย bind 

silene (1 µl bind silene, 2.5 µl glacial acetic acid และ 500 µl 95% ethanol) ปล่อยใหแ้หง้ จากนั้น

น ากระจกทั้ง 2 แผน่มาประกบกนัโดยมี spacer ขั้นตรงกลางหนัหนา้ท่ีทา bine silene และ repel 

silene เขา้หากนั   

4.2 เตรียม 6% denaturing polyacrylamide gel  ท่ีมีองคป์ระกอบดงัตารางท่ี5 

 

ตารางที่ 5  องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชเ้ตรียม 6% denaturing polyacrylamide gel 

 

สารท่ีใช ้ จ านวนท่ีใช ้

30% stock acrylamide (29 g acrylamide: 1 g bis-

acryalmide ละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 100 ml) 

12 ml 

ยเูรีย 27 g 

10X TBE buffer 6 ml 

10% ammonium persulphate  600 µl 

TEMED 35 µl 

น ้ากลัน่ 21 ml เพื่อปรับปริมาตรรวมเป็น 60 ml 

ผสมส่วนประกอบเขา้ดว้ยกนัแลว้เทเจลลงระหว่างกระจกจนเต็มและเสียบหวี ท้ิงไวจ้นเจลแข็ง 
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 4.3 เมื่อเจลแข็งตวัแลว้ท าการลา้งกระจกและดึงหวีออก ประกอบกระจกเขา้กบัชุด 

sequencing gel electrophoresis เติมสารละลาย 1X TBE buffer  

 4.4 ท าการ pre run ท่ี 1,500 โวลต ์30 นาที  

 4.5 ปิดเคร่ือง ใชเ้ข็มฉีดยาฉีดเพื่อไล่ยเูรีย  

 4.6 โหลดตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีไดผ้สม AFLP loading buffer ลงในช่อง แลว้เปิดเคร่ืองท่ี 1,500 

โวลต ์3ชัว่โมง 

 4.7 ปิดเคร่ือง ดูดบฟัเฟอร์ออก น าเจลท่ีไดไ้ปยอ้มซิลเวอร์ไนเตรทเพื่อตรวจสอบแถบ         

ดีเอน็เอ 

 

5. การตรวจสอบแถบดีเอน็เอโดยวธิีย้อมด้วยซิลเวอร์ไนเตรท (ดัดแปลงจากวธิีของ Caetano-

Anolles, 1997) 

 

 5.1 น าแผน่กระจกท่ีมีเจลติดอยูแ่ช่ลงใน fixative solution (10% acetic acid)  20 นาทีพร้อม

เขยา่ 

 5.2 น ามาเขยา่ต่อในน ้ ากลัน่ 30 นาที  แลว้เปล่ียนน ้ ากลัน่เขยา่ต่ออีก 5 นาที 

 5.3 แช่กระจกลงใน 0.2%สารละลายซิลเวอร์ไนเตรท 30 นาที ลา้งน ้ ากลัน่ 10 วินาที 

 5.4 น ากระจกมาแช่ในสารละลาย developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% 

formaldehyde และ 2 µg/ml sodium thiosulfate) 

 5.5 หยดุปฏิกิริยาโดยแช่ใน stop solution (5% acetic acid และ 3% glycerol) นาน 3-5 นาที 

ตากใหแ้หง้ 

 

6. การสกดัอาร์เอน็เอ (โดยใช้ชุด Kits ของ Epicentre biotechnologies , USA) 

 

6.1 บดตวัอยา่งประมาณ 5 mgในไนโตรเจนเหลว 

6.2 เติม 300 µl ของ Tissue and cell lysis solution ท่ีผสมดว้ย 1 µl ของ 50 µg/µl 

proteinase K  ผสมใหเ้ขา้กนั   
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6.3 บ่มท่ี 65 oC 15 นาที โดย Vortex ทุกๆ 5 นาที จากนั้นน ามาวางบนน ้ าแข็ง 3-5 นาที 

6.4 เติม MPC Protein Precipitation Reagent 150 µl  ผสมใหเ้ขา้กนัโดยน าไป Vortex แลว้

น าไป Centrifuge ท่ี 10,000 rpm 10 นาที 

6.5 ยา้ย supernatant  ใส่หลอดใหม่และท้ิงตะกอนไป แลว้ตกตะกอนดีเอน็เอและอาร์เอน็เอ

โดยเติม Isopropanol 500 µl กลบัหลอดไปมา 30-40 คร้ัง  น าไป centrifuge ท่ี 4 oC 10 นาที 

6.6 เท isopsopanol ท้ิงโดยไม่ใหต้ะกอนหลุดออกมา 

6.7 ยอ่ยดีเอน็เอโดยเติม DNaseI 200 µl  (RNase-Free DNaseI  5 µl ผสมกบั 1X DNase 

buffer 195 µl) บ่มท่ี     37 oC 30 นาที 

6.8 เติม 2X T and C lysis solution 200 µl ผสมโดยน าไป vortex 5 วินาที 

6.9 เติม MPC Protein Precipitation Reagent 200 µl และ vortex 10 วินาที น าไปวางบน

น ้ าแข็ง 3-5 นาที 

6.10น าไป centrifuge ท่ี 10,000 rpm 10 นาที ยา้ย supernatant ท่ีประกอบดว้ยอาร์เอน็เอลง

ในหลอดใหม่แลว้ท้ิงตะกอน 

6.11 ตกตะกอนอาร์เอน็เอใน supernatant  โดยเติม isopropanol 500 µl  กลบัหลอดไปมา 

30-40 คร้ัง แลว้น าไป centrifuge ท่ี 4 oC 10 นาที 

6.12 เท isopropanol ท้ิงโดยไม่ใหต้ะกอนหลุดออกมา 

6.13 ลา้งตะกอนอาร์เอน็เอดว้ย 75% ethanol 2 คร้ัง 

6.14 ละลายตะกอนอาร์เอน็เอใน TE buffer 10-35 µl 

6.15 เติม Scriptguard RNase Inhibitor 1 µl 

 

7. การสังเคราะห์ single strand cDNA (โดยใช้ชุด Kits ของ Fermentus , EU) 

 

7.1 ผสม template RNA 0.1-5 µl, primer oligo (dT)18 (0.5 µg/µl) 1 µl และ DEPC-treated 

water เพื่อปรับปริมาตรใหเ้ป็น 12 µl เบาๆ บนน ้ าแข็ง 

7.2 น าไปบ่มท่ี 70 oC  5 นาที ท าใหเ้ยน็บนน ้ าแข็ง แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงเบา  ๆ
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7.3 น าไปวางบนน ้ าแข็งแลว้เติม 5X Reaction buffer 4 µl, RibolockTM Ribonuclease 

inhibitor (20 u /µl) 4 µl และ 10mM dNTP 2 µl 

7.4 เติม Revert AidTM M-Mul V Reverse Transcriptase (200 u/µl) 1 µl 

7.5 บ่มท่ี 42 oC  60 นาที  

7.6 หยดุปฏิกิริยาโดยบ่มท่ี 70 oC 10 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็บนน ้ าแข็ง  

 

8. การสังเคราะห์ second strand cDNA (โดยใช้ชุด Kits ของ Fermentus , EU) 

 

8.1 เติม 10X reaction buffer for DNA polymerase I 8 µl , ultrapure water 68.8 µl , 

ribonuclease H, E.coli 0.2 µl (1 u/µl) และ DNA polymerase I, E.coli 3 µl (30 u/µl) ลงไปใน 

single strand cDNA 20 µl 

8.2 ป่ันเหวี่ยงเบาๆใหส้ารละลายรวมอยูท่ี่กน้หลอด 

8.3 บ่มท่ี 15 oC 2 ชัว่โมง 

8.4 เติม T4 DNA polymerase 2.5 µl (12.5U) และบ่มท่ี  15 oC 5 นาที 

8.5 หยดุปฏิกิริยาโดยเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 5 µl  

8.6 ท าใหบ้ริสุทธโ์ดยวิธี phenol/chloroform extraction 

 

9. การวเิคราะห์การแสดงออกที่แตกต่างด้วยเทคนิค differential display 

 

9.1 การคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม 

      คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีมีความเหมาะสมโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความยาว 10 นิวคลีโอไทด ์

จ  านวน 68 ชนิด และไพรเมอร์ oligo dT ท่ีเพ่ิมนิวคลีโอไทดท่ี์ปลาย 3’  2 ชนิด (ตารางท่ี 6 ) ท า

ปฎิกิริยา     พีซีอาร์กบั cDNA ของหอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana  เพื่อตรวจสอบ

ว่าไพรเมอร์ใดท่ีสามารถใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ท่ีชดัเจนเหมาะท่ีจะน าไปใชศ้ึกษาต่อไปโดยมี

องคป์ระกอบสารต่าง ๆ ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงัตารางท่ี 7 
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ตารางที ่6  ไพรเมอร์ท่ีใชศ้ึกษาดว้ยเทคนิค differential display 70 ชนิด 

 

ชุดไพรเมอร์ หมายเลขล าดบัไพรเมอร์ อา้งอิง/บริษทั 

D 

E 

 

F 

OPF 

 

OPI 

OPK 

OPL 

OPN 

APW 

PRR 

01, 04 

01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 

 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 

01, 02 

01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11,  

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 

03, 04, 12, 14, 18 

02, 14, 16 

12, 13, 19 

03, 04, 14, 20 

01, 02 

01, 02 

Bioprobe 

Bioprobe 

 

Bioprobe 

Operon Technologies 

 

Operon Technologies 

Operon Technologies 

Operon Technologies 

Operon Technologies 

 

             Chen et al.  1997 

RSR 01, 02, 03 Chen et al.  1997 

TPXR 01, 02 Chen et al.  1997 

T12CA 

T12AG 
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ตารางที่ 7 องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ดีเอน็เอโดยเทคนิค differential display 

 

 

อุณหภูมิส าหรับการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยเทคนิค differential display ประกอบดว้ยขั้นตอนต่าง ๆ 

ดงัน้ี 

       ขั้นท่ี 1 94 °C  3  นาที 

       ขั้นท่ี 2 94 °C  30  วินาที 

       ขั้นท่ี 3 37 °C  45  วินาที         ท าซ ้า 35 รอบ 

       ขั้นท่ี 4 72 °C  45  วินาที 

       ขั้นท่ี 5 72 °C  5  นาที 

              ขั้นท่ี 6 คงอุณหภูมิท่ี 4 °C 

9.2 การตรวจสอบขนาดช้ินของดีเอน็เอดว้ยวิธีอิเลก็โทรฟอรีซิส 

 

      น าผลผลิตของพีซีอาร์ปริมาตร 25 µl มาตรวจสอบโดยวิธีอิเลก็โทรฟอรีซิสใน 

acrylamide gel ความเขม้ขน้ 6 % ใน 1X TBE buffer โดยเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน ใช้

แรงเคล่ือนไฟฟ้า 300 โวลต ์นาน 3 ชัว่โมง 30 นาที แลว้น าไปยอ้มดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท  

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

cDNA  1.00                       

10X PCR buffer 2.00 0.8X 

MgCl2 (50 mM) 1.00 2mM 

dNTP (2 mM) 1.50 0.12 mM 

primer F(5 µM) 

primer R(5 µM) 

1.50 

1.50 

0.3 µM 

0.3 µM 

Taq polymerase (5 unit/µl) 0.25 1.25 unit/25 µl 

ultrapure water 16.25 เพื่อปรับปริมาตรรวมเป็น 25 µl  
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 เลือกไพรเมอร์ท่ีใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ท่ีชดัเจนจ านวน136 คู่ไพรเมอร์มาทดสอบกบัตวัอยา่ง   

ดีเอน็เอของหอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana ทั้งระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั

ชนิดละ 4 ตวัอยา่ง   

 

10 การตรวจสอบแถบดีเอน็เอโดยวธิีย้อมด้วยซิลเวอร์ไนเตรท (Benbouza, 2006) 

 

 10.1 น ากระจกท่ีมีเจลแช่ในสารละลาย fixative (10% ethanol, 0.5% acetic acid) 5 นาที  

 10.2 แช่กระจกลงในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท 0.15% 7 นาที 

 10.3 ลา้งน ้ ากลัน่ 1 นาที 

 10.4 ยา้ยกระจกท่ีมีเจลมาเขยา่ในสารละลาย developer (15g NaOH และ 2 ml 37% 

formaldehyde  ) 

 10.5 หยดุปฏิกริยาดว้ย stop solution (10% ethanol, 0.5% acetic acid) 5 นาที 

 

11. การศึกษาการแสดงออกของยนีที่แตกต่างกนัด้วยเทคนิค cDNA-AFLP 

 

 ท าเหมือนการวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิค AFLP ขอ้ 3 แต่เปล่ียนดีเอน็เอตน้แบบ

เป็น cDNA แทน โดยทดสอบตวัอยา่ง cDNA ของหอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana 

ระยะตวัอ่อน 5 ตวัอยา่งและระยะโตเต็มวยั 2 ตวัอยา่งดว้ย 64 คู่ไพรเมอร์ ดงัตารางท่ี 4 
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12. สถานที่ท าการทดลอง 

 

 หอ้งปฏิบติัการภาควิชาพนัธุศาสตร์และภาควิชาสตัววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน จตุจกัร กรุงเทพฯ 

  

13. ระยะเวลาในการทดลอง 

 

 เร่ิมการทดลอง ตั้งแต่เดือนธนัวาคม 2550 ส้ินสุดการทดลองเดือนเมษายน 2553 
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ผลและวจิารณ์ 

การสกดัดีเอน็เอของหอยมุกน า้จดื 

สกดัดีเอน็เอจากแมนเทิลของหอยมุกน ้ าจืดจ านวน 28 ตวัอยา่ง โดยวิธีท่ีประยกุตม์าจากวิธี

ของ Winnepenninc et al. (1993) และ Stothard et al.  (1996) วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณดีเอน็เอ 

โดย agarose gel electrophoresis ไดดี้เอน็เอมีคุณภาพดี (ภาพท่ี10) 

 

 
 

 
 

ภาพที ่10 จีโนมิกดีเอน็เอของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana (1-4 เพศผู,้ 5-8 เพศ 

   เมีย), Hyriopsis desowitzi (9-12 เพศผู,้ 13-16 เพศเมีย), Hyriopsis myersiana (17-20 เพศ   

   ผู,้ 21-24 เพศเมีย) และ Uniandra sp. (25-28) รวม 28 ตวัอยา่งจากการท า               

   อิเลก็โทรโฟริซิสใน 1% agarose gel (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 

 
 
 
 
 
 
 

M   1    2   3    4   5    6    7   8   9   10 11 12 13  14  15 16 M 

  M  17  18  19  20  21  22 23  24   25 26  27 28 

0.5kb   

1kb   

0.5kb 
1kb 
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การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วยเทคนิค AFLP 

จากการทดสอบไพรเมอร์ E+3 และ M+3 ทั้งหมด 82 คู่ไพรเมอร์กบัตวัอยา่งดีเอน็เอของ

หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana 1 ตวัอยา่ง คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอ

ชดัเจนและจ านวนมาก 9 คู่ไพรเมอร์ (ตารางท่ี8) เป็นไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั EcoRI adapter 3      

ไพรเมอร์ และ MseI adapter 8 ไพรเมอร์ น ามาสร้างลายพิมพดี์เอน็เอของหอยมุกน ้ าจืดจ านวนทั้ง 

28 ตวัอยา่ง คดัเลือกแถบดีเอน็เอท่ีชดัเจน มีขนาดยาวพอสมควร และจ าเพาะกบัพนัธุห์อยกาบน ้ าจืด

แต่ละสายพนัธุจ์  านวน 28 แถบ (ภาพท่ี 11-13 ) 
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ตารางที ่8 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชส้ าหรับเทคนิค AFLP และจ านวนแถบดีเอน็เอ 

   จ าเพาะท่ีคดัเลือก 

 

ไพรเมอร์ ล  าดบันิวคลีโอไทด ์ จ านวนแถบดีเอน็เอ

จ าเพาะท่ีคดัเลือก 

E-AAC/M-CAC 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAACAC-3  

0 

E-AAC/M-CAG 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAACAG-3  

1 

E-AAC/M-CAT 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAACAT-3  

4 

E-AAC/M-CTC 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAACTC-3  

2 

E-AAC/M-CTA 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAACTA-3  

 

5 

E-AAC/M-CTG 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAACTG-3  

0 

E-CAA/M-AGA 5- GACTGCGTACCAATTCCAA-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3  

4 

E-CAG/M-AGA 5- GACTGCGTACCAATTCCAA-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3  

6 

E-CAG/M-AAT 5- GACTGCGTACCAATTCCAA-3  

5- GATGAGTCCTGAGTAAAAT-3  

6 
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ภาพที ่11 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการวิเคราะห์ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดดว้ยเทคนิค AFLP โดยใช ้

ไพรเมอร์ E-AAC/M-CAT (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์ 

Chamberlainia hainesiana เพศผู ้(1-4) เพศเมีย (5-8), หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis 

disowitzi เพศผู ้(9-12) เพศเมีย (13-16), หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis myersiana เพศผู ้

(17-20) เพศเมีย (21-24)  และ หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Uniandra sp. (25-28) ลกูศรแสดงแถบดี

เอน็เอท่ีคดัเลือกมาหาล าดบันิวคลีโอไทด)์ 
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ภาพที ่12 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการวิเคราะห์ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดดว้ยเทคนิค AFLP โดยใช ้

ไพรเมอร์ E-AAC/M-CTA (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์

Chamberlainia hainesiana เพศผู ้(1-4) เพศเมีย (5-8), หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis 

disowitzi เพศผู ้(9-12) เพศเมีย (13-16), หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis myersiana เพศผู ้

(17-20) เพศเมีย (21-24)  และ หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Uniandra sp. (25-28) ลกูศรแสดงแถบดี

เอน็เอท่ีคดัเลือกมาหาล าดบันิวคลีโอไทด)์ 
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ภาพที ่13 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการวิเคราะห์ตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดดว้ยเทคนิค AFLP โดยใช ้

ไพรเมอร์ E-AAC/M-CTC (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์

Chamberlainia hainesiana เพศผู ้(1-4) เพศเมีย (5-8), หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis 

disowitzi เพศผู ้(9-12) เพศเมีย (13-16), หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis myersiana เพศผู ้

(17-20) เพศเมีย (21-24)  และ หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Uniandra sp. (25-28) ลกูศรแสดงแถบดี

เอน็เอท่ีคดัเลือกมาหาล าดบันิวคลีโอไทด)์ 
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การหาล าดับนิวคลโีอไทด์เพือ่พฒันาไพรเมอร์ที่จ าเพาะกบัสายพนัธ์ุ 

คดัเลือกแถบดีเอน็เอท่ีจ  าเพาะกบัพนัธุห์อยกาบน ้ าจืดจากเทคนิค AFLP ได ้28 แถบ ตดัแถบ

ดีเอน็เอท่ีคดัเลือกและเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์อีกคร้ัง (re-amplification)  ดว้ยไพรเมอร์ 

Primer+3 ชุดเดิมท่ีใชเ้พ่ิมปริมาณในเทคนิค AFLP ท าผลผลิตพีซีอาร์ใหบ้ริสุทธ์ิ ก่อนเลือก 15 แถบ

ท่ีชดัเจนและมีความยาวพอสมควร น าไปเช่ือมกบั pGEM-T Easy vector และถ่ายเขา้สู่ E.coli  (XL-

1 Blue) สกดัพลาสมิดสายผสมจากแบคทีเรีย และน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทด ์(ภาพท่ี 14) เมื่อน า

ล  าดบันิวคลีโอไทด ์ท่ีไดม้าวิเคราะห์และรวมล าดบันิวคลีโอไทด ์ท่ีเหมือนกนัเขา้ดว้ยกนั ดว้ย

โปรแกรม CAP3 Sequence Assembly (Huang and Madan, 1999)  ไดส้ายดีเอน็เอทั้งส้ิน 18  สาย 

พฒันาไพรเมอร์ไดจ้  านวน 17 คู่ (ตารางท่ี 9) 

 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 3 Clone ที่1 (T7 promoter) (F3: Hyriopsis myersiana เพศผู ้ตวัอยา่งที่ 3)      
gatgagtcctgagtaaAGATTTTCTTCCAGTCCGTGGCAGAGTCCGTGAAAAACTTCAGCAACGACAGGCGGCCAAGGAGGGTTTTGCT

GAAGAACAACAGGGATTATTCAAGCCGATTACAACCGCTACTGAAAAAAAAACTGCTTAGCGACTTGAAACTGCTATCCTGGG

AGAGCTTGATAATCAAGGTGAACTTGTGAAAAAGGGTCTGCTTCAGGCAATAGAAAAAAAGTACAGCTCTGCCCACTGAGAA

GGGTGCTGCTGAGGGTGCTGTTGgaattggtacgcagtc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 3 Clone ที่6 (T7 promoter) (F3: Hyriopsis myersiana เพศผู ้ตวัอยา่งที่ 3)      
gactgcgtaccaattcCAATGTTATAGTGTACAATAATTAGTTTTTTGTACTAAAACAACATAAACAACTGCCTCTTTTATAAAGCAGGC

CATTATTTAGGACTCCTATGAACAGCCTTATAAAAAATGAACTCCTAAGTTACATTCCCTTGAAAAACCTTATAAAGAATGAAA

ACTATAGTTACATTCTCTTGAATGACCTTATAAAGAATGAAGACTATAGTTATATTATCTTGAATGACCTTATAAAGAATGAAA

ACTATGGTTACATACAAATCTttactcaggactcatcATgactgcgtaccaattcCAATTTTTACGAAAAATAATAATTGGGTAAAATGTTTGTTC

TAGCAACAATGGTAAAATTGGTACTGTTTTACAGCAATTGGTATAATTTCAGGAACTCTTGTTTATCTAATATACATCTTAGGG

AACAGTAGGAATACCATAATGTCACGTGATAAACGCGGCGTTTCCACATTCTGATGCTGCCATGTCTATAACAATAACAATAA

CCCGGTGCTACCATTCGTACTGCCATTCAAAGATTGCCAGACATCGCACCATCTttactcaggactcatc  

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 4 Clone ที่1 (T7 promoter) (F4: Chamberlainia hainesiana  เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 4)       
gactgcgtaccaattcCAACGTAGAATAAAAAATGTCACAGGAAAGGAATCCAAGATAGCAATAACCGCTCATGAACCAACACTGTCC

GCGTTCATCGAGATAAATTCTCCCGATTACGCCGTAGATATATATCAATTATCGATCAAAACAGTGCTAGGATGGCCTGAAAT

TCCACCGCCGATACCTCCGCATCCACCTAAACCAAAAAAGTCCAATTAGGTCACAGATACAAAGGCGTATTATGGTATCAATC

TGTCATCGAGAGAAATATCTttactcaggactcatcATgactgcgtaccaattcCAAGATAAAATGCTCATGTGGAAAAAACCCCAACTTATTTC

AAATAATAATTTGAAGTAAAAACAAGAAAAAGCTCCCACCTGCAGCGGTTGACTGACAACTTCAAATCAATGAAAATTAGCT

AATGTTGTAAACAATAATACAATATTATCAACAAGATAAACTCCAAGAAATGATGAAGTGTTGCCTTTGCAGGCACAATGAAA

GAATAAATACTTCATTTTCAAATATTTCTTCAAAACTTTAGAACAGAGGTGCTCTttactcaggactcatc 
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ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 5 Clone ที่2 (T7 promoter) (F5: Hyriopsis desowitzi  เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 2)       
gactgcgtaccaattcCAGCATCACAGCGCTATCAACCGTAGTTCACTCATGCCCTTCGGGACAGAATTGCTCGTGGTGAATTACCCAC

CCAGAATAATTACCTAATAAACTTGTTGCCAAATGATACGGCAATAAACACATTCAAAATAATAGCGATTCATTCGCATGTCA

AGGGTGAATATAATCAACCGATCCGGATTCTTTGTCCTCCACCACCGATTATGCCACATTttactcaggactcatc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 6 Clone ที่1 (T7 promoter) (F6: Chamberlainia hainesiana เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 2)   
gatgagtcctgagtaaAATCCCACCCGGAGTAAACCCAGGGCATATTGACAACATCGTGTATACAGTATCATCTGGATCCGCAACCTGG

TCAAAACAGAACGATAATATCAAATATATCGCTACAACCACTGGTATATACAGGTTTTCTGTGCTCAGTGCTACAAAATTTCGT

ATATTTACTAGATATCTTGCGCGGTACACAACCGACGAATTTTCCCCGGTTGTGTCTGTTATCATAGGTAACGGAGCTGAAGAA

AAATTTACACTGGAACCAGCTGATAAAAATGTACAATCAGCACACTACTACTATTGTCTGgaattggtacgcagtc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 7 Clone ที่1 (T7 promoter) (F7: Chamberlainia hainesiana เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 2)  
gatgagtcctgagtaaAATTGGAGAGAAATGAAAATTGGGCCATTTAGTATTGCAACAAACAGAAGCAGTGATTATGATGACAAAAGG

TTGTACCCAGTCTGTGTAATAGATTTTGACAATGAAAAGAGCATAGTCAGGGTGCACTTCTTTCATTACCAAAATTAACAGTAG

AATCCAGTGGAGAAAACATTTTTTATTTGCTTGATAATGCTTTGAATAAACTGTAGTTGGTGGAAATGTATGGATTTTCTGCTG

ATAATGCATCATTGATGACTGgaattggtacgcagtc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 7 Clone ที่9 (T7 promoter) (F7: Chamberlainia hainesiana เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 2) 
gatgagtcctgagtaaAATAGAAGGGGGGGGCCTAGTAATGAACAATGTAGAACACTGTAAAGCACAAATTGTAAACCTGCAATATCC

AGTGTCCAATTGAAAAGTTCCCCAGTTTCTTTCAAACAGATATTTGTTTCCCTGCATGTAAATACTAGCACAATATCATGTACA

CACTGGTGGTTGAACTGACCTGATGACCTCTGTGTCCTGCCTGATGTTTAGAACCTGGAAGGAAGACTGGTTTTGTTTATCTGG

TGCCATCACAGTCAGTTCAAACTGgaattggtacgcagtc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 8 Clone ที่3 (T7 promoter) (F8: Hyriopsis desowitzi  เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 3) 
gactgcgtaccaattcCAGACTGAATATGGATTGTAAGATGGATGGACTCGCAATTCAGATCGGCAACATAGAGTTGGAAAGAAGAGC

GTTAGACAAACAAGGTAAAAAGAACCCGCACTACGGATTTGGAATGACCTGTTCTACGATTTCATTTCACTGCATTTGGTACTT

TACTTGAATGTGGTGTCAATTACGATGACCTACATACTTTATGAACAATAGGATTCACGTGATTGCTGTTACATTCATTTGGGT

TGAAAATCGCCCACGTGTCGATTTGAACACCACAGTTTCAATGAAAGAAAGCACTCGTTAGCATTttactcaggactcatc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 10 Clone ที3่ (T7 promoter) (F10: Uniandra sp. ตวัอยา่งที่ 3) 
gatgagtcctgagtaaAATCTTATACGTTGCATTAGGTATCCTGAAATATCACAAATTTATGAAGAGAATTTACTATCAGTGTAGGTCG

TTTTGACCCTGgaattggtacgcagtc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 12 Clone ที3่ (T7 promoter) (F12: Hyriopsis myersiana  เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 3) 
gatgagtcctgagtaaAATCTAATACGTTGTATTAGGTATCCTTAAATATCACAAATTTATGAAGAGAATTTACTATCGGTGTAGGTCG

TTTTGACCCTGgaattggtacgcagtc 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 12 Clone ที5่ (T7 promoter) (F12: Hyriopsis myersiana  เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 3)  
GatgagtcctgagtaaAGACACTCGGCGCATTCTGGACCCAGAATGGCATGACAACCCAATGGTATGTTCCATCTGAAGCTGAGAAAG

CATGTTTTACTCTTTCCTCACCACGAACTGGGTTTTGCCATTATCCCTTGGAAAGATCAGGTTTCGAAAATTACTTCGCATTTCT

TACCCCAGCAAATATGGTTTCAGGGTCAGGTAATTTTCTACCTGgaattggtacgcagtc 
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ล าดับนิวคลีโอไทด์เบสจากแถบที่ 18 Clone ที1่ (T7 promoter) (F18: Chamberlainia hainesiana  เพศเมีย ตวัอยา่ง

ที่ 1) 
gactgcgtaccaattcAACAAATAAACCATGGGATGGATCCACATACTCCAAGTTCAGTGAAGTCCAGTGCAATGCTGTGCTCATCTAC

AAAAAACGATTCAGAACTATATTGCTTTACAGTCGAAAGCAATGCAGTACTGTACCAACCTATGGATACCATCCGTGCACTCA

GATGTTGTGTTGAACTGACGTTTATTTAGTGCTGACTAAAAATCAACTAAAAATGGGCACGGACCTCTCACTCTCTTGAGCCGG

AATTGGTATATTTGTTCAGCGTGTGAAAGTCTCGGAAGACGATGCTTCAGACGTTGATGGGTCTGCATTTATGCTGACTTTGAG

AGTTTTCTTGACCATGTCACTTCTTATTGTAAGTGTCAACTTGGAGCATAACGGGTGCCGACAACGGTTAGCACAGGCATCAAC

GACAGACAGTCCAACTTATCTGTCTCTGAATTTGGAGATACATGTGTGTCTAAATAAGCCTCCTCATGGCACTAGAAAGTATGA

CCAGGATACAAGTAAAATGAACGACAATTCCACGATGTTGAATCCGCAAAATCGACCAAGTGAATGATACATTCAACAACTTG

AAAATTGTTACTAATGATTTGAATGCTGACATTGATGTTGCAAAAATAAAGAGACACAGAGCCTAAAATGTAAAATAAAACTC

TGGGAGTtactcaggactcat 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 19 Clone ที1่ (T7 promoter) (F19: Hyriopsis desowitzi เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 1) 
GactgcgtaccaattcAACCCGTGATTGTTGGCTCGCTTGTAATACATTCACGGACAGAGATAAAGTTCTTTGTTGTTTCAAATTGCTCT

CGAGCTAATATAGTGCTGAGCGCTTCTCCGGCATTTCCCAATATTTGTATAATGTTGATTCAGTATATAGCAGCCACACCAGGA

TAAAGTTGTATGATAAGTAGTCAATGTCAACAAACAACGCTGAATGATACTCTTGGTTTTCCTCCGTGCAAGTTAGACTGTCTG

TGAGAGACATTGTTTTTCCAACAGGAAATATTTTAGTACACTTCATTCAAGGAAGTATTGCCACAGAATCTGGAAAGGAAAGA

GAGACTGGTTTATTATATTTTCATGTTTTTCAGCTAAAATCTTGGTCTGCCCCAATGTtactcaggactcat 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 20 Clone ที1่ (T7 promoter) (F20: Uniandra sp. ตวัอยา่งที่ 1) 
gactgcgtaccaattcAACCTCGATTATCAACAGCAGAATAATCACTGTGTAAGCTGTAATTGTATACTGCTATTGCAGTATTCGAACA

ATAATCCAAGACAATTCACCGTAGACGGAAAAAATAACGATTTCGGTCATACATGAAACAATGTGATGCTGACGGGGTGTGGG

CTAGTtactcaggactcat 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 21 Clone ที1่ (T7 promoter) (F21: Uniandra sp. ตวัอยา่งที่ 2) 
gactgcgtaccaattcAACAATGACCTCAGATAAAAAAAAAATACTGATCAAAAGATCAGCCTCCGTTAGGCAAATTTGGATTTCTTTG

CTGTAAAACTACAAGGAGGCGTTGGTTCTGTCTAAAAAAGTGGTCGGTTCGCCCTCCATGCTGCTGCCTGTtactcaggactcat 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่22 Clone ที1่ (T7 promoter) (F22: Hyriopsis desowitzi  เพศผู ้ตวัอยา่งที่ 1) 
gactgcgtaccaattcAACACTATATTGTCCATGTTGATAAAATTTAGGATGCATACCTAAGTATATTTATTGCCATTCTTTTCTTCTCAA

TTCTGCTTTTATGGCTATGATCAACTAGATTTATTAGATCATTCTAGTTCAATAAGGAATATGTGATTGTACTTTGGAATGTAGT

TGAAACTACTGTACTGTTTCAGTGTGTATCAGGTTTTCCTTTCAGATTTGCAGATGTATGCTAAAGAAGACATGTTTTTTCAGTC

ATTTGCATGTTTGGTGTTTGTGCGACTACCGCTGTGACCTATATGACCTATAGCATACAGTGCATCTTCTATTACTGGCCTAACA

TTGTATCAAAATAGTtactcaggactcat 

ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 25 Clone ที1่ (T7 promoter) (F25: Hyriopsis desowitzi  เพศเมีย ตวัอยา่งที่ 1) 
gactgcgtaccaattcAACACGTATATTATGATGTAAGTTTTCCTAATGCAGTTCATCAAACAGATATTCTGTTTTTACCTCTTGATGCAT

TCTAACTTGGTAGACGTCGAGTAACATTCAAACACGCTCTAACCATTGTTGATGTTGCAAACAGATATAAAGAAGCAGATGGA

TATCAGCTAAAACATCGTCTGAAGGAGCTTCTATATTTGAACGAATTTATCAAGAATGTGGCTAAAGCTGCATCAGGTTGATTC

TAGCATATAATTTTCTGGTCCAGTATTATCGTTGATGAAACAACATATCAAAATACGACGAGGACGTGCTGCAGTTCATCGTGA

TCAGGCATTTATTGAACGAGTtactcaggactcat 



50 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแถบที่ 27 Clone ที1่ (T7 promoter) (F27: Hyriopsis myersiana  เพศผู ้ตวัอยา่งที่ 2) 
gactgcgtaccaattcAACATGAATAAATAACCAAACTGAAAGTATCTTGCACACATTATCTCTCGTAACACGTAAGCGGCGGCTGATC

TTGGCAGGATACTCGTATATTTCCGTAATTTTGTTCCGTAGACAAAAAGGTCTCCACGGGCCGGATCAGAGGGCATCGCGGGTC

GCAGTCGGCCCGCGTACTGCAGTTTGAAGACCCCTGTTGTAGAGCTACATCTCTCTACCTTTCCATAAATCCACCCGCTTGAGT

GTATCATATTTGACCTTGACGGTATAGAGTtactcaggactcat 

 

ภาพที่ 14 ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากแถบดีเอน็เอท่ีจ  าเพาะกบัสายพนัธุข์องหอยมุกน ้ าจืด  

(ขีดเสน้ใตคื้อล าดบันิวคลีโอไทดไ์พรเมอร์ท่ีพฒันาและตวัพิมพเ์ลก็คือล าดบันิวคลีโอไทดข์อง

adapter/ไพรเมอร์) 
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ตารางที่ 9 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ 17 คู่ท่ีพฒันาจากแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากเทคนิคAFLP 

 

ช่ือไพรเมอร์ 5’-3’ ล าดับเบสของไพรเมอร์ 
(จ านวนเบสทั้งหมด) 

จ านวน GC และ 
ค่า Tm (oC) 

PM1  

(Chamberlainia hainesiana) 

CGGAGTAAACCCAGGGCATA (20) 
TCGGTTGTGTACCGCGCAAG (20) 

GC  =  11  Tm = 62 
GC  =  12  Tm = 64 

PM2 

 (Hyriopsis myersiana)  

TCTTCCAGTCCGTGGCAGAG (20) 
CTATTGCCTGAAGCAGACCC (20) 

GC  =  12  Tm = 64 
GC  =  11  Tm = 62 

PM3  

(Chamberlainia hainesiana) 

TCCAAGATAGCAATAACCGC (20) 
TCTCTCGATGACAGATTG (18) 

GC  =  9    Tm = 58 
GC  =  8    Tm = 52 

PM4  

(Hyriopsis desowitzi)   

AACCGTAGTTCACTCATGCCC (21) 
GCATAATCGGTGGTGGAGGAC (21) 

GC  =  11  Tm = 64 
GC  =  12  Tm = 66 

PM5  

(Hyriopsis desowitzi)   

TGTAAGATGGATGGACTCGC (20) 
TCAAATCGACACGTGGGCG (19) 

GC  = 10   Tm = 60 
GC  = 11   Tm = 60 

PM6 

 (Uniandra sp.)  

ACGTTGCATTAGGTATCCTG (20) 
GGGTCAAAACGACCTACACT (20) 

GC  =  9    Tm = 58 
GC  = 10   Tm = 60 

PM7  

(Hyriopsis myersiana)  

AGACACTCGGCGCATTCTGG (20) 
GCTGGGGTAAGAAATGCGAA (20) 

GC  = 12   Tm = 64 
GC  = 10   Tm = 60 

PM8  

(Chamberlainia hainesiana) 

AACCTGCAATATCCAGTGTCC (21) 
GAACTGACTGTGATGGCACC (20) 

GC  = 10   Tm = 62 
GC  = 11   Tm = 62 

PM9  

(Hyriopsis myersiana)  

TGTACTAAAACAACATAAACAACTG(25) 
AGATTTGTATGTAACCATAGTTTTC(25) 

GC  =   7   Tm = 64 
GC  =   7   Tm = 64 

PM10  

(Hyriopsis myersiana)  

ATTGGGTAAAATGTTTGTTCTAGC (24) 
GGTGCGATGTCTGGCAATC (19) 

GC  =  8    Tm = 64 
GC  =  11  Tm = 60 

PM11  

(Chamberlainia hainesiana) 

CCAAGATAAAATGCTCATGTG (21) 
GAGCACCTCTGTTCTAAAG (19) 

GC  =  8   Tm = 58 
GC  =  9   Tm = 56 

PM12  

(Chamberlainia hainesiana) 
 

TGGGCCATTTAGTATTGC (18) 
CATTTCCACCAACTACAG (18) 

GC  =  8    Tm = 52 
GC  =  8    Tm = 52 

PM13  

(Hyriopsis desowitzi)   
 

CCGTGATTGTTGGCTCGCTTGTA (23) 
GGGCAGACCAAGATTTTAGCTA (22)  

GC  =  12  Tm = 64  
GC  =  11  Tm = 62  
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ตารางที่ 9 (ต่อ) 

 

ช่ือไพรเมอร์ 5’-3’ ล าดับเบสของไพรเมอร์ 
(จ านวนเบสทั้งหมด) 

จ านวน GC และ 
ค่า Tm (oC) 

PM14  

(Hyriopsis desowitzi)   

CAATTCTGCTTTTATGGCTATGA (23) 
GATACAATGTTAGGCCAGTA (20) 

GC  =   7   Tm = 64  
GC  =   7   Tm = 64 

PM15  

(Chamberlainia hainesiana) 

CCATGGGATGGATCCACATACTC (23) 
TTTGCAACATCAATGTCAGCATTC (24) 

GC  =  8   Tm = 64  
GC  =  11  Tm = 60 

PM16 

 (Hyriopsis desowitzi)   

CGTATATTATGATGTAAGTTTTCC (24) 
CGTTCAATAAATGCCTAATC (20) 

GC  =  9   Tm = 58  
GC  =  8   Tm = 52 

PM17  

(Hyriopsis myersiana) 

GCACACATTATCTCTCGTAAC (21) 
CTATACCGTCAAGGTCAAAT (20) 

GC  =  8   Tm = 58  
GC  =  9   Tm = 56 

 

 น าไพรเมอร์ท่ีไดท้ั้งหมด 17 คู่ไปทดสอบกบั 28 ตวัอยา่งของหอยกาบน ้ าจืดโดยใชเ้ทคนิค

พีซีอาร์ ใชอ้งคป์ระกอบของสารเคมี อุณหภูมิและเวลาดงัตารางท่ี 10 

ตารางที่ 10  องคป์ระกอบสารเคมีท่ีใชใ้นการตรวจสอบความจ าเพาะกบัพนัธุห์อยมุกน ้ าจืด 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

DNA (100 ng/µl) 1.00 100 ng/12.5 µl 

10X PCR buffer 1.25 1X 

MgCl2 (50 mM) 0.25-0.375 1.0-1.5 mM 

dNTP (2 mM) 0.625 0.1 mM 

Primer F (5 µM) 0.2-0.5 0.08-0.2µM 

Primer R (5 µM) 0.2-0.5 0.08-0.2µM 

Taq polymerase (5 unit/µl) 0.10 0.5 unit/12.5 µl 

ultrapure water เพื่อปรับปริมาตรรวมใหไ้ด ้12.50  
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                        ขั้นท่ี 1 94 °C  4  นาที 

       ขั้นท่ี 2 94 °C  45  วินาที 

       ขั้นท่ี 3 59-65 °C  45       วินาที         ท าซ ้า 25 รอบ 

       ขั้นท่ี 4 72 °C  45  วินาที 

        ขั้นท่ี5  72 °C  5  นาที 

       ขั้นท่ี 6 คงอุณหภูมิท่ี 4 °C 

 

พบว่ามีทั้งหมด 10 คู่ไพรเมอร์ท่ีสามารถใชร้ะบุสายพนัธุข์องหอยมุกน ้ าจืดได ้โดยไพร

เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั Chamberlainia hainesiana คือ PM8, PM11 และ PM15 (ภาพท่ี15) ไพรเมอร์ท่ี

จ  าเพาะกบั Hyriopsis desowitzi คือ PM14 (ภาพท่ี16A) ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั Hyriopsis myersiana 

คือ PM9 (ภาพท่ี16B) ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั Uniandra sp. คือ PM6 (ภาพท่ี16C) และไพรเมอร์ท่ี

จ  าเพาะกบัทั้ง Hyriopsis desowitzi และ Hyriopsis myersiana คือ PM4, PM5, PM10 และ PM13 

(ภาพท่ี17)   

เมือ่น าไพรเมอร์จ  าเพาะกบัพนัธุข์องหอยกาบน ้ าจืดมาทดสอบกบัหอยท่ีสามารถหาไดต้าม

ทอ้งตลาด พบว่าไพรเมอร์ทั้งหมดไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอไดใ้นตวัอยา่งหอยชนิดอ่ืนๆ เช่น 

หอยแครงและหอยแมลงภู่ (ภาพท่ี18) 
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 (A) PM8 

 

 

 
(B) PM11 

 

 

 
(C) PM15 

ภาพที ่15 ผลของการตรวจสอบไพรเมอร์ PM8(A), PM11(B), PM15(C) กบัตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืด 

  ทั้ง 28 ตวัอยา่งซ่ึงใหค้วามจ าเพาะกบั Chamberlainia hainesiana (M = ดีเอน็เอมาตรฐาน,     

  หมายเลข1-8 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana, 9-16 = หอยกาบน ้ าจืด   

  พนัธุ ์Hyriopsis desowitzi,   17-24 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis myersiana และ 25-28  

   = Uniandra sp.)  
 

 

 

 

 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M    1   2    3   4    5   6    7    8   9  10  11  12  13 14  15 16  M  17 18  19  20  21 22  23 24  25 26  27  28 M 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M   1   2    3   4    5   6   7   8   9  10  11  12 13 14  15 16          M  17 18  19  20  21 22  23 24  25 26  27  28  

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

  M   1   2    3    4    5   6    7   8   9   10  11  12 13 14  15 16     M  17 18  19 20 21 22  23 24  25 26  27 28 M 

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  
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(A) PM14 

 

 

 
(B) PM9 

 

 

 
(C) PM6 

ภาพที ่16 ผลของการตรวจสอบไพรเมอร์ PM14(A), PM9(B), PM6(C) กบัตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดทั้ง  

  28 ตวัอยา่งซ่ึงใหค้วามจ าเพาะกบั Hyriopsis desowitzi, Hyriopsis myersiana และ    

  Uniandra sp.ตามล าดบั (M = ดีเอน็เอมาตรฐาน, N = Negative control, หมายเลข1-8 =   

  หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana, 9-16 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis   

  desowitzi,   17-24 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis myersiana และ 25-28 = Uniandra   

  sp.)  
 

 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

  M   1    2    3    4    5   6    7    8    9   10  11  12  13  14  15  16    M 17 18  19 20 21  22 23 24  
25 26 27 28 M 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

  M   1    2    3    4    5   6    7    8    9   10  11  12  13  14  15  16    M  17 18  19  20  21  22 23 24  
25 26  27  28 M 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M   1    2    3    4   5    6    7    8    9  10   11  12  13  14  15 16    M   17 18 19  20  21 22 23 24 
25  26  27 28 N  M 

0..5 kb- 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  
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(A) PM4 

 

 

 
(B) PM5 

 

 

 
(C) PM10 

 

 
(D) PM13 

ภาพที ่17 ผลของการตรวจสอบไพรเมอร์ PM4(A), PM5(B), PM10 (C), PM13(D) กบัตวัอยา่งหอย 

  มุกน ้ าจืดทั้ง 28 ตวัอยา่งซ่ึงใหค้วามจ าเพาะกบัสกุล Hyriopsis (M = ดีเอน็เอมาตรฐาน,   

  หมายเลข1-8 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana, 9-16 = หอยกาบน ้ าจืด  

  พนัธุ ์Hyriopsis desowitzi,   17-24 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis myersiana และ 25-28   

   = Uniandra sp.)  

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M   1   2    3   4    5   6    7   8    9  10  11  12  13  14  15 16   M  17  18  19  20  21 22  23  24   
25 26  27 28  M 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M   1   2    3   4    5   6    7   8    9  10  11  12  13  14  15 16    M  17  18  19  20  21 22  23  24  
25  26  27  28  M 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M   1   2    3   4    5    6    7   8    9  10  11  12  13  14  15 16    M  17  18  19  20  21 22  23 24  
25 26  27 28  M 

C. hainesiana H. desowitzi H. myersiana Uniandra sp. 

 M   1   2    3   4    5   6    7   8    9  10  11  12  13  14  15 16     M  17  18  19  20  21 22  23  24  
25 26  27 28  M 

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb- 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  
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(A) หอยแครง 

 
 

 

  

(B) หอยแมลงภู่ 

ภาพที ่18 ผลจากการทดสอบไพรเมอร์ท่ีพฒันาไดซ่ึ้งมีความจ าเพาะกบัหอยสายพนัธุต่์างๆกบั 

   (A) หอยแครง (B) หอยแมลงภู่ จากการท า 1.5% agarose gel electrophoresis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M    1  2    1  2   1  2   1   2   1   2  1   2   1   2   1   2 M     M   1   2  1    2 

M   1  2    1   2   1  2   1   2   1   2   1   2   1   2   1   2 M     M   1   2  1    2 

           PM4     PM5    PM6     PM8     PM9    PM10    PM11   PM13                    PM14   PM15 

        PM4        PM5    PM6     PM8      PM9    PM10    PM11   PM13                   PM14    PM15 

0..5 kb- 
1kb
 1 kb-  

0..5 kb 
1kb
 1 kb-  
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การสกดัอาร์เอน็เอจากหอยกาบน า้จดื 

 สกดัอาร์เอน็เอจากหอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana จากระยะตวัอ่อน 

(glochidia) ท่ียงัไม่สร้างมุกและระยะโตเต็มวยัท่ีสร้างมุกไดแ้ลว้ในส่วน mantle โดยใชชุ้ดสกดั

(Epicentre biotechnologies , USA) วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณอาร์เอน็เอโดย 1% agarose gel 

electrophoresis (ภาพท่ี 19) 

 

 

 
ภาพที ่19 อาร์เอน็เอของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana จากตวัอ่อนระยะโกลคิเดีย 5  

  ตวัอยา่ง และระยะโตเต็มวยั 2 ตวัอยา่ง จากการท า electrophoresis ใน 1% agarose 

  ( G1-G5 = ตวัอ่อนหรือระยะโกลคิเดีย และ A1-A2 = ระยะโตเต็มวยั) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  M        G1       G2       G3        G4      G5            A1          A2           M 
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การศึกษาการแสดงออกของยนีที่แตกต่างกนัด้วยเทคนิค differential display  

น าอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดม้าท าปฏิกิริยา reverse transcription โดยใชไ้พรเมอร์ oligo dT 

จากนั้นน า cDNA มาเจือจาง 200 เท่าแลว้จึงเพ่ิมปริมาณโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ 

oligo dT  ท่ีเติมนิวคลีโอไทด ์2 นิวคลีโอไทด ์ร่วมกบั random primer ขนาด10 นิวคลีโอไทด ์

จ  านวน 68 ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 11) คิดเป็น 136 คู่ไพรเมอร์ พบว่ามีเพียง 72 คู่ไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดี

เอน็เอชดัเจน น ามาศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างในตวัอยา่งหอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์

Chamberlainia hainesiana ระยะตวัอ่อน (glochidia) และระยะโตเต็มวยั (adult) ระยะละ 4 ตวัอยา่ง

รวม 8 ตวัอยา่ง ตดัแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างทั้ง 2 ระยะ (ภาพท่ี 20) ไดจ้  านวน 16 แถบ

จากไพรเมอร์ 15 คู่ โดยเป็นแถบดีเอน็เอท่ีจ  าเพาะกบัระยะโตเต็มวยั 15 แถบและจ าเพาะกบัระยะตวั

อ่อน 1 แถบ 

ตารางที ่11 ไพรเมอร์แบบสุ่มท่ีใชศ้ึกษาดว้ยเทคนิค differential display 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’-3’) 
D01 ACCGCGAAGG OPF11 TTGGTACCCC 
D04 TCTGGTGAGG OPF12 ACGGTACCAG 
E1 CCCAAGGTCC OPF13 GGCTGCAGAA 
E2 GGTGCGGGAA OPF14 TGCTGCAGGT 
E3 CCAGATGCAC OPF15 CCAGTACTCC 
E4 GTGACATGCC OPF16 GGAGTACTGG 
E5 TCAGGGAGGT OPF17 AACCCGGGAA 
E6 AAGACCCCTC OPF18 TTCCCGGGTT 
E7 AGATGCAGCC OPF19 CCTCTAGACC 
E8 TCACCACGGT OPF20 GGTCTAGAGG 
E9 CTTCACCCGA OP I03  CAGAAGCCCA 
E10 CACCAGGTGA OPI 04  CCGCCTAGTC 
E11 GAGTGTCAGG OPI12 AGAGGGCACA 
E12 TTATCGCCCC OPI 14  TGACGGCGGT 
E13 CCCGATTGGG OPI 18 TGTCCCAGCCT 
E14 TGCGGCTGAG OPK 02 GTCTCCGCAA 
E15 ACGCACAACC OPK 14 CCCGCTACAC 
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ตารางที ่11 (ต่อ) 

 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’-3’) 
E16 GGTTACTGTG OPK16  GAGCGTCGAA 
E17 CTACTGCCGT OPL12 GGGCGGTACT 
E18 GGACTGCAGA OPL13 ACCGCCTGCT 
E19 ACGGCGTATG OPL 19 GAGTGGTGAC 
E20 AACGGTGACC OPN03  GGTACTCCCC 
F01 ACGGATCCTG OPN04 GACCGACCCA 
F02 GAGGATCCCT OPN 14 TCGTGCGGGT 
OPF1 ACGGATCCTG OPN 20 GGTGCTCCGT 
OPF2 GAGGATCCCT APW01 TGGTCACTGA 
OPF3 CCTGATCACC APW02 CGGCCCCTGT 
OPF4 GGTGATCAG PRR01  TTCCAGTGCC 
OPF5 CCGAATTCCC PRR02 TGAGGATTGT 
OPF6 GGGAATTCGG RSR01    TAGGCGTGAC 
OPF7 CCGATATCCC RSR02 AGCGGACCAG 

OPF8 GGGATATCGG RSR03 GTCCGTACTA 
OPF9 CCAAGCTTCC TPXR1 CATTTGGAAG 
OPF10 GGAAGCTTGG TPXR2 CTCAAGGTGG 

T12 CA TTTTTTTTTTTTCA T12  AG TTTTTTTTTTTTAG 
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(A) E14/T12 AG, E16/T12 AG, E18/T12 AG 

 
(B) OPF13/T12 CA, OPF14/T12 CA, OPF15/T12 CA 

ภาพที ่20 ผลท่ีไดจ้ากการท า differential display ในหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana  

  ระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั โดยใชไ้พรเมอร์ (A) E14/T12 AG, E16/T12 AG, E18/T12    

     AG และไพรเมอร์ (B) OPF13/T12 CA, OPF14/T12 CA, OPF15/T12 CA (M = ดีเอน็เอ  

   มาตรฐาน, G1-G4 = ระยะตวัอ่อน, A1-A4 = ระยะโตเต็มวยั)         

          แสดงแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั  
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การศึกษาการแสดงออกของยนีที่แตกต่างกนัด้วยเทคนิค cDNA-AFLP 

น าอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดม้าท าปฏิกิริยา reverse transcription โดยใชไ้พรเมอร์ oligo dT 

จากนั้นน า cDNA มาสงัเคราะห์ cDNA สายคู่ น ามาตรวจสอบดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี  ดว้ย        

ไพรเมอร์ E+3 และ M+3 ทั้งหมด 64 คู่ไพรเมอร์ กบัตวัอยา่ง cDNA ตวัอ่อน ระยะโกลคิเดีย 5 

ตวัอยา่งและ ระยะโตเต็มวยั 2 ตวัอยา่ง รวม 7 ตวัอยา่ง ตดัแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่าง

ระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยัของหอยกาบน ้ าจืดสายพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana (ภาพท่ี 21

และ22 ) ไดจ้  านวน 14 แถบจากไพรเมอร์ 14 คู่ ซ่ึงเป็นแถบดีเอน็เอท่ีจ  าเพาะกบัหอยระยะโตเต็มวยั

ทั้ง 14 แถบ แสดงใหเ้ห็นว่าในระยะโตเต็มวยัมีการแสดงออกของยนีมากกว่าตวัอ่อนระยะโกลคิเดีย

มาก  
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(A) E- AAC/ M-CTA, CTC, CTG, CTT              (B) E-ACC/ M-CTA, CTC, CTG, CTT 

ภาพที ่21   ตวัอยา่งแถบลายพิมพดี์เอน็เอจากการท า cDNA-AFLP ในหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์ 

 Chamberlainia hainesiana เปรียบเทียบระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั โดยใช ้             

 ไพรเมอร์ (A) E- AAC/ M- CTA, CTC, CTG, CTT (B) E -ACC/ M - CTA, CTC,  

  CTG, CTT (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, G1-G5 = ระยะตวัอ่อน, A1-A2 = ระยะโตเต็ม  

  วยั)          

                        แสดงแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั 
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     (A)  E-ACG/ M-CAA, CAC, CAG, CAT           (B) E-AGG/ M-CTA, CTC, CTG, CTT 

ภาพที ่22 ตวัอยา่งแถบลายพิมพดี์เอน็เอจากการท า cDNA-AFLP ในหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์ 

Chamberlainia hainesiana เปรียบเทียบระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั โดยใชไ้พรเมอร์               

(A) E – ACG/ M – CAA, CAC, CAG, CAT และ (B) E – AGG/ M - CTA, CTC, CTG,   

CTT (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, G1-G5 = ระยะตวัอ่อน, A1-A2 = ระยะโตเต็มวยั)         

                           แสดงแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและระยะโตเต็มวยั 
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การโคลนและหาล าดับนิวคลโีอไทด์ 

ตดัแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างตวัอ่อนระยะโกลคิเดียและระยะโตเต็มวยัของ

หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana จากเทคนิค differential display จ านวน 16 แถบ

และเทคนิค cDNA-AFLP จ านวน 14 แถบ มาบ่มท่ี 65°C เพื่อสกดัดีเอน็เอจาก acrylamide gel น าไป

ท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์คู่เดิมท่ีใชท้  า differential display และ cDNA-AFLP พบว่ามีแถบดีเอน็เอ 

12 แถบจากเทคนิค differential display และ 14 แถบดีเอน็เอจากเทคนิค cDNA-AFLP ท่ีสามารถ

เพ่ิมปริมาณได ้ในบางตวัอยา่งไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอไดอ้าจเน่ืองมาจากการปนเป้ือน

ระหว่างการตดัแถบดีเอน็เอจาก polyacrylamide gel หรือปริมาณ ดีเอน็เอท่ีเป็นตน้แบบอาจมีนอ้ย

เกินไป (วงเดือน, 2545) หรืออาจมีสารบางอยา่งซ่ึงมีผลยบัย ั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ เช่น ยเูรีย เป็นตน้    

(วงเดือน อา้งถึง Bhattacharjee et al., 1997) จากนั้นเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอกบัพลาสมิด pGem T easy 

vector (Promega) แลว้ถ่ายเขา้สู่ E.coli เลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอน็เอแทรกอยู ่มีโคโลนีสีขาว มา

ตรวจสอบขนาดเทียบกบัดีเอน็เอเป้าหมายดว้ยเทคนิคโคโลนีพีซีอาร์ (colony PCR) แลว้น ามาหา

ล าดบันิวคลีโอไทด ์ไดดี้เอน็เอมีขนาดตั้งแต่ 84  ถึง 335 นิวคลีโอไทด ์(ตารางท่ี 12 และ 13 ) และ

เมื่อน าล  าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู GenBank พบว่าล  าดบันิวคลีโอไทดท่ี์

ไดเ้ป็นล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ยงัไม่มีรายงานในฐานขอ้มลู จึงท าใหไ้ม่สามารถระบุไดว้่าเป็นยนีใด 

แต่อยา่งไรก็ตาม เทคนิค differential display และ cDNA-AFLP เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพ

สามารถใชต้รวจสอบการแสดงออกของยนีไดดี้ โดยมียนีหลายยนีมีรายงานว่าไดม้าจากใชเ้ทคนิค

ดงักล่าว ไดแ้ก่ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั fertility restoration ในขา้วโพด (Zhang and Zheng, 2008) , ยนีทน

แลง้ในขา้วบาร์เลย ์(Suprunova et al., 2007) และยนี otubain-like cystein protease ใน Pinus 

radiata (Aquea et al., 2008) เป็นตน้ ส าหรับยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างมุกในหอยยงัไม่มีรายงานใน

ฐานขอ้มลู รวมถึงกลไกเก่ียวขอ้งกบัการสร้างมุก ยงัไม่มีรายงานมาก่อน ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่ายนีท่ี

เก่ียวขอ้งอาจเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตหรือการสะสมแคลเซียมคาร์บอเนตซ่ึงเป็น

ส่วนประกอบส าคญัของมุก โดยน่าจะไดศ้ึกษาวเิคราะห์การแสดงออกท่ีต่างกนัของยนีจ  าเพาะใน

กระบวนการดงักล่าวท่ีน่าจะเก่ียวขอ้งโดยทั้งสองเทคนิค และควรเพิ่มตวัอยา่งในการศึกษาและ

จ านวนไพรเมอร์เพื่อการตรวจสอบและสร้างลายพิมพดี์เอน็เอต่อไป
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ตารางที ่12 ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและ 

ระยะโตเต็มวยัของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana โดยเทคนิค     

differential display (ส่วนท่ีขีดเสน้ใต ้คือล าดบัเบสของไพรเมอร์) 

 

ล าดบัโคลน ล าดบันิวคลีโอไทด ์ ขนาด (bp) 
DD1 CCAGATGCACTAACAGTTGAAACAATAATAATTATGTGCTT

TTGATTCCAGGATTGGAGATAATACAGTACTAAAATCCTTTC
TGCTTACCATTTATGTGAATTATCCACAGGTTTGTTCAAGTC
AAAGAATGCATAGATAGTATTTGTGTTAGACATAGGCCAGA
CATCCAGGTCAGTTTGATATGCAAAAGCACTATCCCCCATGC
TTTTTCTTGTCTATGCAGTGTACATCTATTGAAATAAAGAAG
ACTTTTCTACTAAAAAAAAAAAA 

273 

DD3 GGTGACTGTGTAAATGATTTTTGTAAGAAAATGTTAACCAC
GTTTTTTACGTGAAATGTACTTGTTCATACTTATTTTTGCTAA
TATGATTTCTAAGTTGTACTGTATAGTCAGATACGTGATTTC
AAATTTAAATATTTGTAAATGTTTATGAATAAATGTAATTTC
AGTCATTAAAATCCTTGTGCCTAAAAAAAAAAAA 

202 

DD4 TGCTGCAGGTCATCAACAGGAACGTGAAAATAAAAAGAAC
ATCATTCAATGAAAATCACTTTATTAAATAGTTTAAGCCTAG
GTACCTTTGTCACCAACATGCCTACTTTTATAAGAAATATTT
TATATCAAGGTCCACATTAAACATAAAATATTCTATTCAGTG
ATACATTTCTAGGCTTGAACTTATTTTTAGATCAGAAAGCTG
TATTTTTATAAAAATTGACAATAAAACATATATCCTAAAAA
AAAAAAA 

256 

DD5 GGACTGCAGACAATGGTGATATTAAAACGATCTCACTGAC
ATGGCGTTGGAACCGGATGAGCCGACACTATAATGTACAAA
AGCAGTGAACTACTCAACGAGTCACTGGGTTACACGCATAA
TCAAATGATTACATGAGATCAATAAAGATATTAATATGAAA
AAAAAAAAA 

172 
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ตารางที ่12 ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและ 

ระยะโตเต็มวยัของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana โดยเทคนิค     

differential display (ส่วนท่ีขีดเสน้ใต ้คือล าดบัเบสของไพรเมอร์) (ต่อ) 

 

ล าดบัโคลน ล าดบันิวคลีโอไทด ์ ขนาด (bp) 
DD7 TTATCGCCCCATCGGATGGTTACGGCCACTCGAATCATCACC

ACCATCATCATCATCGATGCATTTGCGTACCAGACAGGTTTGC
CTGTCCCTGGCAATATCCCATATTTGCGGGCAGGTGCCACTAT
TGCCCTCCTTGGCAAGTAAAATGCGGCTGGGTGTACTGCTGCA
GACAATGGTGATATTAAAACGATCTCACTGACATGGCGTTGG
AACCGGATGAGCCGACACTATAATGTACAAAAGCAGTGAACT
ACTCAACGAGTCACTGGGTTACACGCATAATCAAATGATTACA
TGAGATCAATAAAGATATTAATATGAAAAAAAAAAAA 

335 

DD12 GGCTGCAGAAAATGGTGATATTAAAACGATCTCACTGACATG
GCGTTGGAACCGGGTGAGCCGACACTATAATGTACCAAGCAG
CAAACTACTCAACGAGTCACTGGGTTACACGCATAATCAAAT
GATTACTTGAGATCAATAAATTAAAATAATATGAAAAAAAAA
AAA 

171 

DD16 GGGAATTCGGCAATGGCTTTGGAGGAGGATACGGCTACAGC
AGACGTCACTAGAAATATTACTAAACAAGACAGACACAACCA
AAGAATGGGACTCAACCGAACGAAAGTACAACGTCAATTTGA
ACCATAGTTACGAATTTATTCTTATTTTGTACTCTAATAAAATC
GTTTGATTGAAAAAAAAAAAA 

190 
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ตารางที ่13  ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหว่างระยะตวัอ่อนและ 

ระยะโตเต็มวยัของหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana โดยเทคนิค cDNA –   

AFLP (ส่วนท่ีขีดเสน้ใตห้มายถึงล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์) 

 

ล าดบัโคลน ล าดบันิวคลีโอไทด์ ขนาด 
(bp) 

CAF2 GACTGCGTACCAATTCAACAAGATTTGGAACTCCAAATCAACTAAC
AAAGTAACCAATTGGAATCAAGTTACTCAGGACTCATC 

84 

CAF3 GACTGCGTACCAATTCAACCTACTGGCCTTGATCAATCGTGAACTT
CACACATATATCGAGAATATGGAACAGGCAAAGTTACTCAGGACTC
AT 

94 

CAF6 GACTGCGTACCAATTCACCAAATCTTGCCAACTCCCCAAGGAGGGA
GAGATCCCCTTTCAAGTTACTCAGGACTCAT 

77 

CAF8 GACTGCGTACCAATTCACGAGTAAGTGAACCAGACAATTCCTCAAG
AAAGTTTGATCCATCAGTGCTTCTTTCAACAGCATCATATCCTTTCT
CTTTTTCCAAATGTGTAGTAGTTGTTTTCTTAGATAAATTTTCAGAA
CTATGTGCACTAGGATGAATGGAATCATCAAGTTCTCCTTGATCAG
AAGGGTACATTTCAACAATTCCATTCACAATGGAAACTGGATTTAT
ATCTAAGCTACATGATCTCTGTGACAATATTGTGCCTGTTACTCAGG
ACTCAT 

285 

CAF9 GACTGCGTACCAATTCACGGAAATCAACCCGAAGTGAGTTTCTCAG
AGACGTGCAAGCGCCTTGTGTTGAGTATGGCCATAGCGGGTTGTGG
AATACCAAGTACGCTTACTGCAACATGATATCAGTTGATATGATTG
CATGTTACCCGGGAAGTTTTCTCAGAATGGGTGAGTGTTCTGAGTA
TTTCAAGATATTCGGACATCCCACGCATGAAATGACACGAGTAGCT
GTTACTCAGGACTCAT 

246 

CAF10 GACTGCGTACCAATTCACTTGACCAGGCATTACATGCCATGTTGGT
ACAGCTGAATATACCTGCCCAGTTAGGACAGACGAATTTGCTGACC
TTGGTGTTACTCAGGACTCAT 

113 

 



69 

 
เมื่อน าล  าดบันิวคลีโอไทดจ์ากเทคนิค cDNA-AFLP ท่ีมีขนาดยาวพอสมควรมาออกแบบ

ไพรเมอร์เพ่ือพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะกบัพนัธุห์อยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia 

hainesiana ซ่ึงเป็นพนัธุห์อยกาบน ้ าจืดท่ีสามารถสร้างมุกไดดี้และใชใ้นอุตสาหกรรมการเล้ียงหอย

มุกน ้ าจืด พบว่าเคร่ืองหมายดีเอน็เอ CAF9 (CAF9F: 5’CGGAAATCAACCCGAAGTGA 3’/ 

CAF9R: 5’ CTCGTGTCATTTCATGCGTG 3’) ใหแ้ถบดีเอน็เอจ าเพาะกบัหอยพนัธุ ์

Chamberlainia hainesiana  ขนาด 220 คู่เบส จากการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ใน 1.5 % agarose 

gel โดยเปรียบเทียบลายพิมพดี์เอน็เอหอย 4 สายพนัธุไ์ดแ้ก่ Chamberlainia hainesiana พนัธุท่ี์สร้าง

มุกไดดี้  Hyriopsis desowitzi และ Hyriopsis myersiana พนัธุท่ี์สร้างมุกไดป้านกลาง และ Uniandra 

sp. พนัธุท่ี์ไม่สร้างมุก (ภาพท่ี 23) 

 

 

 
 

ภาพที ่23   การตรวจสอบความจ าเพาะกบัพนัธุข์องหอยมุกน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana  

    โดยใชคู้่ไพรเมอร์ CAF9-F/CAF9-R กบัตวัอยา่งหอยกาบน ้ าจืดทั้ง 28 ตวัอยา่ง (M = ดี 

     เอน็เอมาตรฐาน, หมายเลข1-8 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana, 9-16  

     = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis desowitzi,   17-24 = หอยกาบน ้ าจืดพนัธุ ์Hyriopsis  

     myersiana และ 25-28 = Uniandra sp.) 

 

 

 

 

 

0..5 kb- 
1 kb- -.1 kb 

- 0..5 kb 

M       C. hainesiana               H. desowitzi          M   M     H. myersiana      Uniandra sp. M 
                  1    2    3    4   5    6    7    8    9  10   11  12 13  14  15 16                 17 18  19  20  21  22 23  24  25  26 27 28 
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สรุป 

 

1. การพฒันาเคร่ีองหมายโมเลกุลจ าเพาะกบัชนิดของหอยมุกน ้ าจืด Chamberlainia 

hainesiana เป็นตวัแทนของสายพนัธุท่ี์สร้างมุกไดดี้, Hyriopsis desowitzi,  Hyriopsis myersiana 

เป็นตวัแทนของสายพนัธุท่ี์สร้างมุกไดดี้ปานกลางและ Uniandra sp. เป็นตวัแทนของสายพนัธุท่ี์ไม่

สามารถสร้างมุกไดโ้ดยใชเ้ทคนิค AFLP จากการทดสอบไพรเมอร์ทั้ง 82 คู่ไพรเมอร์และได้

คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างและชดัเจนทั้งหมด 9 คู่ไพรเมอร์ พบว่ามีแถบดีเอน็เอ

ท่ีใหค้วามแตกต่างทั้งหมด 28 แถบดีเอน็เอ เลือก 15 แถบดีเอน็เอท่ีมีความยาวพอเหมาะมาโคลน

และหาล าดบัเบส พฒันาไพรเมอร์จากล าดบัเบสไดท้ั้งหมด 17 คู่ไพรเมอร์ หลงัจากนั้นน าไป

ทดสอบกบัตวัอยา่งหอยมุกน ้ าจืดทั้ง 28 ตวัอยา่ง หอยแครงและหอยแมลงภู่ พบว่ามี 3 คู่ไพรเมอร์ท่ี

มีความจ าเพาะกบัพนัธุ ์Chamberlainia hainesiana, 1 คู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั Hyriopsis 

desowitzi, 1 คู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั Hyriopsis myersiana, 1 คู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั 

Uniandra sp. และ 4 คู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัหอยสกุล Hyriopsis  

 2. การศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัระหว่างระยะตวัอ่อนหรือโกลคิเดียซ่ึงยงัไม่

สามารถสร้างมุกไดแ้ละระยะโตเต็มวยัซ่ึงสามารถสร้างมุกไดแ้ลว้โดยใชเ้ทคนิค differential display 

136 คู่ไพรเมอร์และ cDNA-AFLP 64 คู่ไพรเมอร์ พบว่า differential display มีแถบดีเอน็เอท่ีให้

ความแตกต่างทั้งหมด 16 แถบ และ cDNA-AFLP มีแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างทั้งหมด 14 แถบ 

เลือก 7 แถบท่ีชดัเจนและมีความยาวพอเหมาะจากเทคนิค differential display และ 6 แถบจาก 

cDNA-AFLP น าไปโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทด ์พบว่าล  าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ม่ตรงกบัใน

ฐานขอ้มลู GenBank  
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