
 
 

บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

 การดําเนินงานวิจัยในครั้งนี้ เปนการสํารวจชนิดของปลา โดยการเก็บตัวอยางปลาจาก

สถานท่ีธรรมชาติ ตลาดสดตามแหลงชุมชน 

  

3.1 ขอมูลและแหลงท่ีมาของขอมูล 

รวบรวมขอมูลการศึกษาทางดานความหลากหลายทางชีวภาพของปลา จากเอกสารและ

งานวิจัยท่ีเผยแพรในฐานขอมูลงานวิจัย และจากการสอบถามชาวบาน และชาวประมงในพ้ืนท่ี   

 

3.2 ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 ปลาเนื้อออนท่ีอยูในแหลงน้ําธรรมชาติ คือลําน้ําพอง และลําน้ําชี จากการนํามาขายใน

ตลาดสดของชาวบาน และท่ีไดจากการสอบถามชาวบาน และชาวประมงในพ้ืนท่ี   

 

3.3 เครื่องมือในการวิจัย 

การสํารวจในภาคสนาม (field survey) หรือการลงมือปฏิบัติมีความสําคัญตอการวิจัย

เชิงคุณภาพทําใหไดขอมูลท่ีถูกตอง และแมนยํา 

 

3.4 ข้ันตอนในการดําเนินงานวิจยั 

  แบงข้ันตอนการดําเนินงานเปน 4 ข้ันตอน 

  ข้ันตอนท่ี 1 การสํารวจพันธุปลาปกเปา 

   ทําการสํารวจพันธุปลาปกเปา ท่ีพบในแมน้ําสายหลักในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3 สาย 

คือ แมน้ําโขง แมน้ําชี แมน้ํามูล เพ่ือศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของปลาท่ีจับได 

โดยเฉพาะขนาดและลักษณะสีภายนอก 

  การรักษาตัวอยางปลา การเก็บรักษาตัวอยางปลานั้นจะใชวิธีดองในน้ํายาฟอรมาลิน

เขมขน 10% โดยอัตราสวนน้ํายา 1 สวนตอน้ํา 3 สวน แลวจึงนํามาดองในน้ํายาแอลกอฮอล

เขมขน 70% ในกรณีท่ีตัวอยางปลามีขนาดใหญจะทําการผาทองเสียกอน เพ่ือใหน้ํายาซึมเขาไป

ภายในชองทอง หรืออาจใชวิธีฉีดน้ํายาเขาไปในชองทองก็ได การจําแนกชนิดปลาท่ีจับไดจะ

กระทําในหองปฏิบัติการ 
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  ข้ันตอนท่ี 2 การศึกษาดานพันธุศาสตรเซลลของปลาปกเปา 

  ทําการเตรียมโครโมโซมโดยตรง (direct chromosome preparation) เปนวิธีท่ีเลือก

เอาเซลลในรางกายท่ีกําลังมีการแบงตัวมาศึกษาโครโมโซม เปนเซลลท่ียังออนและยังมีการแบงตัว

อยูตลอดเวลา โดยการฉีดโคลซิซินความเขมขน 0.01% เพ่ือยับยั้งการทํางานของ spindle fiber 

ฉีดเขาท่ีบริเวณชองทองของปลา ท้ิงไว 1.30 ชั่วโมง จากนั้นผานําไต และเหงือกสับใหละเอียด

รวมกับ 0.075 M KCl  ซ่ึงทําใหเซลลพองตัว (hypotonic solution) เพ่ือท่ีโครโมโซมจะมีการ

กระจายตัวดี โดยการเติมสารละลาย จํานวน 6-8 มล. ลงในตะกอนเซลล บมไวท่ีอุณหภูมิหอง

เปนเวลา 30 นาที ทําการผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาผสม (vortex mixture) เม่ือครบกําหนด

ทําการแยกเอา KCl ออก โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ี 1,200 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที แลวทําการ

ดูดสวนใสท้ิง ทําการตรึงเซลล (fixation) โดยการเติมน้ํายาตรึงเซลลท่ีแชเย็นและเตรียมใหม

เสมอ (fresh cold fixative) ท่ีมีอัตราสวนของ methanol : glacial acetic acid เปน 3 : 1 ใช

หลอดหยด โดยหยดน้ํายาตรึงเซลลทีละหยด พรอมกับผสมเซลลใหเขากับสารละลาย เติมจนได

ปริมาตรประมาณ 8 มล. แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 1,200 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นทํา

การดูดสวนน้ํายาตรึงเซลลดานบนท้ิงไป ทําซํ้าจนไดสารละลายท่ีใสและมีตะกอนขาวของเซลลท่ี

กนหลอด ดูดสารละลายตะกอนเซลล หยดลงสไลดท่ีสะอาดและเย็น โดยใหหยดสูงจาก สไลด 2–

3 ฟุต เพ่ือใหเซลลแตก และโครโมโซมแผกระจายดี ทําการผึ่งสไลดใหแหง เพ่ือนําไปยอมดวยสี

จิมซา 20%  แชสไลดนาน 20–45 นาที ลางสีออกดวยน้ําประปาปลอยไวใหแหง แลวนําไปศึกษา

โครโมโซมตอไป  

การยอมสีโครโมโซมแถบสีแบบซี 

1. ในกรณีท่ีตะกอนเซลลเก็บอยูในน้ํายาตรึงเซลล (methanol: glacial acetic acid 

เปน 3: 1) ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ ตองทําการเปลี่ยนน้ํายาตรึงเซลลใหม โดยนํามาปนเหวี่ยงท่ี 1,200 

รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสวนน้ํายาตรึงเซลลดานบนท้ิง แลวเติมน้ํายาตรึงเซลลลง

ไปใหมประมาณ 2-5 มล. ข้ึนอยูกับปริมาณของตะกอนเซลล 

2. ใช micropipette ดูดสารละลายตะกอนเซลล หยดลงบนสไลดท่ีสะอาดและเย็นจัด 

(แชในน้ําแข็งใหเย็นจัด) ประมาณ 3 หยด โดยไมซํ้าตําแหนงเดิม หยดใหสูงจากสไลดประมาณ 2 

ฟุต เพ่ือใหเซลลแตกกระจาย และโครโมโซมมีการแผกระจายตัวดี ท้ิงสไลดใหแหง จึงนํามาตรวจ

โครโมโซมดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงท่ีกําลังขยาย 400 เทา (X400) โดยปรับแสงใหนอย

ท่ีสุด เลือกสไลดท่ีโครโมโซมระยะเมทาเฟส และมีการกระจายตัวของโครโมโซมดีไวยอมแถบสี

แบบนอร ท้ิงไวใหแหงในอุณหภูมิหอง 
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3. หยดสารละลาย 50% silver nitrate ลงบนสไลดโครโมโซม 2 หยด ตามดวยหยด 

50% สารละลาย gelatin 2 หยด ปดดวยกระจกปดสไลด 

4. นําสไลดไปบมในตูบมอุณหภูมิ 65°ซ นาน 3 ชั่วโมง 

5. นําสไลดออกมาจุมในน้ํากลั่นเพ่ือใหกระจกปดหลุดออก แลวนําสไลดมาลางดวยน้ํา

กลั่นอีกครั้ง 

6. ยอมดวยสีจิมซา 10% นานประมาณ 1 นาที ลางสไลดดวยน้ําประปา ปลอยใหแหงท่ี

อุณหภูมิหอง 

 

การตรวจสอบโครโมโซม  

  ดัดแปลงจากวิธีการของ กันยารัตน ไชยสุต (2532) โดยทําการคัดเลือกเซลลท่ีมีการแบง

เซลลระยะเมทาเฟส ท่ีมีโครโมโซมไมสั้นหรือยาวเกินไป และมีการกระจายตัวของโครโมโซมไม

ซอนทับกัน มีจํานวนโครโมโซมครบ ถายภาพโครโมโซมของปลาวงศปลากดทุกชนิดอยางละ 20 

เซลล ดวยเลนสวัตถุ (objective lens) กําลังขยาย 100X  

  การจัดทําคาริโอไทป 

  คาริโอไทป คือ การศึกษารายละเอียดของโครโมโซมท้ังหมดของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด โดย

ศึกษาท้ังจํานวนโครโมโซม และรูปรางโครโมโซม การจัดทําคาริโอไทปใชโครโมโซมจากระยะเม

ทาเฟสเพียง 1 เซลล มาเปนตัวแทนของสิ่งมีชีวิตชนิดนั้น ในการจัดทําคาริโอไทป  เลือกเซลลใน

ระยะเมทาเฟส ท่ีมีขนาดของโครโมโซมไมยาวหรือสั้นเกินไป มีการกระจายดีไมทับซอนกันมาก 

และสามารถนับจํานวนโครโมโซมไดชัดเจน ถายภาพเซลลโดยใชเลนสวัตถุกําลังขยาย 100X แลว

นําภาพเซลลท่ีไดมาทําการจับคูโครโมโซมท่ีเหมือนกัน (homologous chromosome) ซ่ึง

โครโมโซมคูเหมือนนี้จะมีความคลายคลึงกันมากท้ังขนาดและรูปราง จับคูเหมือนของโครโมโซม

โดยใหตําแหนงเซนโทรเมียรของโครโมโซมแตละแทงตรงกัน จากนั้นวัดคาความยาวของแขน

โครโมโซมขางยาว คาความยาวของแขนโครโมโซมขางสั้น นําคาท่ีไดมาคํานวณหาชนิดและขนาด

ของโครโมโซมแตละแทง โดยมีการคํานวณคาตางๆ ดังนี้ 

  การคํานวณหาคา relative length (RL) นี้สามารถชวยในการจับคูโครโมโซมไดแนนอน

กวาการใชคาความยาวของโครโมโซม เพราะคา RL ของโครโมโซมแตละแทงจะคงท่ีในทุก ๆ 

เซลล สวนคาความยาวของโครโมโซมจะแตกตางกันไปในเซลลแตละเซลล 
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คา relative length (RL)     =          ความยาวของโครโมโซมแตละแทง (LT) 

             ความยาวท้ังหมดของโครโมโซมทุกแทง (ΣLT) 

  การคํานวณหาคา centromeric index (CI) นี้สามารถชวยในการจัดชนิดของโครโมโซม

ไดโดยคา CI ท่ีไดนํามาใชจัดชนิดของโครโมโซม ดังนี้ 

  คา centromeric index (CI)   =        ความยาวของแขนโครโมโซมขางยาว (Ll) 

                       ความยาวของโครโมโซมแตละแทง (LT) 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.500–0.599 จัดเปนโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.600–0.699 จัดเปนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.700–0.899 จัดเปนโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.900–1.000 จัดเปนโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริก 

  การจัดขนาดของโครโมโซม โดยกําหนดใหโครโมโซมคูท่ียาวท่ีสุดเปนโครโมโซมคูท่ี 1 

และโครโมโซมคูท่ีสั้นท่ีสุดเปนโครโมโซมคูสุดทาย แบงออกเปน 3 ขนาด ดังนี้ โครโมโซมขนาด

ใหญ (large=L) คือ โครโมโซมคูท่ีมีขนาดความยาวมากกวาครึ่งหนึ่งของผลบวกความยาวเฉลี่ย

ของโครโมโซมใหญสุด รวมกับโครโมโซมคูเล็กท่ีสุด  โครโมโซมขนาดกลาง (medium=M) คือ

โครโมโซมท่ีมีคาความยาวนอยกวาครึ่งหนึ่งของความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมใหญสุด รวมกับ

โครโมโซมคูเล็กท่ีสุด  โครโมโซมขนาดเล็ก (small=S) คือ โครโมโซมท่ีมีความยาวนอยกวา

ครึ่งหนึ่งของความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมคูใหญสุด 

  ข้ันตอนท่ี 3 การสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดของปลาปกเปา 

การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเย่ือ  

   สกัดดีเอ็นเอจากครีบ เนื้อเยื่อ ดวยชุดสารสกัด Genomic DNA extraction kit (RBC 

Bioscience) ตามข้ันตอนการสกัดท่ีระบุไวในคูมือของชุดสารสกัด ซ่ึงมีข้ันตอนการสกัดดังนี้ 

 

   ข้ันตอนการการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางปลาโดยชุดสารสกัด Genomic DNA 

extraction kit 

1. ชั่งตัวอยางเนื้อเยื่อปลาใหได 20 มิลลิกรัม ลงในหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติม GT buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร บดใหละเอียด 

2. เติม proteinase k ความเขมขน 10 mg/ml ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดผสมใหเขากันนําไปบมท่ี 60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 30 นาที ระหวางท่ีบมใหกลับหลอด

ไปมาทุก 5 นาที 
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3. เติม GB buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันประมาณ 5 วินาที 

เพ่ือใหตัวอยางผสมกัน นําไปบมท่ี 70 องศาเซลเซียล เปนเวลา 20 นาที และกลับหลอดทุก 5 

นาที  

4. ในข้ันตอนนี้นํา Elution buffer (200 ไมโครลิตร ตอตัวอยาง) อุนในอางน้ํารอน 

70 องศาเซลเซียล  

5. เม่ือครบเวลาแลวนําสารละลายในหลอดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง

(centrifuge) ท่ีความเร็ว 13000 rpm  เปนเวลา 2 นาที แลวแยกสารละลายสวนใสใสหลอดใหม 

6. หลังจากบมท่ี 70 องศาแลวเติม RNaseA ความเขมขน 10 mg/ml ปริมาณ 5

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 

7. เติม Ethanol 200 ไมโครลิตร ลงในหลอด vortex ประมาณ 10 วินาที จะ

ปรากฏเสนสายข้ึน 

8. ยายสารละลายใสในหลอด GD column (วาง GD column ลงในหลอด 

collection tube) ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm เปน

เวลา 2 นาที ท้ิงสารละลายท่ีได 

9. เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน GD column และปนเหวี่ยงเปนเวลา 

30 วินาทีท้ิงสารละลายในหลอด collection tube 

10. เติม Wash buffer (ท่ีเติม ethanol แลว) ปริมาณ 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยง

ดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 30 วินาที 

11. เทสารละลายท้ิง และยายหลอดไปท่ี collection tube ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 3 นาที (ปกติจะเติม 100 ไมโครลิตร ถา

ตองการความเขมขนของ DNA มาก เติม 15-50 ไมโครลิตร) 

12. เปลี่ยนหลอด GD column วางในหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 มิลลิลิตรเติม 

Elution buffer ท่ีอุนไวแลว ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ปลอยท้ิงไว 2 นาที 

13. ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 30 

วินาที เพ่ือใหไดดีเอ็นเอบริสุทธิ์ 

14. เก็บหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 มิลลิลิตรในขอ 13 ท่ีมีสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction: PCR) และตรวจคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอท่ีได 
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   ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทร

โฟเรซีส (agarose gel electrophoresis)  

 การสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นสวนของปลา แตละชนิด ไปสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดดี

เอ็นเอ และตรวจคุณภาพดีเอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร และ 280 นา

โนเมตร และ หาอัตราสวนคาการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตรกับ 280 นาโนเมตร เพ่ือคํานวณ

ปริมาณดีเอ็นเอและตรวจคุณภาพ และทําอิเล็กโตรโฟเรซิสเพ่ือศึกษาดานคุณภาพ ไดแก ขนาด

โมเลกุลของดีเอ็นเอโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน และปริมาณ ตรวจสอบคุณภาพและ

ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยใชเจลอะกาโรส ความเขมขน 0.8 % ยอมดวยเอธิเดียมโบร

ไมด แลวนําไปถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานซ่ึงสามารถ

บอกปริมาณดีเอ็นเอโดยประมาณได 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากบริเวณจีนท่ีตองการ บริเวณท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มี 1 

บริเวณ คือ บริเวณจีน COI โดยไพรเมอรท่ีใชมีลําดับดีเอ็นเอ ดังนี้ 

Fish F1  -5’ TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’- 

Fish R1 -5’ TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’- 
   ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยใชเจลอะกาโรส ความ

เขมขน 1.2 % ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวนําไปถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานซ่ึงสามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอโดยประมาณได 

 
ตารางท่ี 3.1  สวนประกอบของสารละลายท่ีใช ในปฏิ กิริยาลูกโชพอลิ เมอเรส เพ่ือสราง

เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด 

 

สวนประกอบของสารละลาย ความเขมขนสุดทายในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 

1. DNA template  100 ng 1 

2. Primer (20 µM) 2.0 µM 2 

3. Master mix  (2x) 1.0 x 20 

4. น้ําบริสุทธิ์ปราศจากไอออน        

    (Deionized water) 

- 7 

ปริมาตรรวม - 30 
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ข้ันตอนปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ในการทําเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด  

         ใชเครื่อง Thermal cycle รุน G-Strom ซ่ึงการทํางานประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังนี้ 

 ข้ันตอนท่ี 1 Hit lid ท่ี 110 oC 

 ข้ันตอนท่ี 2 เพ่ิมรอบ 35 รอบ ประกอบดวย 

   Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 30 วินาที 

         Annealing ท่ีอุณภูมิ 53 oC เปนเวลา 40 วินาที  

         Elongation ท่ีอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 40 วินาที  

        ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2 จํานวน 35 รอบ 

 ข้ันตอนท่ี 3 store ท่ี 10 oC เปนเวลา 15 นาที หรือจนกวาจะนําผลิตภัตณพีซีอารออกจาก

เครื่อง  

การวิเคราะหผล 

สงผลผลิต PCR ท่ีไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท่ีบริษัทแปซิฟค ไซเอ็นซ จํากัด และ

เม่ือไดลําดับดีเอ็นเอมาแลวนํามาวิเคราะหผลดวยโปรแกรม MEGA เวอรชั่น 6 (Tamura et al., 

2012) เพ่ือศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาหมู และสงลําดับนิวคลีโอไทดของปลาหมูท่ี

ไดท้ังหมดไปเก็บไวในระบบฐานขอมูลของ GenBank เพ่ือขอรับรหัสของแตละลําดับนิวคลีโอไทด 

(GenBank accession number) 

 

  ข้ันตอนท่ี 4 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม

ของปลาปกเปาท่ีพบในแมน้ําสายหลักในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3 สาย คือ แมน้ําโขง 

แมน้ําชี และ แมน้ํามูล  

  ใชไพรเมอรท่ีเปน Universal primer ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยไพรเมอรขนาด 10 

นิวคลีโอไทป ซ่ึงจะเขาไปจับกับดีเอนเอเปาหมายในบริเวณท่ีเปนเบสคูสม จํานวน 20 ชนิด ดัง

ตาราง 3.1  ใหไดผลผลิตของ PCR ไดหลายๆ ชิ้น ท่ีแสดงความหลากหลายในหลายระดับตั้งแต

ตัวอยางภายในประชากร ระหวางประชากร และระหวางชนิด ไพรเมอรท่ีใชจะเปน ลําดับเบสซํ้า

อยางงายๆ (Simple repeat ) โดยใชสวนประกอบของสารละลายในปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรสท่ี

เหมาะสม เพ่ือเพ่ิมปริมาณแถบดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ตามข้ันตอนท่ีกําหนดดัง

ตารางท่ี 3.2  หลังจากเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอแลว แยกชิ้นดีเอ็นเอโดยใชเจลอะกาโรส ความ

เขมขน 1.2 % บันทึกภาพภายใตแสงอัลตราไวโอเลต นําแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจากทุกไพรเมอรมา

วิเคราะหผลเพ่ือใชในการตรวจสอบความเหมือนหรือความแตกตางทางพันธุกรรมของปลาจากลํา

น้ําตาง ๆ โดยการสรางเดนโดรแกรมดวยโปรแกรม NTSYS เวอรชัน 2.1 



56 
 

ตารางท่ี 3.2 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 10 ชนิด ท่ีใชการวิเคราะหความสัมพันธของปลา

ดวยเทคนิค RAPD 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 

S61 TTCGAGCCAG 

S62 GTGAGGCGTC 

S63 GGGGGTCTTT 

S64 CCGCATCTAC 

S65 GATGACCGCC 

S66 GAACGGACTC 

S67 GTCCCGACGA 

S68 TGGACCGGTG 

S69 CTCACCGTCC 

S70 TGTCTGGGTG 

 

 

ตารางท่ี 3.3  สวนประกอบของสารละลายท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ดวยวิธีการ RAPD  

 

สวนประกอบของสารละลาย ความเขมขนสุดทายในปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 

1. DNA template  100 ng 1 

2. Primer (20 µM) 2.0 µM 2 

3. Master mix  (2x) 1.0 x 10 

4. น้ําบริสุทธิ์ปราศจากไอออน        

    (Deionized water) 

- 7 

ปริมาตรรวม - 20 
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ข้ันตอนปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ในวิธีการการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  

         ใชเครื่อง Thermal cycle ซ่ึงการทํางานประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังนี้ 

 ข้ันตอนท่ี 1 Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบ  

 ข้ันตอนท่ี 2 Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 1 นาที 

        Annealing ท่ีอุณหภูมิ 37-58 oC เปนเวลา 1 นาที  

        Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 2 นาที  

        ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2 จํานวน 30 รอบ 

 ข้ันตอนท่ี 3 Final extension ท่ี 72 oC เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ  

 

 


