
 
 

บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

 การดําเนินงานวิจัยในครั้งนี้ เปนการสํารวจชนิดของปลา โดยการเก็บตัวอยางปลาจาก

สถานท่ีธรรมชาติ ตลาดสดตามแหลงชุมชน 

  

3.1 ขอมูลและแหลงท่ีมาของขอมูล 

รวบรวมขอมูลการศึกษาทางดานความหลากหลายทางชีวภาพของปลา จากเอกสารและ

งานวิจัยท่ีเผยแพรในฐานขอมูลงานวิจัย และจากการสอบถามชาวบาน และชาวประมงในพ้ืนท่ี   

 

3.2 ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 ปลาเนื้อออนท่ีอยูในแหลงน้ําธรรมชาติ คือลําน้ําพอง และลําน้ําชี จากการนํามาขายใน

ตลาดสดของชาวบาน และท่ีไดจากการสอบถามชาวบาน และชาวประมงในพ้ืนท่ี   

 

3.3 เครื่องมือในการวิจัย 

การสํารวจในภาคสนาม (field survey) หรือการลงมือปฏิบัติมีความสําคัญตอการวิจัย

เชิงคุณภาพทําใหไดขอมูลท่ีถูกตอง และแมนยํา 

 

3.4 ข้ันตอนในการดําเนินงานวิจยั 

  แบงข้ันตอนการดําเนินงานเปน 4 ข้ันตอน 

  ข้ันตอนท่ี 1 การสํารวจพันธุปลาปกเปา 

   ทําการสํารวจพันธุปลาปกเปา ท่ีพบในแมน้ําสายหลักในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3 สาย 

คือ แมน้ําโขง แมน้ําชี แมน้ํามูล เพ่ือศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกของปลาท่ีจับได 

โดยเฉพาะขนาดและลักษณะสีภายนอก 

  การรักษาตัวอยางปลา การเก็บรักษาตัวอยางปลานั้นจะใชวิธีดองในน้ํายาฟอรมาลิน

เขมขน 10% โดยอัตราสวนน้ํายา 1 สวนตอน้ํา 3 สวน แลวจึงนํามาดองในน้ํายาแอลกอฮอล

เขมขน 70% ในกรณีท่ีตัวอยางปลามีขนาดใหญจะทําการผาทองเสียกอน เพ่ือใหน้ํายาซึมเขาไป

ภายในชองทอง หรืออาจใชวิธีฉีดน้ํายาเขาไปในชองทองก็ได การจําแนกชนิดปลาท่ีจับไดจะ

กระทําในหองปฏิบัติการ 
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  ข้ันตอนท่ี 2 การศึกษาดานพันธุศาสตรเซลลของปลาปกเปา 

  ทําการเตรียมโครโมโซมโดยตรง (direct chromosome preparation) เปนวิธีท่ีเลือก

เอาเซลลในรางกายท่ีกําลังมีการแบงตัวมาศึกษาโครโมโซม เปนเซลลท่ียังออนและยังมีการแบงตัว

อยูตลอดเวลา โดยการฉีดโคลซิซินความเขมขน 0.01% เพ่ือยับยั้งการทํางานของ spindle fiber 

ฉีดเขาท่ีบริเวณชองทองของปลา ท้ิงไว 1.30 ชั่วโมง จากนั้นผานําไต และเหงือกสับใหละเอียด

รวมกับ 0.075 M KCl  ซ่ึงทําใหเซลลพองตัว (hypotonic solution) เพ่ือท่ีโครโมโซมจะมีการ

กระจายตัวดี โดยการเติมสารละลาย จํานวน 6-8 มล. ลงในตะกอนเซลล บมไวท่ีอุณหภูมิหอง

เปนเวลา 30 นาที ทําการผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาผสม (vortex mixture) เม่ือครบกําหนด

ทําการแยกเอา KCl ออก โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ี 1,200 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที แลวทําการ

ดูดสวนใสท้ิง ทําการตรึงเซลล (fixation) โดยการเติมน้ํายาตรึงเซลลท่ีแชเย็นและเตรียมใหม

เสมอ (fresh cold fixative) ท่ีมีอัตราสวนของ methanol : glacial acetic acid เปน 3 : 1 ใช

หลอดหยด โดยหยดน้ํายาตรึงเซลลทีละหยด พรอมกับผสมเซลลใหเขากับสารละลาย เติมจนได

ปริมาตรประมาณ 8 มล. แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 1,200 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นทํา

การดูดสวนน้ํายาตรึงเซลลดานบนท้ิงไป ทําซํ้าจนไดสารละลายท่ีใสและมีตะกอนขาวของเซลลท่ี

กนหลอด ดูดสารละลายตะกอนเซลล หยดลงสไลดท่ีสะอาดและเย็น โดยใหหยดสูงจาก สไลด 2–

3 ฟุต เพ่ือใหเซลลแตก และโครโมโซมแผกระจายดี ทําการผึ่งสไลดใหแหง เพ่ือนําไปยอมดวยสี

จิมซา 20%  แชสไลดนาน 20–45 นาที ลางสีออกดวยน้ําประปาปลอยไวใหแหง แลวนําไปศึกษา

โครโมโซมตอไป  

การยอมสีโครโมโซมแถบสีแบบซี 

1. ในกรณีท่ีตะกอนเซลลเก็บอยูในน้ํายาตรึงเซลล (methanol: glacial acetic acid 

เปน 3: 1) ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ ตองทําการเปลี่ยนน้ํายาตรึงเซลลใหม โดยนํามาปนเหวี่ยงท่ี 1,200 

รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสวนน้ํายาตรึงเซลลดานบนท้ิง แลวเติมน้ํายาตรึงเซลลลง

ไปใหมประมาณ 2-5 มล. ข้ึนอยูกับปริมาณของตะกอนเซลล 

2. ใช micropipette ดูดสารละลายตะกอนเซลล หยดลงบนสไลดท่ีสะอาดและเย็นจัด 

(แชในน้ําแข็งใหเย็นจัด) ประมาณ 3 หยด โดยไมซํ้าตําแหนงเดิม หยดใหสูงจากสไลดประมาณ 2 

ฟุต เพ่ือใหเซลลแตกกระจาย และโครโมโซมมีการแผกระจายตัวดี ท้ิงสไลดใหแหง จึงนํามาตรวจ

โครโมโซมดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงท่ีกําลังขยาย 400 เทา (X400) โดยปรับแสงใหนอย

ท่ีสุด เลือกสไลดท่ีโครโมโซมระยะเมทาเฟส และมีการกระจายตัวของโครโมโซมดีไวยอมแถบสี

แบบนอร ท้ิงไวใหแหงในอุณหภูมิหอง 
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3. หยดสารละลาย 50% silver nitrate ลงบนสไลดโครโมโซม 2 หยด ตามดวยหยด 

50% สารละลาย gelatin 2 หยด ปดดวยกระจกปดสไลด 

4. นําสไลดไปบมในตูบมอุณหภูมิ 65°ซ นาน 3 ชั่วโมง 

5. นําสไลดออกมาจุมในน้ํากลั่นเพ่ือใหกระจกปดหลุดออก แลวนําสไลดมาลางดวยน้ํา

กลั่นอีกครั้ง 

6. ยอมดวยสีจิมซา 10% นานประมาณ 1 นาที ลางสไลดดวยน้ําประปา ปลอยใหแหงท่ี

อุณหภูมิหอง 

 

การตรวจสอบโครโมโซม  

  ดัดแปลงจากวิธีการของ กันยารัตน ไชยสุต (2532) โดยทําการคัดเลือกเซลลท่ีมีการแบง

เซลลระยะเมทาเฟส ท่ีมีโครโมโซมไมสั้นหรือยาวเกินไป และมีการกระจายตัวของโครโมโซมไม

ซอนทับกัน มีจํานวนโครโมโซมครบ ถายภาพโครโมโซมของปลาวงศปลากดทุกชนิดอยางละ 20 

เซลล ดวยเลนสวัตถุ (objective lens) กําลังขยาย 100X  

  การจัดทําคาริโอไทป 

  คาริโอไทป คือ การศึกษารายละเอียดของโครโมโซมท้ังหมดของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด โดย

ศึกษาท้ังจํานวนโครโมโซม และรูปรางโครโมโซม การจัดทําคาริโอไทปใชโครโมโซมจากระยะเม

ทาเฟสเพียง 1 เซลล มาเปนตัวแทนของสิ่งมีชีวิตชนิดนั้น ในการจัดทําคาริโอไทป  เลือกเซลลใน

ระยะเมทาเฟส ท่ีมีขนาดของโครโมโซมไมยาวหรือสั้นเกินไป มีการกระจายดีไมทับซอนกันมาก 

และสามารถนับจํานวนโครโมโซมไดชัดเจน ถายภาพเซลลโดยใชเลนสวัตถุกําลังขยาย 100X แลว

นําภาพเซลลท่ีไดมาทําการจับคูโครโมโซมท่ีเหมือนกัน (homologous chromosome) ซ่ึง

โครโมโซมคูเหมือนนี้จะมีความคลายคลึงกันมากท้ังขนาดและรูปราง จับคูเหมือนของโครโมโซม

โดยใหตําแหนงเซนโทรเมียรของโครโมโซมแตละแทงตรงกัน จากนั้นวัดคาความยาวของแขน

โครโมโซมขางยาว คาความยาวของแขนโครโมโซมขางสั้น นําคาท่ีไดมาคํานวณหาชนิดและขนาด

ของโครโมโซมแตละแทง โดยมีการคํานวณคาตางๆ ดังนี้ 

  การคํานวณหาคา relative length (RL) นี้สามารถชวยในการจับคูโครโมโซมไดแนนอน

กวาการใชคาความยาวของโครโมโซม เพราะคา RL ของโครโมโซมแตละแทงจะคงท่ีในทุก ๆ 

เซลล สวนคาความยาวของโครโมโซมจะแตกตางกันไปในเซลลแตละเซลล 
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คา relative length (RL)     =          ความยาวของโครโมโซมแตละแทง (LT) 

             ความยาวท้ังหมดของโครโมโซมทุกแทง (ΣLT) 

  การคํานวณหาคา centromeric index (CI) นี้สามารถชวยในการจัดชนิดของโครโมโซม

ไดโดยคา CI ท่ีไดนํามาใชจัดชนิดของโครโมโซม ดังนี้ 

  คา centromeric index (CI)   =        ความยาวของแขนโครโมโซมขางยาว (Ll) 

                       ความยาวของโครโมโซมแตละแทง (LT) 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.500–0.599 จัดเปนโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.600–0.699 จัดเปนโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.700–0.899 จัดเปนโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก 

  โครโมโซมท่ีมี CI อยูระหวาง 0.900–1.000 จัดเปนโครโมโซมชนิดเทโลเซนทริก 

  การจัดขนาดของโครโมโซม โดยกําหนดใหโครโมโซมคูท่ียาวท่ีสุดเปนโครโมโซมคูท่ี 1 

และโครโมโซมคูท่ีสั้นท่ีสุดเปนโครโมโซมคูสุดทาย แบงออกเปน 3 ขนาด ดังนี้ โครโมโซมขนาด

ใหญ (large=L) คือ โครโมโซมคูท่ีมีขนาดความยาวมากกวาครึ่งหนึ่งของผลบวกความยาวเฉลี่ย

ของโครโมโซมใหญสุด รวมกับโครโมโซมคูเล็กท่ีสุด  โครโมโซมขนาดกลาง (medium=M) คือ

โครโมโซมท่ีมีคาความยาวนอยกวาครึ่งหนึ่งของความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมใหญสุด รวมกับ

โครโมโซมคูเล็กท่ีสุด  โครโมโซมขนาดเล็ก (small=S) คือ โครโมโซมท่ีมีความยาวนอยกวา

ครึ่งหนึ่งของความยาวเฉลี่ยของโครโมโซมคูใหญสุด 

  ข้ันตอนท่ี 3 การสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดของปลาปกเปา 

การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเย่ือ  

   สกัดดีเอ็นเอจากครีบ เนื้อเยื่อ ดวยชุดสารสกัด Genomic DNA extraction kit (RBC 

Bioscience) ตามข้ันตอนการสกัดท่ีระบุไวในคูมือของชุดสารสกัด ซ่ึงมีข้ันตอนการสกัดดังนี้ 

 

   ข้ันตอนการการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางปลาโดยชุดสารสกัด Genomic DNA 

extraction kit 

1. ชั่งตัวอยางเนื้อเยื่อปลาใหได 20 มิลลิกรัม ลงในหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติม GT buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร บดใหละเอียด 

2. เติม proteinase k ความเขมขน 10 mg/ml ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดผสมใหเขากันนําไปบมท่ี 60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 30 นาที ระหวางท่ีบมใหกลับหลอด

ไปมาทุก 5 นาที 
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3. เติม GB buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันประมาณ 5 วินาที 

เพ่ือใหตัวอยางผสมกัน นําไปบมท่ี 70 องศาเซลเซียล เปนเวลา 20 นาที และกลับหลอดทุก 5 

นาที  

4. ในข้ันตอนนี้นํา Elution buffer (200 ไมโครลิตร ตอตัวอยาง) อุนในอางน้ํารอน 

70 องศาเซลเซียล  

5. เม่ือครบเวลาแลวนําสารละลายในหลอดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง

(centrifuge) ท่ีความเร็ว 13000 rpm  เปนเวลา 2 นาที แลวแยกสารละลายสวนใสใสหลอดใหม 

6. หลังจากบมท่ี 70 องศาแลวเติม RNaseA ความเขมขน 10 mg/ml ปริมาณ 5

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 

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

ปรากฏเสนสายข้ึน 

8. ยายสารละลายใสในหลอด GD column (วาง GD column ลงในหลอด 

collection tube) ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm เปน

เวลา 2 นาที ท้ิงสารละลายท่ีได 

9. เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน GD column และปนเหวี่ยงเปนเวลา 

30 วินาทีท้ิงสารละลายในหลอด collection tube 

10. เติม Wash buffer (ท่ีเติม ethanol แลว) ปริมาณ 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยง

ดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 30 วินาที 

11. เทสารละลายท้ิง และยายหลอดไปท่ี collection tube ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 3 นาที (ปกติจะเติม 100 ไมโครลิตร ถา

ตองการความเขมขนของ DNA มาก เติม 15-50 ไมโครลิตร) 

12. เปลี่ยนหลอด GD column วางในหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 มิลลิลิตรเติม 

Elution buffer ท่ีอุนไวแลว ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ปลอยท้ิงไว 2 นาที 

13. ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 30 

วินาที เพ่ือใหไดดีเอ็นเอบริสุทธิ์ 

14. เก็บหลอดไมโครทิวป ขนาด 1.5 มิลลิลิตรในขอ 13 ท่ีมีสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction: PCR) และตรวจคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอท่ีได 
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   ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทร

โฟเรซีส (agarose gel electrophoresis)  

 การสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นสวนของปลา แตละชนิด ไปสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดดี

เอ็นเอ และตรวจคุณภาพดีเอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร และ 280 นา

โนเมตร และ หาอัตราสวนคาการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตรกับ 280 นาโนเมตร เพ่ือคํานวณ

ปริมาณดีเอ็นเอและตรวจคุณภาพ และทําอิเล็กโตรโฟเรซิสเพ่ือศึกษาดานคุณภาพ ไดแก ขนาด

โมเลกุลของดีเอ็นเอโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน และปริมาณ ตรวจสอบคุณภาพและ

ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยใชเจลอะกาโรส ความเขมขน 0.8 % ยอมดวยเอธิเดียมโบร

ไมด แลวนําไปถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานซ่ึงสามารถ

บอกปริมาณดีเอ็นเอโดยประมาณได 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากบริเวณจีนท่ีตองการ บริเวณท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มี 1 

บริเวณ คือ บริเวณจีน COI โดยไพรเมอรท่ีใชมีลําดับดีเอ็นเอ ดังนี้ 

Fish F1  -5’ TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’- 

Fish R1 -5’ TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’- 
   ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยใชเจลอะกาโรส ความ

เขมขน 1.2 % ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวนําไปถายภาพภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานซ่ึงสามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอโดยประมาณได 

 
ตารางท่ี 3.1  สวนประกอบของสารละลายท่ีใช ในปฏิ กิริยาลูกโชพอลิ เมอเรส เพ่ือสราง

เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด 

 

สวนประกอบของสารละลาย ความเขมขนสุดทายในปฏิกิริยา 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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ข้ันตอนปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ในการทําเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด  

         ใชเครื่อง Thermal cycle รุน G-Strom ซ่ึงการทํางานประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังนี้ 

 ข้ันตอนท่ี 1 Hit lid ท่ี 110 oC 

 ข้ันตอนท่ี 2 เพ่ิมรอบ 35 รอบ ประกอบดวย 

   Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 30 วินาที 

         Annealing ท่ีอุณภูมิ 53 oC เปนเวลา 40 วินาที  

         Elongation ท่ีอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 40 วินาที  

        ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2 จํานวน 35 รอบ 

 ข้ันตอนท่ี 3 store ท่ี 10 oC เปนเวลา 15 นาที หรือจนกวาจะนําผลิตภัตณพีซีอารออกจาก

เครื่อง  

การวิเคราะหผล 

สงผลผลิต PCR ท่ีไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท่ีบริษัทแปซิฟค ไซเอ็นซ จํากัด และ

เม่ือไดลําดับดีเอ็นเอมาแลวนํามาวิเคราะหผลดวยโปรแกรม MEGA เวอรชั่น 6 (Tamura et al., 

2012) เพ่ือศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาหมู และสงลําดับนิวคลีโอไทดของปลาหมูท่ี

ไดท้ังหมดไปเก็บไวในระบบฐานขอมูลของ GenBank เพ่ือขอรับรหัสของแตละลําดับนิวคลีโอไทด 

(GenBank accession number) 

 

  ข้ันตอนท่ี 4 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม

ของปลาปกเปาท่ีพบในแมน้ําสายหลักในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3 สาย คือ แมน้ําโขง 

แมน้ําชี และ แมน้ํามูล  

  ใชไพรเมอรท่ีเปน Universal primer ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยไพรเมอรขนาด 10 

นิวคลีโอไทป ซ่ึงจะเขาไปจับกับดีเอนเอเปาหมายในบริเวณท่ีเปนเบสคูสม จํานวน 20 ชนิด ดัง

ตาราง 3.1  ใหไดผลผลิตของ PCR ไดหลายๆ ชิ้น ท่ีแสดงความหลากหลายในหลายระดับตั้งแต

ตัวอยางภายในประชากร ระหวางประชากร และระหวางชนิด ไพรเมอรท่ีใชจะเปน ลําดับเบสซํ้า

อยางงายๆ (Simple repeat ) โดยใชสวนประกอบของสารละลายในปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรสท่ี

เหมาะสม เพ่ือเพ่ิมปริมาณแถบดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ตามข้ันตอนท่ีกําหนดดัง

ตารางท่ี 3.2  หลังจากเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอแลว แยกชิ้นดีเอ็นเอโดยใชเจลอะกาโรส ความ

เขมขน 1.2 % บันทึกภาพภายใตแสงอัลตราไวโอเลต นําแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจากทุกไพรเมอรมา

วิเคราะหผลเพ่ือใชในการตรวจสอบความเหมือนหรือความแตกตางทางพันธุกรรมของปลาจากลํา

น้ําตาง ๆ โดยการสรางเดนโดรแกรมดวยโปรแกรม NTSYS เวอรชัน 2.1 
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ตารางท่ี 3.2 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 10 ชนิด ท่ีใชการวิเคราะหความสัมพันธของปลา

ดวยเทคนิค 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  สวนประกอบของสารละลายท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ดวยวิธีการ RAPD  

 

สวนประกอบของสารละลาย ความเขมขนสุดทายในปฏิกิริยา 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 

 

 

 

 

 



57 
 

ข้ันตอนปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส ในวิธีการการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  

         ใชเครื่อง Thermal cycle ซ่ึงการทํางานประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังนี้ 

 ข้ันตอนท่ี 1 Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบ  

 ข้ันตอนท่ี 2 Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 1 นาที 

        Annealing ท่ีอุณหภูมิ 37-58 oC เปนเวลา 1 นาที  

        Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 2 นาที  

        ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2 จํานวน 30 รอบ 

 ข้ันตอนท่ี 3 Final extension ท่ี 72 oC เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ  

 

 


