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บทคดัย่อ 
 

การศึกษาวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อ1) พฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลต์ท่ี
จ  าเพาะกบัโลดทะนงแดง ท่ีใชใ้นการตรวจสอบความถูกตอ้งของสมุนไพรท่ีจะน ามาใชใ้นการผลิต
ยาสมุนไพร และ 2) สร้างลายพิมพดี์เอ็นเอส าหรับระบุเอกลกัษณ์ของสมุนไพรโลดทะนง โดยใช้
โลดทะนงท่ีใชใ้นการศึกษาจ านวน 22 ตวัอยา่งและคดัเลือกสังเคราะห์ไพรเมอร์ทั้งหมด 25 คู่ โดย
เร่ิมจากขั้นตอนสร้างคลงัดีเอ็นเอของจีโนมท่ีมีไมโครแซทเทลไลท์ จากนั้นการวิเคราะห์หาล าดบั
ไมโครแซทเทลไลทแ์ละออกแบบไพรเมอร์ แลว้น าไปวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมโดยตรวจสอบลาย
พิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดม้าท าการ
วเิคราะห์กลุ่ม ดว้ยวธีิ UPGAM โดยใชส้ัมประสิทธ์ิความคลา้ยทางพนัธุกรรมแบบ simple matching 
เพื่อเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ภายในกลุ่ม ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYSpc version 2.11T 

ผลการวจิยัพบวา่  
1.ได้เค ร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 3 เค ร่ืองหมาย (LT_AC_100 , 

LT_GT_065 และ LT_GT_169) ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัโลดทะนงแดงสามารถใช้ในการตรวจสอบ
ความถูกตอ้งในการผลิตยาสมุนไพร 

2. ได้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 3 เคร่ืองหมายเพื่อใช้ในการสร้างลาย
พิมพดี์เอน็เอ พบจ านวนอลัลีลทั้งหมด 58 อลัลีลโดยในแต่ละไพรเมอร์ให้อลัลีลท่ีแตกต่างกนั ตั้งแต่ 
18-21 อลัลีล ค่า melting temperature (Tm) อยูร่ะหวา่ง 58-60 องศาเซลเซียส ขนาดของอลัลีล อยู่
ระหวา่ง 170 - 260 bp มีค่า polymorphism information contents (PICs) เฉล่ียเท่ากบั 0.87 แสดงถึง
ความสามารถในการแยกความแตกต่างของตวัอยา่งโลดทะนงสูง เม่ือน ามาวิเคราะห์กลุ่ม ดว้ยวิธี 
UPGAM โดยใช้สัมประสิทธ์ิความคล้ายทางพนัธุกรรมแบบ simple matching พบว่ามีค่า 
cophenetic correlation coefficient (r) เท่ากบั 0.794 ถือวา่มีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียวกนั แต่จดั
กลุ่มได้เหมาะสมน้อย สามารถแบ่งกลุ่มโลดทะนงได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่อย่างชัดเจน โดยมีค่า
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สัมประสิทธ์ิความคลา้ยเท่ากบั 0.66 แสดงวา่พื้นท่ีท่ีเพาะปลูกตน้โลดทะนงท่ีแตกต่างกนัจะท าให้มี
ความแตกต่างทางพนัธุกรรม  

จากการศึกษาในคร้ังน้ีถือวา่เป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีส าคญัในการศึกษาลกัษณะทางโมเลกุลพืช
ในวงศ์ Euphorbiaceae ถือว่าบรรลุวตัถุประสงค์สามารถใช้ในการตรวจสอบความถูกตอ้งระบุ
เอกลกัษณ์ของสมุนไพรโลดทะนงได ้

ค าส าคัญ: โลดทะนงแดง ไมโครแซทเทลไลท ์ ลายพิมพดี์เอน็เอ 
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ABSTRACT 
 

The purpose of this study were 1) to develop specific molecular microsatellite markers 
from Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib to be used to verifying the accuracy of herbs that are 
used in the production of herbal medicines and 2) to establish DNA fingerprint to identify 
Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib. Twenty-two samples of the Trigonostemon reidiodes 
(Kurz) Craib were used in this study. The 25 synthetic primer pairs were designed accordingly. 
Firstly, microsatellite DNA genome library was made. Secondly, microsatellite sequencing was 
analzed to designed specific primers, and lastly, DNA fingerprint analysis using polyacrylamide 
gel electrophoresis technique. The obtained data were analyzed  by cluster analysis through 
UPGAM using coefficient similarity by simple matching method to compare the relationships 
within the group by NTSYSpc version 2.11T program. 

The findings revealed as follows. 
1.  The 3 molecular microsatellite markers (LT_AC_100, LT_GT_065 and LT_GT_169) 

particularly matching with Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib which could be used in 
validating herb production were obtained.  

2. Total of 58 alleles were found (18-21 alleles). Melting temperature (Tm) values were 

between 58-60 °C. The size of the allele were between 170-260 bp. The average PICs value was 
0.87 (0.82 to 0.90). This indicated high polymorphic capability. Cophenetic correlation 
coefficient (r) value was 0.794, shown correlation coefficient and similarity coefficient were 
relationship the same way but the group has less appropriate. Two main groups were separated 
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clearly, similarity coefficient value was 0.66 showed that the Trigonostemon reidioides (Kurz) 
Craib in different cultivated area had the genetic differences. The study was considered as an 
importantly basic information on the molecular histology study of plants in the Euphorbiaceae 
family and can be used to verifying the accuracy of Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib. 

Keywords: Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib, Microsattellite, DNA fingerprint 
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บทที ่1 
บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 โลดทะนงแดงมีช่ือวทิยาศาสตร์ คือ Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib เป็นพืชในวงศ ์
Euphorbiaceae มีช่ือเรียกต่างกนัไปในแต่ละภูมิภาค เช่น ขา้วเยน็เนิน (ราชบุรี ประจวบคีรีขนัธ์); 
ดู่เบ้ีย ดู่เต้ีย (เพชรบุรี); ทะนง รักทะนง (นครราชสีมา); ทะนงแดง (ประจวบคีรีขนัธ์); นางแซง 
(อุบลราชธานี); โลดทะนงแดง (บุรีรัมย)์; หนาดค า (เหนือ) มีฤทธ์ิเป็นยาสมุนไพรรสร้อน พบ
สารส าคญัจากรากตน้โลดทะนง (แดง) ได้แก่ Rediocide A Rediocide B Rediocide C (+)-
Syringaresinol และ Scopoletin (ระวีวรรณ, 2556) และนอกจากนั้นยงัสารส าคญักลุ่ม Novel 
Falvonoidas Indole Alkaloid ซ่ึงประกอบไปดว้ย Afzelechib- (4α8) -Afzelechin, Trigonostemone, 
Phenantherenone, Llotthanongine, Daphane Ditherpenoid (Redioside A) Daphnane Ditetpenes 
(Rediocides B-F และ Redioside G) (Tempeam A. et al., 2002; 2005) ในแง่ยาสมุนไพรพื้นบา้นใช้
ราก เขา้ยากบัน ้ ามะนาว ฝนกบัน ้ าด่ืม แกผ้ิดส าแดง พิษแมงมุม ท าให้อาเจียน ถอนพิษเบ่ือเมา ใช้
เหงา้ ฝนทา แกสิ้ว ฝ้าและฟกช ้ า เคล็ดบวม ราก ตม้น ้ าด่ืม หรือฝนรับประทาน ท าให้อาเจียนอย่าง
หนกั ใช้ถอนพิษคนกินยาเบ่ือยาเมา หรือฝนน ้ ากินช่วยให้เลิกด่ืมเหลา้ และนอกจากน้ีแลว้ รากตน้
โลดทะนงสามารถไปยบัย ั้งประสิทธิภาพ การท างานของพิษงูชนิดท่ีออกฤทธ์ิต่อระบบประสาท  
(ระววีรรณ, 2556) และสามารถออกฤทธ์ิตา้นพิษงูได ้ เช่น งูเห่าไทย เป็นตน้ โดยสารเคมีในรากตน้
โลดทะนงไปจบักบักรดอะมิโนใน Neurotoxin3 ซ่ึงเป็นสารพิษท่ีมีผลต่อระบบประสาท ในบริเวณ 
Binding Site ท าให้ Binding Site ของ Neurotoxin3 ไม่ว่าง ก็ไม่สามารถไปจบักบั Areceptor         

(Zeng & Hawrot, 2002) ได ้จึงท าให้ไม่เกิดพิษ (คเณศและโอภา, 2541) ส าหรับวิธีการใชย้าส าหรับ
แกพ้ิษงู ให้น ารากโลดทะนงแดงมาฝนกบัหมากแห้งใชน้ ้ าสะอาดเป็นกระสายยา ฝนจนกระทัง่น ้ า
เป็นสีขุ่น ใช้ประมาณ 1 แก้ว ให้ผูป่้วยด่ืมยา รอสัก 3-5 นาที คนไข้จะอาเจียนออกมา 30 นาที 
หลังจากนั้นให้ด่ืมยาซ ้ าอีก ขณะเดียวกันท ายาปิดปากแผลท่ีงูกัด โดยมีมะนาวบีบมะนาวเป็น
กระสายยา น ารากโลดทะนงแดงและหมากแหง้มาฝนปิดบริเวณปากแผลท่ีงูกดั ท าซ ้ าทุก 2 ชัว่โมง  

ตน้โลดทะนงแดงในปัจจุบนัประเทศไทยสามารถพบหาไดย้าก และประชาชนทัว่ไปของ
ประเทศ ยงัไม่รู้จกัหรือเคยเห็นต้นโลดทะนงมาก่อน หรือมีผูรู้้หรือผูท้รงคุณวุฒิท่ีสามารถระบุ
เอกลกัษณ์หรือบอกลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของโลดทะนงนอ้ยมากและงานวจิยัส่วนใหญ่เป็นงาน
ดา้นการทดสอบฤทธ์ิต่างๆ โดยไม่มีการตรวจสอบอยา่งแน่ชดัวา่เป็นโลดทะนงแดงจริงหรือไม่ จาก
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ขอ้มูลการตรวจสอบพนัธุกรรมโลดทะนงในประเทศไทย พบความแตกต่างระหว่างตวัอย่างต ่า 
งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ ท่ีสามารถตรวจสอบความหลากหลายไดสู้ง 
เพื่อใชใ้นการตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมโลดทะนงท่ีปลูกอยูใ่นประเทศไทย และใช้
ตรวจสอบพนัธ์ุเพื่อประโยชน์ในการรับรองพนัธ์ุ ปรับปรุงพนัธ์ุ และพฒันาพนัธ์ุต่อไปในอนาคต 
 ปัจจุบนัเทคโนโลยีเคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular Marker Technology) ซ่ึงเป็น
เทคโนโลยีท่ีได้รับความนิยมในปัจจุบนั เป็นเทคนิคทางพนัธุศาสตร์ระดบัโมเลกุล (Molecular 
Genetics) ท่ีเขา้มามีบทบาทส าคญัในการศึกษาทางดา้นพนัธุกรรมในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด รวมถึงการ
ศึกษาวิจยัทั้งทางด้านการเกษตร การแพทย ์และงานด้านการอนุรักษ์ การคดัเลือกปรับปรุงและ
พฒันาสายพนัธ์ุพืชและสัตว ์(Semagn, et al., 2006, Hubert & Hedgecock, 2004, Sekino & Hara, 
2007) จากขอ้มูลงานวจิยั พบวา่มีการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลข้ึนหลากหลายชนิด และการน าไป
ประยุกตใ์ช้นั้นก็แตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัความเหมาะสมของเคร่ืองหมายแต่ละชนิดและลกัษณะของ
งานวจิยัอยา่งไรก็ตาม เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลทห์รือเอสเอสอาร์ (Microsatellite 
or SSR: Simple Sequence Repeat) เป็นชนิดท่ีไดรั้บความนิยมและมีการน ามาประยุกตใ์ช้อยา่ง
แพร่หลาย (Varshney, et al., 2005) โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในวิเคราะห์การถ่ายทอดร่วมทางพนัธุกรรม 
และความหลากหลายทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตต่างๆ วิธีท่ีนิยมใช้ในการพฒันาเคร่ืองหมาย
โมเลกุล  ไมโครแซทเทลไลท์  คือ  การวิ เคราะห์หาไมโครแซทเทลไลท์จากฐานข้อมูลทั้ ง 
ท่ี เ ป็น Genomic DNA และ  cDNA หรือ  Gene แล้วออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรมต่างๆ 
(Tangphatsornruang, et al., 2008 ) เช่น WebSat-Web Tools (Martins, et al., 2009) โดยจะท าให้วิธี
น้ีนั้นรวดเร็วและประหยดั (Zhan et al.,2009) แต่มีขอ้จ ากดัในส่ิงมีชีวิตท่ีไม่มีฐานขอ้มูล (Varshney, 
et al., 2005) ดงันั้นในกรณีของส่ิงมีชีวิตท่ีมีขอ้มูลทางพนัธุกรรมนอ้ย หรือไม่มี เช่นพืชสมุนไพร 
พืชถ่ินเดียว พืชหายาก และพืชใกลสู้ญพนัธ์ุของประเทศไทย วิธีการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลไม
โครแซทเทลไลทด์ว้ยการสร้างคลงัดีเอ็นเอของจีโนมแบบ Enriched (Enriched Libraries) จึงเป็นวิธี
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ขอ้ดีคือ พบไมโครแซทเทลไลทเ์ป็นจ านวนมาก (Zane, et al., 2002, Nunome,        
et al., 2006) แมว้า่จะมีการซ ้ าของไมโครแซทเทลไลท ์ท่ีเหมือนกนัเป็นจ านวนมากและมีค่าใชจ่้าย
สูง (Squirrell, et al., 2003, Burns, et al., 2001) 
 ดงันั้นโครงการวิจยัน้ีตอ้งการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและลายพิมพดี์เอ็นเอ
ของโลดทะนงแดง โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์เพื่อใช้เป็นฐานขอ้มูลส าหรับ
การอนุรักษแ์ละการปรับปรุงพนัธ์ุ รวมถึงข้ึนทะเบียนพนัธ์ุต่อไปในอนาคต 
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วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
1.  เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลต์ ท่ีจ  าเพาะกบัโลดทะนงแดง 

เพื่อใชป้ระโยชน์ในการตรวจสอบความถูกตอ้งของสมุนไพรท่ีจะน ามาใชใ้นการผลิตยาสมุนไพร 
 2.  เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลต์เพื่อใชใ้นการสร้างลายพิมพดี์
เอน็เอส าหรับระบุเอกลกัษณ์ของสมุนไพรโลดทะนง 

 

ขอบเขตของการวจิัย 
 1. พฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลตท่ี์จ าเพาะกบัโลดทะนงแดง โดยใช้
ตน้พนัธ์ุโลดทะนงแดงท่ีเพาะเล้ียง ในหน่วยปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช มาท าการวิจยั ณ หน่วย
ปฏิบติัการชีวโมเลกุลพืช โครงการอนุรักษ์พนัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชด าริฯ (อพ.สธ) 
สวนจิตรลดา พระราชวงัดุสิต 
 2. ใชก้ลุ่มตวัอยา่งโลดทะนงตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอของโลดทะนงโดยใชเ้คร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท ์มากกวา่หรือเท่ากบั 20 ตวัอยา่ง และมากกวา่หรือเท่ากบั 2 แหล่ง 
 

ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจิัย 
 1. ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลทเ์พื่อใช้ในการศึกษาความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมและไดล้ายพิมพดี์เอน็เอส าหรับข้ึนทะเบียนพนัธ์ุต่อไป 
 2. ได้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ท่ีสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของโลดทะนงแดงท่ีน ามาใชใ้นการผลิตยาสมุนไพร 
 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
โลดทะนงแดง หมายถึง พืชท่ีอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae เป็นไม้พุ่มขนาดเล็ก สูงได้ถึง 

1 เมตร มีรากเก็บสะสมอาหารพองโต ผวิสีแดงอมม่วง เน้ือสีขาว ล าตน้เรียวเล็ก ข้ึนเป็นกอ ทุกส่วน
ของตน้มีขน ล าตน้มีขนสั้นนุ่มหนาแน่น ใบเด่ียว เรียงสลบั เน้ือใบหนา แผน่ใบรูปขอบขนาน หรือ
รูปขอบขนานแกมใบหอก กวา้ง 2-4 เซนติเมตร ยาว 6-10 เซนติเมตร โคนใบมน มีต่อมเล็กๆ 2 ต่อม 
ขอบใบเรียบ ปลายใบแหลม เห็นเส้นใบย่อยเห็นชัด และมีขนนุ่มหนาแน่นบนผิวใบทั้งสองดา้น 
กา้นใบยาว 1-1.5 เซนติเมตร ช่อดอกแบบกระจะ ดอกสีขาว ชมพู ม่วงเขม้หรือเกือบด า ออกเป็นช่อ
ตามซอกใบและตามก่ิงกา้น ยาว 7-10 เซนติเมตร 
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ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ หมายถึง การตรวจสอบระดบัความแตกต่างของจีโนมของส่ิงมีชีวิต โดย
ใชเ้ทคนิค ทางชีวโมเลกุล ซ่ึงมีความจ าเพาะส าหรับส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด  

เคร่ืองหมายโมเลกุล หมายถึง เคร่ืองหมายท่ีสามารถระบุความแตกต่างหรือจ าแนกลกัษณะ
ปรากฎและลกัษณะทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวติ 

อิเล็กโตรโฟรีซีส หมายถึง การเคล่ือนยา้ยอนุภาคท่ีอยู่ในสารละลายดว้ยกระแสไฟฟ้าโดย
อาศยัคุณสมบติัของอนุภาคท่ีมีประจุไฟฟ้าบวกหรือลบ ซ่ึงจะเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วลบหรือขั้วบวกใน
สนามไฟฟ้าดว้ยอตัราการเคล่ือนท่ีและทิศทางต่างกนัไปตามแต่ละชนิดของประจุบนอนุภาคนั้นๆ 

ไมโครแซทเทลไลท์ หมายถึง กลุ่มดีเอ็นเอท่ีมีเบสซ ้ า มีล าดบัเบสซ ้ าเป็นยูนิตจ านวน 2-6 
เบส จ านวนซ ้ าตั้งแต่ 3 ซ ้ าไปจนถึงหลายสิบซ ้ า พบมากในจีโนมของส่ิงมีชีวติขั้นสูง 

การวิเคราะห์การจัดกลุ่ม หมายถึง วิธีการทางคณิตศาสตร์ท่ีใช้ในการจ าแนกหรือแบ่ง
ขอ้มูล หรือตวัอยา่งท่ีศึกษาออกเป็นกลุ่มยอ่ย ตั้งแต่ 2 กลุ่มข้ึนไป กลุ่มท่ีแบ่งออกจะแสดงให้เห็นวา่
ขอ้มูลหรือตวัอย่างท่ีอยูก่ลุ่มเดียวกนัจะมีลกัษณะคลา้ยกนัหรือมีความสัมพนัธ์กนัมาก ส่วนขอ้มูล
หรือตัวอย่างท่ีอยู่ต่างกลุ่มกันจะมีลักษณะท่ีต่างกันหรือมีความสัมพันธ์กันน้อยหรือไม่ มี
ความสัมพนัธ์กนัเลย 
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กรอบแนวคดิในการวจิัย 
 

ตัวแปลต้น 
 
 
 
 
 
 

   ตัวแปลตาม 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่1 กรอบแนวคิดในการวจัิย 
 

1. พฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซท
เทลไลทจ์ากโลดทะนงแดง (ตน้แม่แบบ) 
- สกดัดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีใช ้
- Digestion and DNA Purification 
- Linker Ligation 
- Hybridization 
- Amplification of Linker Ligated and Oligo 
DNA 
- Size Selection and Gel Extraction  
- Vector Ligation with pGEM®-T easy Vector 
- Bacterial Transformation of E.coli DH-5α 
Competent cell 
- Size Screening and Sequencing 
- SSR finding and primer design 
 

เคร่ืองหมายโมเลกุล 
ชนิดไมโครแซทเทลไลท ์

และลายพิมพดี์เอน็เอใชใ้นการ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของ

โลดทะนง 

2. ตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอของโลดทะนงโดย
ใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์
- เทคนิคอิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริ
ละไมดก์บักลุ่มตวัอยา่งโลดทะนง 
- วเิคราะห์ผลการจดักลุ่ม ดว้ยวธีิ Unweighted 
Pair-Group Arithmetic Average ดว้ยโปรแกรม
ส าเร็จรูป NTSYSpc Version 2.11T 



บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

 
 ในบทน้ีจะกล่าวถึงขอ้มูลทัว่ไปของโลดทะนงแดง ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ สรรพคุณ 
สารส าคญั สารออกฤทธ์ิ การศึกษาลายพิมพดี์เอ็นเอ (DNA Fingerprinting) ในพืช เคร่ืองหมาย
โมเลกุล (Molecular Marker) ประเภทของเคร่ืองหมายโมเลกุล เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) อิเล็คโตรโฟรีซีสแบบเจลอะกาโรส (Agarose 
Gel Electrophoresis) อิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis: PAGE) ไมโครแซทเทลไลท ์(Microsatellite) การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซท
เทลไลท ์(Microsatellite Marker Development) และการวิเคราะห์การจดักลุ่ม (Cluster Analysis)  
ดงัต่อไปน้ี 
 

ข้อมูลทัว่ไปของโลดทะนงแดง 

 โลดทะนงแดง มีช่ือวทิยาศาสตร์คือ Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib เป็นพืชในวงศ ์
Euphorbiaceae มีช่ือเรียกต่างกนัไปในแต่ละภูมิภาค เช่น ขา้วเยน็เนิน (ราชบุรี ประจวบคีรีขนัธ์); ดู่
เบ้ีย ดู่เต้ีย (เพชรบุรี); ทะนง รักทะนง (นครราชสีมา); ทะนงแดง (ประจวบคีรีขนัธ์); นางแซง 
(อุบลราชธานี); โลดทะนงแดง (บุรีรัมย)์; หนาดค า (เหนือ) หวัยาเขา้เยน็เนิน ขา้วเยน็เนิน (ราชบุรี 
ประจวบคีรีขนัธ์) มีรากสะสมอาหารพองโต ผวิสีแดงอมม่วง เน้ือสีขาว 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่2 รากโลดทะนงแดง  
(ฐานขอ้มูลเคร่ืองยาสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี, ออนไลน์)  
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ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 เป็นไมพุ้ม่ขนาดเล็ก สูงไดถึ้ง 1 เมตร มีรากเก็บสะสมอาหารพองโต ผิวสีแดงอมม่วง เน้ือสี
ขาว ล าตน้เรียวเล็ก ข้ึนเป็นกอ ทุกส่วนของตน้มีขน ล าตน้มีขนสั้นนุ่มหนาแน่น ใบเด่ียว เรียงสลบั 
เน้ือใบหนา แผ่นใบรูปขอบขนาน หรือรูปขอบขนานแกมใบหอก กวา้ง 2-4 เซนติเมตร ยาว 6-10 
เซนติเมตร โคนใบมน มีต่อมเล็ก ๆ 2 ต่อม ขอบใบเรียบ ปลายใบแหลม เห็นเส้นใบยอ่ยเห็นชดั และ
มีขนนุ่มหนาแน่นบนผวิใบทั้งสองดา้น กา้นใบยาว 1-1.5 เซนติเมตร ช่อดอกแบบกระจะ ดอกสีขาว 
ชมพ ูม่วงเขม้หรือเกือบด า ออกเป็นช่อตามซอกใบและตามก่ิงกา้น ยาว 7-10 เซนติเมตร พบตามป่า
เตง็รัง ป่าเบญจพรรณ ป่าดิบแลง้ ออกดอกตลอดปี 

สรรพคุณ  
 ในแง่ยาสมุนไพรพื้นบา้นจงัหวดัอุบลราชธานี ใช ้ราก เขา้ยากบัน ้ ามะนาว ฝนกบัน ้ าด่ืม แก้
ผดิส าแดง พิษแมงมุม ท าใหอ้าเจียน ถอนพิษเบ่ือเมา เหงา้ ฝนทา แกสิ้ว ฝ้าและฟกช ้ า เคล็ดบวม ราก 
ผสมกบัพญาไฟและปลาไหลเผือก ฝนน ้ าด่ืมถอนเมาเหล้า หากยาพื้นบา้นใช้ ราก ผสมกบัเมล็ด
หมาก ฝนน ้ ากินและผสมกบัน ้ ามะนาว ทาแผลแกพ้ิษงูชนิดท่ีออกฤทธ์ิต่อระบบประสาท ซ่ึงควรมี
การวิจยัเพิ่มเติม ตม้น ้ าด่ืม หรือฝนรับประทาน ท าให้อาเจียนอย่างหนกั ใช้ถอนพิษคนกินยาเบ่ือยา
เมา หรือฝนน ้ากินช่วยใหเ้ลิกด่ืมเหลา้ (ระววีรรณ, 2556)  
 ส่วนต ารายาไทยใช ้ราก มีรสร้อน ฝนน ้ากินท าให้อาเจียน เพื่อถอนพิษคนกินยาเบ่ือ เมาพิษ
เห็ดและหอย แกพ้ิษงู แกเ้สมหะเป็นพิษ (เสมหะหรืออุจจาระเป็นมูกเลือด) แกหื้ด แกว้ณัโรค เป็นยา
ระบาย ฝนเกล่ือนฝี หรือดูดหนองถา้ฝีแตก แกฟ้กช ้ า เคล็ดบวม แกป้วดฝี คุมก าเนิด ตม้ด่ืม แกว้ณั
โรค ฝนกบัน ้ามะนาว หรือสุรา รับประทานแกพ้ิษงู ฝนทาแกฟ้กช ้า เคล็ดขดัยอก 
 ส าหรับวิธีการใชย้า ให้น ารากโลดทะนงแดงมาฝนกบัหมากแห้งใชน้ ้ าสะอาดเป็นกระสาย
ยา ฝนจนกระทัง่น ้ าเป็นสีขุ่น ใชป้ระมาณ 1 แกว้ ให้ผูป่้วยด่ืมยา รอสัก 3-5 นาที คนไขจ้ะอาเจียน
ออกมา 30 นาที หลงัจากนั้นให้ด่ืมยาซ ้ าอีก ขณะเดียวกนัท ายาปิดปากแผลท่ีงูกดั โดยมีมะนาวบีบ
มะนาวเป็นกระสายยา น ารากโลดทะนงแดงและหมากแหง้มาฝนปิดบริเวณปากแผลท่ีงูกดั ท าซ ้ าทุก 
2 ชัว่โมง ส่วนกรณีมีรอยไหม ้แผลเน่า ให้ใช้ว่านอ่ึงทุบปิดแผล หากใช้ในเด็กตอ้งลดปริมาณตาม
ขนาด 

สารส าคัญของโลดทะนง 
 พบสารประกอบทางเคมีในสารสกดัจากรากตน้โลดทะนง (แดง) ท่ีส าคญั 5 ชนิด ไดแ้ก่ 
Rediocidee A Rediocidee B Rediocidee C (+)-Syringaresinol และ Scopoletin (ระวีวรรณ, 2556) 
และนอกจากนั้นยงัสารส าคญักลุ่ม Novel Falvonoidas Indole Alkaloid ซ่ึงประกอบไปด้วย 
Afzelechib - (4α8) - Afzelechin, Trigonostemone, Phenantherenone, Lotthanongine, Daphane 
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Ditherpenoid (Redioside A) Daphnane Ditetpenes (Rediocides B-F และ Redioside G) (Tempeam, 
et al., 2002; 2005) พบสารประกอบส าคญัทางเคมีจากรากโลดทะนง (ขาว) 5 ชนิด คือ Rediocide B 
Rediocide C (+)-Syringaresinol และ Coumarin Tomentin (สุภาวดี, 2556)  
 

การศึกษาลายพมิพ์ดีเอน็เอ (DNA fingerprinting) ในพชื 
 เป็นเทคนิคท่ีใชต้รวจสอบระดบัความแตกต่างของจีโนมของส่ิงมีชีวิตไดอ้ยา่งรวดเร็วและ
ครอบคลุมได้อย่างกวา้งขวาง โดยใช้เทคนิคต่างๆ ทางชีวโมเลกุล เน่ืองจากดีเอ็นเอเป็นสาย
พนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิต ซ่ึงมีความจ าเพาะส าหรับส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจึงเป็น
ลกัษณะเฉพาะในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด ซ่ึงสามารถบอกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ ไดเ้ป็นอยา่ง
ดีและไม่เปล่ียนแปลงไปตามสภาพแวดล้อม ลายพิมพ์ดีเอ็นเอพืชสามารถท าได้หลายวิธีโดยใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดต่างๆ ตวัอยา่งเช่น RFLP (Restriction Fragment Polymorphism) RAPD 
(Random –Amplified Polymorphic DNA) (William, et al., 1990) AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism) (Vos, et al., 1995) SSR (Simple Sequence Repeat Microsatellite) (Powell, 
et al., 1996) SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (ฐิติกาและภูวดล, 2556) 

ประโยชน์ของการศึกษาลายพมิพ์ดีเอน็เอในพชื 
 1. เพื่ อใช้ เค ร่ืองหมายโม เลกุล  (Molecular Marker) ในการจ าแนกพัน ธ์ุพืช  (Plant 
Identification and Plant Taxonomy) โดยใชค้วามแตกต่างในระดบัชีวโมเลกุลของพืชซ่ึงไม่สามารถ
แยกความแตกต่างไดโ้ดยลกัษณะของพืชภายนอก (Phenotype) 
 2. เพื่อใช้น าขอ้มูลไปใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืชในอนาคตได้ โดยสามารถช่วยในการ
ตรวจสอบ Linkage ระหวา่งเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีศึกษากบัลกัษณะท่ีเป็นประโยชน์ต่อพนัธ์ุพืช เช่น 
ต่านทานโรคแมลง ฯลฯ เพื่อช่วยในการคดัเลือกและท าแผนท่ียนีบนโครโมโซม 
 3. ช่วยในการตรวจสอบ Somaclonal Variation ว่ามีการกลายพนัธ์ุในระดบัชีวโมเลกุล
หรือไม่ ในกรณีท่ีมีการขยายพนัธ์ุโดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช สามารถใชใ้นการคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ี
ตอ้งการไดเ้ร็วยิง่ข้ึน โดยไม่ตอ้งรอใหมี้ผลผลิตในการแปลงหรือแหล่งปลูก 
 4. เพื่อใช้เป็นขอ้มูลท่ีเช่ือถือไดใ้นการจ าสิทธิบตัรรับรองพนัธ์ุ นอกเหนือไปจากลกัษณะ
ภายนอก 
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เคร่ืองหมายโมเลกลุ (Molecular Marker) 
 ความหมายโดยทัว่ไปของค าว่า “เคร่ืองหมาย” คือส่ิงท่ีใช้บอกความแตกต่างระหว่างส่ิง 
2 ส่ิง ซ่ึงสามารถน ามาใช้กบัส่ิงมีชีวิตไดเ้ช่นกนั ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุลเป็นส่ิงท่ีบอกความ
แตกต่างในส่ิงมีชีวติซ่ึงสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได ้
 ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Genetic Diversity) หรือความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
(Genetic Variation) เป็นท่ีมาของเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม (Genetic Marker) ซ่ึงสามารถ
ตรวจสอบได้ท่ีระดับทางสัณฐานวิทยา (Morphological Marker) ระดับชีวเคมี (Biochemical 
Marker) และระดบัโมเลกุล (Molecular Marker หรือ DNA Marker) (อรรัตน์, 2548) 
 1. Morphological Marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีสามารถมองเห็นและระบุความแตกต่างได้
ทนัที ซ่ึงก็คือลักษณะภายนอกท่ีแตกต่างกนัของส่ิงมีชีวิตนั่นเอง เช่น ลกัษณะสีตาหรือสีผมใน
มนุษย ์ลกัษณะสีกลีบดอกไม ้เป็นตน้ 
 2. Biochemical Marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างข้ึนจากการศึกษาวเิคราะห์การเปล่ียนแปลง
ทางชีวเคมีในส่ิงมีชีวิต ไดแ้ก่ เอนไซม์ต่างๆ วิธีการศึกษาเอนไซม์ ค่อนขา้งง่ายและจดัว่าไม่แพง 
แต่  Marker ชนิดน้ี มีข้อจ ากัด ท่ีการแสดงออกของเอนไซม์ได้รับผลกระทบโดยตรงจาก
สภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลงและระยะการเจริญเติบโตของพืช เช่นเดียวกบั Morphological Marker 
นอกจากน้ียงัมีขอ้จ ากดัในเร่ืองความจ าเพาะเจาะจงต ่า กล่าวคือ ถา้ยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์
นั้นมีการเปล่ียนแปลงล าดับเบสไปเล็กน้อย  ซ่ึงอาจมีผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของชนิดกรด 
อะมิโนหรืออาจไม่มีก็ตาม การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสเพียงเล็กนอ้ยน้ีไม่สามารถตรวจสอบได ้
 3. Molecular Marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างมาจากช้ินส่วนของดีเอ็นเอ  ดังนั้ นใน
ความหมายเดียวกนั Marker ชนิดน้ีจึงถูกเรียกวา่ DNA Marker ดว้ย ในทางตรงขา้มกบั Marker ท่ี
กล่าวมาแลว้ทั้งสองชนิด Molecular Marker มีขอ้ไดเ้ปรียบตรงท่ีมีจ านวนมากมายมหาศาลและ
สภาพแวดลอ้มและระยะการเจริญเติบโตของพืชไม่มีอิทธิพลต่อการแสดงออกของ Marker ชนิดน้ี 

ประเภทของเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 เคร่ืองหมายโมเลกุลถูกแบ่งเป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ Hybridization-Base Marker และ PCR-
Based Marker 
 1. Hybridization-Base Marker ตอ้งอาศยัเทคนิค DNA Hybridization ท่ีรู้จกักนัดี คือ 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
 2. PCR-Based Marker อาศยัเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลองดว้ยปฏิกิริยา 
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ลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) นบัเป็นเทคนิคท่ีมีประโยชน์มากในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอข้ึนส่วนท่ีตอ้งการ ทั้งน้ีตอ้งอาศยัความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ ไพรเมอร์ท่ีใช้
ในงาน PCR มีมากมาย สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ประเภทตามระดบัความจ าเพาะเจาะจง ไดแ้ก่ 
  2.1 Random Primers เป็นไพรเมอร์ท่ีมีขนาดสั้น ท่ีนิยมใช้มีความยาว 10 Nucleotide 
เทคนิค Marker ท่ีใช ้Random Primers ไดแ้ก่ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
  2.2 Semi-Specific Primers เป็นไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเป้าหมาย
มากข้ึน เช่น ตอ้งการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วนท่ีเป็น Microsatellite แต่ไม่เจาะจงชดัเจนว่าเป็น
ต าแหน่งใด ไพรเมอร์ประเภทน้ี ไดแ้ก่ ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) โดยใช ้Microsatellite 
ท่ีมีความยาวประมาณ 15-18 Nucleotide เป็น Singer Primer เช่น (ATG)6 หรือ (GA)8A หรือ 
(GGAGA)3 ผลท่ีไดจ้ากการใช้ ISSR Primer จึงเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้าก PCR มีหลายแถบ 
เช่นเดียวกบั RAPD 
  2.3 Specific Primers เป็นไพรเมอร์ท่ีถูกสร้างข้ึนให้จบักับดีเอ็นเอเป้าหมาย ณ 
ต าแหน่งท่ีตอ้งการ เช่น ยนีท่ีสนใจ หรือเป็นต าแหน่ง Microsatellite ท่ีเจาะจง ดงันั้นจึงจ าเป็นท่ีตอ้ง
ทราบล าดบัเบสของดีเอ็นเอเป้าหมายก่อน แลว้จึงสร้างไพรเมอร์ให้ Complementary กบัดีเอ็นเอ
เป้าหมายทั้งสองสาย ท าใหต้อ้งใชไ้พรเมอร์เป็นคู ่
 

เทคนิคพซีีอาร์ (Polymerase Chain rEaction: PCR) 
 เป็นเทคนิคท่ีถูกคน้พบโดย Kary Mullis ในปี ค.ศ. 1983 น าไปใชใ้นการเพิ่มปริมาณของดี
เอ็นเอเป้าหมายให้มีปริมาณท่ีสูงข้ึนเป็นทวีคูณ โดยเลียนแบบจากขบวนการจ าลองดีเอ็นเอ (DNA 
Replication) (นุจรีย,์ 2550) โดยปฏิกิริยา PCR ใช ้Enzyme DNA Polymerase และ DNA สังเคราะห์
ช้ินสั้นๆ (10-24 Nucleotide) เรียกว่า Primer เพื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีตอ้งการ 
(อรรัตน์, 2548) ซ่ึงในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสน้ี จ  าเป็นตอ้งท าให้สายพนัธุกรรมท่ีเป็นสาย
คู่ในธรรมชาติเสียสภาพกลายเป็นสายเด่ียว ดว้ยความร้อนท่ีไดรั้บในขั้นตอนการท า PCR ซ่ึงจะเปิด
โอกาสให้ช้ินไพรเมอร์ (Primer) ท่ีมีนิวคลีโอไทด์ ซ่ึงมีเบสคู่สมกบันิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอ
ตน้แบบนั้น เขา้กบัและเกิดปฏิกิริยา ไดเ้ป็นดีเอ็นเอสายใหม่ และจะมีการท าขั้นตอนต่างๆ น้ีซ ้ ากนั
ในหลายๆ รอบปฏิกิริยา ท าใหมี้การเพิ่มข้ึนของช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการในปริมาณท่ีมาก 
 ขั้นตอนการใชค้วามร้อนในการคลายเกลียวของดีเอ็นเอตน้แบบ (Denaturation) เป็นสาย
เด่ียว ตามด้วยการลดความร้อนในอุณหภูมิต่างๆ ท่ีเหมาะสม เพื่อการเข้าจับของไพรเมอร์ 
(Annealing) บนดีเอ็นเอตน้แบบ และมีการต่อเพิ่มของสายดีเอ็นเอ ดว้ยการใชเ้อนไซมโ์พรีเมอเรส 
ท าให้ได้ดีเอ็นเอคู่ผสมกับสายต้นแบบเป็นดีเอ็นเอสายคุ่ท่ีมีความยาวและขนาดตามต้องการ 
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(Extension) ซ่ึงปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มมากข้ึนจะมีมากหรือน้อยข้ึนอยู่กบัจ านวนรอบของปฏิกิริยา 
และความสามารถในการเขา้จบักบัสายดีเอน็เอตน้แบบของไพรเมอร์ (Newton, 1995)  
 ปฏิกิริยา PCR ประกอบดว้ยสาร ดงัน้ี 
 1. DNA แม่แบบหรือ DNA แม่พิมพ ์(DNA Template) ท่ีทราบล าดบัเบสแลว้ 
 2. DNA สายเร่ิมตน้ขนาดสั้นๆ เรียกวา่ ไพรเมอร์ (Primer) 
 3. Deoxynucleotide Triphosphate (dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ อะดีนิน (Adenine, A) กวันีน 
(Guanine, G) ไซโตซีน (Cytosine, C) และไธมีน (Thymine, T)  
 4. เอนไซม ์DNA โพลีเมอเรส (DNA Polymerase) ท าหนา้ท่ีในการสังเคราะห์ DNA สาย
ใหม่ เอนไซม์น้ีมีหลายชนิด ท่ีนิยมใช้กนัทัว่ไปเป็นเอนไซม์ท่ีสกดัไดจ้ากแบคทีเรียช่ือ เทอร์มสั 
อาควอติตสั (Thermus Aquaticus) จึงเรียกเอนไซมน้ี์วา่ Taq DNA Polymerase แบคทีเรียชนิดน้ี
อาศยัอยู่ในน ้ าพุร้อน มีคุณสมบติัทนต่ออุณหภูมิสูงไดถึ้ง 95 °C และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานของเอนไซมคื์อ ประมาณ 72 °C 
 5. แมกนีเซียมคลอไรด ์(MgCl2) เป็นสารเร่งปฏิกิริยาเอนไซม ์DNA Polymerase 
 6. บพัเฟอร์ (Buffer) เป็นสารท่ีท าให้สภาพของสารในหลอดทดลองมีสภาวะความเป็น
กรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา 
 7. น ้าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ซ่ึงใชผ้สมสารตั้งตน้ดงักล่าวทั้งหมด 
 โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดว้ยการน าส่วนผสมดงักล่าวขา้งตน้มาเขา้เคร่ืองเพิ่มปริมาณ 
DNA อตัโนมติั ซ่ึงเป็นเคร่ืองท่ีสามารถเปล่ียนแปลงอุณหภูมิสูง-ต ่า ไดอ้ยา่งรวดเร็ว รวมทั้งก าหนด
จ านวนรอบและเวลาส าหรับท าปฏิกิริยาในแต่ละข้ึนตอนไดอ้ย่างอตัโนมติั มีการแบ่งระดบัการ
ควบคุมอุณหภูมิเป็นรอบๆ โดยแต่ละรอบประกอบไปดว้ยขั้นตอน 3 ขั้นตอนหลกั ดงัต่อไปน้ี 
 1. การแยกสาย DNA แม่แบบ (Denaturation) โดยใช้อุณหภูมิสูง 90-95 °C เป็นเวลา
ประมาณ 30-60 วินาที เพื่อให้ DNA คลายเกลียวคู่ออกจากกันเป็นสายเด่ียวและท าหน้าท่ีเป็น
แม่แบบในการสังเคราะห์ DNA  
 2. การจบัของสายไพรเมอร์ (Primer Annealing) โดยใช้อุณหภูมิ 60-65 °C เป็นเวลา
ประมาณ 30-60 วนิาที เพื่อใหไ้พรเมอร์เขา้จบักบั DNA แม่แบบในบริเวณท่ีล าดบัเบสเขา้คู่กนั 
 3. การสังเคราะห์ DNA สายใหม่โดยการต่อสายไพรเมอร์ (Primer Extension) โดยใช้
อุณหภูมิ 70-75°C เป็นเวลาประมาณ 30-120 วินาที ข้ึนอยู่กบัความยาวของ DNA ท่ีตอ้งการเพิ่ม
จ านวน ขั้นตอนน้ีเอนไซม ์DNA Polymerase จะท าหนา้ท่ีน าเบส (A, T, C, G) ท่ีเขา้คู่กบั DNA 
แม่แบบมาต่อเขา้ท่ีปลายของสายไพรเมอร์ทั้งสองเพื่อใหไ้ด ้DNA สายใหม่ 
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 ปฏิกิริยา PCR จะเกิดข้ึนซ ้ าๆ ประมาณ 25-40 รอบ โดยสาย DNA ท่ีสังเคราะห์ข้ึนในแต่ละ
รอบจะถูกใชเ้ป็นแม่แบบในการสังเคราะห์ DNA สายใหม่ในรอบต่อๆ ไปจนส้ินสุดปฏิกิริยา ดงันั้น
ผลผลิต DNA ท่ีไดจึ้งเพิ่มข้ึนเป็นทวีคูณ เรียกการเพิ่มจ านวนแบบน้ีวา่ Exponential Amplification 
ซ่ึงค านวณไดเ้ท่ากบั 2n (n คือจ านวนรอบท่ีปฏิกิริยา) เช่น ถา้ท าปฏิกิริยา 35 รอบ จะมีการสังเคราะห์ 
DNA เพิ่มข้ึนเป็น 235 หรือประมาณ 34 พนัลา้นเท่าของปริมาณ DNA เร่ิมตน้ ปฏิกิริยาทั้งหมดใช้
เวลาเพียง 2-3 ชัว่โมง 
 

อเิลก็โตรโฟรีซีส (Electrophoresis) 
 อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) หมายถึง การเคล่ือนยา้ยอนุภาคท่ีอยูใ่นสารละลายดว้ย
กระแสไฟฟ้าโดยอาศยัคุณสมบติัของอนุภาคท่ีมีประจุไฟฟ้าบวกหรือลบ ซ่ึงจะเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วลบ
หรือขั้วบวกในสนามไฟฟ้าดว้ยอตัราการเคล่ือนท่ีและทิศทางต่างกนัไปตามแต่ละชนิดของประจุ
บนอนุภาคนั้นๆ การเคล่ือนท่ีของอนุภาคดว้ยอตัราความเร็วท่ีต่างกนัน้ี ช่วยในการจ าแนกโมเลกุล
ต่างๆ ออกจากกนัได้และสามารถบ่งบอกถึงชนิด รูปร่าง ขนาดและน ้ าหนักโมเลกุลของสารได ้
รวมทั้งบอกถึงชนิดของประจุการเปล่ียนแปลงประจุของอนุมูลต่างๆ ในโมเลกุลได ้(พิสสาวรรณ, 
2531)   

Gel Electrophoresis  
เป็นอิเล็กโตรโฟรีซีส ชนิด Zone Electrophoresis โดยใชส้ารตวักลางจ าพวกเจลท่ีเป็นสาร

ก่ึงแข็ง เช่น แป้ง (Starch) อะกาโรส (Agarose) หรือ โพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide) การแยก
ของโมเลกุลจะอาศยัสภาพของเน้ือเจลและขนาดช่อง (Pore Size)  

อเิลค็โตรโฟรีซีสแบบเจลอะกาโรส (Agarose Gel Electrophoresis) 
 เป็นวิธีแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยอาศยัความแตกต่างของประจุ ขนาดและรูปร่างของ 
ดีเอน็เอบนตวักลางท่ีเป็นอะกาโรส ซ่ึงเป็นสารโพลีเมอร์สายตรงท่ีเป็นอนุพนัธ์ของโพลีแซคคาไรด์
ท่ีเป็นวุน้ (Agar) โดยเฉพาะในสกุล Gelidium sp. หรือสังเคราะห์ข้ึนโดยตรง ประกอบด้วย 
D-galactose และ 3,6-anhydro-L-galactose ท่ีเช่ือมโยงกนัดว้ยพนัธะ Glycosidic อะกาโรสบริสุทธ์ิ 
อยูใ่นรูปผงละเอียดละลายไดดี้ในน ้ าเดือด เม่ือละลายดีแลว้น าไปใชใ้นขณะร้อนประมาณ 55 องศา
เซลเซียส โดยเทลงในถาดรองรับ เม่ืออะกาโรสเย็นและแข็งตวัเน่ืองจากการโพลีเมอไรด์เซชัน 
โมเลกุลของอะกาโรสมาเช่ือมต่อกันด้วยพนัธะไฮโดรเจน จนมีสภาพก่ึงแข็งคล้ายเจล โดยมี
คุณสมบติัยอมให้สารเคล่ือนท่ีผ่านไปได้ง่ายกว่าสารท่ีมีขนาดใหญ่กว่าและอะกาโรสท่ีใช้ใน
ห้องปฏิบติัการมีความบริสุทธ์ิสูงกว่าอะกาโรสท่ีมีจ าหน่ายอยูท่ ัว่ไปตามทอ้งตลาด (ฤทธ์ิ, 2553) 
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อะกาโรสมีความสามารถในการแยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลประมาณ 100-50,000 คู่เบส (สุรินทร์, 
2545) 

อิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide Gel Electrophoresis: 
PAGE) 
 เป็นเทคนิคท่ีปกติจะใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณและขนาด การแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็ก 
(ประมาณ 50-100 bp) โดยเจลเกิดจากปฏิกิริยาโพลีเมอร์ไรเซชนั (polymerization reaction) ของ
อะคริละไมด์มอนอเมอร์ (Monoacrylamide) และบิสอะคริละไมด์ (Bis-Acrylamide) ไปเป็นสาย
ยาวของโพลีอะคริลาไมด์ (ฤทธ์ิ, 2553) และในการเตรียมเจลอะคริลาไมด์จะตอ้งตรียมระหว่าง
กระจกสองแผน่ ท่ีคัน่ไวด้ว้ยแผน่พลาสติก 2 ช้ิน ดา้นขา้งท่ีเรียกวา่ “Spacer” มีความหนาประมาณ 
0.3-0.4 มิลลิเมตร ท าใหเ้จลท่ีไดบ้างมากจึงท าใหอ่้านแถบดีเอน็เอไดช้ดัเจน 
 

ไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite) 
 ไมโครแซทเทลไลท ์เป็นกลุ่มดีเอ็นเอท่ีมีเบสซ ้ า (Repetitive DNA) พบมากในจีโนมของ
ส่ิงมีชีวิตขั้นสูง ความผนัแปรของจ านวนเบสซ ้ าในจีโนมของส่ิงมีชีวิต สามารถน ามาประยุกต์ใช้
เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวติไดดี้โดยท่ีโพลีมอร์ฟิซึมท่ีเกิดข้ึนนั้น 
เป็นผลเน่ืองมาจากจ านวนคร้ังของเบสซ ้ าของไมโครแซทเทลไลทใ์นโลกสัหน่ึงๆ  
 ไมโครแซทเทลไลทมี์ช่ือเรียกแตกต่างกนัไป เช่น Simple Sequence Repeats (SSR),Simple 
Sequence Length Polymorphisms (SSLP) และ Sequence-Tagged Microsatellite Site (STMS) 
เป็นตน้ 

ไมโครแซทเทลไลท์ คือ บริเวณของเส้นดีเอ็นเอท่ีมีล าดบัเบสซ ้ าเป็นยนิูตจ านวน 2-6 เบส 
เช่น (AG)n, (GCT)n, (ATGC)n, (CAGGC)n เป็นตน้ (Tautz, et al., 1986, Morgante, et al., 2002) 
โดยท่ี n เป็นจ านวนซ ้ าตั้งแต่ 3 ซ ้ าไปจนถึงหลายสิบซ ้ า โดยการเรียงตวัของล าดบัเบสซ ้ าน้ีอาจเกิด
จากการแทรก หรือการแทนท่ีของล าดบัเบสท่ีไม่ใช่ล าดบัเบสซ ้ า แลว้ท าให้เกิดล าดบัเบสซ ้ าเรียงตวั
กนั ซ่ึงอาจจะเกิดจากการท างานท่ีผิดพลาดของเอนไซม ์DNA Polymerase ในบริเวณล าดบัเบสซ ้ า
ระหวา่งกระบวนการจ าลองดีเอ็นเอ ท่ีเรียกวา่ DNA Replication (Levinson, et al., 1987) เกิดจาก 
Retrotransposition (Nadir, et al., 1996) หรือ Unequal Crossing Over (Richard & Paques, 2000) 
ไมโครแซทเทลไลทจ์ะกระจายอยูท่ ัว่ทั้งจีโนม โดยปกติพบในพืชทุกๆ 29 kb ถึง 50 kb (Morgante 
& Olivieri, 1993, Wang, et al., 1994) และไมโครแซทเทลไลทแ์บบซ ้ าท่ีมีสองเบส (Dinucleotide 
Repeat) จะพบไดบ้่อยคร้ังท่ีสุด (Varshney, et al., 2000) ในพืช Dinucleotide Repeat แบบ AT, GA 
และ GT พบมากท่ีสุด (Gupta, et al., 2000, Morgante, et al., 2002) ในขณะท่ี Trinucleotide Repeat 
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แบบ AAG และ AAT Motifs พบมากท่ีสุด (Morgante & Olivieri, et al., 1993, Gupta, et al., 1996). 
นอกจากน้ีจ านวนซ ้ าของไมโครแซทเทลไลท์ท่ีต าแหน่งเดียวกันของจีโนมนั้นท าให้เกิดความ
แตกต่าง (Polymorphism) ระหวา่งจีโนไทป์ (Lagercrantz, et al., 1993) ซ่ึงสามารถตรวจไดด้ว้ย
เทคนิคการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีมีไมโครแซทเทลไลท์นั้นอยู่ ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดย
อาศยัไพรเมอร์ชนิดไมโครแซทเทลไลท ์ท่ีออกแบบจากบริเวณท่ีครอบคลุมบริเวณส่วนหวัและทา้ย
ของไมโครแซทเทลไลท์ ดงันั้นไพรเมอร์แต่ละคู่จะสามารถตรวจสอบไมโครแซทเทลไลท์ใน
ต าแหน่งท่ีจ าเพาะ (Locus-Specific Marker)  

จากลกัษณะเฉพาะน้ีสามารถน ามาพฒันาเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลได ้โดยการออกแบบไพร์
เมอร์ท่ีสามารถเขา้คู่กกบัเบสจ าเพาะเหล่าน้ีได ้ซ่ึงเรียกวา่ “ไมโครแซทเทลไลทไ์พร์เมอร์หรือเอส
เอสอาร์-ไพร์เมอร์” ไพร์เมอร์เหล่าน้ี จะใชเ้ป็นจ าเร่ิมตน้ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของส่วนท่ีเบส
ซ ้ าต่อเน่ืองท่ีอยูร่ะหวา่ง Unique Sequence ความหลากหลายของช้ินดีเอ็นเอขนาดต่างๆ ซ่ึงเป็นผล
มาจากจ านวนคร้ังของเบสซ ้ าท่ีไม่เท่ากนัน้ี ใชบ้่งบอกความแตกต่างระหวา่งส่ิงมีชีวิตได ้(Morgante 
& Oliveieri, 1993)  
 เอกลกัษณ์และคุณสมบติัเด่น เฉพาะตวัท่ีท าให้ไมโครแซทเทลไลทก์ลายเป็นเคร่ืองหมายดี
เอน็เอท่ีดีท่ีสุดตวัหน่ึงในการตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอ คือ 
 1. ลกัษณะท่ีมีหลายอลัลีลในโลกสั (Multi-Allelic Nature) ท าใหต้รวจสอบความแตกต่าง 
ไดม้ากกว่า (High Informative Content) ส่วนเคร่ืองหมายโมเลกุลอ่ืน โดยจะตรวจสอบความ
แตกต่างในระดบัต าแหน่ง หรือ Locus 
 2. มีการถ่ายทอดลกัษณะท่ีเป็นแบบข่มไม่สมบูรณ์ (Co-Dominant Transmission) 
 3. สามารถตรวจสอบไดง่้ายโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์และตอ้งการดีเอ็นเอท่ีใชต้รวจสอบเพียง
เล็กนอ้ยเท่านั้น (small amount of starting DNA) 
 4. พบได้มากมายและครอบคลุมทั้งจีโนม (High Abundant with Uniform Genome 
Coverage) โดยจะพบภายในยนีหรือระหวา่งยนี 
 5. ไพร์เมอร์ท่ีสร้างข้ึนมาส าหรับพืชหน่ึงๆ นั้ น มีความจ าเพาะเจาะจงและสามารถ
แลกเปล่ียนขอ้มูลล าดบัเบสของ ไมโครแซทเทลไลทไ์พร์เมอร์ระหวา่งห้องปฏิบติัการท่ีร่วมวิจยัได้
สะดวก (Electronically Exchangeable Primer Sequences) 

จากจุดเด่นดงักล่าว ท าให้มีผูนิ้ยมใช้ ไมโครแซทเทลไลท์ในการจ าแนกสายพนัธ์ุพืชท่ีมี
ความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกนัอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะพืชท่ีมีฐานพนัธุกรรมแคบ จากการ
ประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมพบว่า ไมโครแซทเทลไลท์สามารถแยกความแตกต่าง 
(Polymorphisms) ของส่ิงมีชีวิตได้ดีกว่าการใช้เทคนิคอ่ืนๆ ทั้งน้ี เน่ืองมาจากจ านวนและความถ่ี
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ของอัลลีลท่ีตรวจพบในต าแหน่ง (Logus) หน่ึงๆ นั่นเอง ถึงแม้ไมโครแซทเทลไลท์จะเป็น
เคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใหข้อ้มูลทางพนัธุกรรมไดม้ากมายแต่พบวา่มีขอ้จ ากดัท่ีส าคญั คือ การพฒันา
หรือสร้างไมโครแซทเทลไลทไ์พร์เมอร์นั้น มีค่าใชจ่้ายค่อนขา้งสูง ซ่ึงจะเป็นอุปสรรคส าหรับพืชท่ี
ไม่เคยมีขอ้มูลล าดบัเบสใน GENBANK มาก่อน นอกจากน้ีแลว้ ปัญหาทางดา้นเทคนิคท่ีพบอยูบ่่อย
คือ การวิเคราะห์ผลค่อนข้างยากโดยเฉพาะในกรณีท่ีต้องการรู้ขนาดอัลลีลท่ีแน่นอน ทั้ งน้ี 
เน่ืองมาจากการเกิด “Stutter Band” ท าใหก้ารอ่านแถบดีเอน็เอผดิพลาดได ้(วรัญญา, 2554) 
 

การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite marker development) 
 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์หรือเคร่ืองหมาย SSR (SSR Marker) เป็นเคร่ืองหมายดี
เอ็นเอแบบจ าเพาะ ตรวจสอบดีเอ็นเอไดค้ร้ังละ 1 ต  าแหน่ง (Single-Locus Marker) จากการท่ีทราบ
ว่าล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์ พบไดม้ากมาย กระจายตวัอยู่ทัว่จีโนม โดยล าดบัเบสท่ีอยู่
สองขา้งของส่วนไมโครแซทเทลไลท์ มกัเป็นล าดบัเบสจ าเพาะและเน่ืองจากส่วนไมโครแซทเทล
ไลท ์เป็นส่วนท่ีมีการกลายพนัธ์ุโดยการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของจ านวนชุดซ ้ าไดง่้าย การตรวจสอบดี
เอน็เอโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่งท่ีรวมเอาส่วนไมโครแซทเทลไลทไ์วภ้ายใน จึงมีโอกาส
ไดข้นาดดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั เน่ืองจากจ านวนชุดซ ้ าท่ีไม่เท่ากนั การตรวจสอบดว้ย เคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์จึงพบพอลิมอร์ฟิซึมค่อนข้างสูง นอกจากน้ียงัแสดงแถบดีเอ็นเอแบบข่ม
ร่วมกนั (Codominance) จึงสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งไฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได ้
ขอ้เสียของเคร่ืองหมายดีเอน็เอชนิดน้ี คือ ตอ้งทราบล าดบัเบสท่ีอยูข่า้งเคียงต าแหน่งไมโครแซทเทล
ไลท ์คือ ตอ้งมีขอ้มูลล าดบัเบสของส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษา การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทล
ไลทจึ์งยุง่ยากและมีค่าใชจ่้ายสูง 
 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีนิยมใช้ในปัจจุบนั เป็นการตรวจสอบไมโครแซทเทล
ไลทช์นิดใดชนิดหน่ึงท่ีต าแหน่งจ าเพาะ คร้ังละ 1 ต  าแหน่ง (Single-Locus Marker) โดยเทคนิคพีซี
อาร์ จึงตอ้งใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกบัล าดบัเบสท่ีอยูข่นาบขา้งของไมโครแซท
เทลไลท ์(Flanking DNA) ท่ีต  าแหน่งดงักล่าว และจ าเป็นตอ้งมีขอ้มูลล าดบัเบสท่ีตอ้งการ ดงันั้นจึง
ตอ้งพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ส าหรับส่ิงมีชีวิตท่ีตอ้งการศึกษาก่อน (สุรินทร์, 2545) 
วิธีการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ แบบดั้งเดิมนั้น จะใช้เทคนิคทางด้านพนัธุศาสตร์
โมเลกุล เตรียมหอ้งสมุดจีโนม (Genome Library) โดยการตดัจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) ดว้ย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ (Restriction Enzyme) แลว้เช่ือมช้ินดีเอ็นเอดงักล่าวกบัดีเอ็นเอพาหะ (DNA 
Vector) ถ่ายเขา้สู่แบคทีเรียเพื่อเพิ่มจ านวน จากนั้นคดัเลือกโคลนโดยการไฮบริไดซ์กบัโพรบท่ีเป็น 
ไมโครแซทเทลไลท ์(SSR Probe) แลว้แยกดีเอ็นเอออกจากแบคทีเรียเพื่อหาล าดบัเบสท่ีอยูข่นาบ
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ขา้งกบัไมโครแซทเทลไลทดี์เอ็นเอ และออกแบบไพรเมอร์ ซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุง่ยากและใชเ้วลานาน 
(He, et al., 2003) ในปัจจุบนัการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทนิ์ยมใชว้ิธี Enrichment โดย
การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอร่วมกบัการไฮบริไดเซชนัช้ินดีเอ็นเอกบัโพรบท่ีเป็นไมโครแซทเทล
ไลทท่ี์ติดปลายดว้ยไบโอติน (Biotin) และแยกช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการดว้ย Magnetic Bead ท่ีหุ้มดว้ย 
Streptavidin ซ่ึงหลงัจากก าจดัดีเอ็นเอส่วนเกินออกไปแลว้จะมีช้ินดีเอ็นเอท่ีมีล าดบัเบสแบบไมโค
รแซทเทลไลท ์50-90 เปอร์เซ็นต ์ก่อนจะเช่ือมกบัดีเอ็นเอพาหะต่อไป (Butcher, et al., 2000) วิธีการ 
Enrichment น้ีมีประสิทธิภาพสูง และการใช้เวลาในการพฒันาน้อยกวา่วิธีดั้งเดิม (Billotte, et al., 
2001) จากขอ้ดีของวิธี Enrichment จึงมีผูใ้ชว้ิธีน้ีพฒันาการหาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทเ์พื่อ
ตรวจสอบส่ิงมีชีวติกนัอยา่งกวา้งขวาง อาทิเช่น การพฒันาเคร่ืองหมาย SSR ของเมลอน โดยท าการ
โคลนล าดบัเบสของไมโครแซลเทลไลท์ได้มากถึง 700 โคลน จาก Tsp-AG/TG Microsatellite 
Enriched Library และสามารถสร้างไพรเมอร์ไดถึ้ง 144 ไพรเมอร์ ในจ านวนน้ีสามารถคดัเลือกไพร
เมอร์ท่ีมีประสิทธิภาพได้ 67 ไพรเมอร์ ซ่ึงถูกน ามาใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอส าหรับการจ าแนก
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมในเมลอน (Ritschell, et al., 2004) ส าหรับในกลว้ยไม ้Dendrobium มี
รายงานการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอดว้ยวิธี Enrichment เช่นเดียวกนั และประสบความส าเร็จเป็น
อยา่งดี โดยสามารถสร้างเคร่ืองหมาย SSR ไดจ้  านวน 8 เคร่ืองหมาย (Boonsrangsom, et al., 2008) 
การพฒันาเคร่ืองหมาย SSR จ านวน 4 เคร่ืองหมาย ในกลว้ยไม ้Gymnadeniaconopsea (L.) R. 
Brown (Campbell, et al., 2002) การพฒันาเคร่ืองหมาย SSR จ านวน 8 เคร่ืองหมายในกลว้ยไม ้
Ophrys fusca (Cotrim, et al., 2008) 
 ในการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์นั้นโดยทั่วไปจะประกอบด้วย
ขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี  
 1. การสร้าง Insert Genomic Libraries ซ่ึงเร่ิมจากการสกดัดีเอ็นเอ ตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ และสร้างหอ้งสมุดของดีเอน็เอเหล่านั้นข้ึน 
 2. การคดัเลือกโคลนท่ีตอ้งการ โดยมีไมโครแซทเทลไลท์หรือดีเอ็นเอแบสซ ้ าต่อเน่ืองท่ี
ตอ้งการ) โดยใชว้ธีิ Colony Hhybridization (Library Screening by Hybridization) 
 3. การหาล าดบัเบสของโคลนท่ีคดัเลือก (DNA Sequencing of Positive Clones) 
 4. การออกแบบไพร์เมอร์ (Primer Design and Locus Specific PCR Analysis) 
 5. การตรวจสอบหรือบ่งช้ีความแตกต่างของตวัอย่างท่ีใช้ทดสอบ (Identification of 
Polymorphisms) 
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การวเิคราะห์การจัดกลุ่ม (Cluster Analysis) 
 เป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์ท่ีใชใ้นการจ าแนกหรือแบ่งขอ้มูลหรือตวัอยา่งท่ีศึกษาออกเป็น
กลุ่มยอ่ย ตั้งแต่ 2 กลุ่มข้ึนไป กลุ่มท่ีแบ่งออกจะแสดงใหเ้ห็นวา่ขอ้มูลหรือตวัอยา่งท่ีอยูก่ลุ่มเดียวกนั
จะมีลักษณะคล้ายกนัหรือมีความสัมพนัธ์กนัมาก ส่วนขอ้มูลหรือตวัอย่างท่ีอยู่ต่างกลุ่มกันจะมี
ลกัษณะท่ีต่างกนัหรือมีความสัมพนัธ์กนันอ้ยหรือไม่มีความสัมพนัธ์กนัเลย ดงันั้นการพิจารณาเลือก
ลกัษณะหรือตวัแปรท่ีจะมาใชใ้นการแบ่งกลุ่มจึงมีความส าคญัมาก 
 งานวิจัยท่ีจ  าเป็นต้องมีการจัดกลุ่มข้อมูลหรือตัวอย่างท่ีศึกษาจะนิยมใช้ตัวแปรเป็น 
Molecular Marker เป็นส่วนใหญ่ เช่น การใช้เทคนิค RAPD (Random-Amplified Polymorphic 
DNA) หรือ AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) เพื่อให้ไดข้อ้มูลท่ีเป็นการปรากฏ
หรือไม่ปรากฏของแถบ  DNA (DNA Banding) หรือข้อมูลท่ีเป็นล าดับเบสของดีเอ็นเอ  (DNA 
Sequencing) นอกจากน้ีตวัแปรชนิดอ่ืนก็สามารถน ามาใชใ้นการจ าแนกหรือแบ่งกลุ่มขอ้มูลหรือ
ตวัอยา่งไดเ้ช่นกนั เช่น ขอ้มูลความถ่ีของยีน (Gene Frequency) ท่ีศึกษาในตวัอยา่ง หรือขอ้มูลของ
ลกัษณะท่ีแสดงออกมา (Phenotype) เช่น ผลผลิต ความสูง จ านวนผล การเกิดโรค เป็นตน้ 
 วธีิในการจัดกลุ่มข้อมูลหรือตัวอย่าง  
 1. Distance Function เป็นการค านวณหาระยะห่างจากตวัอยา่งท่ีตอ้งการจดักลุ่มไปยงัค่า
กลางของกลุ่ม (Group Centroid) ถา้ระยะห่างของตวัอยา่งนั้นห่างจากค่ากลางของกลุ่มใดต ่าท่ีสุดก็
จดัตวัอยา่งนั้นใหอ้ยูใ่นกลุ่มนั้น 
 2. Maximum Likelihood หรือ Probability Methods เป็นการค านวณหาความน่าจะเป็น
หรือโอกาสท่ีตวัอยา่งหรือขอ้มูลนั้นจะอยูใ่นกลุ่มท่ี i, i = 1, 2, …, k แลว้น ามาเปรียบเทียบกนัซ่ึงก็
คือการหาค่า Probability (P) ท่ีตวัอยา่งอยูใ่นกลุ่มท่ี i เช่นถา้มี 2 กลุ่ม ค่า P ของตวัอยา่งในกลุ่มท่ี 1 
มากกวา่ค่า P ของตวัอยา่งเดียวกนัในกลุ่มท่ี 2 ก็จะจดัตวัอยา่งนั้นอยูใ่นกลุ่มท่ี 1 
 3. Maximum Parsimony เป็นวิธีการทาง Phylogeny ท่ีเป็นการคน้หา Tree ท่ีสั้นท่ีสุด เป็น
วิธีการเหมาะส าหรับข้อมูลท่ีเก่ียวกับวิวฒันาการ เช่น ข้อมูลลักษณะท่ีถ่ายทอดจากบรรพบุรุษ 
ขอ้มูลท่ีเห็นล าดบัเบส (Gene Sequence)  

 วิธีทั้ง 3 นั้น การน าไปใช้ในการวิเคราะห์ผลการจดักลุ่มขอ้มูลจะแตกต่างกนั โดยการจดั
กลุ่มและแสดงความสัมพนัธ์ของตวัอย่างหรือส่ิงมีชีวิตท่ีเราศึกษานั้นเป็นการประเมิน (Estimate) 
ความสัมพนัธ์หรือประวติัการวิวฒันาการ (Evolutionary Relationship) ท่ีแสดงออกมาในรูป 
Phylogenetic tree หรือ Phylogram แบบต่างๆ นั้นมีแนวทางการศึกษา 2 แนวทางคือ Cladistic และ 
Similarity หรือ Distance 
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 1. Cladistic การศึกษาท่ีเน้นถึงความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ มีการอา้งอิงถึงบรรพบุรุษ
ร่วม (Ancestor) ภาพท่ีใชใ้นการแสดงความสัมพนัธ์นั้นจะเรียกวา่ Cladogram ท่ีจะแสดงเป็น Tree 
ท่ีสั้นท่ีสุด คือเป็นภาพความสัมพนัธ์ท่ีมีววิฒันาการหรือมีการกลายพนัธ์ของลกัษณะนั้นนอ้ยท่ีสุด 
  Phylogenetic Tree ท่ี ใช้แสดงให้ เ ห็นถึงความสัมพันธ์ของ ส่ิงมี ชีวิตตามวิ ธีการ 
Cladistics มีหลายแบบคือ Cladogram,Venndogram, Dendrogram หรือ Unroot Tree วิธีการจดักลุ่ม
ท่ีใช้ในการวิเคราะห์แบบน้ี คือ Maximum Parsimony และ Maximum Likelihood โดยขอ้มูล 
ท่ีน ามาใช้ในการจัดกลุ่มนั้ นเป็นการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ท่ีลักษณะนั้ นจะต้องเป็น 
Homologous Feartures หรือ Homology ท่ีเป็นลกัษณะท่ีมีการถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษร่วมกนั 
(Common Ancestor) มาใชใ้นการค านวณ เช่น ลกัษณะน้ิวเทา้ของ กวาง อูฐ ววัและหมู เป็นลกัษณะ
ท่ีเรียกว่า Homologous เพราะว่าเป็นเป็นลกัษณะท่ีถ่ายทอดมาจาก Paleodont ท่ีเป็นบรรพบุรุษ
ร่วมกันส่วนการท่ีสองส่ิงมีชีวิตหรือมากกว่านั้ นมีลักษณะท่ีเหมือนกันท่ีเกิดจาก Convergent 
Evolution เป็นลกัษณะท่ีตอ้งหลีกเล่ียงในการน ามาค านวณ เน่ืองจากเป็นลกัษณะการวิวฒันาการท่ี
ไม่ได้เก่ียวข้องกบับรรพบุรุษร่วม เช่น ลักษณะร่างกายของสัตวน์ ้ าท่ีเพียวนั้นไม่ได้เกิดจากการ
ถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษร่วม ท่ีเรียกลกัษณะน้ีวา่ Analogous Feature หรือ Homoplasy 
  นอกจากน้ีการใช้ลกัษณะท่ีเป็นล าดบัเบสของสารพนัธุกรรม (DNA Sequence) ยงั
สามารถน ามาค านวณการจดักลุ่มของส่ิงมีชีวิตตามหลกั Cladistics ไดเ้น่ืองจาก Nucleotide แต่ละ
ตวัท่ีประกอบเป็นสาย DNA นั้นเป็นการถ่ายทอดหรือจ าลองมาจาก พ่อ-แม่ เร่ือยไปถึงบรรพบุรุษ
ของส่ิงมีชีวติชนิดนั้น จึงเขา้หลกัการของ Cladistics 
 2. Similarity หรือ Distance เป็นการประเมินความสัมพนัธ์กนัของตวัอยา่งหรือส่ิงมีชีวิตท่ี
ศึกษาโดยอาศยัค่าความสัมพนัธ์ (Correlation) และความน่าจะเป็น (Probability) ในการจดักลุ่ม โดย
ใช้วิธีการจดักลุ่มแบบ Distance Function ท่ีจะค านวณความเหมือน (Similarity) หรือความต่าง 
(Distance) ของตวัอยา่งหรือส่ิงมีชีวิตท่ีศึกษา แลว้น าค่าท่ีไดม้าจดักลุ่มตวัอยา่งท่ีมีค่าความคลา้ยกนั
น้อยหรือมีความต่างกนัมากจะจดัให้อยู่ต่างกลุ่มกนั วิธีการน้ีเป็นการบอกได้เพียงว่าส่ิงมีชีวิตท่ี
ศึกษามีความคลา้ยคลึงหรือแตกต่างกนัมากนอ้ยเท่าไร โดยไม่สามารถอา้งอิงเป็นวิวฒันาการไดเ้ลย 
เน่ืองจากลกัษณะท่ีใชใ้นการจ าแนกนั้นไม่สามารถบอกไดว้า่เป็นลกัษณะท่ีเป็น Homologous หรือ 
Homoplasy ได ้
  ขอ้มูลท่ีใช้ในการจดักลุ่มแบบน้ีสามารถใช้ขอ้มูลท่ีเป็นลกัษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น 
ผลผลิตต่อพื้นท่ี จ  านวนรวงต่อพื้นท่ี จ  านวนเมล็ดต่อรวง น ้ าหนกั 100 เมล็ด ความสูงตน้ น ้ าหนกั
แห้งของต้นหรือลกัษณะการตา้นทานต่อโรคหรือแมลง เป็นตน้ และข้อมูลลกัษณะการปรากฏ
หรือไม่ปรากฏของแถบ DNA ท่ีไดจ้ากเทคนิคต่างๆ เช่น RAPD, AFLP หรือ RFLP เป็นตน้ ก็
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สามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ได้เช่นกัน การแสดงผลความสัมพนัธ์ของตวัอย่างท่ีจดักลุ่ม
สามารถแสดงโดยภาพ Dendrogram ท่ีจะมีค่า Similarity หรือ Distance บอกถึงระดบัความคลา้ย
หรือความต่างกนัของแต่ละตวัอยา่ง 

ค่าทีใ่ช้ในการตรวจสอบ Dendrogram  
 1. Cophenetic correlation 
  เป็นค่าท่ีบอกถึงว่าการจัดกลุ่มท่ีได้ดีเพียงใดซ่ึงดูได้จากค่า  Goodness of Fit โดย
ค านวณหาค่า Cophenetic Correlation (r) โดย 

 r มีค่ามากกวา่ 0.9 ถือวา่ การจดักลุ่มไดดี้มาก 
 r มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.8 – 0.9 ถือวา่ การจดักลุ่มไดดี้ 
 r มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.7-0.8 ถือวา่ การจดักลุ่มไดป้านกลาง 
 r มีค่านอ้ยกวา่ 0.7 ถือวา่ การจดักลุ่มไดไ้ม่ดี 

 2. Bootstrap 
  เป็นค่าความน่าเช่ือถือของกลุ่มท่ีจดันั้นมีมากน้อยเท่าไร โดยบอกเป็น เปอร์เซ็นต์ (%) 
ของโอกาสท่ีจะมีการจดักลุ่มเหมือนเดิมเท่าไร เม่ือมีการสุ่มเอาตวัแปร (Variable) ใดตวัแปรหน่ึงท่ี
ใชใ้นการค านวณการจดักลุ่มออกตามจ านวนคร้ังท่ีตอ้งการ กลุ่มตวัอยา่งท่ีมีค่า Bootstrap มากแสดง
ให้เห็นว่ากลุ่มท่ีจดัไดมี้ความน่าเช่ือถือ โอกาสท่ีการจดักลุ่มจะเปล่ียนไปน้อยเม่ือเปรียบเทียบกบั
กลุ่มท่ีมีค่า Bootstrap นอ้ย ตวัอยา่งท่ีแยกออกเป็นกลุ่มเด่ียวจะไม่สามารถค านวณค่า Bootstrap ได ้
 
 



บทที ่3 
วธีิด าเนินการวจิัย 

 
 ในงานวิจัยน้ีมุ่งศึกษาการพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ของ
โลดทะนงแดงและศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของโลดทะนง เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด 
ไมโครแซทเทลไลท์ ท่ีจ  าเพาะกับโลดทะนง โดยมีวตัถุประสงค์เพื่อใช้ในการตรวจสอบความ
ถูกตอ้งของสมุนไพรโลดทะนงท่ีจะน ามาใช้ในการผลิตยาสมุนไพรและเพื่อใช้ในการสร้างลาย
พิมพดี์เอน็เอส าหรับระบุเอกลกัษณ์ของสมุนไพรโลดทะนง  
 โดยมีขั้นตอนตั้งแต่การสกดัใบโลดทะนงแดงท่ีใชเ้ป็นตน้แบบในการศึกษาส าหรับท าการ
พฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท ์ไลท ์ขั้นตอนเร่ิมตั้งแต่การท า SDigestion และ 
DNA Purification การท า Linker Ligation การท า Hybridization (ท าปฏิกิริยาแบบ Double 
Hybridization) การท า Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by Hybridized DNA การ
ท า Size Selection และ Gel Extraction Protocol การท า Vector Ligation with pGEM®-T Easy 
Vector การท า Bacterial Transformation of E.coli DH-5α Competent Cell by Heat Shock Method 
การท า Size Screening และ Sequencing และขั้นตอนการท า SSR Finding และ Primer Design 
จากนั้นเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีได้ไปตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของโลดทะนงด้วย
เทคนิคอิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide Gel Electrophoresis: PAGE) 
แลว้น าขอ้มูลรูปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอ (Pattern/Genotype) ท่ีได ้มาท าการวิเคราะห์กลุ่ม (Cluster 
Analysis) ดว้ยวิธี Unweighted Pair-Group Arithmetic Average (UPGAM) โดยใชส้ัมประสิทธ์ิ
ความเหมือนทางพนัธุกรรม Simple Matching เพื่อเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ภายในกลุ่ม จากนั้น
น ามาวิเคราะห์ผลดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYSpc Version 2.11T ซ่ึงผูว้ิจยัไดด้ าเนินการศึกษา
รายละเอียดเก่ียวกบัวธีิด าเนินการวจิยัและไดด้ าเนินการตามขั้นตอนดงัน้ี  
 1. เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวจิยั 
 2. กลุ่มตวัอยา่ง 
 3. วธีิด าเนินการวจิยั 
 4. วเิคราะห์ขอ้มูลและสถิติท่ีใช ้
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เคร่ืองมอืทีใ่ช้ในการวจิัย 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 1. ชุดอุปกรณ์ส าหรับประกอบเพื่อเตรียมแผน่เจล (Clamp, Chamber, แผน่กระจก, แถบคัน่
กระจก (Spacer), หวเีสียบ (Comb), แผน่ฟองน ้า, ฐานครอบส าหรับฉีดเจล) 
 2. กระดาษทิชชูแผน่ใหญ่ 
 3. กระดาษ Kimwipes EX-L 
 4. กระบอกฉีด Alcohol 
 5. ไมโครปิเปตต ์(p1000, p200) พร้อม tips 
 6. หลอดทดลองมีฝาปิด ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 7. กระบอกฉีดยา ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 8. บีกเกอร์ 
 9. กระบอกตวง 
 10.  เคร่ืองแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้าแนวตั้ง 
 11.  Power Supply 
 12.  อ่างพลาสติกส าหรับยอ้มสีเจล 
 13.  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 
 14.  เคร่ืองป่ันเหวีย่งตกตะกอน (Centrifuge) 
 15.  ตูเ้ยน็ 2-8 องศาเซลเซียส 
 16.  ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส 
 17.  เคร่ืองแยกขนาดสารพนัธุกรรมโดยใชก้ระแสไฟฟ้า 
 18.  เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (Thermal Cycler) 
 19.  Magnetic Stand 
 20. Hybridization Oven 
 21.  Hot Plate 
 22.  หลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร 
 23.  หลอดทดลองส าหรับท า PCR 
 24.  กรรไกรหรือของมีคม 
 25.  ถุงพลาสติกและยางรัด 
 26.  ส าลี  
 27.  กล่องโฟม 
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 28.  โกร่งบดตวัอยา่ง 
 29.  ไนโตรเจนเหลว 
 30.  กรรไกร 
 31.  กระดาษซบั 
 32.  ถุงมือผา้ 
 33.  Rack 
 34. อ่างน ้าแขง็ 
 35. ตูป้ลอดเช้ือ (Fume Hood) 
 36.  Plate ส าหรับใส่ Agar 
 37.  Spatula ส าหรับ Spade Plate 

สารเคมี 
 1. 3X CTAB buffer 
 2. Chloroform:isoamyl (24:1) 
 3. RNaseA 
 4. TE Buffer (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 8.0)) 
 5. 3M Sodium Acetate 
 6. Lambda DNA Standard 
 7. Loading Dye 
 8. Agarose Gel 
 9. ร้อยละ 0.1 BSA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 10.  Alu I, Hae III, Afa I (Rsa I) 
 11.  ชุดตรวจ DNA Purification ใช ้Wizard®SV Gel และ PCR Clean up System (Promega) 
Cat.#A9281 
 12.  10 µM ds-Linker 
 13.  T4 DNA Ligase (3 ยนิูต/ไมโครลิตร) 
 14. Colorless GoTaq®Flexi buffer (Promega) Ref.M890A 
 15. MgCl2 (25mM) (Promega) Ref. A351H 
 16.  dNTPs (1mM) (Promega) 
 17.  2X Gotaq®green mastermix 
 18. Linker 1 (50 µM) 
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 19.  GoTaq®Flexi DNA Polymerase 5 ยนิูต/ไมโครลิตร (Promega) Ref. M829B 
 20.  DNA/ Hind III Markers (25 นาโนกรัม/ ไมโครลิตร) 
 21.  100 bp Ladder Markers 
 22.  10 bp Ladder Markers 
 23.  Biotinylated Oligo DNA (AC)15 , (AAC)8 ,  (GT)15, (AAC)8 (1 µM) 
 24.  Hybridization Buffer (20X SSC, ร้อยละ10 SDS) 
 25.  Formamide 
 26.  1X B&W Buffer 
 27.  Dynabeads®M-280 Streptavidin Ref.11205D 
 28.  ชุดสกดั Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit: Geneaid 
 29.  2X rapid ligation Buffer 
 30.  pGEM-T or pGEM-T Easy Vector (50 นาโนกรัม) 
 31.  Control Insert DNA 
 32. T4 DNA Ligase (3 unit/ไมโครลิตร) 
 33.  T7 (2 µM), SP6 (2 µM) 
 34.  Compitent cell (E.coli Strain DH-5α) 
 35.  LB Medium 
 36.  LB Agar Plate 
 37.  X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside) Solution, 20 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร X-gal 
 38. Dimethylformamide 
 39.  SOC Medium 
 40.  Ampicillin (100 ไมโครลิตร/100 มิลลิลิตร) 
 41.  ร้อยละ50 Glycerol 
 42.  ชุด Kit ส าเร็จรูป “HiYield™ Plasmid Minikit”, RBC หรือ “GeneJET Plasmid 
Miniprep kit”, Thermo Sciencific 
 43.  ชุด Kit ส าเร็จรูป “GeneJET Plasmid Miniprep kit”, Thermo Sciencific 
 44. ร้อยละ95 Ethanol 
 45.  Bind-Silane 
 46. Repel-Silane (น ้ายาเคลือบกระจก) 
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 47. ร้อยละ 4.5 Denaturing Polyacrylamide Gel 
 48.  TEMED 
 49. ร้อยละ10 Ammonium Persulphate (ร้อยละ10 APS) 
 50.  Acetic Acid 
 51.  Silver Nitrate (AgNO3) 
 52.  ร้อยละ37 Formaldehide 
 53.  dH2O 
 

กลุ่มตัวอย่าง 
 ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 
 1. ตวัอย่างท่ีใช้ในการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ โดยใช้ใบ
โลดทะนงแดง จ านวน 1 ตวัอยา่ง ท่ีเพาะเล้ียงในหน่วยปฎิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช โครงการ
อนุรักษพ์นัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชด าริฯ (อพ.สธ) สวนจิตรลดา พระราชวงัดุสิต 
 2. ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอของโลดทะนงโดยใช้เคร่ืองหมายไมโค
รแซทเทลไลท ์โดยใชใ้บโลดทะนง จ านวน 22 ตวัอยา่ง เก็บมาจาก 2 แหล่ง คือ อ่างเก็บน ้ าห้วยยาย
ลาว หมู่ 3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี จ  านวน 12 ตวัอยา่ง และ อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร 
จ.จนัทบุรี จ  านวน 10 ตวัอยา่ง ดงัต่อไปน้ี 
 
ตารางที ่1 ตัวอย่างโลดทะนงทีใ่ช้ในการศึกษา 
 

ล าดับ ชนิด รหัส สถานทีเ่กบ็ 
1 โลดทะนงดอกสีขาว LT01PW อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
2 โลดทะนงดอกสีแดง LT02P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
3 โลดทะนงดอกสีแดง LT03P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
4 โลดทะนงดอกสีแดง LT04P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
5 โลดทะนงดอกสีแดง LT05P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
6 โลดทะนงดอกสีแดง LT06P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
7 โลดทะนงดอกสีแดง LT07P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
8 โลดทะนงดอกสีแดง LT08P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
9 โลดทะนงดอกสีแดง LT09P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
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ตารางที ่1 (ต่อ) 
 

ล าดับ ชนิด รหัส สถานทีเ่กบ็ 
10 โลดทะนงดอกสีแดง LT10P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
11 โลดทะนงดอกสีแดง LT11P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
12 โลดทะนงดอกสีแดง LT12P อ่างเกบ็น ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
13 โลดทะนงดอกสีแดง LT13J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
14 โลดทะนงดอกสีแดง LT14J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
15 โลดทะนงดอกสีแดง LT15J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
16 โลดทะนงดอกสีแดง LT16J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
17 โลดทะนงดอกสีแดง LT17J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
18 โลดทะนงดอกสีแดง LT18J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
19 โลดทะนงดอกสีแดง LT19J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
20 โลดทะนงดอกสีแดง LT20J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
21 โลดทะนงดอกสีแดง LT21J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
22 โลดทะนงดอกสีแดง LT22J อุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทบัไทร จ.จนัทบุรี 
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(ก) (ข) 
  

  
(ค) (ง) 

ภาพที ่3 ตัวอย่างใบโลดทะนงทีใ่ช้ในการศึกษา (ก) ใบโลดทะนงดอกสีขาว LT01PW  
(ข) ใบโลดทะนงดอกสีแดง LT09P (ค) ใบโลดทะนงดอกสีแดง LT13J  

(ง) ใบโลดทะนงดอกสีแดง LT16J 
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วธิีด าเนินการวจิัย 
 การด าเนินการวิจยั แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน คือ 
 1. การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 
 2. การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอของโลดทะนงโดยใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 1. การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 
  ขั้นตอนการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์มีทั้งหมด 10 ขั้นตอน 
คือ 
  1.1 การสกดัดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีใชก้ารพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทล
ไลท ์
  1.2 การท า Digestion and DNA Purification 
  1.3 การท า Linker Ligation 
  1.4 การท า Hybridization 
  1.5 การท า Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by Hybridized DNA 
  1.6 การท า Size Selection and Gel Extraction Protocol 
  1.7 การท า Vector Ligation with pGEM®-T easy Vector 
  1.8 การท า Bacterial Transformation of E.coli DH-5α Competent Cell by Heat 
Shock method 

 1.9 การท า Size Screening and Sequencing 
 1.10 การท า SSR Finding and Primer Design 
 1.1 การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างที่ใช้การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทล

ไลท์ 
  ใช้ตน้พนัธ์ุโลดทะนงแดงท่ีเพาะเล้ียง ในหน่วยปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช 

โครงการอนุรักษ์พนัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชด าริฯ (อพ.สธ) สวนจิตรลดา พระราชวงั
ดุสิต 
 ขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอ (Doyle & Doyle, 1987) 
 1. น าใบพืชประมาณ 0.5 กรัม บดในโกร่งดว้ยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด (คลา้ยผงแป้ง) 
น ามาใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประมาณคร่ึงหลอด 
 2. เติม Extraction Buffer (3X CTAB Buffer) 650 ไมโครลิตร น าไป Incubate ท่ี 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง ใน Water Bath 
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 3. น ามาสกดัดว้ย Chloroform : Isoamyl (24:1) 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั ป่ันเหวี่ยง
ท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ยา้ยสารละลายตอนบนใส่หลอดใหม่ 
 4. ตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย Isopropanol (หรือ Absolute Ethanol) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
แช่เยน็ไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส แลว้น ามาป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
 5. ลา้งตะกอนดีเอ็นเอ โดยใช้ ร้อยละ70 Ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ี 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ประมาณ 2-3 คร้ัง น าตะกอนดีเอ็นเอมาตากให้แห้งท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 
 6. ละลายดีเอ็นเอในสายละลาย TE Buffer (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 
8.0)) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และเติม RNaseA 10 ไมโครลิตร 
 7. ตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 30 µl 3M Sodium Acetate และ 600 ไมโครลิตร ร้อยละ95 
Ethanol ท่ีแช่เยน็  
 8. น าไปป่ันหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ลา้งกอ้นดีเอ็นเอดว้ย ร้อยละ70 
ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 2 ถึง 3 คร้ัง ผึ่งใหแ้หง้ 
 9. ละลายดีเอน็เอในสารละลาย TE 50 ไมโครลิตร เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอ 
 ประเมินความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้โดยเปรียบเทียบกบั DNA ท่ีทราบความเขม้ขน้ 
(Lambda DNA) ดว้ยการท าอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ ร้อยละ0.8 จากนั้นปรับ
ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีสกดัได ้ใหมี้ความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ (เจือจางดีเอน็เอ ดว้ยน ้ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่า
เช้ือแลว้) จากนั้นเก็บรักษาดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  1.2 การท า Digestion and DNA purification 
   ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ การท า Digestion และการท า DNA Purification 
    1.2.1 การท า Digestion 
      เป็นการตดัดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ เพื่อให้ได้เป็น Fragment ท่ี
สามารถน าไปท าปฏิกิริยา Ligation เช่ือมต่อกบั Linkger เพื่อเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอ
เรสได ้โดยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีใชไ้ดแ้ก่ Alu I, Hae III และ Rsa I ตอ้งการความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ
เร่ิมตน้ 3 ไมโครกรัม ในแต่ละปฏิกิริยา (แยกแต่ละหลอด) 
    ขั้นตอนการท า Digestion 
    ดูดส่วนประกอบลงในหลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตามตารางท่ี 2 (แยกท า
แต่ละหลอด) จากนั้นน าแต่ละหลอดไป Incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
แลว้น าไป Incubate ต่อท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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ตารางที ่2 ส่วนประกอบในปฏิกริิยาการท า Digestion 
 

ส่วนประกอบ Alu I Hae III Afa I (Rsa I) 

Genetic DNA 6 µl 6 µl 6 µl 
10X Buffer 10 µl (B) 10 µl (C) 10 µl (C) 
0.1% BSA (10 mg/ml) - - 10 µL 
Alu I (10U/µl) 2 µl - - 
Hae III (10U/µl) - 2 µl - 
Afa I (Rsa I) (10U/µl) - - 2 µl 
dH2O 82 µl 82 µl 72 µl 
รวม 100 µl 100 µl 100 µl 

     
    1.2.2 การท า DNA Purification  
   ขั้นตอนการท า DNA Purification 
   ใช ้Wizard® SV Gel และ PCR Clean up System (Promega) Cat.#A9281 
   1. ใช ้Digested DNA 100 ไมโครลิตร  
   2. จากนั้นน าไปเติม Membrane Binding Solution 100 ไมโครลิตรไมโครลิตร 
แลว้ Vortex Spindown  
   3. น าไปใส่ใน Column แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แลว้น ามาป่ัน
เหวีย่งท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
   4. เติม Wash Solution 650 ไมโครลิตร แลว้น ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที 
   5. เติม Wash Solution 500 ไมโครลิตร แลว้น ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที 
   6. ยา้ยจาก Column ไปใส่ในหลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
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   7. เติม Warm DW 50 ไมโครลิตร แลว้ตั้งท่ีไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 1 นาที จากนั้นน าไป
ป่ัน 8,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาที  
   8. เติม Warm DW 50 ไมโครลิตร แลว้ตั้งท่ีไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 1 นาที จากนั้นน าไป
ป่ัน 8,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาที จะได ้Total Elution ปริมาตรเท่ากบั 100 ไมโครลิตร 
   9. เติม 3M Sodium Acetate (pH 5.2) 10 ไมโครลิตร และเติม Absolute Ethanol 
240 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปแช่ตูแ้ช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที (หรือ -80 องศา
เซลเซียส เวลา 10 นาที) แล้วน าไปป่ัน 12,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาที แล้วดูดส่วนใส 
(Supernatant) ทิ้ง 
   10. เติม ร้อยละ70 Ethanol ท่ีแช่เยน็ 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ัน 12,000 รอบต่อ
นาที เวลา 2 นาทีแลว้ดูดส่วนใส (Supernatant) แลว้ทิ้งใหแ้หง้ (Dry) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
   11. Suspend ดว้ย Warm DW 6 ไมโครลิตร โดยใช ้1 ไมโครลิตร ส าหรับ Load 
Agarose Gel และใช ้5 ไมโครลิตร ส าหรับ Linger Ligation จากนั้น เช็ค Purified DNA บน ร้อยละ
0.8 Agarose Gel 
  1.3 การท า Linker Ligation 
   ประกอบไปดว้ย 2 ขั้นตอน คือ การท า Ligation และ การท า PCR เช็ค Ligation 
Product 
   1.3.1 การท า Ligation 
   ขั้นตอนการท า Ligation 
   ปิเปตต ์ส่วนประกอบลงในหลอดทดลอง ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ตามตารางท่ี 3 (แยก
ท าแต่ละหลอด) จากนั้นพนัดว้ย Parafilm แลว้น าไป Incubate ในเคร่ือง PCR โปรแกรม: L2 
LINKER (Digested-Linker Ligated DNA) จากนั้นใช้ 1 ไมโครลิตร ไปท า PCR เช็ค Ligation 
Product โปรแกรมดงัตารางท่ี 4 ส่วนท่ีเหลือยา้ยไปเก็บไวใ้นหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
 
ตารางที ่3 ส่วนประกอบในปฏิกริิยาการท า Ligation 
 

ส่วนประกอบ Fin.conc. Alu I Hae III Afa I (Rsa I) 
Purified DNA ≈ 4 µg 5 µl 5 µl 5 µl 
2X Rapid Ligation Buffer  15 µl 15 µl 15 µl 
10 µM ds-Linker 300 pmol 3 µl 3 µl 3 µl 
T4 DNA lLigase (3U/µl) 6U 2 µl 2 µl 2 µl 
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ส่วนประกอบ Fin.conc. Alu I Hae III Afa I (Rsa I) 
Xmn I (10U/µl) 10U 1 µl 1 µl 1 µl 
Alu I (10U/µl)  1 µl - - 
Hae III (10U/µl)  - 1 µl - 
Afa I (Rsa I) (10U/µl)  - - 1 µl 
ตารางที ่3 (ต่อ) 
 

ส่วนประกอบ Fin.conc. Alu I Hae III Afa I (Rsa I) 
dH2O  3 µl 3 µl 3 µl 
รวม 30 µl 30 µl 30 µl 

 
ตารางที ่4 โปรแกรมการท า ligation (L2 LINKER) 
 

กระบวนการ อุณหภูมิ และเวลา 
1 16 องศาเซลเซียส 30 นาที 
2 37 องศาเซลเซียส 10 นาที 
3 กลบัไปท่ีกระบวนการ 1 ใหม่ รวมทั้งส้ิน 25 รอบ 
4 16 องศาเซลเซียส (Hold) 

 

   1.3.2 การท า PCR เช็ค Ligation Product  
   ขั้นตอนการท า การท า PCR เช็ค Ligation Product  
   ปิเปตต์ส่วนประกอบลงในหลอดทดลอง ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ตามตารางท่ี 5 
จากนั้นน าไปท า PCR ตาม PCR Program ดงัตารางท่ี 6  แลว้ตรวจสอบผลผลิตท่ีไดบ้นร้อยละ 1 
Agarose Gel  
 

ตารางที ่5 ส่วนประกอบในปฏิกริิยาการท า PCR เช็ค Ligation Product  
 

ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น 

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

ปริมาตรต่อหน่ึง
ปฏิกริิยา (1X) 

Colorless GoTaq®Flexi buffer 5X 1X 3 µl 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 0.9 µl 
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dNTPs 2 mM 200 µM 1.5 µl 
Linker 1 50 µM 1 µM 0.3 µl 
GoTaq®Flexi DNA Polymerase 5 U/µl 2.5 U 0.5 µl 
dH2O   7.8 µl 
Ligated DNA   1 µl 
รวม 15 µl 

ตารางที ่6 PCR Program ส าหรับตรวจสอบ Ligation Product 
 

กระบวนการ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
Predenaturation 94 5 นาที  
Denaturation 94 30 วนิาที  
Annealing 60 1 นาที รวมทั้งส้ิน 30 รอบ 
Extension 68 1 นาที  
Final extension 68 7 นาที  
Hold 4   

 
  1.4 การท า Hybridization  
   ขั้นตอนการท า Hybridization 
   คดัเลือก Biotinylated Oligo DNA ส าหรับท าปฏิกิริยา Double Hybridization 
ทั้งหมด 2 คู่ คือ (AC)15/(AAC)8 และ (GT)15/(AAC)8 คดัเลือกจาก Biotinylated Oligo DNA ท่ี
หอ้งปฏิบติัการมีอยู ่
   1.4.1 ปิเปตตส่์วนประกอบลงในหลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดงัตารางท่ี 7 
แลว้น าไปบ่ม (Incubate) ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที จากนั้นน าไปบ่มอีกคร้ัง
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ขา้มคืน (Overnight) ใน Hybridization Oven (หมุนๆ) 
 
ตารางที ่7 ส่วนประกอบการท า Hybridization ในปฏิกริิยา 
 

ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น 

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

คู่ที ่1 
AC/AAC 

คู่ที ่2 
GT/AAC 
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ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น 

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

คู่ที ่1 
AC/AAC 

คู่ที ่2 
GT/AAC 

Alu I digested-linker ligated DNA   2 µl 2 µl 
Hae III digested-linker ligated DNA   2 µl 2 µl 
Rsa I digested-linker ligated DNA   2 µl 2 µl 
Biotinylated oligo DNA (AC)15 1 µM 0.02 µM 4 µl - 
Biotinylated oligo DNA (AAC)8 1 µM 0.02 µM 4 µl - 
Biotinylated oligo DNA (GT)15 1 µM 0.02 µM - 4 µl 
Biotinylated oligo DNA (AAC)8 1 µM 0.02 µM - 4 µl 
ตารางที ่7 (ต่อ) 
 

ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น 

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

คู่ที ่1 
AC/AAC 

คู่ที ่2 
GT/AAC 

20X SSC 20X 6X 61 µl 61 µl 
10% SDS 10% 0.05% 1 µl 1 µl 
Formamide 100% 50% 100 µl 100 µl 
dH2O   24 µl 24 µl 
รวม 200 µl 200 µl 

 
   1.4.2 ยา้ย Hybridized Solution ลงใน Dynal Bead โดยมีวธีิการเตรียม ดงัต่อไปน้ี 
    ดูด Dynal Bead 100 ไมโครลิตร ลงใน Tube 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นตั้งบน 
Magnetic Stand จากนั้นดูดส่วนใส (Supernatant) ทิ้ง แลว้เติม 1X B&W Buffer 200 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั ดว้ย Vortex Mixture and Spin Down แลว้น าไปวางบน Magnetic Stand แลว้ดูดส่วน
ใส (Supernatant) ทิ้ง จากนั้นท าซ ้ าตั้งแต่ขั้นตอนการเติม 1X B&W Buffer 200 ไมโครลิตร ผสมให้
เขา้กนั ดว้ย Vortex Mixture and Spin Down แลว้น าไปวางบน Magnetic Stand แลว้ดูดส่วนใส 
(Supernatant) ทิ้ง ทั้งหมด 3 คร้ัง 
   1.4.3 น าไป Incubate ท่ีอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชั่วโมง ใน 
Hybridization Oven: หมุนดว้ย แลว้น าไปวางลงบน Magnetic Stand จากนั้นดูดส่วนใสทิ้งดว้ย 
Pipette 
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   1.4.4 เติม 2X SCC/ร้อยละ0.1 SDS 400 ไมโครลิตร แลว้วางไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
เวลา 5 นาที แลว้ดูดส่วนใสทิ้งโดยใช ้Pipette (ตั้งอยูบ่น Magnetic Stand) คร้ังท่ี 1  
   1.4.5 เติม 2X SCC/ร้อยละ0.1 SDS 400 ไมโครลิตร แลว้วางไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
เวลา 5 นาที แลว้ดูดส่วนใสทิ้งโดยใช ้pipette (ตั้งอยูบ่น Magnetic Stand) คร้ังท่ี 2 
   1.4.6 เติม 1X SCC/ร้อยละ0.1 SDS 400 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
(ใน Hybridization Oven) ดูดส่วนใสทิ้งโดยใช ้Pipette (On Stand) คร้ังท่ี 1 
   1.4.7 เติม 1X SCC/ร้อยละ0.1 SDS 400 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
(ใน Hybridization Oven) ดูดส่วนใสทิ้งโดยใช ้Pipette (On Stand) คร้ังท่ี 2  
   1.4.8 เติม DW 120 ไมโครลิตร (Preheat 95 องศาเซลเซียส) Incubate ท่ีอุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที (ตม้น ้ าแลว้วดัอุณภูมิ) จากนั้นน ามา Short Spin แลว้น าไป
วางบน Magnetic Stand ดูดส่วนใส ≈ 110 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร แลว้
น าไปวางบน Magnetic Stand อีกคร้ังดูด ≈ 110 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร 
   1.4.9 เติม 3M CH3COONa (Sodium Acetate) pH 5.2 (1/10 vol.) 11 ไมโครลิตร 
เติม Absolute EtOH (x 2.2 vol.) 242 ไมโครลิตร Incubate ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที (หรือ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที) จากนั้น าไปป่ันเหวี่ยง 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที ทิ้งส่วนใส (คว  ่าหลอด แลว้ซบั หา้มใช ้Pipette) 
   1.4.10 เติมร้อยละ70 EtOH (=vol.) 363 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แลว้ทิ้งส่วนใส (คว  ่าหลอด แลว้ซบั หา้มใช ้Pipette) 
   1.4.11 ท าให้ Pellet แห้ง โดยตากทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง จากนั้น Suspend ดว้ยการ
เติม preheat DW 20 ไมโครลิตร  
  1.5 การท า Amplification of linker ligated and oligo DNA by hybridized DNA 
   ขั้นตอนการท า Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA 
   ปิเปตตส่์วนประกอบลงในหลอดทดลอง ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ดงัตารางท่ี 8 ท าคู่ละ 
2 หลอด หลอดละ 50 ไมโครลิตร ให้ไดป้ริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปท า PCR ดว้ย PCR 
program ดงัตารางท่ี 9  
 
ตารางที ่ 8 ส่วนประกอบในปฏิกิริยา Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by  

Hybridized DNA  
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ความเข้มข้น ปริมาตรต่อหน่ึง
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Stock สุดท้าย ปฏิกริิยา (1X) 
Colorless GoTaq®Flexi buffer 5X 1X 10 µl 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 3 µl 
dNTPs 2 mM 200 µM 5 µl 
Linker 1 50 µM 0.8 µM 0.8 µl 
GoTaq®Flexi DNA polymerase 5 U/µl 5 U 1 µl 
dH2O   25.2 µl 
Hybridized DNA   5 µl 
รวม 50 µl 

 
ตารางที ่ 9 PCR Program การท า Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by  

hybridized  DNA 
 

กระบวนการ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
Predenaturation 94 5 นาที  
Denaturation 94 30 วนิาที 

รวมทั้งส้ิน 30 รอบ Annealing 60 1 นาที 
Extension 68 1 นาที 
Final extension 68 7 นาที  
Hold 4   

  
  1.6 การท า Size Selection and Gel Extraction Protocol  
   ขั้นตอนการท า Gel Extraction Protocol  
   ใช ้Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit: Geneaid 
   1.6.1 Excise Gel ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม DF Buffer 
(ต่อ 300 mg gel) 500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไป Incubate ท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10-15 นาที (Invert Tube 2-3 คร้ัง) แลว้ท าให ้DNA เยน็ (cool) 
   1.6.2 ดูด 800 ไมโครลิตร ไปใส่ใน DF Column, Discard Flow-Through แลว้
น าไปป่ันเหวีย่งตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที 
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   1.6.3 เติม W1 Buffer 400 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนท่ี 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที 
   1.6.4 เติม Wash Buffer 600 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที 
แลว้น าไปป่ันเหวีย่งตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที 
   1.6.5 ยา้ยจาก Column ไปใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Warm DW 
20 ไมโครลิตร ใน Column ตั้งทิ้งไว ้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอน
ท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
   1.6.5 เติม Warm DW 30 ไมโครลิตร ใน Column ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
2 นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที Total 50 ไมโครลิตร  
 
  1.7 การท า Vector Ligation with pGEM®-T  Easy Vector 
    ขั้นตอนการท า Vector Ligation Using the pGEM®-T Easy Vector  
    ปิเปตตส่์วนประกอบในปฏิกิริยา Ligation with pGEM®-T Easy Vector ดงัตารางท่ี 
10 ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นพนัดว้ย Parafilm แลว้น าไป Incubate ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ไวห้น่ึงคืน (Overnight) ท่ีห้อง Cold Room แลว้เก็บรักษาไวท่ี้ตูแ้ช่แข็ง -20 องศา
เซลเซียส จากนั้นใช ้ligated DNA 1 ไมโครลิตร น าไปท า PCR เช็ค Ligation with pGEM®-T Easy 
Vector (ใช ้Reagents ของ Promega) ดว้ย Primer T7 และ SP6 โดยมีส่วนประกอบดงัตารางท่ี 11 
และ PCR Program คือ Ligate Pgemt ดงัตารางท่ี 12 
 
ตารางที ่10 ส่วนประกอบในปฏิกริิยา Ligation with pGEM®-T Easy Vector 
 

ส่วนประกอบ Standard reaction Positive control 
2X Rapid ligation buffer 5 µl 5 µl 
pGEM-T or pGEM-T Easy vector (50 ng) 1 µl 1 µl 
PCR product (50 ng) 2 µl - 
Control Insert DNA - 2 µl 
T4 DNA Ligase (3 wiss unit/µl) 1 µl 1 µl 
dH2O 1 µl 1 µl 
รวม 10 µl 10 µl 
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ตารางที ่11 ส่วนประกอบในปฏิกริิยา PCR เช็ค Ligation with pGEM®-T Easy Vector 
 

ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

ปริมาตรต่อหน่ึง
ปฏิกริิยา (1X) 

Colorless GoTaq®Flexi Buffer 5X 1X 3 µl 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 0.9 µl 
dNTPs 1 mM 200 µM 3 µl 
T7 2 µM - 1 µl 
SP6 2 µM - 1 µl 
GoTaq®Flexi DNA Polymerase 5 U/µl 2.5U 0.5 µl 
ตารางที ่11 (ต่อ) 
 

ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

ปริมาตรต่อหน่ึง
ปฏิกริิยา (1X) 

dH2O   4.1 µl 
Ligated DNA   1 µl 
รวม 15 µl 

 
ตารางที ่12 PCR Program การท า Ligation with pGEM®-T Easy Vector (Ligate Pgemt) 
 

กระบวนการ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
Predenaturation 94 5 นาที  
Denaturation 94 45 วนิาที  
Annealing 55 45 วนิาที รวมทั้งส้ิน 35 รอบ 
Extension 72 45 วนิาที  
Final extension 72 5 นาที  
Hold 4   
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  1.8 การท า Bacterial Transformation of E.coli DH-5α Competent Cell by Heat 
shock method 
   ขั้นตอนการท า Bacterial Transformation of E.coli DH-5α Competent Cell by 
Heat Shock Method 
   1.8.1 Chill Competent Cell Tube บนน ้าแขง็ (50 ไมโครลิตร Competent Cell) 
   1.8.2 เติม DNA 5 ไมโครลิตร (25 นาโนกรัม) ลงใน Competent Cell Solution 
แลว้น าไปวางไวใ้นอ่างน ้าแขง็ เป็นเวลา 30 นาที 
   1.8.3 ยา้ยหลอดไปวางท่ี Rack ใน Water Bath ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 60 วนิาที (หา้มเขยา่หลอด) 
   1.8.4 ยา้ยหลอดไปวางท่ีอ่างน ้ าแข็งทนัที แลว้เติม SOC Medium 250 ไมโครลิตร 
ทนัที 
   1.8.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที โดยเขยา่เคร่ือง 225 รอบ
ต่อนาที 
   1.8.6 เติม Ampicillin (100 ไมโครลิตร/100 มิลลิลิตร) บนอาหารเล้ียงเช้ือ LB 
แลว้ Spread ใหแ้หง้ 
   1.8.7 เติม X-Gal 80 ไมโครลิตร แลว้ Spread ใหแ้หง้ 
   1.8.8 หยด Culture 50, 50, 100 ละ 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ Plate แลว้ Spread 
ใหแ้หง้ 
   1.8.9 คว  ่า Plate แล้วน าไป Incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
(Overnight) 
   1.8.10 เช็ค Efficiency ของ Transformation (นบัจ านวน Blue/White Colony) แลว้
คดัเอาเฉพาะ White Colony มาท า Master Plate และสารละลายโคโลนี เพื่อตรวจสอบขนาดของ 
insert ท่ีไดต่้อไป 
   1.8.11 ท า Master Plate ในอาหาร LB ท่ีเติม Ampicillin เพื่อไปใช้ในการท า 
Plasmid Extraction 
   1.8.12 ท าสารละลายโคโลนี โดยใชไ้มจ้ิ้มฟัน จ้ิมท่ี White Colony แลว้มาจุ่มท่ี DW 
10 ไมโครลิตร เพื่อไปใชใ้นการท า Size Screening  



39 

  1.9 การท า Size Screening and Sequencing 
   น าสารละลายโคโลนี มาท า Colony PCR เพื่อคดัเลือกพลาสมิดท่ีมีขนาดของ 
Insert ท่ีอยูร่ะหวา่ง 500-1,000 bp 
   1.9.1 การท า Colony PCR  

    ขั้นตอนการท า Colony PCR (ใช ้Reagent ของ Thermo Scientific) 
    ปิเปตตส่์วนประกอบในปฏิกิริยาการท า Colony PCR ดงัตารางท่ี 13 ลงใน

หลอดหลอดทดลอง PCR แลว้น าไปท า PCR โดยใช ้PCR Program: Ligate Pgemt ดงัตารางท่ี 14 
    จากนั้นคดัเฉพาะ Colony ท่ีมีขนาด Insert อยูร่ะหวา่ง 500-1,000 bp โดยใช้

ไมจ้ิ้มฟัน Pick Colony จาก Master Plate มาเล้ียงในอาหาร LB ท่ีเติม Ampicillin ปริมาตรหลอดละ 
2 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน จากนั้นจึงท าการสกัดพลาสมิด เตรียมส่ง
วเิคราะห์ล าดบัเบสต่อไป 

 
 
 

ตารางที ่13 ส่วนประกอบในปฏิกริิยาการท า Colony PCR 
 

ส่วนประกอบ 
ความเข้มข้น 

Stock 
ความเข้มข้น
สุดท้าย 

ปริมาตรต่อหน่ึง
ปฏิกริิยา (1X) 

Taq buffer with (NH4)2SO4 10X 1X 1.5 µl 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 0.9 µl 
dNTPs 1 mM 200 µM 3 µl 
T7 2 µM - 0.5 µl 
SP6 2 µM - 0.5 µl 
Taq DNA polymerase 3 U/µl 1U 0.2 µl 
dH2O   6.4 µl 
Clone colony   2 µl 
รวม 15 µl 

 
ตารางที ่14 PCR program การท า Colony PCR 
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กระบวนการ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
Predenaturation 94 2 นาที  
Denaturation 94 45 วนิาที  
Annealing 55 45 วนิาที รวมทั้งส้ิน 35 รอบ 
Extension 72 45 วนิาที  
Final extension 72 5 นาที  
Hold 4   

    
   1.9.2 Plasmid Extraction 
    หลงัจากท่ีเล้ียงเช้ือขา้มคืน น าเช้ือท่ีเล้ียงไดม้าแบ่งเก็บ Stock ใน ร้อยละ50 
Glycerol อตัราส่วน 1:1 (Cell Culture 500 ไมโครลิตร:ร้อยละ50 Glycerol 500 ไมโครลิตร) จากนั้น
น าส่วนท่ีเหลือมาท าการสกดั พลาสมิดโดยใชชุ้ด Kit ส าเร็จรูป “HiYield™ Plasmid Minikit”, RBC 
หรือ “GeneJET Plasmid Miniprep kit”, Thermo Sciencific 

    ขั้นตอนการสกดัพลาสมิดโดยใช ้“HiYield™ Plasmid Minikit”, RBC 
    1. ใส่ Bacterial Cell ลงใน tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 

13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนใส (Supernatant) ทิ้ง 
    2. เติม PD1 Buffer 200 ไมโครลิตร + RNase 0.4 ไมโครลิตร แลว้ผสมให้

เขา้กนัโดยใช ้Pipette หรือ Vortex 
    3. เติม PD2 Buffer 200 ไมโครลิตร แลว้ Mixed ทนัทีดว้ยการพลิกกลบัไป

มา 10 คร้ัง แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที จนกวา่ Lysate Clear 
    4. เติม PD3 Buffer 300 ไมโครลิตร แลว้ Mixed ทนัทีดว้ยการพลิกกลบัไป

มา 10 คร้ัง แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
    5. วาง PD Column ใน Collection Tube ขนาด 2 มิลลิลิตร แลว้เติม Clear 

Lysate ลงใน PD Column แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นดูด
ส่วนใสทิ้ง 

    6. เติม W1 Buffer 400 ไมโครลิตร ลงใน PD Column แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง
ท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที จากนั้นดูดส่วนใสทิ้ง 

    7. เติม Wash Buffer 600 ไมโครลิตร ลงใน PD Column แลว้น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที จากนั้นดูดส่วนใสทิ้ง แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงอีกคร้ังท่ี 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที 
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    8. ยา้ย Dry PD Column ไปใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
    9. เติม Warm DW 30 ไมโครลิตร วางไวท่ี้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2 นาที แลว้น าไป

ป่ันเหวีย่ง 13,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง (Elute1) 
    10. เติม Warm DW 20 ไมโครลิตร วางไวท่ี้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2 นาที แลว้น าไป

ป่ันเหวีย่ง 13,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง (Elute2) 
    11. จะได ้Plasmid DNA และคดัเลือกเอาเฉพาะพลาสมิดท่ีมีความเขม้ขน้

มากกวา่ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ไปส่งวเิคราะห์หาล าดบัเบส 
    ขั้นตอนการสกดัพลาสมิดโดยใช้ “GeneJET Plasmid Miniprep Kit”, 

Thermo Sciencific 
    1. ใส่ Bactrial Cell ลงใน Tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
    2. เติม Resuspension Solution 250 ไมโครลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้

Pipette หรือ Vortex จน No Cell Clumps Remain (หลงัเติม RNase A แลว้ให้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส) 

    3. เติม Lysis Solution 250 ไมโครลิตร แลว้ Mixed ทนัทีดว้ยการพลิก
กลบัไปมา 4-6 คร้ังจน Solution Clear 

    4. เติม Neutralization 350 ไมโครลิตร แลว้ Mixed ทนัทีดว้ยการพลิก
กลบัไปมา 4-6 คร้ัง แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  

    5. จากนั้นยา้ยส่วนใส (Supernatant) ลงใน Spin Column แลว้น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้ทิ้งส่วนใส 

    6. เติม Wash Solution 500 ไมโครลิตร ลงใน Spin Column แลว้น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที แลว้ทิ้งส่วนใส 

    7. เติม Wash Solution 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที แลว้ทิ้งส่วนใส จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงอีกคร้ังท่ี 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที 

    8. ยา้ย Spin Column ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
    9. เติม Warm DW 30 ไมโครลิตร วางไวท่ี้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2 นาที แลว้น าไป

ป่ันเหวีย่ง 13,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง (Elute1) 
    10. เติม Warm DW 20 ไมโครลิตร วางไวท่ี้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2 นาที แลว้น าไป

ป่ันเหวีย่ง 13,000 รอบต่อนาที เวลา 2 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง (Elute2) 
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    11. จะได ้Plasmid DNA และคดัเลือกเอาเฉพาะพลาสมิดท่ีมีความเขม้ขน้
มากกวา่ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ไปส่งวเิคราะห์หาล าดบัเบส 
  1.10 การท า SSR Finding and Primer Design  
   1.10.1 การท า SSR Finding 
    เม่ือไดผ้ลการวิเคราะห์ล าดบัเบส ท าการวิเคราะห์ล าดบัเบสท่ีไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม 
CLC Sequence Viewer 7.0.2  
    เร่ิมตน้จากการหาจุดเร่ิมและจุดปลายของ Sequence ท่ีตอ้งการ (ดูจาก Sequence 
ของ MS Primer หรือ Linker1) ในกรณีท่ีไม่พบจุดเร่ิมตน้ หรือจุดปลายของล าดบัเบสท่ีตอ้งการให้
ใช้การหาจุดตดัของเอนไซม์ (Enzyme) ท่ีใช้ในขั้นตอน Digestion จากนั้นจดัให้เป็น FASTA 
Format เพื่อน าไปคน้หาต าแหน่งท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลทต่์อไป 
   การคน้หาต าแหน่งท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท์ ท าได้โดยน า Sequence ท่ีได้จาก
ขั้นตอนก่อนหนา้น้ีมาหาจ านวนซ ้ าของเบสท่ีเป็น Microsatellite ในโปรแกรมออนไลน์ SSRIT - 
Simple sequence repeat identification tool ท่ีเวปไซต ์http://www.gramene.org/db/markers/ssrtool 
มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
    1. เลือกจ านวนเบสมากท่ีสุดท่ีตอ้งการหาจ านวนซ ้ า เช่น Dimers คือมีเบสซ ้ า 2 
เบส (CT, AT เป็นตน้) Trimers คือ มีเบสซ ้ า 3 เบส (GAG, CAT เป็นตน้) 
    2. ใส่จ านวนซ ้ าท่ีน้อยท่ีสุดของล าดบัเบสท่ีเป็น Microsatellite/SSRs ท่ีตอ้งการ 
เช่น “5” คือตอ้งการจ านวนซ ้ าตั้งแต่ 5 ซ ้ า หรือมากกวา่ (เช่น AGAGAGAGAG) 
    3. ใส่ล าดบั Sequence ในรูปแบบ FASTA Format (หมายเหตุ: สามารถใส่ 
Sequence ไดห้ลาย Sequence โดยการใส่ต่อกนัไปเป็นล าดบั 
    4. กดปุ่ม Find SSRs 
    5. หลงัจากกดปุ่ม Find SSRs แลว้ จะไดจ้  านวนซ ้ าของเบสท่ีเป็น Microsattellite 
แสดงผลเป็นตาราง 
  1.10.2 การท า Primer Design  
    เม่ือได้จ  านวนซ ้ าและต าแหน่งของเบสท่ีเป็น  Microsattellite แล้วน าข้อมูล
ดัง ก ล่ า วม า ใช้ ในก ารออกแบบไพร เมอ ร์ ในโปรแกรมออนไล น์  Primer3 ท่ี เ วปไซต ์
http://frodo.wi.mit.edu/ มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
    1. Copy Sequence ท่ีมีล าดบัเบสซ ้ ามา จากนั้นใส่เคร่ืองหมาย [ ] ตรงต าแหน่งท่ี
มีล าดบัเบสซ ้ าทุกต าแหน่ง แลว้ท าเคร่ืองหมายถูกตรงช่องท่ีเขียนว่า Pick Left Primer และ Pick 
Right Primer ตวัอยา่งการใส่เคร่ืองหมาย [ ] เช่น [AGAGAGAGAGAG] 

http://www.gramene.org/db/markers/ssrtool
http://frodo.wi.mit.edu/
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    2. กดปุ่ม Pick Primers จะได ้LEFT PRIMER และ RIGHT PRIMER ท่ีตอ้งการ 
(โดยค่า Tm ไม่ควรต่างกนัเกิน 5 องศาเซลเซียส) 

   เม่ือได้ Sequence ของไพรเมอร์ท่ีตอ้งการแล้ว น า Sequence ดังกล่าวมา
ตรวจสอบ Primer-Dimer ในโปรแกรมออนไลน์ OligoCalc: Oligonucleotide Properties Calculator 
ท่ีเวบ็ไซต ์http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html โดยมีล าดบัขั้นตอน ดงัน้ี 
    1. ใส่ล าดบัเบสของไพรเมอร์ 
    2. กดปุ่ม Calculate 
    3. กดปุ่ม Check Self-Complementarity หากผลท่ีไดแ้สดงค าวา่ None นัน่คือ 
Primer ท่ีออกแบบได ้ไม่มี Primer-Dimer 
    จากนั้นส่งล าดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีออกแบบได ้ไปท าการสังเคราะห์ไพรเมอร์
ต่อไป 

2. การตรวจสอบลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงโดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
  ขั้นตอนการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์มีทั้งหมด 5 ขั้นตอน 
คือ 
  2.1 การสกัดดีเอ็นเอตวัอย่างโลดทะนงท่ีใช้ในการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
โลดทะนงโดยใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์
  2.2 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอ 
  2.3 การท า PCR protocol 
  2.4 การท า PCR program 
  2.5 การท า อิ เล็ คโตรโฟริ ซีสแบบเจลโพลีอะค ริละไมด์  (Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis: PAGE) 
  2.1 การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างโลดทะนงที่ใช้ในการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
โลดทะนงโดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
   ขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอ 
   2.1.1 น าใบพืชประมาณ 0.5 กรัม บดในโกร่งด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด 
(คลา้ยผงแป้ง) น ามาใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประมาณคร่ึงหลอด 
   2.1.2 เติม Extraction Buffer (3X CTAB Buffer) 650 ไมโครลิตร น าไป Incubate 
ท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง (ใน Water Bath) 
   2.1.3 น ามาสกดัดว้ย Chloroform:Isoamyl (24:1) 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั 
ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ยา้ยสารละลายตอนบนใส่หลอดใหม่ 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html%20โดย
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   2.1.4 ตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย Isopropanol (หรือ Absolute Ethanol) ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร แช่เยน็ไวท่ี้ –20 องศาเซลเซียส แลว้น ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที 
   2.1.5 ลา้งตะกอนดีเอน็เอ โดยใช ้ร้อยละ70 Ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ัน
เหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ประมาณ 2-3 คร้ัง น าตะกอนดีเอ็นเอมาตากให้แห้งท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 
   2.1.6 ละลายดีเอ็นเอในสายละลาย TE Buffer (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM 
EDTA (pH 8.0)) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และเติม RNaseA 10 ไมโครลิตร 
   2.1.7 ตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 30 ไมโครลิตร 3M Sodium Acetate และ 600 
ไมโครลิตร ร้อยละ95 Ethanol ท่ีแช่เยน็ น าไปป่ันหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ลา้ง
กอ้นดีเอน็เอดว้ย ร้อยละ70 Ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 2 ถึง 3 คร้ัง ผึ่งใหแ้หง้ 
   2.1.8 ละลายดีเอน็เอในสารละลาย TE 50 ไมโครลิตร เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
  2.2 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอ 
   ประเมินความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีสกดัได ้โดยเปรียบเทียบกบั DNA ท่ีทราบความ
เขม้ขน้ (lambda DNA) ด้วยการท าอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ ร้อยละ0.8
จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้ให้มีความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ (เจือจางดีเอ็นเอ ดว้ยน ้ า
กลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้) จากนั้นเก็นรักษาดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  2.3 การท า PCR Protocol 

   ปิเปตต์ส่วนประกอบในการทดสอบไพรเมอร์ท่ีได ้ ดงัตารางท่ี 15 ลงในหลอด
ทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร แลว้น าไปท า PCR โดยใช ้PCR Program ดงัตาราง 16 (Fu, 2016) แต่
อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing จะแตกต่างกนัในแต่ละ Primer จากขั้นตอนของการท า Primer 
Design จากนั้นน าไปท าขั้นตอนของโพลีอะคริลาไมดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

 
ตารางที ่15 ส่วนประกอบในการทดสอบไพรเมอร์ทีไ่ด้  
 

ส่วนประกอบ   ปริมาตรต่อหน่ึงปฏิกิริยา (1X) 
Forword primer   0.3 µl 
Reverse primer   0.3 µl 
2X Gotaq®Green Mastermix   8.4 µl 
DNA   1 µl 



45 

ส่วนประกอบ   ปริมาตรต่อหน่ึงปฏิกิริยา (1X) 

รวม 10 µl 
 
 

    
    
    
    
 
 
 
 

   

 
 

2.4 การท า PCR program 
 
ตารางที ่16 PCR Programในการทดสอบไพรเมอร์ 
 

กระบวนการ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลาทีใ่ช้  
Predenaturation 95 10 นาที  
Denaturation 94 45 วนิาที  
Annealing  58-60 1 นาที รวมทั้งส้ิน 35 รอบ 
Extension 72 1 นาที  
Final extension 72 10 นาที  
Hold 4   

  
  2.5 การท าอิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis: PAGE) 
   ประกอบดว้ย 4 ขั้นตอน ดงัต่อไปน้ี  

   2.5.1 การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล 
   ขั้นตอนการเช็ดกระจก (เพื่อใหเ้จลเกาะติดกบักระจก) 
   1. ร้อยละ95 Ethanol 3 คร้ัง 
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   2. ร้อยละ0.5 Acetic Acid 1 มิลลิลิตร + bind-silane 1.5 ไมโครลิตร (เช็ดดว้ย
กระดาษ Kimwipes EX-L) 
   3. ร้อยละ95 ethanol 3 คร้ัง 
   ขั้นตอนการเช็ดฐานกระจกหรือกระจกแผน่หนา้(เพื่อไม่ใหเ้จลเกาะติดฐานกระจก) 
   1. ร้อยละ95 Ethanol 3 คร้ัง 
   2. Repel-Silane (น ้ายาเคลือบกระจก) 2 มิลลิลิตร 1 คร้ัง 

   2.5.2 ขั้นตอนการประกอบกระจก 
   1. วางแผ่นคัน่กระจก (Spacer) ลงบนฐานกระจกให้ชิดขอบทั้งสองดา้น จากนั้น

วางแผน่กระจก โดยคว  ่าดา้นท่ีมี Bind-Silane เขา้หาฐานกระจก 
   2. ใช้ Clamp หนีบกระจกทั้งสองแผ่นให้แน่น หันดา้นท่ีเป็นขั้วอิเล็กโทรดข้ึน

ดา้นบน จดัใหข้อบกระจกดา้นล่างทั้งสองแผน่เสมอกนั 
   3. วางแผ่นฟองน ้ าในฐานครอบส าหรับฉีดเจล แล้วประกอบเข้ากันชุดกระจก 

ล็อคฐานครอบแลว้ตรวจสอบวา่เห็นช่องส าหรับฉีดเจลเขา้ในกระจกไดห้รือไม่ 
   4. ฉีดเจลท่ีเตรียมไว ้จากนั้นเสียบหวีดา้นบนโดยหนัดา้นเรียบเขา้ไป เพื่อท าเป็น

ฐานส าหรับ load ตวัอยา่ง ในขั้นตอนน้ีตอ้งระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศเกิดข้ึน เสร็จแลว้ตั้งทิ้งไวร้อให ้    
เจลแขง็ตวั (ประมาณ 2 ชัว่โมง) 

   2.5.3 การวิ เคราะ ห์แยกแถบดี เอ็น เอโดยการผ่าน  ร้อยละ  4.5 Denatured 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

   1. เม่ือเจลเซ็ทตวัดีแลว้ ประกอบ Cassette เขา้กบั tank เติม 1X TBE Buffer ลงใน
ช่องวา่งหลงัฐานกระจกและใน Tank ให้บฟัเฟอร์ท่วมถึงเจลดา้นล่าง ปิดฝาให้สนิท ต่อสายไฟเขา้
กบั Power Supply ท าการอุ่นเจล (Pre-Run) ก่อน โดยให้กระแสไฟ 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 30 
นาที (ใหเ้จลมีอุณหภูมิประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส) 

   2. น าผลผลิต PCR ท่ีได ้ไปท าการ Denature ท่ีอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 นาที จากนั้นน ามาวางบนน ้ าแข็งทนัที (เพื่อให้ DNA คงสภาพเป็น Single Stand) ก่อนน าไป
แยกขนาดบน Polyacrylamide Gel ท่ี Pre-Run เอาไวแ้ลว้ 

   3. แยกขนาดดีเอ็นเอ  โดยใช้กระแสไฟฟ้า  50 โวลต์ จนกระทั่งสีของ Xylene 
Cyanol (สีฟ้าอ่อน) เคล่ือนท่ีไดร้ะยะทาง 15-20 เซนติเมตร จึงปิดสวิตท ์Power Supply จากนั้นถอด
อุปกรณ์ออก แลว้แกะแยกแผน่กระจกไปท าการยอ้มสีดว้ยเทคนิค Silver Staining ต่อไป 

   2.5.4 การยอ้มสีแถบดีเอน็เอดว้ยเทคนิค Silver Staining 
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   1. น ากระจกท่ีมีเจลอยูม่า Fix ใน ร้อยละ10 Acetic Acid 20 นาที (เม่ือใชเ้สร็จแลว้
เก็บ ร้อยละ10 Acetic Acid ไวก่้อน) 

   2. ลา้งดว้ยน ้าเปล่า 3 คร้ังๆ ละ 2 นาที 
   3. เขย่าเบาๆ ในสารละลาย Silver Staining (1 กรัม Silver Nitrate และ 1.5 

มิลลิลิตร ร้อยละ 37 Formaldehyde ต่อน ้ากลัน่ 1 ลิตร) เป็นเวลา 30 นาที แลว้ยกกระจกออก 
   4. น าแผน่กระจกมายอ้มให้เกิดแถบสีดว้ย Developer Solution (30 กรัม Na2CO3, 

1.5 มิลลิลิตร ร้อยละ 37 Formaldehyde, 2 มิลลิกรัม Na2S2O3.5H2O ต่อน ้ากลัน่ 1 ลิตร) ท่ีแช่เยน็ 
   5. เขยา่จนปรากฎแถบดีเอ็นเอชดัเจน 

   6. หยดุปฏิกิริยาดว้ย ร้อยละ 10 acetic acid ท่ีเก็บไวใ้นปริมาตรท่ีเท่ากนั 
   7. ลา้งดว้ยน ้าเปล่า 2 นาที 
   8. ตั้งทิ้งไวจ้นเจลแหง้ 
 

การวเิคราะห์ข้อมูลและสถิติทีใ่ช้ 
 น าขอ้มูลรูปแบบลายพิมพดี์เอน็เอ (Pattern/Genotype) ท่ีไดม้าท าการวิเคราะห์กลุ่ม (Cluster 
Analysis) ดว้ยวิธีUnweighted Pair-Group Arithmetic Average(UPGAM) โดยใชส้ัมประสิทธ์ิความ
เหมือนทางพนัธุกรรม Simple Matching เพื่อเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ภายในกลุ่ม จากนั้นน ามา
วเิคราะห์ผลดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYSpc Version 2.11T (Exeter Software, Setanket, NY) 
 การวิเคราะห์ขอ้มูลความหลายหลายทางพนัธุกรรม โดยใชโ้ปรแกรม  NTSYSpc Version 
2.11T (Exeter Software, Setanket, NY) มีล าดบัขั้นตอน ดงัน้ี 
 1. ท าการอ่านแถบดีเอน็เอท่ีไดโ้ดยใหค้ะแนนเป็น:1 แทนแถบท่ีปรากฏในต าแหน่ง (Loci) 
นั้นๆ และ 0 แทนต าแหน่งท่ีไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ กรอกขอ้มูลในตาราง (Data Sheet) ก่อน จากนั้น
จึงป้อนขอ้มูลของแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างกนั (Polymorphic Bands) ในโปรแกรม MS Excel 
โดยให้ตวัอยา่งอยูใ่นแนวนอน และแถบดีเอ็นเอแต่ละ Loci อยูใ่นแนวตั้ง และเวน้แถวแรกไว ้เพื่อ
ป้อนค าสั่ง ส าหรับเปิดไฟลด์ว้ยโปรแกร NTEdit ต่อไป แลว้ท าการ Save File ตามปกติ 
 2.  เปิดโปรแกรม NTSYS  
 3. การวิเคราะห์ค่าความแตกต่างหรือความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม  (Dissimilarity/ 
Similarity) เน่ืองจากขอ้มูลท่ีมีอยูเ่ป็นขอ้มูลท่ีเรียกวา่ ขอ้มูลสองตวัแปร (Binary Data) ซ่ึงจะตอ้งใช้
โรแกรมท่ีวิเคราะห์เป็นลักษณะเชิงคุณภาพ  นั่นคือโปรแกรม  SimQuat โดยเลือกโปรแกรม 
Similarity จากนั้นเลือกโปรแกรมยอ่ย Qualitative Data แลว้ท าการป้อนขอ้มูลไปยงัช่องว่างหลงั 
Parameter แลว้ Double Click 
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  Input File: เลือกไฟลจ์ากโปรแกรม NTEdit 
  Coefficient: เลือกใชต้ามความเหมาะสม เช่น SM (Simple Matching) : SSR 
  Output File: Save File ในช่ือท่ีจะท าใหเ้ราจ าไดว้า่เป็นไฟลค์่า Simirality 
  เม่ือเสร็จแลว้ใหก้ด Compute หลงัจากนั้นจึงปิดหนา้ต่างของโปรแกรมน้ี 
 4. วเิคราะห์กลุ่ม (Cluster Analysis) ใหเ้ลือกไปท่ีโปรแกรม Clusterจากนั้นเลือกโปรแกรม
ยอ่ย SAHN แลว้จะปรากฏหนา้ต่างโปรแกรม SAHN แลว้ท าการป้อนขอ้มูลตามล าดบั ดงัน้ี 
  Input File: เลือก Output File จากโปรแกรม SimQual 
  Output Tree File : Save File  ใน ช่ือ ท่ี จะท า เ ร า จ า ได้ว่ า เ ป็นไฟล์   Dendrogram or 
Phylogenetic Tree ของขอ้มูลชุดน้ี 
  เลือก Clustering Method ซ่ึงโดยมากจะใช ้UPGMA Method  
  In Case of Ties: ใหเ้ลือก FIND 
  Maximum No. Tied Tree: เลือกจ านวน Tree ท่ีตอ้งการใหโ้ปรแกรมค านวณให ้
  เม่ือเสร็จแลว้ใหก้ด Compute เม่ือโปรแกรม Run เสร็จแลว้ เราสามารถดู Tree ได ้
 5. หลงัจากได ้Tree แลว้ ขั้นตอนต่อไปคือ การวิเคราะห์ประสิทธิภาพการจดักลุ่ม เพื่อดูวา่ 
Tree ท่ีได ้มีความเหมาะสมมากนอ้ยเพียงใด โดยการวิเคราะห์ประสิทธิภาพการจดักลุ่มท าไดโ้ดย
การเลือกไปท่ีโปรแกรม Cluster โปรแกรมยอ่ย Cophenetic Values จะปรากฏหน้าต่างโปรแกรม 
Coph แลว้ป้อนขอ้มูลตามล าดบั ดงัน้ี 
  Input Tree File: เลือก Output Tree File จากโปรแกรม SAHN 
  Output Coph. File: Save File ในช่ือท่ีจะท าให้เราจ าไดว้า่เป็นไฟล์ Cophenetic Value 
ของขอ้มูลชุดน้ี 
  เม่ือเสร็จแลว้ใหก้ด Compute  
  การ ดูค่ า  Cophenetic ท า ได้โดย เ ปิดโปรแกรม  Graphic โปรแกรมย่อย  Matrix 
Comparison Plot เม่ือท าตามขั้นตอนขา้งตน้ จะปรากฏหน้าต่างโปรแกรม MxComp แลว้ท าการ
ป้อนขอ้มูล ดงัน้ี  
  Input File 1(X): เปิด Output File จากโปรแกรม SimQual 
  Input File 2(Y): เปิด Output File จากโปรแกรม Coph 
  เม่ือเสร็จแลว้ใหก้ด Compute 
  ในการดูค่าประสิทธิภาพการจัดกลุ่มท่ีค านวณได้นั้ น สามารถดูได้จากค่า Matrix 
Correlation ซ่ึงมีรายงานไวใ้น Report Listing ซ่ึงจะปรากฏให้เห็นทุกคร้ังหลังจากการวิเคราะห์ 
แต่ละโปแกรมเสร็จส้ินลง 
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บทที่ 4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 
 งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ของ
โลดทะนงแดง ประกอบไปดว้ย 4 ขั้นตอนหลกัๆ คือ 
 1. การสกดัดีเอ็นเอของตวัอย่างท่ีใช้การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทล
ไลท ์
 2. การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 
 3. การตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอของโลดทะนงโดยใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
ดว้ยตวัอยา่งโลดทะนง 
 4. การวเิคราะห์ขอ้มูล 
 โดยผลการทดลองในแต่ละขั้นตอน มีดงัต่อไปน้ี 
 

ผลการสกดัดีเอน็เอตัวอย่างทีใ่ช้การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุชนิดไมโครแซทเทลไลท์  
ผลการตรวจสอบปริมาณ DNA ดว้ย ร้อยละ 0.8 Agarose Gel Electrophoresis ไดด้งัภาพท่ี 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่4 แสดงการสกดั DNA จากใบโลดทะนงแดง 

1 2 3 4 5

4 

6

5

4 

7

6

5

4 

Lane 1 -DNA 100 ng/ µl 
Lane 2 -DNA 300 ng/ µl 
Lane 3 -DNA 500 ng/ µl 
Lane 4 DNA Extraction ตน้ท่ีโครงการ อพ.สธ.  
           (เพาะช านอก) Elute คร้ังท่ี 1 
Lane 5 DNA extraction ตน้ท่ีโครงการ อพ.สธ.  
           (เพาะช านอก) Elute คร้ังท่ี 2 
Lane 6 DNA extraction เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ  
           (เข่ือนศรีนครินทร์) Elute คร้ังท่ี 1 
Lane 7 DNA extraction เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ  
           (เข่ือนศรีนครินทร์) Elute คร้ังท่ี 2 
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จากภาพท่ี 4 พบว่าความเข้มข้นของปริมาณการสกัด DNA ทั้ง 4 ตัวอย่าง คือ DNA 
Extraction ตน้ท่ีโครงการ อพ.สธ. (เพาะช านอก) Elute คร้ังท่ี 1, DNA Extraction ตน้ท่ีโครงการ 
อพ.สธ. (เพาะช านอก) Elute คร้ังท่ี 2, DNA extraction เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ (เข่ือนศรีนครินทร์) Elute 
คร้ังท่ี 1, DNA Extraction เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ (เข่ือนศรีนครินทร์) Elute คร้ังท่ี 2 มีความเขม้ขน้ 500  
นาโนกรัม/ไมโครลิตร สามารถน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไปได้ทั้ ง 4 ตวัอย่าง ทางผูว้ิจยัได้เลือก
ตวัอย่าง DNA Extraction เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ (เข่ือนศรีนครินทร์) Elute คร้ังท่ี 1 ไปใชใ้นขั้นตอน 
Digestion DNA ต่อไป 

 

ผลการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 
 ไดผ้ลดงัแสดงตามขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
 1. ผลการท าขั้นตอน Digestion and DNA Purification 
  1.1 ผลการท า Digestion 
   ผลการตรวจสอบปริมาณ Digested Product ดว้ย ร้อยละ 0.8 Agarose Gel ดงัเห็น
ในภาพท่ี 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่5 แสดงการตรวจสอบปริมาณ Digested Product ด้วย ร้อยละ0.8 Agarose Gel 

   
   พบแถบ Smear จางๆ ของ Alu I, Hae III และ Rsa I เม่ือเทียบกบั Uncut gDNA 
โลดทะนง ท่ีเกิดลักษณะเป็น Band แสดงว่า เกิดการตดัอย่างสมบูรณ์ในการท าขั้นตอนของ 
Digestion สามารถท าต่อในขั้นตอน DNA Purification ได ้ดงัภาพท่ี 5 

Lane 1  DNA/ Hind III Markers (25 ng/ µl) 
Lane 2 uncut gDNA โลดทะนง 
Lane 3 Alu I 
Lane 4 Hae III  
Lane 5 Rsa I 

1 2 3 4 5 



51 

  1.2 ผลการท า DNA Purification 
   ผลการตรวจสอบปริมาณ Digested Product ดว้ยร้อยละ 0.8 Agarose Gel ดงัเห็น
ในภาพท่ี 6 
   จากภาพท่ี 6 พบแถบ Smear จางๆ Alu I, Hae III และ Rsa I แสดงวา่ในขั้นตอน
การท า DNA Purification น้ี เกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์สามารถท าต่อในขั้นตอน Ligation ดว้ย linker 1+2 
ได ้
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่6 แสดงการตรวจสอบปริมาณ DNA Purification ด้วยร้อยละ 0.8 Agarose Gel 
 
2. ผลการท า Ligation  

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่7 แสดงการตรวจสอบปริมาณ PCR ligation ด้วยร้อยละ 0.8 Agarose Gel 

Lane 1  DNA/ Hind III markers (25 ng/µl) 
Lane 2 Alu I 
Lane 3 Hae III  
Lane 4 Rsa I 

1 2 3 4 

Lane 1  DNA/ Hind III Markers (25 ng/µl) 
Lane 2 100 bp ladder 
Lane 3 Alu I + linker 
Lane 4 Hae III + linker 
Lane 5 Rsa I + linker 

1 2 3 4 5 
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  จากภาพท่ี 7 Linker สามารถเขา้จบักบั Fragment ของ Alu I, Hae III และ Rsa I ได้
ค่อนขา้งสมบูรณ์ สามารถเพิ่มปริมาณข้ึน Fragment ไดเ้ป็นจ านวนมากและหลากหลายขนาด โดย
สามารถมองเห็นเป็นแถบ Smear ท่ีชดัเจน สามารถท าต่อในขั้นตอน Hybridization ได ้
 3. Hybridization  
  ท าการ Hybridization ทั้ งหมด 2 คู่ คือ AC/AAC และ GT/AAC จากนั้นท าต่อใน
ขั้นตอน Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by Hybridized DNA 
 4. ผลการท า Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by Hybridized DNA 
  ผลการเช็ค Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by Hybridized DNA และ
เลือกตดัเจล (Size Selection) ในช่วงขนาด 500-1,000 bp มีทั้งหมด 2 คู่ คือ AC/AAC และ GT/AAC 
ดงัภาพท่ี 8-11 
 
 
 

   
 
ภาพที ่8 เช็ค Amplification of Linker Ligated 

and Oligo DNA by Hybridized DNA 
(AC/AAC) 

 
 

 
ภาพที ่9 ตัดเจลในช่วงขนาด 500-1,000 bp 

(AC/AAC) 

 
 

AC/AAC AC/AAC 

1,000 bp 

500 bp 
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ภาพที ่10 เช็ค Amplification of Linker 
Ligated and Oligo DNA by Hybridized  

DNA (GT/AAC) 

 

ภาพที ่11 ตัดเจลในช่วงขนาด 500-1,000 bp 
(GT/AAC) 

   

  จากภาพท่ี 8 และ 9 ท าการ เช็ค Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by 
Hybridized DNA เกิดแถบ Smear เห็นไดช้ดัเจนในช่วงขนาด 500-1,000 bp และท าการเลือกตดัเจล
ในช่วงขนาด 500-1,000 bp ดงัภาพท่ี 10 และ 11 เพื่อใชใ้นการท าขั้นตอน Gel Extraction Protocol 
ต่อไป 
 

 5. ผลการท า Gel Extraction Protocol  
  ผล ก า ร ต ร ว จส อบป ริ ม าณ   Gel Extraction DNA  ด้ ว ย  ร้ อ ย ล ะ   1 Agarose Gel 
Electrophoresis 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่12 ผลการตรวจสอบปริมาณ Gel Extraction DNA  
ด้วยร้อยละ 1 Agarose Gel Electrophoresis 

GT/AAC GT/AAC 

Lane1 100 bp Ladder Markers 
Lane2 Elute DNA AC/AAC 1 
Lane3 Elute DNA AC/AAC 2 
Lane4 Elute DNA GT/AAC 1 
Lane5 Elute DNA GT/AAC 2 

1,000 bp 

500 bp 

1 2 3 4 5 

1,000 bp 

500 bp 
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  จากภาพท่ี 12 elute DNA ทั้ง AC/AAC และ GT/AAC ของคร้ังท่ี 1 พบแถบ Smear ท่ีมี
ความสว่างชดัเจน ใน Lane ท่ี 2 และ 4 และเกิดข้ึนช่วงความเขม้ขน้ 500 – 1,000 bp ส่วน Elute 
DNA AC/AAC คร้ังท่ี 2 พบแถบ Smear ท่ีจางมาก ใน Lane ท่ี 3 และ 5 จึงเลือก Elute DNA ของ
การท า Gel Extraction คร้ังท่ี 1 ของ AC/AAC และ GT/AAC ไปท าในขั้นตอน Ligation with 
pGEM®-T Easy Vector ต่อไป 

6. ผลการท า Ligation with pGEM®-T easy Vector 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่13 ผลการตรวจสอบปริมาณ PCR เช็ค Ligation with pGEM®-T Easy Vector 
ด้วยร้อยละ 1 Agarose Gel Electrophoresis 

   

  จากภาพท่ี 13 พบแถบ Smear ท่ีมีความสวา่งชดัเจนของ PCR Ligation with pGEM®-T 
Easy Vector แสดงวา่ พลาสมิดท่ีมี Insert สามารถเช่ือมต่อไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 
 7. ผลการท า Transformation of E.coli DH-5α Competent cell by heat shock method 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที ่14 แสดง Blue-White Colony ของ AC/AAC 

1,000 bp 

500 bp 

Lane1 100 bp Ladder Markers 
Lane2 PCR DNA AC/AAC elute1 
Lane3 PCR DNA AC/AAC elute2 
Lane4 PCR DNA GT/AAC elute1 
Lane5 PCR DNA GT/AAC elute2 
Lane6 Control insert DNA 

1 2 3 4 5 6 

Blue 

White 
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ตารางที ่17 ประสิทธิภาพการท า Bacterial Transformation ด้วยเทคนิค Heat Shock Method 
 

Biotinylated Oligo DNA 
Blue 

(Colony) 
White 

(Colony) 
Efficiency 

(%) 
AC/AAC 426 198 46.48 
GT/AAC 663 296 44.65 

  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพการท า Bacterial Transformation ดว้ยเทคนิค Heat Shock 
Method พบวา่ประสิทธิภาพของ Biotinylated Oligo DNA AC/AAC และ GT/AAC มีประสิทธิภาพ
เท่ากบั ร้อยละ 46.48 และ ร้อยละ 44.65 คดัเลือกเฉพาะ White Colony การท่ีเห็น Colony เป็นสีขาว
เน่ืองจากแบคทีเรีย E.coli DH-5α Competent Cell ไม่สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้กาแลคโตซิเดสได ้
เน่ืองจากตรงต าแหน่งท่ีใชผ้ลิตเอนไซมเ์บตา้กาแลคโตซิเดสนั้นถูกแทรกดว้ย DNA ท่ีเราสนใจไว ้
จึงไม่เกิดการย่อยในบริเวณนั้น เม่ือเติม X-Gal ซ่ึงเป็นตวั Substrate ลงไปจึงท าให้ไม่เกิดสี ท าให้
เห็นโคโลนีเป็นสีขาว แต่ถา้ในทางกลบักนั ถา้แบคทีเรีย E.coli DH-5α Competent Cell ท่ีไดรั้บ
เฉพาะพลาสมิดเปล่าๆ จะยงัคงสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้กาแลคโตซิเดสได ้X-Gal ก็สามารถ
ท างานได ้โคโลนีท่ีเห็นจึงเป็นสีฟ้า 
 นบัจ านวนเฉพาะ White Colony ไดท้ั้งหมด 494 Colonies แบ่งเป็น AC/AAC จ านวน 198 
Colonies และ GT/AAC จ  านวน 296 Colonies จากนั้นจดัท า Master Plate และ สารละลาย Colony 
เพื่อตรวจสอบขนาดของ Insert ต่อไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่15 แสดง Master Plate และ สารละลาย Colony 

Master Plate สารละลาย Colony 
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 8. ผลการท า Size Screening and Sequencing 
  ประกอบไปดว้ย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนการท า Colony PCR และ Plasmid Extraction 
  8.1 Colony PCR  
   คดัเฉพาะ Colony ท่ีมีขนาด Insert อยูร่ะหวา่ง 500-1,000 bp โดยใชไ้มจ้ิ้มฟัน Pick 
Colony จาก Master Plate มาเล้ียงในอาหาร LB ท่ีเติม Ampicillin ปริมาตรหลอดละ 2 มิลลิลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ซ่ึงมีตวัอยา่งผลการตรวจสอบปริมาณ colony PCR ของ 
พลาสมิดท่ีมีช้ินส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท ์ดว้ย ร้อยละ 1 Agarose Gel Electrophoresis ดงัภาพ
ท่ี 16 และ 17 จากนั้นจึงท าการสกดัพลาสมิด เพื่อส่งวเิคราะห์ล าดบัเบสต่อไป 
 จากภาพท่ี 15 Colony PCR ท่ีอยูใ่นช่วง 500 - 1,000 bp คือ No. LT-AC 151, 152, 153, 156, 
159, 160, 162, 163, 164, 166, 167, 169, 170, 171, 172 และ 174 สามารถน าไปใชใ้นขั้นตอนการท า 
Plasmid Extraction ได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่16 Colony PCR No. LT-AC 151 - 174 

    

 จากภาพท่ี 16 Colony PCR ท่ีอยูใ่นช่วง 500 - 1,000 bp คือ No. LT-AC 177, 178, 179, 180, 
181, 182, 183, 184, 185, 186, 188, 192, 193, 194, 195, 196, 197 และ 198 สามารถน าไปใชใ้น
ขั้นตอนการท า Plasmid Extraction ได ้
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ภาพที ่17 Colony PCR No. LT-AC 175 - 198 
    
  8.2 Plasmid Extraction 
   หลังจากท่ีเล้ียงเช้ือข้ามคืน น าเช้ือท่ีเล้ียงได้มาแบ่งเก็บ Stock ใน ร้อยละ 50 
Glycerol อตัราส่วน 1:1 (Cell Culture 500 ไมโครลิตร: ร้อยละ 50 Glycerol 500 ไมโครลิตร) 
จากนั้นน าส่วนท่ีเหลือมาท าการสกดั พลาสมิดโดยใชชุ้ด Kit ส าเร็จรูป จากนั้นเช็คพลาสมิดท่ีสกดั
ไดบ้น ร้อยละ 1 Agarose Gel Electrophoresis แลว้คดัเลือกเฉพาะพลาสมิดท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ 
20 นาโนกรัมต่อ ไมโครลิตร ไปส่งวเิคราะห์หาล าดบัเบส  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที ่18 Plasmid DNA No. LT-AC 064-100 
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ภาพที ่19 Plasmid DNA No. LT-AC 151-177 
    
 สรุป Clone Plasmid DNA ท่ีไดม้าจาก Biotinylated Oligo DNA (AC)15/(AAC)8 และ 
(GT)15/(AAC)8 ท่ีสามารถน าไปวเิคราะห์หาล าดบัเบส มีจ านวนทั้งหมด 192 Clones  
  8.3 DNA Sequencing 
   ส่งตวัอย่างพลาสมิดเพื่อวิเคราะห์ล าดบัเบส จ านวนทั้งส้ิน 192 Clones กับทาง
บริษทั First BASE Laboratories Sdn Bhd  
 9. SSR Finding and Primer Design  
  จากท่ีส่ง DNA Sequencing แลว้ จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์เพื่อท าการ Design 
Primer ผลปรากฏวา่ได ้Primer ท่ีสามารถส่งไปท าการสังเคราะห์ Primer ทั้งหมด 558 คู่ ทางผูว้ิจยั
จึงเลือกโดยวธีิการสุ่มทั้งหมด 25 คู่ เพื่อไปท าการสังเคราะห์ Primer ไดด้งัตารางท่ี 18 
 
ตารางที ่18 แสดงคุณลกัษณะเฉพาะของ Primer 
 

Oligo name Sequence (5' 3') Length Tm 
LT_AC_006_L AAGAAAAGGGGATCCTTCCTC 21 59.90 
LT_AC_006_R GGCTCTGATTCCCATTCAAA 20 60.01 
LT_AC_018_L AGGTAAGCGAAAGGGAAAGG 20 59.72 
LT_AC_018_R GAAATCTCAATACTCATCCAAAGGA 25 59.87 
LT_AC_031_L CCCTAATGTGGCTCTTCCTG 20 59.69 
LT_AC_031_R ACCCTGTGGTGAATTTGAGC 20 59.97 
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ตารางที ่18 (ต่อ) 
 

Oligo name Sequence (5' 3') Length Tm 
LT_AC_068_L TGTCACACCCCAATTTCTGA 20 59.94 
LT_AC_068_R TTCAGATTGTGTAGGAATTTTATGAGA 27 59.91 
LT_AC_100_L CCCCGACTACACATCATCAA 20 59.37 
LT_AC_100_R TGTGCCCATAGTTTTCAGAGG 21 60.12 
LT_AC_120_L TCCGCAAAATCGTAATCCTC 20 60.04 
LT_AC_120_R GAAGCAGCCGAGTCAAAAAG 20 60.13 
LT_AC_151_L TTTGCCACTGCTAAAAACCA 20 59.34 
LT_AC_151_R CGGAAGATTGCCCACTAGAA 20 60.21 
LT_AC_159_L TGCTCCTGCAAACCTTTTCT 20 59.99 
LT_AC_159_R TTGAGCTTGGGAGGTAGCAT 20 59.84 
LT_AC_172_L AATTCTAAAAATGCAAATGCAAA 23 57.97 
LT_AC_172_R GCTTCGACTCACATTGAGGA 20 58.96 
LT_AC_182_L CCAAAATGTTCATAAGATAGGAGTTG 26 59.40 
LT_AC_182_R TCACACTAAGTTCATCATTTTCACA 25 58.73 
LT_AC_193_L GTGTCTCCTCGATTGCCTCT 20 59.41 
LT_AC_193_R ACCATCCTGCATCACCTTGT 20 60.39 
LT_GT_004_L TTGATTTATGGGGGTTGGTG 20 60.42 
LT_GT_004_R GGCCGTCCATTCTTGACTT 19 60.07 
LT_GT_065_L TAAGGGGATGGATGGTTCTG 20 59.74 
LT_GT_065_R GAAAAAGGCGCGAATAAACT 20 58.52 
LT_GT_083_L GCCTGGGGCCTATAATTTCT 20 59.42 
LT_GT_083_R TAAGCCCTCTGTAGCGCAGT 20 60.18 
LT_GT_089_L ATATGTGTTGCGCTCACTGC 20 59.90 
LT_GT_089_R ACGGGGTGTTGATACGCTAA 20 60.39 
LT_GT_101_L TTGCAGGTAGGGAGTTTTGG 20 60.10 
LT_GT_101_R CACCAAACAACCCCTCAATC 20 60.21 
LT_GT_102_L CCGGTGTCGTTCATCATTTA 20 59.40 
LT_GT_102_R TTCTATCGCTAATCCGTCGT 20 57.48 
LT_GT_155_L GAAAAACGGCACACGAAAAC 20 60.52 
LT_GT_155_R GCTTCTATAGTTGTTGTAAGGAGTGC 26 59.05 
LT_GT_169_L TGGAGTACAACTAGCGTGTTTTATG 25 59.68 
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ตารางที ่18 (ต่อ) 
 

Oligo name Sequence (5' 3') Length Tm 
LT_GT_169_R CAGCCTTTGGTGACTCTTCC 20 59.84 
LT_GT_170_L TAGGGTGGAATTGGAAGTGC 20 59.53 
LT_GT_170_R CCCATTAACTTGCCCTATTTTT 22 58.51 
LT_GT_196_L CGGCTTCAGCTACAAGGCTA 20 60.67 
LT_GT_196_R CGCTCTATGTCGTGGGAAAT 20 60.10 
LT_GT_222_L ATTCGGCAGGAGGTAGAGGT 20 60.10 
LT_GT_222_R TCAGATCTGGTGCTGGTGAG 20 59.98 
LT_GT_257_L GCACAGTTGAGCAAACCAAG 20 59.49 
LT_GT_257_R CCAAACACCAAAGCCTCATT 20 59.97 
LT_GT_287_L ACAGTCGGGCAGCTGATTAT 20 59.72 
LT_GT_287_R TATTTTTCGGCTGCTGTCCT 20 59.85 
LT_GT_296_L ATACGAGCCGGAAGCATAAA 20 60.26 
LT_GT_296_R GAGTCAGTGAGCGAGGAAGC 20 60.21 

 
ผลการตรวจสอบลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงโดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 

1. ผลการสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่างโลดทะนงที่ใช้ในการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
โลดทะนงโดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่20 แสดงผลการสกดั DNA จากตัวอย่างใบโลดทะนงทีใ่ช้ในโครงการ 

Lane 1 -DNA 100 ng/ µl 
Lane 2 ตวัอยา่ง LT03P 
Lane 3 ตวัอยา่ง LT06P 
Lane 4 ตวัอยา่ง LT08P 
Lane 5 ตวัอยา่ง LT13J 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Lane 6 ตวัอยา่ง LT14J 
Lane 7 ตวัอยา่ง LT15J 
Lane 8 ตวัอยา่ง LT16J 
Lane 9 ตวัอยา่ง L17J 
Lane 10 ตวัอยา่ง LT18J 
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 จากภาพท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้ของปริมาณการสกดั DNA ทั้ง 9 ตวัอยา่ง มีความเขม้ขน้
มากกวา่ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร สามารถน าไปใชใ้นขั้นตอน PCR Protocol ต่อไปได ้ 

 
 2. ผลการท า PCR Protocol 
 

 
ภาพที ่21 แสดงตัวอย่างผลการท า PCR Protocol ของตัวอย่างทั้งหมด 22 ตัวอย่าง 

โดยใช้ Primer ช่ือ LT_GT_083 
 

  จากภาพท่ี 21 พบวา่ Primer ช่ือ LT_GT_083 สามารถท าให้ตวัอยา่งทั้ง 22 ตวัอยา่งเกิด 
Band ไดอ้ยา่งชดัเจน สามารถน า DNA ท่ีไดไ้ปใชใ้นขั้นตอนการท าอิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพ
ลีอะคริละไมด ์(Polyacrylamide Gel Electrophoresis: PAGE) ได ้
 
 3. ผลกากรท าการท าอิเล็คโตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis: PAGE) 

  ท าการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ จ  านวน 13 คู่ (จาก 25 คู่) 
ไดแ้ก่ 
  1. ไพรเมอร์ท่ีให้ลกัษณะลายพิมพดี์เอ็นเอเป็น Polymorphic Pattern จ านวน 3 คู่ ไดแ้ก่ 
LT_AC_100, LT_GT_065 และ LT_GT_169 
  2. ไพรเมอร์ท่ีให้ลกัษณะลายพิมพดี์เอ็นเอเป็น Monomorphic Pattern จ านวน 10 คู่ 
ได้แก่ LT_AC_006, LT_AC_018, LT_AC_068, LT_AC_120, LT_AC_172, LT_AC_182, 
LT_GT_083, LT_GT_170, LT_GT_222 และ LT_GT_257 
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ภาพที ่22 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ primer LT_AC_100 
 

 
 

ภาพที ่23 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ Primer LT_GT_065 
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ภาพที ่24 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ primer LT_GT_169 
 

ภาพที ่25 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ primer LT_AC_182 
 

สรุปผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
 มีไพรเมอร์เพียง 3 คู่ ท่ีสามารถน ามาวิเคราะห์ขอ้มูลได ้ดงัตารางท่ี 19 จากนั้นน าขอ้มูลลาย
พิมพดี์เอ็นเอโลดทะนงแดงท่ีได ้มาวิเคราะห์กลุ่ม (Cluster Analysis) ดว้ยวิธี UPGMA โดยใช้
สัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพนัธุกรรม Simple Matching เพื่อเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ภายใน
กลุ่มของโลดทะนงแดงท่ีน ามาศึกษาในคร้ังน้ี จากนั้นน ามาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYSpc Version 2.11T (Exeter Software, Setanket, NY) 
 
 

bp 
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 จากขอ้มูลความแตกต่างของลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซท
เทลไลทจ์ านวนทั้งส้ิน 3 เคร่ืองหมาย พบจ านวนอลัลีลทั้งหมด 58 อลัลีล (เฉล่ีย 19.33 อลัลีลต่อไพร
เมอร์) ค่า Tm อยูร่ะหวา่ง 58-60 องศาเซลเซียส ขนาดของอลัลีล อยูร่ะหวา่ง 170-260 bp ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 19 
 
ตารางที ่19 ไพรเมอร์ทีใ่ช้, จ านวนอลัลลี, ขนาดอลัลลี และ PIC ทีไ่ด้จากการตรวจสอบในโลดทะนง 

แดง (Trigonostemon reidioides (Kurz) Craib) จ านวน 22 ตัวอย่าง 
 

Locus Motif Allele size 
range (bp) 

Sequence 5’3’ TM No.of 
alleles 

PICs 

LT_AC_100 (TC)4 

(AC)12 
(TCA)3 
(GCA)3 

170-230 F: CCCCGACTACACATCATCAA 
R: TGTGCCCATAGTTTTCAGAGG 

59.37 
60.12 

19 0.82 
   

LT_GT_065 (AG)26 
(AG)21 
(AG)3 
(TG)10  
(ATT)6 
(TA)3 

(TTA)3 

170-210 F: TAAGGGGATGGATGGTTCTG 
R: GAAAAAGGCGCGAATAAACT 

59.74 
58.52 

21 0.90 
    

LT_GT_169 (AC)12 
(AT)5 
(AT)8 
(CA)3 
(CA)4 
(CA)5 

(TTA)3 

220-260 F: TGGAGTACAACTAGCGTGTTTTATG 
R: CAGCCTTTGGTGACTCTTCC 

59.68 
59.84 

18 0.88 
    

Average     19.33 0.87 

  
 ส าหรับค่า Polymorphism Information Contents (PICs) ท่ีใชใ้นการระบุความสามารถใน
การจ าแนกความแตกต่างของไพรเมอร์ทั้ ง 3 เคร่ืองหมาย ดังแสดงในตารางท่ี 19 มีค่า 0.82 
(LT_AC_100) 0.90 (LT_GT_065) และ 0.88 (LT_GT_16) มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.87 แสดงให้เห็นว่า
ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชนิดมีความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างในระดบัสูง (Yu, et al., 2012) โดยมี
การระบุวา่ค่า PICs จากไพรเมอร์ท่ีให้ความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างในระดบัสูงจะมีค่า 
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PICs>0.50 ให้ความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างระดับปานกลางเม่ือมีค่าอยู่ระหว่าง 
0.25<PICs<0.50 และใหค้วามสามารถในการจ าแนกความแตกต่างนอ้ยเม่ือมีค่า PICs<0.25 
 การจดักลุ่มจากขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท ์
มีค่าสัมประสิทธ์ความเหมือน (ความคลา้ย) ทางพนัธุกรรม ระหวา่งทุกจีโนไทป์ โดยเปรียบเทียบ 
ทีละคู่ โดยมีค่าประสิทธิภาพการจดักลุ่มอยู่ระหว่าง 0.52 -1 ดงัตารางท่ี 15 และมีค่า Cophenetic 
Correlation Coefficient (r) ดงัภาพท่ี 26 มีหลกัการวิเคราะห์ดงัต่อไปน้ี คือค่า r จะมีค่าอยูใ่นช่วง -1 
≤ r ≤ 1 ไม่มีหน่วย โดยท่ีแกน X คือค่า Similarity Coefficient แกน Y คือค่า Correlation Coefficient 
ถา้ค่า r มีค่าเป็นลบหมายความว่าค่า Similarity Coefficient และค่า Correlation Coefficient มี
ความสัมพนัธ์แบบผกผนันั้นคือ ถา้ค่า Similarity Coefficient เพิ่มข้ึน ค่า Correlation Coefficient จะ
ลดลงหรือถา้ค่า Similarity Coefficient ลดลง ค่า Correlation Coefficient จะเพิ่มข้ึนนัน่เอง และถา้
ค่า r = -1 หมายความวา่ค่า Correlation Coefficient และค่า Similarity Coefficient มีความผกผนักนั
อย่างสมบูรณ์ ถา้ค่า r มีค่าเป็นบวกหมายความว่าค่า Correlation Coefficient และค่า Similarity 
Coefficient มีความสัมพนัธ์แบบทางเดียวกนัและค่า r = 1 แสดงวา่ตวัแปลทั้งสองมีความสัมพนัธ์
แบบทางเดียวกนัอยา่งสมบูรณ์ และถา้ค่า r = 0 หมายความวา่ค่า Correlation Coefficient และค่า 
Similarity Coefficient ไม่มีความสัมพนัธ์กนัหรืออาจมีความสัมพนัธ์กนัในรูปแบบอ่ืน (ชชัวาล, 
2543) และค่า Cophenetic Correlation Coefficient (r) สามารถดูไดจ้ากค่า Matrix Correlation ซ่ึง
เป็นค่าท่ีบอกถึงผลการจดักลุ่มวา่ดีเพียงใด ซ่ึงดูไดจ้ากองศาของความเหมาะสม โดยท่ีถา้ r ≥ 0.9 ถือ
วา่เหมาะสมมาก ค่า 0.8 ≤ r < 0.9 ถือวา่เหมาะสม ค่า 0.7 ≤ r < 0.8 ถือวา่เหมาะสมนอ้ยและ r < 0.7 
ถือวา่เหมาะสมนอ้ยมาก (Rohlf, 1992) ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีมีค่า Cophenetic Correlation Coefficient 
(r) มีค่าเท่ากบั 0.79 ซ่ึงมีค่าเป็นบวกหมายความว่าค่า Correlation Coefficient และค่า Similarity 
Coefficient มีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียวกนัและแสดงให้เห็นว่ามีความสัมพนัธ์กนัแบบทาง
เดียวอยา่งสมบูรณ์ แต่ถือไดว้า่มีความเหมาะสมนอ้ยส าหรับการวิเคราะห์ท่ีศึกษาคร้ังน้ี เน่ืองมาจาก
จ านวนไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการศึกษามีนอ้ยเกินไป คือ คดัเลือกสังเคราะห์ไดเ้พียง 25 คู่ จาก 558 คู่ ซ่ึง
คิดเป็นร้อยละ 4.5 และไพรเมอร์ท่ีสังเคราะห์ 25 คู่ มีไพรเมอร์เพียง 3 คู่ ท่ีสามารถน ามาวิเคราะห์
ขอ้มูลได ้ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 12 ดว้ยมีขอ้จ ากดัเร่ืองค่าใชจ่้ายในการด าเนินการ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัท่ีการ
พฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทมี์ค่าใชจ่้ายค่อนขา้งสูง 
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ภาพที ่26 วเิคราะห์ค่า cophenetic correlation coefficient (r) โดยแผนภาพการกระจาย 

  

 จากขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดจ้ากการค านวณแบบ Simple Matching และการจดักลุ่ม
แบบ UPGMA ดว้ยโปรแกรม NTSYS ของประชากรโลดทะนงจ านวน 22 ตวัอย่าง ดงัภาพท่ี 27
พบว่า สามารถแบ่งกลุ่มตวัอย่างท่ีมีความคลา้ยกนัน้อยท่ีสุด ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ ตวัอย่างรหัส 
LT01PW LT02P LT03P LT04P LT05P LT06P LT07P LT08P LT09P LT10 LT11P LT12P ซ่ึง
เป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีเก็บมาจากพื้นท่ีอ่างเก็บน ้าหว้ยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี กบัตวัอยา่ง
รหสั LT13J LT14J LT15J LT16J LT17J LT18J LT19J LT20J LT21J LT22J ซ่ึงเป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ี
เก็บมาจากพื้นท่ีอุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทรายขาว จ.จนัทบุรี โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิความคลา้ย 
เท่ากบั 0.66 ท  าให้สามารถแปลผลไดว้า่ พื้นท่ีท่ีเพาะปลูกตน้โลดทะนงท่ีแตกต่างกนัท าให้มีความ
แตกต่างทางพนัธุกรรมอยา่งชดัเจน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่27 แผนภูมิต้นไม้จ าลองทีไ่ด้จากการค านวณแบบ Simple Matching และการจัดกลุ่มแบบ 
UPGMA ด้วยโปรแกรม NTSYS ของประชากรโลดทะนงจ านวน 22 ตัวอย่าง  

2.SimQual.NTS

0.52 0.63 0.73 0.84 0.95

4.Coph.NTS

0.66

0.73

0.80

0.88

0.95

Coefficient

0.66 0.73 0.80 0.88 0.95

LT01PWMW

 LT01PW 

 LT02P 

 LT03P 

 LT04P 

 LT07P 

 LT05P 

 LT06P 

 LT08P 

 LT10P 

 LT12P 

 LT11P 

 LT09P 

 LT17J 

 LT21J 

 LT13J 

 LT14J 

 LT15J 

 LT16J 

 LT22J 

 LT19J 

 LT18J 

 LT20J 

0.66 

จ.เพชรบุรี 

จ.จนัทบุรี 

 



  

ตารางที ่20 แสดงค่าสัมประสิทธ์ิความคล้ายทีไ่ด้จากการค านวณด้วยวธีิ Simple Maching ของแต่ละคู่ 
 
 LT01PW LT02P LT03P LT04P LT05P LT06P LT07P LT08P LT09P LT10P LT11P LT12P LT13J LT14J LT15J LT16J LT17J LT18J LT19J LT20J LT21J LT22J 
LT01PW 1.00                      
LT02P 0.90 1.00                     
LT03P 0.84 0.91 1.00                    
LT04P 0.84 0.84 0.86 1.00                   
LT05P 0.79 0.76 0.74 0.78 1.00                  
LT06P 0.83 0.79 0.78 0.81 0.93 1.00                 
LT07P 0.81 0.88 0.86 0.83 0.71 0.74 1.00                
LT08P 0.81 0.78 0.76 0.83 0.88 0.84 0.72 1.00               
LT09P 0.64 0.71 0.69 0.66 0.81 0.74 0.69 0.69 1.00              
LT10P 0.76 0.76 0.81 0.81 0.79 0.76 0.71 0.91 0.71 1.00             
LT11P 0.79 0.76 0.74 0.81 0.86 0.83 0.71 0.91 0.67 0.83 1.00            
LT12P 0.76 0.83 0.81 0.81 0.79 0.76 0.74 0.91 0.78 0.93 0.83 1.00           
LT13J 0.59 0.59 0.60 0.64 0.69 0.66 0.53 0.64 0.60 0.69 0.66 0.66 1.00          
LT14J 0.64 0.64 0.62 0.69 0.78 0.71 0.66 0.72 0.72 0.71 0.74 0.71 0.78 1.00         
LT15J 0.62 0.62 0.60 0.74 0.76 0.69 0.64 0.71 0.71 0.69 0.72 0.69 0.72 0.95 1.00        
LT16J 0.64 0.64 0.62 0.76 0.74 0.67 0.66 0.72 0.69 0.71 0.74 0.71 0.67 0.90 0.95 1.00       
LT17J 0.67 0.67 0.66 0.66 0.71 0.74 0.69 0.72 0.66 0.71 0.64 0.71 0.64 0.76 0.71 0.66 1.00      
LT18J 0.60 0.60 0.59 0.66 0.71 0.67 0.62 0.66 0.66 0.64 0.67 0.64 0.78 0.90 0.84 0.79 0.79 1.00     
LT19J 0.62 0.66 0.64 0.67 0.76 0.69 0.71 0.71 0.74 0.69 0.72 0.72 0.72 0.88 0.83 0.81 0.74 0.81 1.00    
LT20J 0.57 0.60 0.55 0.66 0.71 0.64 0.59 0.66 0.69 0.64 0.67 0.64 0.71 0.79 0.78 0.76 0.66 0.72 0.81 1.00   
LT21J 0.66 0.69 0.67 0.64 0.62 0.69 0.74 0.64 0.60 0.62 0.55 0.66 0.52 0.60 0.59 0.57 0.78 0.57 0.72 0.57 1.00  
LT22J 0.57 0.57 0.59 0.62 0.71 0.64 0.59 0.66 0.66 0.67 0.67 0.64 0.81 0.93 0.88 0.86 0.72 0.83 0.84 0.76 0.57 1.00 
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บทที ่5 
สรุปผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวจิัย 

 จากการศึกษาวจิยัน้ี เป็นการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลทแ์ละศึกษา
ลายพิมพดี์เอน็เอของโลดทะนงแดง เพื่อใชใ้นการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและไดล้าย
พิมพดี์เอ็นเอส าหรับข้ึนทะเบียนพนัธ์ุ และสามารถน ามาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบความถูกตอ้ง
ของโลดทะนงแดงท่ีน ามาใชใ้นการผลิตยาสมุนไพร  
 โดยมีขั้นตอนตั้งแต่การสกดัใบโลดทะนงแดงท่ีใชเ้ป็นตน้แบบในการศึกษา ท าการพฒันา
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ ขั้นตอนเร่ิมตั้งแต่การท า Digestion และ DNA 
Purification การท า Linker Ligation การท า Hybridization (ท าปฏิกิริยาแบบ Double Hybridization) 
การท า Amplification of Linker Ligated and Oligo DNA by Hybridized DNA การท า Size 
Selection และ Gel Extraction Protocol การท า Vector Ligation with pGEM®-T Easy Vector การ
ท า Bacterial Transformation of E.coli DH-5α Competent cell by Heat Shock Method การท า Size 
Screening และ Sequencing และขั้นตอนการท า SSR Finding และ Primer Design จากนั้น
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทท่ี์ไดไ้ปตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอของโลดทะนง ดว้ยเทคนิคอิเล็ค
โตรโฟริซีสแบบเจลโพลีอะคริละไมด์ (Polyacrylamide Gel Electrophoresis: PAGE) แลว้น าขอ้มูล
รูปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอ (Pattern/Genotype) ท่ีได ้มาท าการวิเคราะห์กลุ่ม (Cluster aAnalysis) ดว้ย
วิธี Unweighted Pair-Group Arithmetic Average (UPGAM) โดยใชส้ัมประสิทธ์ิความเหมือนทาง
พนัธุกรรม Simple Matching เพื่อเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ภายในกลุ่ม จากนั้นน ามาวิเคราะห์ผล
ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYSpc Version 2.11T 
 พบวา่ ไดค้วามแตกต่างของลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดจ้ากเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซท
เทลไลท ์3 เคร่ืองหมาย มีจ านวนอลัลีลทั้งหมด 58 อลัลีล ท่ีสามารถน ามาวิเคราะห์ขอ้มูลได้ ไดแ้ก่ 
LT_AC_100, LT_GT_065 และ LT_GT_169 โดยในแต่ละไพรเมอร์ให้อลัลีลแตกต่างกนัตั้งแต่ 18-
21 อลัลีล หรือเฉล่ีย 19.33 อลัลีลต่อไพรเมอร์ ค่า Tm (Melting Temperature) อยู่ระหวา่ง 58-60 
องศาเซลเซียส ขนาดของอลัลีล อยูร่ะหวา่ง 170-260 bp 
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 ส าหรับค่า PICs (Polymorphism Information Content) ท่ีใชใ้นการระบุความสามารถใน
การจ าแนกความแตกต่างของไพรเมอร์ทั้ ง  3  เค ร่ืองหมาย  มีค่ า  0.82 (LT_AC_100)  0.90 
(LT_GT_065) และ 0.88 (LT_GT_16) มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.87 แสดงให้เห็นวา่ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชนิดมี
ความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างในระดบัสูง 
 ค่า Cophenetic Correlation Coefficient (r) มีค่าเท่ากบั 0.794 ซ่ึงมีค่าเป็นบวกหมายความวา่
ค่า Correlation Coefficient และค่า Similarity Coefficient มีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียวกนัและ
แสดงให้เห็นว่ามีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียวอย่างสมบูรณ์ แต่ถือไดว้่ามีความเหมาะสมน้อย
ส าหรับการวเิคราะห์ท่ีศึกษาคร้ังน้ี 
 และการศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากการค านวณแบบ Simple Matching และการจดักลุ่ม
แบบ UPGMA ดว้ยโปรแกรม NTSYS ของประชากรโลดทะนงจ านวน 22 ตวัอยา่ง พบวา่  
 สามารถแบ่งกลุ่มตวัอย่างท่ีมีความคล้ายกนัน้อยท่ีสุด ออกเป็น 2 กลุ่มอย่างชัดเจน คือ 
ตวัอยา่งรหสั LT01PW LT02P LT03P LT04P LT05P LT06P LT07P LT08P LT09P LT10  LT11P 
LT12P ซ่ึงเป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีเก็บมาจากพื้นท่ีอ่างเก็บน ้ าห้วยยายลาว หมู่3 ต.สามพระยา จ.เพชรบุรี 
กบัตวัอยา่งรหสั LT13J LT14J LT15J LT16J LT17J LT18J LT19J LT20J LT21J LT22J ซ่ึงเป็น
กลุ่มตัวอย่างท่ีเก็บมาจากพื้นท่ีอุทยานแห่งชาติเขาสอยดาว ต.ทับไทร จ.จันทบุรี โดยมีค่า
สัมประสิทธ์ิความคลา้ย (Similarity Coeffient) เท่ากบั 0.66  

 
การอภิปรายผล  
 มีไพรเมอร์เพียง 3 คู่ ท่ีสามารถน ามาวิเคราะห์ขอ้มูล โดยมีค่า Polymorphism Information 
Contents (PICs) ท่ีใช้ในการระบุความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างของไพรเมอร์ทั้ง 3 
เคร่ืองหมาย มีค่า 0.82 (LT_AC_100) 0.90 (LT_GT_065) และ 0.88 (LT_GT_16) มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 
0.87 แสดงให้เห็นวา่ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชนิดมีความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างในระดบัสูง 
(Yu, et al., 2012) โดยมีการระบุวา่ค่า PICs จากไพรเมอร์ท่ีให้ความสามารถในการจ าแนกความ
แตกต่างในระดบัสูงจะมีค่า PICs>0.50 ให้ความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างระดบัปาน
กลางเม่ือมีค่าอยูร่ะหว่าง 0.25<PICs<0.50 และให้ความสามารถในการจ าแนกความแตกต่างน้อย
เม่ือมีค่า PICs<0.25 
 มีค่า Cophenetic Correlation Coefficient (r) เท่ากบั 0.79 ซ่ึงมีค่าเป็นบวกหมายความวา่ค่า 
Correlation Coefficient และค่า Similarity Coefficient มีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียวกนั และ
แสดงให้เห็นว่ามีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียวอย่างสมบูรณ์ แต่ถือไดว้่ามีความเหมาะสมน้อย
ส าหรับการวเิคราะห์ท่ีศึกษาคร้ังน้ี โดยหลกัการวเิคราะห์ดงัต่อไปน้ี คือค่า r จะมีค่าอยูใ่นช่วง -1 ≤ r 
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≤ 1 ไม่มีหน่วย โดยท่ีแกน X คือค่า Similarity Coefficient แกน Y คือค่า Correlation Coefficient 
ถา้ค่า r มีค่าเป็นลบหมายความว่าค่า Similarity Coefficient และค่า Correlation Coefficient มี
ความสัมพนัธ์แบบผกผนันั้นคือ ถา้ค่า Similarity Coefficient เพิ่มข้ึน ค่า Correlation Coefficient จะ
ลดลงหรือถา้ค่า Cimilarity Coefficient ลดลง ค่า Correlation Coefficient จะเพิ่มข้ึนนัน่เองและถา้
ค่า  r = -1 หมายความวา่ค่า Correlation Coefficient และค่า Cimilarity Coefficient มีความผกผนักนั
อย่างสมบูรณ์ ถา้ค่า r มีค่าเป็นบวกหมายความว่าค่า Correlation Coefficient และค่า Similarity 
Coefficient มีความสัมพนัธ์แบบทางเดียวกนัและค่า r = 1 แสดงวา่ตวัแปลทั้งสองมีความสัมพนัธ์
แบบทางเดียวกนัอยา่งสมบูรณ์ และถา้ค่า r = 0 หมายความวา่ค่า Correlation Coefficient และค่า 
Similarity Coefficient ไม่มีความสัมพนัธ์กนัหรืออาจมีความสัมพนัธ์กนัในรูปแบบอ่ืน (ชชัวาล, 
2543) และค่า Cophenetic Correlation Coefficient (r) สามารถดูไดจ้ากค่า Matrix Correlation ซ่ึง
เป็นค่าท่ีบอกถึงผลการจดักลุ่มวา่ดีเพียงใด ซ่ึงดูไดจ้ากองศาของความเหมาะสม โดยท่ีถา้ r ≥ 0.9 ถือ
วา่เหมาะสมมาก ค่า 0.8 ≤ r < 0.9 ถือวา่เหมาะสม ค่า 0.7 ≤ r < 0.8 ถือวา่เหมาะสมนอ้ย และ r < 0.7 
ถือวา่เหมาะสมนอ้ยมาก (Rohlf, 1992) เน่ืองมาจากจ านวนไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการศึกษามีนอ้ยเกินไป 
คือ คดัเลือกสังเคราะห์ไดเ้พียง 25 คู่ จาก 558 คู่ ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 4.5 และไพรเมอร์ท่ีสังเคราะห์ 25 
คู่ มีไพรเมอร์เพียง 3 คู่ ท่ีสามารถน ามาวิเคราะห์ขอ้มูลได ้ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 12 ดว้ยมีขอ้จ ากดัเร่ือง
ค่าใชจ่้ายในการด าเนินการ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัท่ีการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทมี์ค่าใชจ่้าย
ค่อนขา้งสูง  
 การศึกษาลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดจ้ากการค านวณแบบ Simple Matching และการจดักลุ่ม
แบบ UPGMA ด้วยโปรแกรม NTSYS ของประชากรโลดทะนงจ านวน 22 ตวัอย่าง สามารถ
แบ่งกลุ่มตวัอย่างท่ีมีความคล้ายกนัน้อยท่ีสุด ออกเป็น 2 กลุ่มอย่างชัดเจน โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิ
ความคลา้ย (Similarity Coeffient) เท่ากบั 0.66 ท  าให้สามารถแปลผลไดว้่า พื้นท่ีท่ีเพาะปลูกตน้
โลดทะนงท่ีแตกต่างกนัท าใหมี้ความแตกต่างทางพนัธุกรรมอยา่งชดัเจน 
 จากการสรุปผลการศึกษาวจิยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทล
ไลท ์จ านวน 3 เคร่ืองหมาย ซ่ึงถือวา่เป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีส าคญัในการศึกษาลกัษณะทางโมเลกุลพืช
ในวงศ์ Euphorbiaceae ถือว่าบรรลุวตัถุประสงค์สามารถใช้ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมและไดล้ายพิมพดี์เอน็เอส าหรับข้ึนทะเบียนพนัธ์ุ และน ามาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบ
ความถูกตอ้งของโลดทะนงแดงท่ีน ามาใชใ้นการผลิตยาสมุนไพรได ้ 
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ข้อเสนอแนะ  
 1. จากการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลทข์องโลดทะนงแดง ในการ
วิจยัคร้ังน้ีถือว่ามีความเหมาะสมท่ีจะใช้เป็นเคร่ืองหมายในการจ าแนกและศึกษาความหลายหลาย
ทางพนัธุกรรมได้ แต่ยงัพบว่ามีไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมสามารถน าไปสังเคราะห์ได้อีก 533 คู่ ท่ี
สามารถใช้ในการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อท าให้ค่าทางสถิติดีข้ึนและได้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด 
ไมโครแซทเทลไลทเ์พิ่มมากข้ึนดว้ยเช่นกนั 
 2. ส าหรับตวัอยา่ง ควรมีการเก็บตวัอยา่งท่ีมีความหลายหลาย ทั้งสายพนัธ์ุของโลดทะนง 
และพื้นท่ีในแต่ละแหล่งท่ีท าการเก็บตวัอยา่ง ใหช้ดัเจนและเหมาะสม เน่ืองจากผลการทดลองพบวา่
พื้นท่ีมีผลต่อการจ าแนกความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
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ภาคผนวก ก 
แบบฟอร์มทีใ่ช้ในการส่ง DNA sequencing 
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ภาคผนวก ข  
วธีิการเกบ็ตัวอย่างใบโลดทะนง 
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วธิีการเกบ็ตัวอย่างใบโลดทะนง 

 
1. ใชก้รรไกรหรือของมีคม ตดัใบอ่อนท่ีคล่ีกางเต็มใบ หรืออาจตดัก่ิงท่ีมีใบอ่อนอยูป่ลาย

ก่ิง แลว้ใชส้ าลีชุบน ้าพนัรอบโคนใบหรือโคนก่ิงท่ีถูกตดั เพื่อรักษาความสดไว ้
 2. น าตวัอยา่งใบพืชท่ีตดัมาใส่ในถุงพลาสติก พบัปิดปากถุงระวงัอยา่ใหน้ ้าเขา้ในถุงได ้
 3. เก็บตวัอยา่งใส่กล่องโฟม โดยเทน ้ าแข็งรองพื้นกล่องไวแ้ลว้วางตวัอย่างไวบ้นน ้ าแข็ง 
จากนั้นเทน ้าแขง็ท่ีเหลือคลุมปิดทบัตวัอยา่ง เพื่อใหค้วามเยน็กระจายไดท้ัว่กนั ซ่ึงจะช่วยรักษาความ
สดของตวัอยา่งไว ้และตอ้งระวงัอยา่ใหมี้น ้าหนกักดทบัมาก เพราะจะท าใหต้วัอยา่งช ้าเสียหายได ้
 4. ตวัอย่างใบท่ีเก็บมาแช่ไวใ้นน ้ าแข็งสามารถรักษาความสดไดป้ระมาณ 1-2 วนั ควรรีบ
น าตวัอยา่งส่งหอ้งปฏิบติัการโดยเร็ว 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค  
ผลการท า Colony PCR  

และผลการเช็คความเข้มข้นของ Plasmid ทีส่กดัได้ 
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ผลการท า Colony PCR 
 

 
 

ภาพที ่2 Colony PCR No. LT-AC-001 – 026 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่3 Colony PCR No. LT-AC-027 - 051 
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ภาพที ่4 Colony PCR No. LT-AC 053 - 062และ LT-GT 001 – 008 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่5 Colony PCR No. LT-AC 063 - 087 
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ภาพที ่6 Colony PCR No. LT-AC 088 – 112 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่7 Colony PCR No. LT-AC 113 - 129 
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ภาพที ่8 Colony PCR No. LT-AC 130 - 142 และ LT-GT 009 -012 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่9 Colony PCR No. LT-AC 143 - 150 
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ภาพที ่10 Colony PCR No. LT-AC 151 – 174 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่11 Colony PCR No. LT-AC 175 - 198 
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ภาพที ่12 Colony PCR No. LT-GT 009 – 024 
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ภาพที ่14 Colony PCR No. LT-GT 042 – 057 
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ภาพที ่16 Colony PCR No. LT-GT 076 – 080 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่17 Colony PCR No. LT-GT 081 - 104 
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ภาพที ่18 Colony PCR No. LT-GT 105 - 128 
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ภาพที ่20 Colony PCR No. LT-GT 153 – 176 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่21 Colony PCR No. LT-GT 177 - 200 
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ภาพที ่22 Colony PCR No. LT-GT 201 – 224 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่23 Colony PCR No. LT-GT 225 - 248 
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ภาพที ่24 Colony PCR No. LT-GT 249 – 272 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่25 Colony PCR No. LT-GT 273 - 296 
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ผลการเช็คความเข้มข้นของ Plasmid ทีส่กดัได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่26 Plasmid DNA No. LT-AC 001-017  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่27 Plasmid DNA No. LT-AC 018-026 
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ภาพที ่28 Plasmid DNA No. LT-AC 027-043 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่29 Plasmid DNA No. LT-AC 044-061 
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ภาพที ่30 Plasmid DNA No. LT-AC 064-100 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่31 Plasmid DNA No. LT-AC 102-126 
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ภาพที ่32 Plasmid DNA No. LT-AC 151-177 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่33 Plasmid DNA No. LT-AC 178-193 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่34 Plasmid DNA No. LT-AC 153 - 198 (ซ่อม) 
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ภาพที ่35 Plasmid DNA No. LT-GT 001-008 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่36 Plasmid DNA No. LT-GT 009-043 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่37 Plasmid DNA No. LT-GT 044-060 
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ภาพที ่38 Plasmid DNA No. LT-GT 061- 080 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่39 Plasmid DNA No. LT-GT 082-105 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพที ่40 Plasmid DNA No. LT-GT 155 – 199 
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ภาพที ่41 Plasmid DNA No. LT-GT 202 - 252 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่42 Plasmid DNA No. LT-GT 254-296 
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ภาคผนวก ง 
ผลการก าหนด Genotyping Data  

เพือ่น าไปวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของโลดทะนง 
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ภาพที ่43 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ Primer LT_AC_100 

 

 
ตารางที ่44 แสดง genotype ของลายพมิพ์ดีเอน็เอโลดทะนงของ primer LT_AC_100 
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ภาพที ่45 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ primer LT_GT_065 

 
ตารางที ่46 แสดง genotype ของลายพมิพ์ดีเอน็เอโลดทะนงของ primer LT_GT_065 
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ภาพที ่47 ลกัษณะลายพมิพ์ดีเอน็เอของโลดทะนงของ Primer LT_GT_169 
 

 
ตารางที ่48 genotype ของลายพมิพ์ดีเอน็เอโลดทะนงของ Primer LT_GT_169 

 



 

 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก จ 
หนังสือตอบรับลงบทความวจิัย 
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