
 

บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 สัตวทดลอง 

ไกไทยพันธุพื้นเมือง จํานวน 4 พันธุ ประดูหางดํา (ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวเชียงใหม 
อําเภอสันปาตอง จังหวัดเชียงใหม) ประกอบดวยไกเพศผู และไกเพศเมีย เพศละ 50 ตัว รวมจํานวน 
100 ตัว ไกเหลืองหางขาว (ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวกบินทรบุรี อําเภอกบินทรบุรี จังหวัด
ปราจีนบุรี) ไกแดง (ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวสุราษฎรธานี อําเภอพูนพิน จังหวัดสุราษฎรธานี) 
และไกชี (ศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวทาพระ อําเภอเมือง จังหวัดขอนแกน) พันธุละ 10 ตัวอยาง 
โดยแตละพันธุประกอบดวยไกเพศผู และไกเพศเมีย จํานวนกลุมละ 5 ตัว รวมเปนจํานวน 30 
ตัวอยาง เพื่อใชเปนกลุมเปรียบเทียบ 

3.1.1 การเก็บตัวอยางเลือด 
ไกทุกตัวถูกเก็บตัวอยางเลือดจากเสนเลือดดําท่ีปก (wing vein) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ในหลอด

ทดลองท่ีบรรจุ 0.5 M EDTA จํานวน 100 μl เก็บตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ -20 °C จากนั้นนําตัวอยางเลือด
ไกท้ังหมดมาสกัดดีเอ็นเอ เพื่อนําไปศึกษาเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอในการจําแนกเอกลักษณทาง
พันธุกรรมในไกประดูหางดํา 
 
3.2 อุปกรณและสารเคมี 
3.2.1 สารเคมี 

10X PCR buffer, Taq polymerase (Fermentas, USA) 
Acrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
Agar-Agar (O.V. chemical, Thailand) 
Ampicillin (Bio Basic Inc, Canada) 
Bisacrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
DH5α- Escherichia coli competent cell (Invitrogen, USA) 
dNTPs (Fermentas, USA) 
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EDTA (Fisher Scientific,USA) 
Ethidium bromide (Bio Basic Inc, Canada) 
Formaldehyde 37% (Merck, Germany) 
Glycerol (Merck, Germany) 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (US Biological, USA) 
LB-Broth (US Biological, USA) 
Magnesium chloride (Merck, Germany) 
N,N’-dimethylformamide (Bio Basic Inc, Canada) 
Primers (Bio Basic Inc, Canada) 
Silver nitrate (Merck, Germany) 
TEMED (USB corporation, USA) 
Tris (USB corporation, USA) 
X-Gal (USB corporation, USA) 
Yeast extract (Scharlau, Spain) 
 

3.2.2 สารละลาย (รายละเอียดดังภาคผนวก) 
 0.5M EDTA pH 8.0 
 Loading buffer 
 Phosphate-buffered saline (PBS) 
 Polyacrylamide gel (6%) 

TAE buffer 
TBE buffer 

 Digestion buffer 
 TE buffer 
 
3.2.3 เอนไซม 

T4 DNA ligase, 10X ligase buffer (Promega, USA) 
Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 
EcoRI (Fermentas, USA) 
TaqI (Fermentas, USA) 
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MspI (Fermentas, USA) 
BsuRI (Fermentas, USA) 
Hsp92II (Fermentas, USA) 
RsaI (Fermentas, USA) 
MboI (Fermentas, USA) 
Hin6I (Fermentas, USA) 
AluI (Fermentas, USA) 
 

3.2.4 ชุดสารเคมีสําเร็จรูป 
1) GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
2) GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit for Dye Terminator Cycle 
Sequencing (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) 
3) pGEM®-T easy vector System Kit (Promega, USA) 

 

3.2.5 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1) Balances, Model AB204 (Mettler-Toledo, Switzerland) 
2) CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerton, CA,USA) 
3) Electrophoresis (for agarose gel) Gel-Mate 2000, Toyobo, Japan 
4) Electrophoresis (vertical apparatus), Hoefer SQ3, Amersham pharmacia 

biotech, USA 
5) Gel documentation, Model Gene Genius & Gene Tools, USA 
6) Gel dryer, Model GD 2000, Amersham Bioscience, USA 
7) Hot Air Oven, Model ULE 400, Memmert, Germany 
8) PCR thermocycler, PTC-100TM, MJ Research, USA 
9) Spectrophotometer, UV-VIS Biowave S2100, Germany 
10) Thermo Shaker, Model DKSI001a, Daiki, Korea 
11) pH meter, Model CG 842, Inc., USA 
12) Refrigerated Bench Top Centrifuge, Model Universal 32 R, Hettich, 

Germany 
13) Pipette, 20, 200, 1000 μl, Gilson, France 
14) PCR tube, Sorenson, Bioscience. Inc., USA 
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3.3 วิธีการทดลอง 
3.3.1 การสกัด DNA 

ตัวอยางเลือดไกพื้นเมืองพันธุเหลืองหางขาว ไกแดง ไกชี จํานวนพันธุละ 10 ตัว และ      
ไกประดูหางดําจํานวน 100 ตัวถูกสกัด DNA โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 
1. นําเลือดไกจํานวน 20 μl เติมน้ํากล่ันจํานวน 1,000 μl และสารละลาย NaCl ท่ีมีความเขมขน 

9% จํานวน 100 μl เขยาใหเขากัน นําไปปนท่ีความเร็ว 5,000 rpm อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที 
เทสวนใสท้ิง ทําซํ้าจนไดตะกอนสีขาว 

2. เติม PBS จํานวน 1 ml เขยาใหเขากัน นําไปปนท่ีความเร็ว 5,000 rpm อุณหภูมิ 4°C นาน 10 
นาที เทสวนใสทิ้ง 

3. เติมสารละลาย Digestion Buffer จํานวน 800 μl เขยาจนตะกอนละลาย จากนั้นเติม Proteinase-K 
จํานวน 30 μl และ SDS ท่ีมีความเขมขน 10% จํานวน 50 μl นําไปเขยา ดวยเคร่ือง shaker ท่ี
ความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 55°C ขามคืน 

4. ตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง นาน 10 นาที 
5. เติม Phenol: Chloroform (1:1) จํานวน 500 μl เขยาใหเขากัน นําไปปนท่ีความเร็ว 5,000 rpm 

อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 
6. เติม Chloroform จํานวน 500 μl เขยาใหเขากัน นําไปปนท่ีความเร็ว 5,000 rpm อุณหภูมิ 4°C 

นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 
7. เติมสารละลาย Sodium acetate (3M) pH 5.2 ในอัตราสวน 1:10 ของปริมาตรสารละลายท่ีได

จากขอ 6 เขยาใหเขากันเบาๆ 
8. เติม Isopropanol ในอัตราสวน 1:1 ของปริมาตรสารละลายท่ีไดจากขอ 6 เขยาจนเห็น DNA 
9. เทสารละลายใสท้ิง เหลือเฉพาะตะกอน DNA แลวเติมเอธานอลท่ีมีความเขมขน 80% จํานวน 

500 μl แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 10,000 rpm อุณหภูมิ 4°C นาน 15 นาที 
10. เทเอธานอลทิ้ง แลวตากตะกอน DNA ท่ีอุณหภูมิ 37°C จนแหง 
11. ละลายตะกอน DNA ดวย TE buffer (1X) จํานวน 20 μl เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
12. ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ DNA บน agarose gel electrophoresis ท่ีความเขมขน 1.2% 

และสองภายใตแสง ultraviolet (ภาพ 2) และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm 
และ 280 nm 
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     1      2      3      4      5      6      7      8      9    10    11    

 
ภาพ 2 ผลการตรวจคุณภาพ DNA ท่ีสกัดไดบน Agarose gel ท่ีความเขมขน 1.2% 

 

3.3.2 การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณของ DNA  
นําสารละลาย DNA ที่สกัดไดมาเจือจางดวยสารละลาย TE buffer (1X) ในอัตราสวน 

1:100 (DNA 5 μl: TE buffer (1X) 495 μl) และนําไปวัดคา optical density (OD) ที่ชวงความยาว 
คล่ืนแสง 260 nm และ 280 nm โดยความเขมขนของสารละลาย DNA คํานวณไดจากสูตร ดังตอไปนี้ 
 

ความเขมขนของ DNA = คา OD260 × 50 μg/ml × dilution factor 
 

โดย คา OD260 คือ  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 nm ของสารละลาย DNA 
50 μg/ml คือ คาความเขมขนของสารละลาย DNA ท่ี OD260 มีคาเทากับ 1 dilution 
factor คือ อัตราสวนท่ีใชในการเจือจาง 
 

สําหรับการประเมินคุณภาพของสารละลาย DNA สามารถคํานวณไดจาก อัตราสวนระหวางคา 
OD260 และ OD280 โดยดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธ์ิ จะตองมีคาประมาณ 1.8 
 
3.4 วิธีการคนหาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมท่ีจําเพาะตอสายพันธุของไกประดูหางดํา 
3.4.1 ขั้นตอนเทคนิค AFLP (ดัดแปลงตามวิธีของ Hara et al., 2010) 
1. นําตัวอยางดีเอ็นเอของไกแตละสายพันธุรวมเขาดวยกัน (pooled) ประกอบดวยไกจํานวน 4 

สายพันธุ แตละพันธุมีจํานวน 2 pooled โดย pooled แรกเปนไกเพศผูจํานวน 5 ตัว และ pooled 
ท่ีสองเปนไกเพศเมียจํานวน 5 ตัว รวมท้ังหมด 8 pooled หลังจากนั้นจะถูกนําวิเคราะห         
หาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมโดยเทคนิค AFLP 

2. Digestion สารละลายดีเอ็นเอ (Pooled DNA) จํานวน 100 ng/μl ถูกตัดดวย restriction enzymes 
Taq I (Fast Digest) และEcoR I (Fast Digest) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 5 นาที และ 65°C นาน 5 
นาที โดยมีสวนผสมของปฎิกริยาดังนี้ 

 
 
 



17 
 

 
 Pooled DNATemplate 1.5 ng(100/ μl)   15.00 μl 

Master mix      15.00 μl 
10x Fast digest buffer    3.00 μl 
dH2O      9.00 μl  
Taq I (Fast Digest)    1.50 μl 
EcoR I (Fast Digest)    1.50 μl 

ปริมาณรวม      30.00 μl 
 
3. Adaptor ligation สารประกอบดีเอ็นเอท่ีผานการตัดดวย restriction enzymes Taq I (Fast Digest)          

และ EcoR I (Fast Digest) ถูกนํามาเช่ือมตอดวย TaqI Adaptor (5'-GACGATGAGTCCTGAC-3',              
5'-CGGTCAGGACTCAT-3') และ EcoRI Adaptor (5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3', 5'-AATTGG 
TACGCAGTCTAC-3') โดยใชเอนไซม ligase ท่ีอุณภูมิ 20 °C เปนเวลา 3 ช่ัวโมงและอุณหภูมิ 
4°C ขามคืนซ่ึงมีสวนประกอบของปฎิกริยาดังตอไปนี้ 

 

ดีเอ็นเอท่ีถูกตัดโดย restriction enzymes    30.00 μl 
 Master Mix      15.00 μl 
  Taq I Adaptor (50 μM)    3.00 μl 
  EcoR I Adaptor (10 μM)    6.00 μl  

10x Fast digest buffer    1.50 μl 
T4 ligaste (3 unit/ μl)    1.00 μl 
ATP (100 mM)     0.23 μl 
dH2O      3.27 μl 

 ปริมาณรวม      45.00 μl 
 
4. Internal Digestion สารประกอบดีเอ็นเอท่ีผานการเช่ือมตอดวย Taq I Adaptor และ EcoR I 

Adaptor จะถูกแบงเปน 3 สวน คือ 1) ไมเติมเอนไซม (original) 2) เติมเอนไซม Msp I  3) เติม
เอนไซม BsuR I โดยใชอุณหภูมิท่ี 37°C 5 นาทีซ่ึงมีสวนประกอบของปฏิกริยาดังนี้ตอไปนี้ 
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 Original      15.00 μl 
 Msp I       15.00 μl 

BsuR I       15.00 μl 
 Master Mix      5.00 μl 
  10x Fast Digest buffer    2.00 μl 
  dH2O      2.00 μl 
  Msp I , BsuR I     1.00 μl 
 ปริมาณรวมแตละสวน     20.00 μl  
 
5. นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดมาเจือจางดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1:5 (ดีเอ็นเอ10.00 μl:น้ํากล่ัน

40.00 μl) เพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองดวย
เทคนิคปฎิกริยาลูกโซโพลีเมอเรส ( polymerase chain reaction, PCR ) 

6. สารละลายท่ีไดถูกนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองและถูกคัดเลือกข้ันตน (pre-
selective amplification) โดยการใชไพรเมอรท่ีมีการคัดเลือกนิวคลีโอไทดเพิ่มจากไพรเมอรท่ี
ออกแบบจาก Taq I และ EcoR I จํานวน 1 ตําแหนงเรียกไพรเมอรท่ีมีการคัดเลือกนิวคลีโอไทด
เพิ่มจากไพรเมอรนี้วา primer T+C และ primer E+A ตามลําดับโดยมีรายละเอียดดังนี้ 

 

 สารละลายดีเอ็นเอท่ีถูกเจือจาง 1:5    5.00 μl 
 Pre-selective master mix     20.00 μl 
  dH2O      14.60 μl 
  10x PCR buffer     2.50 μl 
  MgCL2 (25mM)     1.50 μl 
  dNTP mix(10mM)    0.50 μl 
  Primer E+A (10 pmol/ μl)   0.40 μl 
  Primer T+C (10 pmol/ μl)   0.40 μl 
  Taq polymerase     0.10 μl 
 ปริมาณรวม      25.00 μl 
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การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฎิกริยาลูกโซโพลีเมอเรส มีโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิ Touch 
down PCR ในเคร่ือง Thermal Cycle โดยใชโปรแกรม Pre-selamp ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 

 
รอบท่ี 1  Denatured DNA    94°C 4 นาที 
รอบท่ี 2-3 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    60°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 4-5 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    58°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 6-25 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    56°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 26 Extension DNA    72°C 5 นาที 
  Stored DNA    4°C  
 

ตรวจสอบผลผลิตของ PCR ดวย 0.8% agarose gel electrophoresis และทดสอบศักยภาพ      
ของ pre-selective amplification แตละคูไพรเมอร ดวย 6% denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis ผลผลิตท่ีไดจาก pre-selective amplification ดวยปฎิกิริยา PCR จะถูกแยกดวย 
6% denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ท่ีกําลังไฟฟาคงท่ี 55 วัตต เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง 

7. นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดมาเจือจางดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1: 20 (PCR product 10 μl : น้ํากล่ัน 
190 μl) เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองดวยเทคนิค 
PCR 

8. สารละลายดีเอ็นเอที่ไดถูกนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองดวยเทคนิค PCR และถูก
คัดเลือกอีกคร้ังหนึ่งเรียกวา selective amplification โดยการใชไพรเมอรท่ีมีการคัดเลือก            
นิวคลีโอไทดเพิ่มจากไพรเมอรท่ีไดออกแบบจาก Taq I และ EcoR I เพิ่มข้ึน 2 ตําแหนง เรียก
ไพรเมอรท่ีมีการคัดเลือกนิวคลีโอไทดเพิ่มจากไพรเมอรนี้วา primer T+CNN และ primer 
E+ANN โดยละเอียดปฎิกิริยาดังน้ี 
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1. สารละลายดีเอ็นเอท่ีถูกเจือจาง 1:20    2.50 μl 
2. Selective master mix     10.00 μl 

  Primer T+CNN (5 pmol/ μl)   0.40 μl 
  primer E+ANN (5 pmol/ μl)   0.40 μl 
  dNTP mix (10 mM)    0.50 μl 
  10xPCR buffer     1.25 μl 
  MgCL2 (50 mM)    0.72 μl 
  dH2O      6.68 μl 

Taq polymerase (5 Units/ μl)   0.05 μl 
ปริมาณรวม       12.50 μl 
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสมีโปรแกรมควบคุมอุณภูมิ (touch 
down PCR)ในเคร่ือง PCR Thermal Cycle โดยใชโปรแกรม SELAMP ดังนี้ 

 
รอบท่ี 1  Denatured DNA    94°C 4 นาที 
รอบท่ี 2-4 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    62°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 5-7 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    60°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 8-10 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    58°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 11-13 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    56°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 14-16 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    54°C 1 นาที 
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  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 17-36 Denaturizing DNA   94°C 30 วินาที 
  Annealing DNA    52°C 1 นาที 
  Extension DNA    72°C 1 นาที 
รอบท่ี 37 Extension DNA    72°C 5 นาที 
  Stored DNA    4°C 
 

9. สารละลายผลิตภัณฑของ PCR ท่ีไดถูกนํามาเติม loading dye จํานวน 6 μl และนําไปเสียสภาพ 
(denaturing) ท่ีอุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที โดยใช PCR Thermal cycle, Program : 
DENATUR แลวนําไปแชน้ําแข็งทันทีและแยกขนาดดีเอ็นเอดวย 6% denaturing polyacrylamide  
gel electrophoresis โดยใชกําลังไฟฟาคงท่ี 55 W เปนเวลา 3 ช่ัวโมง (ภาพ 3) 

10.แผน denaturing polyacrylamide gel ถูกนําไปยอมดวยวิธี silver staining โดยมีรายละเอียด
ดังตอไปนี้ แชแผนเจลในสารละลายกรดอะซิตริกท่ีความเขมขน 10% จํานวน 300 ml นาน 20 
นาที และตามดวยกรดไนตริกความเขมขน 1% จํานวน 20 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ัน จํานวน 3 
คร้ัง กอนแชดวยซิลเวอรไนเตรทความเขมขน 0.1% จํานวน 300 ml ซ่ึงถูกผสมดวย ฟอรมัลดีไฮด
ความเขมขน 37% จํานวน 450 μl เปนเวลา 30 นาทีหลังจากนั้นลางดวยน้ํากล่ันจํานวน 2 คร้ัง 
และลางดวยสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 3% ซ่ึงมีสวนผสมของ ฟอรมัลดีไฮด
ความเขมขน 37% จํานวน 450 μl ท่ีเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:2 จํานวน 2 คร้ังๆละ 100 ml
หลังจากน้ันแชเจลในสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 3% ท่ีมีสวนผสมฟอรมัลดีไฮด
ความเขมขน 37% จํานวน 450 μl ปริมาตร 300 มล. จนกระท่ังปรากฏแถบแบนดีเอ็นเอ แลว
หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดอะซิตริกเขมขน 10% และลางแผนเจลดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ังกอน
นําไปทําใหแหงดวยเคร่ือง gel dryer (ภาพ 4) 

 

 
ภาพ 3 การตรวจสอบรูปแบบ AFLP ดวย denaturing polyacrylamide gel 

electrophoresis กําลังไฟฟาคงท่ี 55 W นาน 3 ช่ัวโมง 
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ภาพ 4 การยอมแถบ DNA ดวยวิธี silver stained 
 

3.4.2 การคนหาเคร่ืองหมายโมเลกุลจาก AFLP สําหรับบงชี้ลักษณะของไกประดูหางดํา 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบความผันแปรของเคร่ืองหมายโมเลกุล AFLP ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะท้ังสอง หากไมพบความผันแปรทางพันธุกรรมบนแถบดีเอ็นเอเปาหมาย จะ
เลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะชนิดอ่ืน (MspI, BsuRI, Hsp92II, Hin6I, MboI) เพื่อหาจุดกลายพันธุ 
(single nucleotide polymorphism; SNP) ท่ีอยูภายในแถบดีเอ็นเอดังกลาว โดยใชคูไพรเมอร         
ดังตาราง 1 ท่ีมีศักยภาพตอการบงช้ีลักษณะไกประดูหางดํา เหลืองหางขาว แดง และชี  

 
Template DNA (100 ng/ μl)  1.00 μl 
1X PCR buffer 2.00 μl 
forward primer (10 pmol/ μl)  0.40 μl 
reverse primer (10 pmol/ μl)   0.40 μl 
dNTP (200 mM) 0.50 μl 
MgCl2 (1.5 mM) 1.20 μl 
Taq DNA polymerase (Fermentas 0.5U/ μl)  0.10 μl 
dH2O 14.40 μl 
ปริมาตรรวม  20.00 μl 
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สําหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 
 

รอบท่ี 1 Denaturation: 94C   3 นาที  

  40 รอบ 
รอบท่ี 2 Denaturation: 94C 30 วินาที 
 Annealing: 60-62 C 30 วินาที   
 Extension: 72C 30-60 วินาที 
รอบท่ี 3 Final extension: 72C 5  นาที 

 

ตรวจสอบผลผลิต PCR ปริมาตร 5 μl บน agarose gel electrophoresis ท่ีความเขมขน 1 % 
ในสารละลายบัฟเฟอร 1x TAE และสองภายใตแสง ultraviolet 
 

ตาราง 1 ไพรเมอรสําหรับคัดกรองเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีบงช้ีลักษณะไกประดูหางดํา 
 

Primer Sequence (5´ to 3´) Primer Sequence (5´ to 3´) 
E1 GACTGCGTACCAATTCACC T1 GATGAGTCCTGACCGACAC 
E2 GACTGCGTACCAATTCACG T2 GATGAGTCCTGACCGACAG 
E3 GACTGCGTACCAATTCAGC T3 GATGAGTCCTGACCGACAT 
E4 GACTGCGTACCAATTCAGG T4 GATGAGTCCTGACCGACCA 
E5 GACTGCGTACCAATTCATC T5 GATGAGTCCTGACCGACGA 
E6 GACTGCGTACCAATTCATG T6 GATGAGTCCTGACCGACTG 
E7 GACTGCGTACCAATTCAAG T7 GATGAGTCCTGACCGACGT 
E8 GACTGCGTACCAATTCAAC T8 GATGAGTCCTGACCGAGAC 

 

3.4.3 การโคลน AFLP fragmemt 
1. นําแถบ DNA ของ AFLP ท่ีไดจากปฏิกิริยา PCR ท่ีไดจากขอ 3.4.2 ถูกนํามาเช่ือมตอเขากับ

เวคเตอร pGEM®-T easy vector (Promega) โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
 

PCR product 1.5 μl 
PCR product 2.5 μl 
pGEM®-T vector (Promega) 0.5 μl 
T4 DNA ligase 0.5 μl 
ปริมาตรรวม 5.0 μl 
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2. บมสวนผสมในขอ 1 ไวท่ีอุณหภูมิ 4°C ขามคืน 
3. สวนผสมของ recombinant vector ท่ีไดถูกนําไปทําทรานสฟอรเมช่ัน (transformation) โดยใช 

competent cell (Escherichia coli, DH5α) ดวยวิธี heat shock เร่ิมจากการผสมผลผลิตของ
ปฏิกิริยา Ligation จํานวน 5 μl เขากับ competent cells จํานวน 50 μl และนําไปแชในน้ําแข็ง
นาน 30 นาที นําสวนผสมดังกลาวไปแชในน้ําอุนท่ีมีอุณหภูมิ 42°C นาน 90 วินาที และนํา
กลับไปแชในน้ําแข็งตออีก 2 นาที หลังจากนั้นเติม LB-broth จํานวน 650 μl และนําไปเขยาท่ี
ความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 37°C นาน 120 นาที นําสวนผสมแบคทีเรียจํานวน 300 μl ไป 
spread ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB-Agar ท่ีผสม ampicillin, X-Gal และ IPTG จํานวน 20 μl 
(ความเขมขน 10 mg/ml) หลังจากนั้นนําไปบมในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37°C ขามคืน 

4. เลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวจํานวน 3 โคลน และโคโลนีท่ีมีสีน้ําเงินจํานวน 1 โคลน ลงใน 1X PCR 
buffer จํานวน 30 μl และ LB-broth จํานวน 700 μl (ท่ีมี ampicillin 10 mg/ml) โดยท่ีสวนผสม
แบคทีเรียใน 1X PCR buffer ถูกนําไปตมท่ี 95°C นาน 15 นาที เพื่อใชเปน template สําหรับ
ตรวจหาโคลนท่ีมีช้ินสวนของ AFLP fragmemt ท่ีเช่ือมตอกับ vector สวนแบคทีเรียใน         
LB-broth ถูกนําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บท่ี -80°C โดยการเติม 
Glycerol:LB-broth (1:1) จํานวน 450 μl ซ่ึงเปนสารปองกันการแข็งตัวของเซลล เพื่อรอนําไป
สกัด plasmid DNA ตอไป 

5. ตรวจสอบโคลนท่ีมีช้ินสวนของ AFLP fragmemt ซ่ึงถูกเช่ือมเขากับ vector ดวยปฏิกิริยา PCR 
โดยใชไพรเมอร M13 (Forward: 5’-TTGTAAAACGACGGCCAGT-3’ และ Reverse: 5’-
CAGGAAACA GCTATGACC-3’) ซ่ึงมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 

 

Bacterial suspension 10.00  μl 
10X PCR buffer 1.00  μl 
M13 - forward primer (10 pmol/ μl) 0.40  μl 
M13 - reverse primer (10 pmol/ μl) 0.40  μl 
dNTP (2.5 mM) 0.50  μl 
MgCl2 (25 mM) 1.20  μl 
Taq DNA polymerase (Fermentas 5U/ μl) 0.05  μl 
dH2O 6.45  μl 
ปริมาตรรวม 20.00  μl 
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สําหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 
 

รอบท่ี 1 Denaturation: 94C     3 นาที  

  35 รอบ 
รอบท่ี 2 Denaturation: 94C 30 วินาที 
 Annealing: 58 C 30 วินาที   
 Extension: 72C   1 นาที 
รอบท่ี 3 Final extension: 72C 5  นาที 

 

6. ตรวจสอบผลผลิต PCR บน agarose gel electrophoresis ท่ีมีความเขมขน 1.2% ภายใตแสง 
ultraviolet 

 

3.4.4 การสกัด Plasmid DNA 
โคลนแบคทีเรียท่ีมี recombinant vector ถูกนําไปเพิ่มปริมาณใหมีจํานวนมากพอเพ่ือใช

สําหรับสกัด Plasmid DNA โดยใช QIAprep® Miniprep Kit ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
1. เซลลแบคทีเรียจํานวน 5 ml ถูกนําไปปนท่ีความเร็ว 5,000 rpm นาน 10 นาที และเทอาหารเล้ียง

เช้ือท้ิง 
2. ละลายตะกอนแบคทีเรียใน resuspension solution จํานวน 200 μl ผสมใหเขากัน 
3. เติม lysis solution จํานวน 200 μl เพื่อทําใหผนังเซลลแตก พลิกหลอดกลับไปมา 8-10 คร้ัง ให

สวนผสมใส และเหนียวหนืด 
4. บมสวนผสมท่ีอุณหภูมิหอง นาน 2 นาที และเติม neutralization buffer จํานวน 350 μl ลงไปใน

สวนผสมและเขยาใหเขากันอยางชาๆ จนกวาสารละลายกลายเปนสีขุน และตกตะกอนเปนปุย
กอนสีขาว 

5. ปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 5 นาที ดูดสารละลายสวนใสใสในชุด QIAprep® Miniprep 
binding column และปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที เทสารละลายท่ีผาน column ท้ิง 

6. เติม wash solution จํานวน 700 μl ลงใน column และปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที     
เทสารละลายท่ีผาน column ท้ิง 

7. ปนชุด GenElute miniprep binding column เปนเวลา 2 นาที เพื่อให column แหง 
8. ยาย column ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม เติม elution buffer จํานวน 25-30 

μl ปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที 
9. ตรวจสอบคุณภาพ DNA โดยใช spectrophotometer และ agarose gel electrophoresis 
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3.4.5 Sequence analysis 
Plasmid DNA ท่ีไดจากขอ 3.4.4 ถูกนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยเคร่ือง automate 

sequencer โดยใช GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit for Dye Terminator Cycle Sequencing 
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) ซ่ึงมีปฏิกิริยาดังนี้ 
 

สารละลาย Plasmid DNA (40 ng/ μl) 3.00 μl 
DTCS Mix 2.00 μl 
M13-forward Primer (1.6 pmol) 1.00 μl 
dH2O 4.00 μl 
ปริมาตรรวม 10.00 μl 

 
โปรแกรมของปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 
 

รอบท่ี 1 Denaturation: 94C     3 นาที  

  30 รอบ 
รอบท่ี 2 Denaturation: 94C 30 วินาที 
 Annealing: 58 C 30 วินาที   
 Extension: 72C   4 นาที 

 

ผลผลิต PCR ถูกนําไปตกตะกอนดวยเอธานอล กอนนําเขาเคร่ืองวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด   
CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
 

1. ผลผลิต PCR ถูกเติม stop solution จํานวน 5 μl ซ่ึงประกอบดวย 3M sodium acetate (pH 5.2) 
ปริมาตร 2 μl, 100mM Na2-EDTA (pH 8.0) จํานวน 2 μl และ Glycogen จํานวน 1 μl ผสมให
เขากัน 

2. ลางผลผลิต PCR ดวยเอธานอล (95%) 60 μl จํานวน 2 คร้ัง โดยปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4°C นาน 2 นาที 

3. ตากตะกอนใหแหง และเจือจางดวย Sample Loading Solution (SLS) จํานวน 40 μl และนําเขา
เคร่ืองอานผลลําดับนิวคลีโอไทด 
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4. ลําดับนิวคลีโอไทดของ AFLP fragmemt ถูกนําไปเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับ              
นิวคลีโอไทดเพื่อหาตําแหนงของ single nucleotide polymorphisms (SNPs) ดวยโปรแกรม 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 

 

3.4.6 การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุล DNA อยางงาย 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดตัดดวย Restriction Enzyme ท่ีจําเพาะตอ SNPs ของแตละ 

fragment เพื่อพัฒนาเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเออยางงาย สําหรับใชตรวจสอบขอมูลจีโนไทป
ของไก โดย SNP ท่ีมีเอ็นไซมตัดจําเพาะ สามารถตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมไดนั้น ถูก
ออกแบบไพรเมอรใหม ดังตาราง 2 ใหครอบคลุม SNP ดังกลาว สําหรับใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย
ปฏิกิริยาลูกโซ PCR และตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค Restriction fragment 
length polymorphism (RFLP)  
 

ตาราง 2 ไพรเมอร โปรแกรม PCR และเอนไซมตัดจําเพาะสําหรับตรวจความผันแปรของ
เคร่ืองหมายโมเลกุล AFLP ในไกพื้นเมืองพันธุประดูหางดํา 

 

เครื่องหมายโมเลกุล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 

(F = forwards, R= reverse) 
เอ็นไซม 
ตัดจําเพาะ 

โปรแกรม PCR 

AFLP01 F:5'-TGTATTTCCAACCTACTCTAC-3' 
R:5'-GCTGTACGTAAGGCTGCAG-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP02 F:5'-GCACCTGGAAGAATAGATAG-3' 
R:5'-GTCTTTCCTGGTATTCTTATG-3' 

EcoRI 94°C 30s, 56°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP03 F:5'-CAGGAACAGCATAGAATTAAAG-3' 
R:5'-CACCAGTGACCAAGGGCAAG-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP04 F:5'-AGCTGCTCTCTTCAGTCAG-3' 
R:5'-AGATTTCAAAGTGTCATGTGC-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP05 F:5'-TGCAATGCTTATCTAACCTGG-3' 
R:5'-CGTCTATCTGGAAATTGCTG-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP06 F:5'-CAGATGGATCACAGTAACCTG-3' 
R:5'-GTGGAACTTGTAAGTACAGC-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP07 F:5'-GTTTCAGCAAGGCAGAGTTC-3' 
R:5'-GTGGAACTTGTAAGTACAGC-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP08 F:5'-TTTGTTTCAGCAAGGCAGAG-3' 
R:5'-GACCAAACAACGTCACGTTC-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP09 F:5'-AACCATGCAGCCAGAGAATG-3' 
R:5'-GCAGCCATTCATACATGGTC-3' 

EcoRI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 
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ตาราง 2 (ตอ) 
 

เครื่องหมายโมเลกุล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 

(F = forwards, R= reverse) 
เอ็นไซม 
ตัดจําเพาะ 

โปรแกรม PCR 

AFLP10 F:5'-GCTCTGATCAAAGACATTCC-3' 
R:5'-GATCATCTCGGCTACAGAG-3' 

AluI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×45 cycles 

AFLP11 F:5'-CTGCTGCGACCGAAATATC-3' 
R:5'-GATAGTTCCGAACAGTTTGC-3' 

BsuRI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP12 F:5'-TGACCATGCTTTCTCCATAG-3' 
R:5'-TTTGGAAATCAATTTTCAGCTC-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×45 cycles 

AFLP14 F:5'-GCTTCAGCAGGCAGATTTC-3' 
R:5'-CTTTACGTGGCCCACCTTC-3' 

BsuRI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP15 F:5'-AAACTCTTTTCCCTTGGCTG-3' 
R:5'-GTGCAAGACGGACTGTATTG-3' 

EcoRI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP16 F:5'-ACTCGCAGGAGACTTCTTAG-3' 
R:5'-GCAGTCCTGTGACTTaTTTG-3' 

EcoRI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP17 F:5'-GAAATCGTTGCCAAAAGTTGC-3' 
R:5'-GTTCACGCAGCTCGGATG-3' 

MspI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP18 F:5'-GGTTTGATTTCTGGGATCTC-3' 
R:5'-GCCTTAGGTAACATTCCTTC-3' 

EcoRI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP19 F:5'-CCTCCTACTGATTCTGTAATG-3' 
R:5'-TTTTCTGCTCATCTGTACTGG-3' 

Hin6I 94°C 30s, 56°C 30s, 72°C 30s)×35 cycles 

AFLP20 F:5'-AGGATCACAAATAACCAACGA-3' 
R:5'-GACTACAGTGAGAAGCTCTG-3' 

Mbol 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s)×38 cycles 

AFLP21 F:5'-GTCTGCACACCTGGTGTC-3' 
R:5'-CAGGTTCACACGGAGATC-3' 

MspI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×38 cycles 

AFLP22 F:5'-GGAGGTTCGTGAGAAGCTG-3' 
R:5'-TGTACAACAGCAGCAAGCAAA-3' 

Hsp92II 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP23 F:5'-CTTTCTCCTTCTCCCCAAGT-3' 
R:5'-CTTGGATAGGGTCTGCAGA 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP24 F:5'-GCAGTGCACCTGGATTTTAG-3' 
R:5'-ATTATCCCTTCCCTCAGCTG-3' 

TaqI 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP25 F:5'-CTGCTAGCAGGTAATGAGAT-3' 
R:5'-TGGCAGAAAGATTCCGTCAA 

TaqI 94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP26 F:5'-TCTCTGCTAGTGTGTGTGGA-3' 
R:5'-CACCAGGACTGAAGAACAGA-3' 

EcoRI 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

AFLP27 F:5'-CTGAGAATAGCCAGGACACA-3' 
R:5'-GTGTTGGGAATTTAGGAAAC-3' 

TaqI 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 30s)×40 cycles 

 
 



29 
 

3.5 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  
 1. ความถ่ีจีโนไทป ถูกคํานวณตามสูตรดังนี้ 
  f(AA)  =  AA / N 
  f(Aa)  =  Aa / N 
  f(aa)  =  aa / N 

เม่ือ f(AA), f(Aa) และ f(aa) คือ ความถ่ีจีโนไทปแบบ homozygous AA, heterozygous 
Aa และ homozygous aa  

  AA, Aa และ aa คือ จํานวนไกท่ีมีจีโนไทปแบบ AA, Aa และ aa  
  N คือ จํานวนไกท้ังหมด 

2. ความถ่ีอัลลีล ถูกคํานวณตามสูตรดังนี้ 
 f(A) = [2(AA)+AB]/2N 
เม่ือ f(A) คือ ความถ่ีอัลลีล A โดยท่ี AA และ AB คือ จํานวนไกท่ีมีจีโนไทปแบบ AA 

และ AB ตามลําดับ และ N คือ จํานวนไกท้ังหมด 
3. คาสมดุล Hardy-Weinberg 
 p2+2pq+q2 = 1 
เม่ือ p , pq และ q คือ ความถ่ีจีโนไทปแบบ AA, Aa และ aa 

 4. คา Polymorphism information content, PIC 
 

 
เม่ือ Pi และ Pj  คือ ความถ่ีของอัลลีล i และ j ตามลําดับ  

n คือ จํานวนอัลลีล 
 5. คา probability of identity, PI 

PI =  
n

1i
  (PAA

2 + PAa
2 + Paa

2) 

เม่ือ PAA, PAa และ   Paa     คือ ความถ่ีของจีโนไทป AA,  Aa และ aa 
n คือ จํานวนเคร่ืองหมายโมเลกุล 
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