
 ซ 

สารบาญ 
                หนา 
กิตติกรรมประกาศ        ค 
บทคัดยอภาษาไทย        ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ        ฉ 
สารบาญตาราง         ญ 
สารบาญภาพ         ฎ  
บทที่ 1 บทนํา          1 
บทที่ 2 ตรวจเอกสาร         3 
 เครื่องหมายทางโมเลกุล (Molecular markers)     6 
 หลักการทําเอเอฟแอลพี       12 
 ที่มาของความแตกตางระหวางลายพิมพเอเอฟแอลพี   15 
 ขอดีและขอดอยของเทคนิคเอเอฟแอลพี     16 
บทที่ 3 อุปกรณและวิธีการทดลอง      21 
 ตัวอยางพืช        21 
 สารเคมี         21 
 อุปกรณ         22 
 วิธีการทดลอง        23 
  1.พืชทดลอง       23 
  2.การสกัดสาร 1´acetoxychavicol acetate ในขา   24 
  3.เปรียบเทียบวิธีการสกัด ดีเอ็นเอ  3 วิธีการ   25 
  4.การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมและขั้นตอนในการทํา AFLP 28 
  5.การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธีพีซีอาร     30 
     (PCR: Polymerase chain reaction) 
  6.การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Silver stain   33  
  7.การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของขา   33 
     และการจําแนกสายพันธุขา 
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 ฌ 

สารบาญ (ตอ) 
                หนา 
 
บทที่ 4 ผลการทดลอง        34 
 1  การเก็บรวบรวมพันธุขา      34 
 2  การสกัดสาร 1´ acetoxychavicol acetate ในขา     41 
 3  การเปรียบเทียบวิธีการสกัด ดีเอ็นเอ 3 วิธีการ    43 
 4  ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมและขั้นตอนในการทํา AFLP  44 
บทที่ 5 วิจารณผลการทดลอง       55 
 การสกัดสาร1´ acetoxychavicol acetate     55 
 การสกัดดีเอ็นเอ        56 
 การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ MseI   56 
 การคัดเลือกคูไพรเมอร       57 
 แถบดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธกับปริมาณสาร 1´ acetoxychavicol acetate 58 
 ความสัมพันธทางพันธุกรรมของขาทั้ง 20 ตัวอยาง    59 
 แถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจง (Specific band) กับตัวอยางขา   60 
บทที่ 6 สรุปผลการทดลอง       62 
บรรณานุกรม         63 
ภาคผนวก         68 
ประวัติผูเขียน         72 
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 ญ 

สารบาญตาราง 
 
ตารางที่             หนา 
1   สารสําคัญที่พบในขา 5 
2    การเปรียบเทียบเทคนิคของเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบตาง ๆ      19  
3 ตัวอยางขาที่ทําการศึกษา 20 ตัวอยาง 23 
4 ลําดับเบสของไพรเมอรตาง ๆ 31 
5 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของขา 40 
6 ปริมาณสาร L14 รวมกับ L15 ที่แยกดวยวิธี Column Chromatography 42 
7 คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของขา 45 
8 จํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎทั้ง 15 คูไพรเมอร     47 
9 คา Similarity coefficient ของขาทั้ง 20 ตัวอยาง 52  
10 แถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจง (Specific band) กับตัวอยางขา       53 
11   เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ปริมาณสาร L14 รวมกับ L15 และ      61 
       ความแตกตางทางพันธุกรรม                         
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 ฎ 

สารบาญภาพ 
 
ภาพที่          หนา 
1  สภาพแปลงปลูกของขา ทั้ง 20 ตัวอยาง 34  
2 เปรียบเทียบลักษณะของสีเหงาขา 34  
3 ขาแดง จ.อุตรดิตถ ตัวอยางที่ 1(ซาย)  ขาหยวก จ. อุตรดิตถ ตัวอยางที่ 2  (ขวา) 35 
4 ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 3 (ซาย) ขาสาคู จ.อุตรดิตถ ตัวอยางที่ 4  (ขวา) 35 
5 ขาหยวก จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 5 (ซาย) ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 6 (ขวา) 36 
6 ขาปา จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 7 (ซาย)  ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 8 (ขวา) 36 
7 ขาเหลือง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 9 (ซาย) ขาหยวก จ.กําแพงเพชร ตัวอยางที่ 10 (ขวา) 37 
8 ขาหยวก จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 11 (ซาย)  ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 12 (ขวา) 37 

9 ขาหยวก จ.นครสวรรคตัวอยางที่ 13(ซาย)ขาหยวก จ. นครสวรรคตัวอยางที่ 14 (ขวา)38 

10 ขาลิง จ.นครสวรรค ตัวอยางที่ 15 (ซาย)  ขาแดง จ. นครสวรรค ตัวอยางที่ 16 (ขวา)  38 

11 ขาแดง  จ.นครสวรรค   ตัวอยางที่ 17 (ซาย)    ขาแดง จ.ลพบุรี   ตัวอยางที่ 18 (ขวา) 39 
12 ขาแดง จ.ลพบุรี  ตัวอยางที่ 19 (ซาย)  ขาลิง จ. กาฬสินธุ ตัวอยางที่ 20 (ขวา) 39 
13 ลักษณะของสารสกัดหยาบจากขา 41 
14 ลักษณะของสาร L14 รวมกับ L15 ที่แยกดวยวิธี Column Chromatography 42 
15 เปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอทั้ง 3 วิธีการ 1=100 ng, 2-3= SDS  43 
 extraction, 4-5= ชุด kit, 6-7= Doyle and Doyle 
16  ลักษณะของแถบดีเอนเอที่ตัดดวยเอนไซม  MseI และ EcoRI ภายใต 3 สภาวะ  44 
17 ตัวอยาง แถบดีเอ็นเอของขา ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวย Selective primer 46 
18 ตัวอยางลายพิมพดีเอ็นเอของไพรเมอร E-ACC/M-CAC  48 
19 แถบดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงในขาตัวอยางที่ 14  ที่พบในคูไพรเมอร 49 
20 เดนโดแกรมแสดงความแตกตางระหวางพันธุกรรมของขาทั้ง 20 ตัวอยาง 51 
 จากไพรเมอร 15 คู  
21 แถบดีเอ็นเอที่จําเพาะเจาะจงกับ ขาแดงตัวอยางที่ 6 จาก 54 
 คูไพรเมอร E-ATC/M-CAA  
22 แถบดีเอ็นเอที่จําเพาะเจาะจงกับ ขาลิง ตัวอยางที่ 20 ขาหยวก ตัวอยางที่ 2 และ 5  54 
 จากคูไพรเมอร E-AGT/M-CAA 
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