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Genetic characteristics of 43 silkworm species were examined. These silkworm 

were obtained from former Ubonratchathanee Sericulture Experiment Station. The 3 

techniques used for DNA examination were AFLP, ISSR and RAPD techniques. It was 

found that using ISSR technique to examine silkworm genetic diversity with the aid of 12 

micro satellite primers which were (GA)12, (GT)12, (CT)12, (AG)12, (CGT)8, (TGA)8, 

(TGT)9, (GTG)8, (GAG)8, (GCT)8, (TGT)8 and (TCT)8 could not increase quantity of 

silkworm genomic DNA. This may due to the used primers had inadequate amount and 

dissimilar to the characteristics of micro satellite DNA in silkworm genome. There was a 

report stated that insect micro satellite DNA had CT repeated core base lined up order. 

Furthermore, AFLP technique was not suitable to examine silkworm genetic diversity due 

to its difficult steps of work and relatively expensive, and its also required large quantity of 

DNA . However , silkworm were small and each gave very small amount of DNA. 

Therefore, the old technique of RAPD was used to analyze silkworm fingerprint with 4 

primers, namely OPX-12, OPU-10, OPN-05 and OPL-12. 

DNA was extracted from silkworm blood. The obtained DNA was purer than that 

extracted from the insect gland, but the quantity obtained was somewhat small. PCR 

reaction was activated and DNA bands were analyzed by NTSYS program that used 

binary reading and scoring. The result revealed that the studied silkworm could be divied 

into four groups. The first groups comprised 4 species i.e., K1, UB2, UB22 and Y, the 
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second group 19 species i.e., M2, M4, O4, UB18, UB6, UB17, UB13, UB3, UB5, UB24, 

UB7, UB10, UB11, A, NN, UB15, UB20, UBX and UB24Z, the third group 10 species i.e. , 

K8, S, KYP, (AxUB24=10), NB7, N2, EA5, 39S2, UB1 and NB18, and the fourth group 10 

species i.e., K15, K21, UB9, UB8, M3, UB16, UB19, UB26, UB14 and UB24W. This 

related information of silkworm could be used to develop new silkworm hybrids. However, 

the parents should have adequate genetic distance. 

The silkworm species used in this study were thoroughbred and were mostly used 

in Sericulture Research Institute silkworm improvement program. 
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  ตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมของไหมจํานวน 43 สายพันธุโดยไดรับพันธุไหมจากสถานี

ทดลอง หมอนไหมอุบลราชธานี (เดิม) ใชเทคนิคในการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 3 เทคนิค ไดแก เทคนิค 

AFLP เทคนิค ISSR และเทคนิค RAPD จากการใชเทคนิค ISSR ในการตรวจสอบความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของไหม โดยใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร 12 ชนิดไดแก (GA)12 , (GT)12, (CT)12, 

(AG)12, (CGT)8, (TGA)8, (TGT)9, (GTG)8, (GAG)8, (GCT)8, (TGT)8 และ (TCT)8 พบวาไพร

เมอรชุดดังกลาวไมสามารถเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอของจีโนมไหมไดอาจเนื่องจากจํานวนไพรเมอรที่ใช

ทดสอบมีไมมากพอและไมตรงกับลักษณะของ microsatellite DNA ในจีโนมของไหมซึ่งมีรายงานวา 

microsatellite DNA ของแมลงมีลําดับเบสแกนซ้ําแบบ CT ในการตรวจสอบความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของไหมโดยใชเทคนิค AFLP พบวาเปนเทคนิคที่ไมเหมาะสมสําหรับไหมเนื่องจากมีข้ันตอน

การปฏิบัติงานยุงยาก มีตนทุนสูง และตองการดีเอ็นเอปริมาณมากแตหนอนไหมมีขนาดเล็ก สกัดดี

เอ็นเอไดปริมาณนอยมากตอตัวหนอน 1 ตัว จึงเลือกใชเทคนิคเดิมคือ RAPD ในการตรวจวิเคราะห

ลายพิมพดีเอ็นเอของพันธุไหมดังกลาวโดยใชไพรเมอร4 ชนิดไดแก OPX-12, OPU-10, OPN05 และ 

OPL-12 

สกัดดีเอ็นเอจากเลือดไหมซึ่งทําไดงายและไดดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์กวาการสกัดจากตอมไหมแต

ได ดีเอ็นเอปริมาณนอย ทําปฏิกิริยาพีซีอารและตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิสและ

วิเคราะหแถบดีเอ็นเอดวยโปรแกรม NTSYS ที่ใชสําหรับวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่อานขอมูลและใหคา

คะแนนแบบไบนารี จากการวิเคราะหสามารถจัดกลุมไหมออกเปน 4 กลุมใหญๆ ไดแก กลุมที่ 1 

ประกอบดวยไหม 4 สายพันธุ คือ K1, UB2, UB22 , และ Y กลุมที่ 2 ประกอบดวยไหม 19 สายพนัธุ 



ไดแก M2, M4, O4, UB18, UB6, UB17, UB13, UB3, UB5, UB24, UB7, UB10, UB11, A, NN, 

UB15, UB20, UBX, และ UB24Z กลุมที่3 ประกอบดวยไหม 10 สายพันธุ ไดแก K8, S, KYP, 

(AxUB24=10), NB7, N2, EA5, 39S2, UB1 และ NB18 กลุมที่ 4 ประกอบดวยไหม 10 สายพันธุ

ไดแก K15, K21, UB9, UB8, M3, UB16, UB19, UB26, UB14 และ UB24W ขอมูลความสัมพันธ

ของพันธุไหมนี้สามารถนําไปใชพิจารณาในการสรางพันธุไหมลูกผสมใหมๆ ไดโดยคัดเลือกพันธุที่มี

ความหางของพันธุกรรมใหมากพอและพันธุไหมที่นํามาวิเคราะหพันธุกรรมเหลานี้เปนพันธุไหมพันธุ

แทที่ใชในการปรับปรุงพันธุของสถาบันวิจัยหมอนไหมเปนสวนใหญ

  
คํานําคํานํา  

 
การพัฒนาระบบการเกษตรใหมีประสิทธิภาพและมีการพัฒนาอยางยั่งยืน จะทาํใหคณุภาพ

ชีวิตของเกษตรกรดีข้ึน พันธุไหมเปนองคประกอบหนึ่งของการพัฒนาระบบการปลูกหมอนเลี้ยงไหม  

จําเปนอยางยิ่งตองทําใหเกิดความหลากหลายของพันธุไหม  การที่จะประยุกตใชพันธุไหมที่มี

ลักษณะประจําพันธุแตกตางจากพันธุอ่ืน  นอกจากพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลว 

การพิจารณาจากชิ้นสวนของโครโมโซม (Chromosome fragment) โดยการทําเอกลักษณประจํา

พันธุ (DNA Fingerprint) จะมีความแนนอนและแมนยํายิ่งขึ้น ดังนั้นเพื่อเปนการสนับสนุน

พระราชบัญญัติคุมครองพันธุพืชที่จะเกิดขึ้นจึงเห็นสมควรที่จะทําเอกลักษณพันธุไหมที่ผานการ

รับรองและแนะนําจากกรมวิชาการเกษตร เพื่อประโยชนในการบงชี้พันธุ 

การจําแนกสายพันธุของส่ิงมีชีวิตในระดับดีเอ็นเอในยุคแรกนิยมใชวิธี RFLP ซึ่งเปนการ

จําแนกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ แตวิธีนี้มีขอจํากัดหลาย

ประการคือ จะมีชิ้นสวนที่ตัดไดเปนจํานวนมากเมื่อนําไปแยกดวยกระแสไฟฟา จะแยกแถบไดไม

ชัดเจนและชิดกันมากจึงตองมีการตรวจสอบอีกขั้นตอนโดยการใช probe (ตัวตรวจสอบ) ทําใหการ

ใชวิธีนี้มีความยุงยากและใชเวลาในการตรวจสอบหลายขั้นตอน นอกจากนี้ DNA ทีจ่ะใชในปฏกิริิยา 

จะตองมีปริมาณมากพอ และตองมีความสมบูรณไมมีบางสวนที่เสียสภาพไป ทําใหวิธีการนี้ไมเปนที่

นิยม  ตอมามีการทําเทคนิค PCR – based typing มาประยุกต ใชในการจําแนกสายพันธุส่ิงมีชีวิต 

และพัฒนาเทคนิคตางๆ เชน RAPD-PCR, Microsattellite DNA typing, AFLP เปนตน 

การประยุกตใชเทคนิคเหลานี้ในแมลงยังมีการศึกษาไมมากนัก พบรายงานการใช 

genomic เพื่อจําแนกชนิดของแมลงหวี่ขาว (Perring และคณะ, 1993)  



สําหรับเทคนิค RAPD พบรายงานโดย Saksoong และคณะ (1993)  ใชในการจําแนกไหม

พันธุตางๆ ที่เลี้ยงในประเทศไทย ; Promboon และคณะ (1995) ในการศึกษา genetic linkage 

map ; Nagaraga and Nagaraju (1995)  ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในไหม   

13 สายพันธุ  ซึ่งมีการเลี้ยงอยางแพรหลายในอินเดีย, ญี่ปุน และจีน อาทิ HU204, KA, NB1,        

C. nichi และ Gungnong  โดยใช arbitrary primers 40 ชนิดพบ RAPD-PCR products หลาย

ชนิดที่สามารถใชเปน specific marker ตอสายพันธุที่มีการพักตัว  และสายพันธุที่ไมมีการพักตัวได  

เชน OPA-01700 (RAPD-PCR product ขนาด 700 bp เกิดจากการใช primer ชนิด OPA-01 ในการ

ทํา RAPD) เปน specific marker ตอสายพันธุที่มีการพักตัวขณะที่ OPB-10700 (RAPD-PCR 

product ขนาด 700 bp เกิดจากการใช primer ชนิด OPB-10 ในการทํา RAPD) เปน specific 

marker ตอสายพันธุที่ไมมีการพักตัว  เปนตน  นอกจากนั้นยังสามารถสราง dendrogram เพื่อบง

บอก genetic distance ของไหมทั้ง 13 สายพันธุดวย (NB18, BN4D2, HU204, KA, NB1 และ 

NB7) และสายพันธุที่ไมีมีการพักตัว (Moria, Surapat, Pure mysore, Diazo, C. nichi, Gungnong 

และ Nistari) และสายพันธุที่มีความใกลชิดกันอยางมากที่สุดคือ NB18 กับ NB4D2, HU204 กับ 

KA และ Moria กับ Surapat เปนตน 

 สําหรับการใช  Micro satellite marker ในแมลง   Choudhary  และคณะ (1993)   ได

ศึกษาความแปรปรวนของ  micro satellite DNA  ในแมลงสังคม (social insect)  ไดแกแมลงใน

กลุม  Hymenoptera  เปนตน micro satellite DNA Typing  เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ และเริ่ม

ใชกันกวางขวางในป 1993 โดย หา micro satellite loci สําหรับใชเปน genetic markers ของ 

social wasp (Pacharterqus colobopterus) (Thoren และคณะ,1995)  ไดใช oilqonucleotide 

repeat molifs  หลาย ๆ ชนิดเพื่อคัดเลือกนํา clone ที่ผลเปนบวกไป sequence แลวคัดเลือกไว

สําหรับ การทํางานขยายสวน tandem repeat ของ loci เหลานี้ พบวามี 5 loci ที่มีความแปรปรวน

สูงกวา allozyme ที่คา heterozyqosity 0.35 สําหรับเทคนิค AFLP ในแมลงนั้น Reineke และคณะ 

( 1998) ไดศึกษาเทคนิคการเตรียม DNA ของแมลง  สําหรับการวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP   

 
  
  
  
  
  



อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  
  

พันธุไหมที่ใชในการทดลองพันธุไหมที่ใชในการทดลอง  
 

           พันธุไหมที่ใชเก็บรวบรวมโดยสถานีทดลองหมอนไหมอบุลราชธานี สังกัดสถาบันวจิัยหมอน

ไหม กรมวิชาการเกษตร (เดิม)  จํานวน  43  สายพนัธุ (ตารางที ่1) 

 

ตารางที่ ตารางที่ 11      พันธุไหมตางๆ ที่ใชในการทดลอง   
 

ลําดับที ่ สายพันธุไหม   คัดมาจาก               แหลงที่มา 
1 39S2 N139 ญี่ปุน 

2 A H6 x R7 ศูนยวิจัยหมอนไหมนครราชสีมา 

3 A x UB24 - สถานีทดลองหมอนไหมอุบลราชธานี 

4 EA5 A5 บริษัทจุลไหมไทยจํากัด 

5 K1 N124 x C124 ศูนยวิจัยหมอนไหมนครราชสีมา 

6 K8 C134 ศูนยวิจัยหมอนไหมนครราชสีมา 

7 K15 (K10 x K9) K1 ศูนยวิจัยหมอนไหมนครราชสีมา 

8 K21 - ศูนยวิจัยหมอนไหมนครราชสีมา 

9 KYP (Kinshu x Showa) x นค1 x EC32    ญี่ปุน 

10 M2 - - 

11 M3 - - 

12 M4 - - 

13 N2 ไหมกลอง ไรปรือควาย 

14 NB7 - อินเดีย 

15 NB18 (KoKKoxSeihako)x(N124xC124)    อินเดีย 

16 NN ไหมพื้นบาน ศรีสะเกษ 

17 O4 - - 



ตารางที่ ตารางที่ 11      ((ตอตอ)) 
 

ลําดับที ่ สายพันธุไหม   คัดมาจาก               แหลงที่มา 
18 S N112 x C110 ญี่ปุน 

19 UB1 Guang  Nong  no. 3     - 

20 UB2 N17 x (Showa x Kinsho)   ญี่ปุน 

21 UB3 C51 จีน 

22 UB5 NB18 x UB1 - 

23 UB6 NB7 x K8 - 

24 UB7 K13 x นางลาย  - 

25 UB8 Guang Nong no.5 - 

26 UB9 UB1 x นางลาย  - 

27 UB10 - - 

28 UB11 ลูกผสมจากสาธารณรัฐเกาหลี - 

29 UB13 UB3 x UB9 - 

30 UB14 นางเหลือง x Guang Nong no. 34 - 

31 UB15 - - 

32 UB16 Guang Nong no. 34 - 

33 UB17 - - 

34 UB18 Guang Nong no.34 x 6 x UB14   - 

35 UB19 - - 

36 UB20 
ลูกผสมจากประเทศสาธารณรัฐ

ไตหวัน 
- 

37 UB22 KYP x UB18 - 

38 UB24 - - 

39 UB24W - - 

40 UB24Z - - 

41 UB26 - - 

42 UBX - - 

43 Y (KinshuxShowa) x (นค.4 x EC32) - 

 

ที่มาที่มา :  สุธาทพิยและคณะ , 2537



 ขั้นตอนและวิธีการดําเนนิการขั้นตอนและวิธีการดําเนนิการ          

11.  .  การสกัดดีเอ็นเอจากหนอนไหมและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอการสกัดดีเอ็นเอจากหนอนไหมและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ  

  11..1  1    การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไหม  การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไหม  ((hheeaammoollyymmpphh))  
       นําหนอนไหมที่ข้ึนวัย 5 วันที่ 2  ไปแชเย็นที่ –80°ซ 10 นาที  เพื่อใหหนอนไหมสลบ

หรืออาจเก็บไวไดนานหลายเดือนก็ได นําหนอนไหมมาตัดขาเทียมซึ่งอยูที่ปลองสุดทายของลําตัว 

จะมีหยดของเหลวสีเหลืองออนไหลออกมา นําไปแตะที่กระดาษซับดีเอ็นเอเรียกวากระดาษ FTA® 

(Whatman®)  จะเก็บดีเอ็นเอในกระดาษนี้นานนับ 10  ป  ที่อุณหภูมิหอง และสามารถนํากระดาษนี้

ไปเก็บตัวอยางในพื้นที่เลี้ยงไหมแลวสงกระดาษที่มีเลือดไหมมาทางไปรษณียก็จะสะดวกในการเก็บ

รวบรวมตัวอยางมากขึ้น กอนเก็บใหเขียนรายละเอียดขอมูลตัวอยางหนอนไหมบนกระดาษสวนที่ใช

บันทึกขอมูลใหเรียบรอยกอนนําไปเก็บในกลองพลาสติกปดฝาใหมิดชิดหรือเก็บในขวดดูแรนฆาเชื้อ 

ปดฝาใหสนิททิ้งไวในอุณหภูมิปกติโดยไมตองแชเย็น ดีเอ็นเอที่ไดจะบริสุทธิ์และแยกเก็บตัวอยาง

พันธุละ 1 ตัว จํานวน 10 ซ้ํา และสามารถนําไปใชทําปฏิกิริยาพีซีอารตอไปตามวิธีการและใช

สารเคมีที่บริษัทแนะนํา โดยตัดกระดาษสวนที่อยูดานในวงกลมโดยใชกรรไกรหรือคัตเตอรที่สะอาด

และฆาเชื้อ ตัดมาขนาด 1.2 มิลลิเมตร ใสลงในหลอดพีซีอารแลวเติม FTA purification reagent  

200 μl ลงในหลอดพีซีอาร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที พรอมกับการวางบนเครื่องเขยา 

จนครบเวลา จากนั้นใชไปเปตดูดสารละลายทิ้ง ทําซ้ําอีก 2 คร้ัง รวมเปน 3 คร้ัง แลวลางดวย TE 

buffer pH8 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที  ดูดสารละลายทิ้ง

ดวยไปเปต  ทําการลาง 2 คร้ัง  แลวทําใหกระดาษแหงที่อุณหภูมิหองหรือที่ 56 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 10 นาที  นํากระดาษนี้ไปตรวจวิเคราะหผลดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ 

ตอไป 
 
11..2  2    การสกัดดีเอ็นเอจากตอมไหม การสกัดดีเอ็นเอจากตอมไหม ((ssiillkkggllaanndd))  
 การสกัดดีเอ็นเอจาก silk gland (ตามวิธีของ Her mann และ Frischauf, 1981)  

นอกจากไดดีเอ็นเอจากเลือด (heamolymph) แลวนําซากตัวหนอนมาตัดเลาะเอาผิวหนังออกใช 

forcep ปลายแหลม เล็กๆ คอยๆ ดึงเอา silk glands จากสวนหัวบริเวณดานขางของลําตัวแลวตัดเอา

เฉพาะสวนที่เปนสาย เล็กๆ ที่ติดอยูกับสวนหัว ลางดวย 0.7 N NaCl นํามาเติมไนโตรเจนเหลว แลว

นําไปแชใน ตูควบคุมอุณหภูมิ –80°ซ ใหแข็งตัว  แลวจึงนํามาบดดวยโกรงจนละเอียด ตักผง silk 

gland ใสลงใน micro tube  แลวเติม homogenization buffer  1 มิลลิลิตร  (0.1 M Tris-HCL pH 

9.1, 0.1 M NaCl, 0.2 M sucrose, 0.05 M EDTA และ 0.5% SDS)  ผสมใหเขากันดีดวยวอรเท็กซ 

นําไปบมที่ 65°ซ นาน 30 นาที เพื่อยอยเซลล ตกตะกอนดวย SDS แลวกําจัดกากของเซลลโดยการ



เติม 8 M potassium acetate ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันทันทีนําไปวางบนน้ําแข็งนาน 

30-60 นาที แลงตกตะกอนดวยการเซนตริฟวจ ที่ 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 5 นาที ดูดเอา

เฉพาะสวนน้ําใสขางบนใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม กําจัดโปรตีนโดยการเติม 

phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ในแตละหลอด  ผสมใหเขา

กันดวยวอรเท็กซ  นําไปเซนตริฟวจ ที่ 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 นาที เพื่อแยกสารละลาย

ดีเอ็นเอออกจากกากของเซลและโปรตีน  ดูดของเหลวสวนบนลงในหลอดใหมแลวกําจัดฟนอลดวย

การเติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ในแตละหลอด ผสมใหเขากัน

ดีนําไปเซนตริฟวจ ที่ 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 นาที ดูดของเหลวสวนบนอยางระมัดระวัง

ลงในหลอดใหมแลวตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการเติม absolute ethanol 2.5 เทา  ผสมเบาๆ โดยการ

กลับหลอด นําไปเซนตริฟวจ ที่ 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 นาที ใชพาสเจอรไปเปตดูดเอา

แอลกอฮอลออกใหหมด เติมเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เพื่อลางเกลือหรือ phenol:chloroform:isoamyl 

alcohol (25:24:1) ที่อาจตกคางอยูในหลอดซึ่งจะไปรบกวนการทํางานของเอนไซมตางๆ ในภายหลัง

ได  ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหงดวยการบมที่ 37°ซ นาน 30 นาที ละลายดีเอ็นเอที่ไดดวย TE buffer 

(10 mM Tris-HCL pH 8.0, 0.1 mM EDTA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอที่ -20°ซ ตรวจสอบ

ปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และ

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ ดวยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส (agarose gel) 0.8 เปอรเซนต  

(Sam brook และคณะ, 1989) 

 

22..  การตรวจสการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเออบลายพิมพดีเอ็นเอ  
22..1  1    การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค IISSSSRR  ((IInntteerr  SSiimmppllee  SSeeqquueennccee  RReeppeeaatt))    

ไพรเมอรที่ใชในการทดลองไพรเมอรที่ใชในการทดลอง  
ใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร 12 ชนิดไดแก (GA)12 , (GT)12, (CT)12, (AG)12, 

(CGT)8, (TGA)8, (TGT)9, (GTG)8, (GAG)8, (GCT)8, (TGT)8 และ (TCT)8

  
การทาํพีซีอารการทาํพีซีอาร  
เตรียมสารผสมสําหรับการทําปฏิกิริยา ISSR-PCR เมื่อใช PCR Master Mix Kit  

(Qaigen) ใหมีปริมาตรสุดทายตอ 1 ตัวอยาง เปน 20 ไมโครลิตร โดยเติม Template DNA ความ

เขมขน 10 - 50 ng/ul  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอรสําหรับ  ISSR ความเขมขน 4 uM  ปริมาตร 2 

ไมโครลิตร น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ปริมาตร 6.0 ไมโครลิตร แลวเติม PCRMaster Mix ปริมาตร 10  

ไมโครลิตร ใสเปนอันดับสุดทาย 



                  ทําปฏกิิริยาพีซีอาร  ทําปฏกิิริยาพีซีอาร  35  35  รอบรอบ      โดยมีรายละเอยีดของอุณหภูมิดังนี้โดยมีรายละเอยีดของอุณหภูมิดังนี้  

 95° ซ          4    นาท ี

 94° ซ          1    นาท ี

 45° ซ          1    นาท ี

 72° ซ          2    นาท ี

 72° ซ         10  นาท ี

 4° ซ        α 
  
 การตรวจสอบผลดวยเทคนิคอิเลตโตรโฟริซิสการตรวจสอบผลดวยเทคนิคอิเลตโตรโฟริซิส  

1. เตรียมเจลความเขมขน 2.5% (metaphore 3 สวน : agarose 1 สวน) ใน 1X 

TBE buffer (ปริมาตรที่ใชข้ึนอยูกับขนาดของเครื่องอิเลคโตรโฟริซิส) หลังจากนั้นนาํไปหลอมในเตา

ไมโครเวฟเขยาใหเปนเนื้อเดียวกนั 

2. เมื่อเจลมีอุณหภูมิลดลงเปน 50° ซ  แลวจึงเทลงถาด โดยใหมีความหนา

ประมาณ 0.5 เซนติเมตร  เสียบหวีลงในถาดแลวปลอยใหเจลแข็งตัว 

3. เมื่อเจลแข็งตัวดึงหวีออกนําไปวางใน chamber ของเครื่องอิเลคโตรโฟริซิสที่ม ี

บัพเฟอร TBE ความเขมขน 1 เทา โดยใหระดับของบัพเฟอรอยูสูงกวาเจลเล็กนอย 

4. เติม 6X loading buffer 3 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่มีผลผลิตของ ISSR PCR  ทาํ

ใหสารละลายผสมเปนเนื้อเดียวกนัโดยการใชปเปตดูดขึ้นลง 

5. ดูดสารละลายจากขอ 4 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยอดลงในชองเจลที่เกิดจากหว ี 

ใช  DNA marker ชนิด 100 bp  ขนาด 100  ng เปนดีเอน็เอเปรียบเทยีบ 

6. ตอกระแสไฟฟาเขากับเครื่องอิเลคโตรโฟริซิส โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต 

เมื่อดีเอ็นเอเคลื่อนไปในแผนเจลอยูในความยาวที่ตองการซึ่งสังเกตไดจากสีใน loading buffer แลว

จึงปดเครื่อง 

7. แชแผนเจลในสารละลาย ethidium bromide ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร นาน 10 - 20 นาท ี (10 μl 10 mg/ml  EtBr ในน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อปริมาตร 1 ลิตร)   

8. ลางเอทิเดียมโบรไมดสวนเกนิออกจากแผนเจลดวยน้าํประปานาน 5 - 10 นาท ี

9. นําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง  Gel Documentation  บันทึกภาพเจล 
 
22..2  2    การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดีดวยเทคนิคอารเอพีดีไพรเมอรที่ใชในการทดลองไพรเมอรที่ใชในการทดลอง  

        ใชไพรเมอร4 ชนิดไดแก OPX-12, OPU-10, OPN05 และ OPL-12



 การทาํพีซีอารการทาํพีซีอาร  
                    ใชเทคนิคอารเอพีดี เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหนอนไหม 40 ng ดวย PCR  Master Mix  kit 

(Qaigen) ใชไพรเมอร 4 ชนิดไดแก OPN–05 OPU–10 OPX–12  และ OPL–12 ความเขมขน           

5 pmole/μl  นําตัวอยางเขาเครื่อง DNA thermal cycler ตั้งโปรแกรมสังเคราะหดีเอ็นเอที่ 1 รอบ 

(94°ซ 5 นาที) 45 รอบ (94°ซ 1 นาที  37°ซ 1 นาที และ 72°ซ  2 นาที) และ 1 รอบ (72°ซ 10 นาที)    

 ตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดโดยแยกดวยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 เปอรเซนต

ใน 0.5X Tris-borate buffer (TBE) ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง ยอมสีเจลดวย 

ethidium bromide และตรวจแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel documentation วิเคราะหขอมูลแถบดี

เอ็นเอดวยโปรแกรม NTSys   

  
ผลการทดลองผลการทดลองและวิจารณและวิจารณ  

 
11.  .  การสกัดดีเอ็นเอจากหนอนไหมและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอการสกัดดีเอ็นเอจากหนอนไหมและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ  

  11..1  1    การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไหม การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไหม   
                     การสกัดดีเอ็นเอดวยเลือดไหมโดยใชกระดาษ FTA จะไดดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีแตไม

สามารถตรวจสอบดวยการทําอิเลคโตรโฟรีซิส หรือการวัดคาโอดีได เมื่อนําดีเอ็นเอที่ไดไปทําปฏิกิริยา

พีซีอารใหผลดีเนื่องจากดีเอ็นเอไมฉีกขาดเพราะถูกตรึงอยูกับ membrane จึงเลือกใชดีเอ็นเอจาก

วิธีการนี้ 
 

11..2  2    การสกัดดีเอ็นเอจากตอมไหม การสกัดดีเอ็นเอจากตอมไหม ((ssiillkk  ggllaanndd))  
                 การสกัดดีเอ็นเอจากตอมไหม เมื่อวัดคาโอดี  มีการปนเปอนของ RNA สูงมาก และ

เมื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิสพบวามกีารปนเปอนของ RNA มากดังภาพที่ 1 
 

                    

          ภาพที ่ภาพที ่11   ภาพดีเอน็เอของหนอนไหมที่สกัดจากตอมไหม  (silk gland) 



22..    การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของไหมการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของไหม  

22..1  1    การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค  การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค  IISSSSRR  ((IInntteerr  SSiimmppllee  SSeeqquueennccee  RReeppeeaatt))  
                  จากการใชเทคนิค ISSR ในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของไหม 

โดยใชไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร 12 ชนิด ไดแก (GA)12, (GT)12, (CT)12, (AG)12, (CGT)8, 

(TGA)8, (TGT)9, (GTG)8, (GAG)8, (GCT)8, (TGT)8 และ (TCT)8 พบวาไพรเมอรชุดดังกลาวไม

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของจีโนมไหมไดอาจเนื่องจากจํานวนไพรเมอรที่ใชทดสอบมีไมมากพอ

และไมตรงกับลักษณะของ microsatellite DNA ในจีโนมของไหมซึ่งมีรายงานวา microsatellite 

DNA ของแมลงมีลําดับเบสแกนซ้ําแบบ CT
 

22..2  2    การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดีการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดี            
 เมื่อใชไพรเมอร 4 ชนิดไดแก OPN–05 OPU–10 OPX–12 และ OPL–12 ความ

เขมขน 5 pmole/μl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไหมดวยเทคนคิอารเอพีดี พบวา ไพรเมอรทั้งหมดสามารถ

เพิ่มปริมาณได ดังภาพที่ 2 
 

 

 

 

   

 

 

 

 
 

  
  
  
  
  
  
  

ภาพที่ ภาพที่ 2 2   แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค RAPD โดยใชหนอนไหม 43 สายพันธุ 

และไพรเมอร 4 ชนิด ไดแก OPL-12, OPX-12, OPU-10 และ OPN05 บนอากะโรสเจล 1.5% 



 
         

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพที่ ภาพที่ 22  แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค RAPD โดยใชหนอนไหม 43 สายพนัธุ 

และไพรเมอร 4 ชนิด ไดแก OPL-12, OPX-12, OPU-10 และ OPN05 บนอากะโรสเจล 

1.5% (ตอ) 

 

และเมื่อนําไปตรวจวิเคราะหโดยใช  โปรแกรม NTSys จะไดความสมัพันธของพันธุไหมทัง้

ในรูปของเดนโดรแกรม  ดังภาพ ที ่ 3 

 



 

  

ภาพที่ ภาพที่ 3  3    แสดงเดนโดรแกรมของพันธุไหม  43 สายพนัธุไดแก  K1, UB2, UB22, Y, M2, M4, O4, 

B18, UB6, UB17, UB13, UB3, UB5, UB24, UB7, UB10, UB11, A, NN, UB15, 

UB20, UBX, UB24Z, K8, S, KYP, (AxUB24=10), NB7, N2, EA5, 39S2, 

UB1 ,NB18, K15, K21, UB9, UB8, M3, UB16, UB19, UB26, UB14 และ UB24W 

โดยใชโปรแกรม NTSys   
 

และสามารถจัดกลุมพันธุไหมที่นํามาทดลองออกเปน 4 กลุม ไดแก กลุมที่ 1ประกอบดวย

ไหม 4 สายพนัธุ คือ K1, UB2, UB22 , และ Y กลุมที ่2 ประกอบดวยไหม 19 สายพันธุ ไดแก M2, 

M4, O4, UB18, UB6, UB17, UB13, UB3, UB5, UB24, UB7, UB10, UB11, A, NN, UB15, UB20, 

UBX, และ UB24Z กลุมที่3 ประกอบดวยไหม 10 สายพันธุ ไดแก K8, S, KYP, (AxUB24=10), NB7, 

N2, EA5, 39S2, UB1 และ NB18 กลุมที่ 4 ประกอบดวยไหม 10 สายพันธุไดแก K15, K21, UB9, 

UB8, M3, UB16, UB19, UB26, UB14 และ UB24W

การใชไพรเมอรเพียง 4 ชนิดที่ผานการคัดเลือกมาแลวเพื่อจําแนกความแตกตางของไหม 43  

สายพันธุ พบวา สามารถแยกความแตกตางของสายพันธุไหมทั้งหมดได วิธีการนี้จึงเปนวิธีการที่

ไดผลดีในการจําแนกพันธุไหมในดานชีวโมเลกุล 
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