
บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1.ตัวอยางพืช 
 ขา ( Alpinia galanga) 
 
2. สารเคมี 
 2.1 Acrylamide  
 2.2 Acetic Acid 
 2.3 Agarose  
 2.4 Bind Silane  
 2.5 Bromophenol Blue 
 2.6 Chloroform 
 2.7 Ethidium Bromide 
 2.8 Ethyl Alcohol 
 2.9 Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 
 2.10 Formaldehyde(37%) 
 2.11 Formamide(98%) 
 2.12 Isopropanol 
 2.13 Liquid Nitrogen 
 2.14 Phenol 
 2.15 Proteinase K (Invitrogen) 
 2.16 RNaseI (Epicentre) 
 2.17 Silver Nitrate 
 2.18 Sodium Carbonate (Na2CO3) 
 2.19 Sodium Chloride (NaCl) 
 2.20 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
 2.21 TEMED 
 2.22 Taq DNA Polymerase (Invitrogen) 
 2.23 Tris-base 
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 2.24 Urea 
 2.25 Xylene Cyanol FF 
 2.26 Nitric Acid (HNO3) 
 2.27 Silica Gel 60 G 
 2.28 Dichloromethane 
 2.29 Hexane 
 2.30 Ethylacetate 
 2.31 Methanol 
 2.32 Iodine 
 
3. อุปกรณ 
 3.1 เครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporater) 
 3.2 ตูอบอุณหภูมิสูง (Hot Air Oven) 
 3.3 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
 3.4 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-Meter) 
 3.5 แผนกระจก (TLC, PTLC Plate) ขนาด 5x20 และ 2x20 เซนติเมตร 
 3.6 Column Chromatography ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ยาว 42 เซนติเมตร 
 3.7 Chromatography Tank และ Iodine Tank 
 3.8 เครื่องจายกระแสไฟฟา (power supply) 
 3.9 Gel Documentation (ยี่หอ Syngene, รุน Gene Genius) 
 3.10 โกรงบดตัวอยาง 
 3.11 ถังบรรจุไนโตรเจน 
 3.12 เครื่องทําความเย็น (ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส, ตูแช -20 องศาเซลเซียส และตูแช -80  
         องศาเซลเซียส ) 
 3.14 Water bath 
 3.15 Adjustable automatic pipettes  
 3.16 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรและ 0.2  มิลลิลิตร 
 3.17 Pipette tip 
 3.18 UV transilluminator 
 3.19 Thermal Cycler : GeneAmp PCR system (MJ Research model PTC 100) 
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 3.20 ชุดอุปกรณอิเล็คโตรโฟรีซีส (electrophoresis) ชนิดแนวนอน และแนวตั้ง 
 3.21 Vortex mixer 
 3.22 กระดาษรอยปอนด 
 3.23 เครื่องแกว 
 3.24 ตูดูดไอพิษ 
 3.25 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 
 3.26 เครื่องชั่งแบบละเอียด 
วิธีการทดลอง 
1.พืชทดลอง 
 ตัวอยางของขาที่ทําการทดลองไดรวบรวมมาจากขา ทั้งที่เปนพันธุปลูกเพื่อการคาและพันธุ
ปา ซ่ึงไดรวบรวมมาจากแหลงเพาะปลูกเชิงการคาในจังหวัดกําแพงเพชร จังหวัดอุตรดิตถ จังหวัด
นครสวรรค จังหวัดลพบุรี และ จังหวัดกาฬสินธุ รวมทั้งหมด 20 ตัวอยาง (ตารางที่ 3) นํามาปลูกใน
แปลงภายใตสภาพแวดลอมเดียวกันเปนเวลา 1 ป (คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
จังหวัดเชียงใหม) จากนั้นจึงนําสวนของเหงาแกไปสกัดสาร 1´ acetoxychavicol acetate และ นําใบ
ออนไปสกัดดีเอ็นเอเพื่อทํา AFLP ตอไป 
 
ตารางที่ 3   ตัวอยางขาที่ทําการศึกษา 20 ตัวอยาง 
ชื่อ แหลงที่มา 
1. ขาแดง พันธุปลูก ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
2. ขาหยวก พันธุปลูก ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
3. ขาทอง พันธุปลูก ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
4 ขาสาคู พันธุปา ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
5. ขาหยวก พันธุปลูก ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
6. ขาแดง พันธุปลูก ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
7. ขาปา พันธุปา ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
8. ขาแดง พันธุปลูก ต.วังแดง อ.ตรอน จ.อุตรดิตถ 
9. ขาเหลือง พันธุปา ต.คุงตะเภา อ.เมือง จ.อุตรดิตถ 
10. ขาหยวก พันธุปลูก ต.สระแกว อ.เมือง จ.กําแพงเพชร 
11. ขาหยวก พันธุปลูก ต.สระแกว อ.เมือง จ.กําแพงเพชร 
12. ขาหยวก พันธุปลูก ต.บานแกง อ.เมือง จ.นครสวรรค 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
ชื่อ แหลงที่มา 
13. ขาหยวก พันธุปลูก ต.บานแกง อ.เมือง จ.นครสวรรค 
14. ขาหยวก พันธุปลูก ต.บานแกง อ.เมือง จ.นครสวรรค 
15. ขาลิง พันธุปา ต.บานแกง อ.เมือง จ.นครสวรรค 
16. ขาแดง  พันธุปลูก ต.บานแกง อ.เมือง จ.นครสวรรค 
17. ขาแดง พันธุปลูก ต. ตะลุง อ.เมือง จ.ลพบุรี 
18. ขาแดง พันธุปลูก ต. ตะลุง อ.เมือง จ.ลพบุรี 
19. ขาแดง พันธุปลูก อ.โกสําภี จ.กําแพงเพชร  
20. ขาลิง พันธุปา จ.กาฬสินธุ 
 
2. การสกัดสาร 1´acetoxychavicol acetate ในขา 
 ผูวิจัยจึงไดดัดแปลงวิธีการของอนุวัฒน (2545) และพิทยาและคณะ (2548)ในการวิเคราะห
ปริมาณ 1’ acetoxychavicol acetate กลาวคือ อนุวัฒน (2545) ทดสอบสารตานเชื้อรา ดวยวิธี TLC-
bioassay พบแถบ fraction ที่สามารถตานเชื้อราไดดี 2 fraction คือ L14 (Rf=0.47-0.8) และ L15 
(Rf=0.83-1.00) จากนั้น พิทยาและคณะ (2548) ไดวิเคราะหสารประกอบของ L14 และ L15 ดวยวิธี 
Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) พบวา L14 และ L15 มีสาร 1´acetoxychavicol 
acetate เปนสวนประกอบหลัก ซ่ึงมีอยูถึง 81.01% และ 30.30% ตามลําดับ ดังนั้นผูวิจัยจึงใชสาร 
L14 และ L15 เปนตัวประมาณปริมาณสาร 1´acetoxychavicol acetate จากขาทั้ง 20 ตัวอยาง ซ่ึงมี
วิธีการดังตอไปนี้ 
 2.1 การสกัดสารสกัดหยาบจากขา 
 นําลําตนใตดินของขาทั้ง 20 ตัวอยาง มาอบใหแหง แลวบดใหละเอียด จากนั้นนําไปแชดวย 
dichloromethane 2 วัน กรองเอาแตสวนของสารละลาย นําสารละลายที่ไดไประเหยตัวทําละลาย
ออกดวยเครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) นําสารสกัดหยาบที่ไดใสในขวดสีชาและ
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  
 2.2 การแยกสารออกฤทธิ์ของสารสกัดหยาบดวยวิธี Column Chromatography  
 นําสารสกัดหยาบจากขาท่ีได ทั้ง 20 ตัวอยาง มาแยกสารออกฤทธิ์ผาน Silica Gel โดยใช
สารตัวทําละลายเคลื่อนที่ (develop solvent) แบบผสม คือ hexane, ethyl acetate และ methanol (อนุ
วัฒน,2545) เปนตัวชะ (eluting solvent) จากนั้นเก็บสารละลายที่ไหลออกมา คร้ังละ 50 มิลลิลิตร 
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แลวนําไปตรวจสอบสารออกฤทธิ์ดวยวิธี TLC ซ่ึงอบดวยไอโอดีน โดยเปรียบเทียบคา Rf  ของสาร
ที่แยกโดย Column Chromatography กับคา Rf ของวงใส (clear zone) จากการทํา TLC-bioassay 
ของอนุวัฒน (2545) เก็บเฉพาะ fraction ที่ใหคา Rf เทากับ L14 และ L15 เมื่อแยกกลุมสารออกฤทธิ์
ไดแลวนําไประเหยเอาตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยสารแบบหมุน จากนั้นบันทึกน้ําหนักของ
สารที่ได เก็บสารไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ ตัวอยางละ 6 
ซํ้า 20 ตัวอยาง  
 
3. เปรียบเทียบวิธีการสกัด ดีเอ็นเอ  3 วิธีการ 
 3.1 SDS Extraction (Kuntapanom and Ikeda, 1998) 
 1) นําใบออนของขา 0.1 กรัม มาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลวนําใสลงใน 
Microcentrifuge Tube 1.5 มิลลิลิตร จากนั้น เติม SDS Extraction buffer (ภาคผนวก) 600 
ไมโครลิตร 
 2)  นําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวกลับหลอดไปมาทุก ๆ 5 นาที 
 3)  เติม 3 M Sodium acetate (pH 5.2) 200 ไมโครลิตร จากนั้น ผสมใหเขากัน และบมใน
น้ําแข็ง 30 นาที  
 4)จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที, 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 5) ดูดเอาสารละลายสวนบน ใสใน microcentrifuge Tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 6) เติม Isopropanol หลอดใหมที่แชเย็น ปริมาตรตอปริมาตร เขยาเบา ๆ ใหเขากัน 
 7) บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 15 นาที แลวนํามาปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที, 4 
องศาเซลเซียส 5 นาที เทเอาสวนบนทิ้ง เก็บสวนตะกอนไว 
 8) ลางตะกอนดวย 70% Ethanol 500 ไมโครลิตร และปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที 4 
องศาเซลเซียส 10 นาที แลวเทเอาสวนสารละลายออก ตากตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 
 9) จากนั้นละลายตะกอนดวย 100 ไมโครลิตร ของน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเช้ือแลว และใส 5M 
NaCl 67 ไมโครลิตร เติม 99% Ethanol 2 เทาของสารละลายทั้งหมด (334 ไมโครลิตร) ผสมใหเขา
กัน บมในน้ําแข็ง 10 นาที และ ปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที 4 องศาเซลเซียส 5นาที เทเอาสวน
สารละลายออก ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 10) ละลายตะกอนดวย TE Buffer เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
 11) ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดวย วิธี Electrophoresis ที่ 1 % Agarose gel  
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 3.2  วิธีการดัดแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (1990) (อุไรวรรณ, 2540) 
 1) นําใบออนของขา 0.1 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียด แลวใสลงใน 
Microcentrifuge Tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Extraction Buffer (200 mH Tris-HCl pH8.0, 250 
mM NaCl, 25 mM EDTA และ 0.5% SDS) 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex mixer แลว
นําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส 30 นาที 
 2) จากนั้น นําไปปนเหวี่ยงท่ี 7,000 รอบตอนาที 10 นาที และ ดูดเอาสวนสารละลายดาน
บนเก็บไว 
 3) เติม Proteinase K (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 25 ไมโครลิตร จากนั้น บมที่ 55 องศา
เซลเซียส  3 ชั่วโมง 
 4) นํามาปนเหวี่ยงที่ 7,000 รอบตอนาที 10 นาที ดูดเอาสารละลายสวนบนเก็บไว 
 5) ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Isopropanol ปริมาตรตอปริมาตร จากนั้นบมที่ -80 องศา
เซลเซียส 15 นาที หรือ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน 
 6) ปนเหวี่ยงใหดีเอ็นเอ ตกตะกอนที่ 6,000 รอบตอนาที 5 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย  
70% Ethanol 2 คร้ัง จากนั้น ตากตะกอนดีเอ็นเอที่ 37 องศาเซลเซียส จนตะกอนแหง 
 7) ละลายตะกอนดวย 1X TNE Buffer (10mM Tris-HCl  pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM 
EDTA) 200 ไมโครลิตร เติม RNaseI 5 ยูนิตตอหลอด บมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง 
 8)  สกัดดวย Phenol โดยเติม Phenol ปริมาตรตอปริมาตร เขยาใหเขากัน ปนเหว่ียงที่ 7,000 
รอบตอนาที ดูดเอาสารละลายดานบน ทําซ้ําจนไดสารละลายใส 
 9) สกัดเอา Phenol ออกดวย Chloroform: Isoamylalcohol (24:1) 2 คร้ัง 
 10) ตกตะกอน DNA ดวย 3 M Sodium acetate เติม 1 ใน 10 ของปริมาตรสารละลายที่ได 
จากนั้นเติม 99% Ethanol 2 เทาของปริมาตร กลับหลอดไปมาเบา ๆ ใหเขากัน จากนั้นเก็บไวที่ -80 
องศาเซลเซียส หรือ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน 
 11) นํามาปนเหว่ียงที่ 6,000 รอบตอนาที 10 นาที และลางตะกอนดวย 70% Ethanol 2 คร้ัง 
ตากดีเอ็นเอที่ 37 องศาเซลเซียส ใหแหง 
 12) ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE Buffer 100 ไมโครลิตร 
 13) นําไปตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน 1% agarose gel หรือ วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
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 3.3 การสกัดดวย  Master PureTM Plant Leaf DNA Purification Kit (Cat Nos. MPP92010 
and MPP92100) ของบริษัท EPI CENTRE 
 1) บดตัวอยางพืช 0.1 กรัม ใสลงใน Microcentrifuge Tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
Extraction Solution 300 ไมโครลิตร 
 2) บมที่ 70 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นนําไปแชในน้ําแข็ง 10 นาที 
 3) ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที 5 นาที 
 4) เก็บสารละลายใสดานบน ใสหลอดใหม จากนั้นนําไปปนเหว่ียงอีกครั้ง เพื่อกําจัด
เนื้อเยื่อที่เปนขยะออกใหหมดแลวนําสารละลายใสใสหลอดใหม 
 5) เติม Isopropanol ปริมาตรตอปริมาตร กลับหลอดไปมาใหสารละลายเขากัน 
 6) นําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ 
 7) ดูดเอาสวนสารละลายทิ้ง ใหเหลือแตตะกอนดีเอ็นเอ 
 8) ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย Clean-up Solution 100 ไมโครลิตร  
 9) ตกตะกอนดีเอ็นเออีกครั้งดวย 100 ไมโครลิตร Isopropanol กลับหลอดไปมาใหเขากัน 
นําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 5 นาที 
 10) ลางตะกอนดีเอ็นเอ ดวย 70 % Ethanol 2 คร้ัง ตากดีเอ็นเอที่ 37 องศาเซลเซียส จนแหง 
(ถาดีเอ็นเอ ไมบริสุทธิ์ หรือ มีสี ใหทําซํ้าโดยใส Clean-up Solution 100ไมโครลิตร และตกตะกอน
ดวย 150ไมโครลิตร Isopropanol) 
 11) ละลายดีเอ็นเอใน 50 ไมโครลิตร ของ TE Buffer และ กับดีเอ็นเอที่ 4 องศาเซลเซียส 
 12) นําไปตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน agarose gel 1% หรือ วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
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4. การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมและขั้นตอนในการทํา AFLP 
 4.1 สภาวะที่เหมาะสมในการตัดดีเอ็นเอ (Digestion) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 ทําการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI และ 
MseI ซ่ึง EcoRI จะทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ MseI จะทํางานไดดีที่สุดที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จึงทําการเปรียบเทียบสภาวะที่เหมาะสมในการตัดดีเอ็นเอ ดวยเอนไซม 
2 ชนิดนี้ 3 สภาวะดวยกัน คือ 
วิธีท่ี 1  ตัดดวย MseI ที่ 65 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาเติม EcoRI และบมที่ 37 องศา
เซลเซียส 2 ชั่วโมง โดยมีสวนประกอบ และขั้นตอนดังนี้  

- ตัดดวย MseI 
ดีเอ็นเอ (100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  5   ไมโครลิตร 
MseI (10 ยูนิต / ไมโครลิตร)   1   ไมโครลิตร 
10x tango buffer    5   ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นฆาเชื้อ               14   ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม                25   ไมโครลิตร 

นําไปบมที่  65  องศาเซลเซียส  3 ชั่วโมง 
- ตัดดวย EcoRI 

EcoRI (10 ยูนิต / ไมโครลิตร)   1   ไมโครลิตร 
10x tango buffer    3   ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นฆาเชื้อ                   11  ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม                    15  ไมโครลิตร 

เติมลงในหลอดที่ตัดดวย MseI ขางตนรวมปริมาตรทั้งหมด 40 ไมโครลิตร จากนั้นบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง 
วิธีท่ี 2  เติมสวนประกอบทั้งหมดลงในหลอดเดียวกัน แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 3 ช่ัว
โมง ซ่ึงมีสวนประกอบ ดังนี้ 

ดีเอ็นเอ (100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  5   ไมโครลิตร 
MseI (10 ยูนิต/ไมโครลิตร)   1   ไมโครลิตร 
EcoRI (10 ยูนิต/ไมโครลิตร)   1   ไมโครลิตร 
10x tango buffer    5   ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นฆาเชื้อ                         13   ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม                          25   ไมโครลิตร 
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วิธีท่ี 3 เติมสวนประกอบทั้งหมดลงในหลอดเดียวกัน แลวทําการบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 3 
ชั่วโมง และตอดวย 65 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง ซ่ึงมีสวนประกอบดังนี้ 
          ดีเอ็นเอ (100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  5   ไมโครลิตร 
  MseI (10 ยูนิต / ไมโครลิตร)   1   ไมโครลิตร  
 EcoRI (10 ยูนิต / ไมโครลิตร)   1   ไมโครลิตร 
 10x tango buffer    5   ไมโครลิตร 
 น้ํากลั่นฆาเชื้อ                           13   ไมโครลิตร  

ปริมาตรรวม                          25   ไมโครลิตร 
  
 4.2 การเชื่อมตอช้ินสวนดีเอ็นเอ เขากับ Adapter (Ligation) 

- การเตรียม Adapter 
 ลําดับเบสของ Adapter ของเอนไซม EcoRI และ MseI มีดังนี้ 
  EcoRI Adapter:  5’-CTCGTAGACTGCATACC-3’ 
             3’-CATCTGACGTATGGTTAA-5’ 
  MseI Adapter:   5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
               3’-TACTCAGGACTCAT 
 การนํา Adapter ในรูปโอลิโกนิวคลีโอไทดสายเดี่ยวแตละสายมารวมกัน จะตองนํามา
คํานวณคาความเขมขนและรวมกันในอัตราสวนจํานวนโมเลกุล (Molar Ratio) ที่เทากัน ซ่ึงมีวิธีการ
เตรียม คือ ผสมโอลิโกนิวคลีโอไทด สายบนและสายลางที่มีความเขมขน 100 พิโคโมล/ไมโครลิตร 
(pmole/µl) อยางละ 30 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ํา 60 ไมโครลิตร จะไดความเขมขนสุดทายของ 
Adapter เทากับ 25 พิโคโมล/ไมโครลิตร นําไปบมที่ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาทีแลวทิ้งไว
ใหอุณหภูมิคอย ๆ ลดลงที่อุณหภูมิหอง 

- การเชื่อมตอดีเอ็นเอ กับ Adapter โดยการนําดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมเรียบรอยแลวมา
เติมสารตาง ๆ ดังนี้ 

ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม (ขอ 4.1)   25   ไมโครลิตร 
EcoRI Adapter (25 พิโคโมล/ไมโครลิตร)    1    ไมโครลิตร 
MseI Adapter (25 พิโคโมล/ไมโครลิตร)     2    ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase (3 ยูนิต/ไมโครลิตร)     1    ไมโครลิตร 
10x T4 ligase buffer       5    ไมโครลิตร  
น้ํากลั่นฆาเชื้อ                16   ไมโครลิตร 
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ปริมาตรรวม                50   ไมโครลิตร 
บมที่ 20 องศาเซลเซียส 4 ช่ัวโมง และ ตอดวย 4 องศาเซลเซียส ขามคืน 

 
5. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธีพีซีอาร (PCR: Polymerase chain reaction) 
 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารนั้น จะประกอบดวยข้ันตอนการทําพีซีอาร 2 คร้ัง 
โดยครั้งที่ 1 เรียกวา  Pre-Selective Amplification เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตนแบบใหมากขึ้น 
และชวยใหเกิดการคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตอง โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ ไพรเมอรที่ใชมีลําดับเบส
ทางปลาย 5’ เหมือนกับลําดับเบสของ Adapter ตอดวยลําดับเบสบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมและ
เพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3’ อีกหนึ่งเบส ดัง ตารางที่ 4 และการทําพีซีอารคร้ังที่ 2 เรียกวา Selective 
Amplification เปนการใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสคัดเลือกตอจากไพรเมอรที่ใชในครั้งแรก อีก 1-2 เบส 
ดังตารางที่ 4  
 โดยที่ กลุม E ไพรเมอรจะเปนไพรเมอรที่เปนจุดเริ่มตนปฏิกิริยาพีซีอาร จากดานที่ตัดดวย
เอนไซม EcoRI และ กลุม M ไพรเมอร เปนจุดเริ่มตนปฏิกิริยาพีซีอารจากดานที่ตัดดวยเอนไซม 
MseI 

5.1 สารที่ใชในปฏิกิริยาและวิธีการทํา Pre-Selective Amplification  
ดีเอ็นเอจากขอ 4.2 เจือจาง 1:5 เทา   5    ไมโครลิตร 
ไพรเมอร E-A (5 พิโคโมล/ไมโครลิตร)    2    ไมโครลิตร 
ไพรเมอร M-C (5 พิโคโมล/ไมโครลิตร)  2    ไมโครลิตร 
dNTP mix (10 mM)    1    ไมโครลิตร 
10x PCR Buffer     5    ไมโครลิตร 
MgCl2 (50 mM)                 1.5 ไมโครลิตร 
Tag DNA polymerase (5 ยูนิต / ไมโครลิตร)  0.2ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นฆาเชื้อ                        33. ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม                            50  ไมโครลิตร 

 ใสสารทั้งหมดลงในหลอดพีซีอารขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดใสเครื่อง Thermal 
Cycler  โดยมีเงื่อนไขของปฏิกิริยาที่ประกอบดวย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 56 องศาเซลเซียส 
60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 20 รอบ จากนั้น เจือจางสารละลายที่ไดดวยนํ้า
กล่ันในอัตราสวน 1:10 
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ตารางที่ 4  ลําดับเบสของ ไพรเมอรตางๆ  
ปฏิกิริยา ตัวยอ ลําดับเบส 

Pre-Selective PCR1 E-A 5’GACTGCGTACCAATTCA 3’ 
 M-C 5’GATGAGTCCTGAGTAAC 3’ 
Selective PCR2- EcoRI E-AT 5’GACTGCGTACCAATTCAT 3’ 
 E-AG 5’GACTGCGTACCAATTCAG 3’ 
 E-AC 5’GACTGCGTACCAATTCAC 3’ 
 E-AAC 5’GACTGCGTACCAATTCAAC 3’ 
 E-AAG 5’GACTGCGTACCAATTCAAG 3’ 
 E-AGA 5’GACTGCGTACCAATTCAGA 3’ 
 E-AGC 5’GACTGCGTACCAATTCAGC 3’ 
 E-AGG 5’GACTGCGTACCAATTCAGG 3’ 
 E-AGT 5’GACTGCGTACCAATTCAGT 3’ 
 E-ATT 5’GACTGCGTACCAATTCATT3’ 
 E-ATG 5’GACTGCGTACCAATTCATG 3’ 
 E-ATC 5’GACTGCGTACCAATTCATC 3’ 
 E-ACA 5’GACTGCGTACCAATTCACA 3’ 
 E-ACC 5’GACTGCGTACCAATTCACC 3’ 
 E-ACG 5’GACTGCGTACCAATTCACG 3’ 
 E-ACT 5’GACTGCGTACCAATTCACT 3’ 
Selective PCR2-MseI M-CAA 5’GATGAGTCCTGAGTAACAA 3’ 
 M-CAC 5’GATGAGTCCTGAGTAACAC 3’ 
 M-CAG 5’GATGAGTCCTGAGTAACAG 3’ 
 M-CAT 5’GATGAGTCCTGAGTAACAT3’ 
 M-CTA 5’GATGAGTCCTGAGTAACTA 3’ 
 M-CTC 5’GATGAGTCCTGAGTAACTC 3’ 
 M-CTG 5’GATGAGTCCTGAGTAACTG 3’ 
 M-CTT 5’GATGAGTCCTGAGTAACTT 3’ 
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5.2 สารที่ใชในปฏิกิริยา และ วิธีการทํา Selective Amplification 
ดีเอ็นเอจากขอ 5.1 ที่เจือจาง 1:10 เทา   5    ไมโครลิตร 
E ไพรเมอร (ตาราง 4) (10 พิโคโมล/ไมโครลิตร)             0.5 ไมโครลิตร 
Mไพรเมอร (ตาราง 4) (10พิโคโมล/ไมโครลิตร)             0.5 ไมโครลิตร 
dNTP mix (10 mM)                0.4  ไมโครลิตร 
10x PCR Buffer      2     ไมโครลิตร 
MgCl2 (50 mM)                 0.6 ไมโครลิตร 
Tag DNA polymerase (5 ยูนิต/ ไมโครลิตร)             0.1 ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นฆาเชื้อ                                  10.9 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม                                        20   ไมโครลิตร 
นําสารตาง ๆ ใสรวมกันตามปริมาตรขางตนในหลอดทําพีซีอารขนาด 0.2 

มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดพีซีอารใสลงในเครื่อง Thermal Cycler โดยมีเงื่อนไขของปฏิกิริยา ดังนี้ 
 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที 1 รอบ 
 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

 จากนั้น ลดอุณหภูมิในข้ัน annealing (65 องศาเซลเซียส) ลง รอบละ 1 องศาเซลเซียส แต
ละรอบทําซ้ํา 3 รอบ จนกระทั่งอุณหภูมิในขั้นตอน annealing อยูที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส  
รวม 21 รอบ แลวตอดวย 

 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที 20 รอบ 
 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

 ในการทํา Selective Amplification ไดทําการทดสอบคูไพรเมอรแบบพบกันหมดรวม 128 
คู จากนั้นทําการคัดเลือกคูไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน และใหจํานวนแถบดีเอ็นเอที่มาก  
เพื่อใชในการจําแนกสายพันธุขาตอไป ซ่ึงในการวิเคราะหผลจะใชวิธีการแยกดีเอ็นเอโดยวิธี 
Denaturing Polyacrylamide gel electrophoresis โ ด ย ใ ช  6% Polyacrylamide gel แ ล ะ ทํ า 
อิเล็กโตรโฟรีซีส ที่กําลังไฟฟา 55 วัตถ เวลา 3 ช่ัวโมง ในบัฟเฟอร TBE จากนั้นจึงยอมดวย Silver 
Stain 
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6. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Silver Stain 
 6.1 หลังจากทําอิเล็กโทรโพรีซีสที่กําลังไฟฟา 55 วัตถ เวลา 3 ช่ัวโมงเสร็จแลว นําเจลมาแช
สารละลาย Fixative 2 ตัว คือ 10% Acetic acid 10 นาที แลวเทสารละลายออก จากนั้น แชดวย 1% 
Nitric acid 10 นาที 
 6.2 ลางดวยน้ํากลั่นประมาณ 10 นาที  
 6.3 เติมซิลเวอรไนเตรท (0.1% Silver nitrate 0.02% formaldehyde) ทิ้งไว 30 นาที 
 6.4ในขณะที่รอ จึงเตรียมสารละลาย Developer (3% Sodium Carbonate, 0.01% 
formaldehyde) และ แชเย็นไวที่ 4 องศาเซลเซียสประมาณ 20 นาที หลังจากนั้น แบง Developer มา
สวนหนึ่ง แลวทําการเจือจางดวยน้ํากลั่น อัตราสวนของ Developer กับน้ํากลั่นอยูที่ 1:2 สวน 
 6.5 เมื่อครบ 30 นาที เทสวนของซิลเวอรไนเตรททิ้ง และลางดวยน้ํากลั่นแชเย็นอยางรวด
เร็ว แลวลางซิลเวอรไนเตรทดวย Developer ที่เจือจางกับน้ํากลั่น (1:2) 2 ครั้ง จากนั้น ใส Developer 
ที่แชเย็นไว ทําการเขยาเบา ๆ ประมาณ 5-10 นาที จนเห็นแถบของดีเอ็นเอปรากฏชัดเจน 
 6.6 หยุดปฏิกิริยาดวย 10% Acetic acid 30 วินาที แลวจึงลางดวยน้ํากลั่น จน acetic acid 
ออกไดหมด 
 6.7 ประกบกระดาษรอยปอนดกับแผนเจลแลวคอย ๆ ลอกแผนเจลออกจากกระจกใหเจล 
ติดกับกระดาษ จากนั้นจึงนําไปทําใหแหง และวิเคราะหผลตอไป 
 
7. การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของขาและการจําแนกสายพันธุขา 
 จากการเก็บตัวอยางและบันทึกขอมูลทางสัณฐานวิทยาของขาในดานของ สีเหงา ขนาด
เหงา และความสูงของลําตน จากนั้นทําการตรวจสอบปริมาณสาร 1´acetoxychavicol acetate ทั้ง
หมด 20 ตัวอยาง จากนั้นนําทั้ง 20 ตัวอยางมาสกัดดีเอ็นเอ และหาความสัมพันธทางพันธุกรรม โดย
เทคนิค AFLP (Amplified fragment length polymorphism) ซ่ึงคัดเลือกไพรเมอรจาก 128 คู ได ไพร
เมอร 50 คู จากนั้นนําไปวิเคราะหดวยวิธี Polyacrylamide gel electrophoresis โดยใช 
Polyacrylamide gel ความเขมขน 6% ที่กําลังไฟฟา 55 วัตถ เวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปยอมดวย 
Silver stain และหาความสัมพันธุระหวางแถบดีเอ็นเอที่ไดกับลักษณะตางๆ และจําแนกสายพันธุขา
ตอไป 
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