
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
พืชทดลอง 

มะมวงเขียวมรกต สายตนคัดจํานวน 20 สายตน บนพื้นท่ีของเกษตรกรในเขตอําเภอ      
บานโฮง จังหวัดลําพูน ท่ีมีอายุ 7-10 ป ทําการศึกษาในป พ.ศ. 2548-2549 

 
อุปกรณ 

1. เคร่ืองวัดความแนนเนื้อ (digital force gauges, model SHIMPO FGV-50A) 
2. เคร่ืองช่ัง 2 ตําแหนง (Precia 1620) 
3. เวอรเนีย แคลลิเปอรส 
4. เคร่ืองวัดสี (Chroma meter, Minolta CR-300) 
5. เคร่ืองปนแยกกาก (juicer, National MJ-GBM)  
6. เคร่ืองวัดของแข็งท่ีละลายนํ้าได (Digital refractometer, Atago PR-101) 
7. Centrifuge, Bench Top Vertifated Microtubles   
8. Thermal Cycle, Peltier, Model PTC 100 Microcentrifuge, for breif spin 
9. Refrigerated Centrifuge 
10. เคร่ืองช่ัง 3 ตําแหนง Balance,  Basic Plus, Model BP310S   
11. Oven, Hot air oven 
12. Microwave: EMM2450   
13. Mixer, Vortex-Genie II Model G560E, SI/USA  
14. pH meter, Scott –Gerate. Model CG 842 
15. Hot  plate  Stirrer, HL-HS 115 
16. Block Heater, Weatec Model HB-2. 
17.  Gel documentation and analysis system Model Genius & Gene Tool Match and Gene 

Directory 
18. Electrophoresis  Sequencer, SQ3 (Amersham Pharmacia Biotech)   
19. Electrophoresis System, Hoefer HE99X Max submarine unit (Amersham Pharmacia 

Biotech)   
20. Electrophoresis, Gel mate 2000  
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21. Power  Supply Model  EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech/Sweden) 
22. เคร่ืองทําความเย็น (ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส, ตูแช -20 และ -80 องศาเซลเซียส) 
23. Autoclave, Autoclave 53I, TomyModel ES-315 
24. Gel dryer, Vacuum gel dryer system, Model GD 2000 
25. Waterbath , Water Circulator Bath 
26. Spectrophotometer, ELISA Reader, Model DV 990 BV4 

 
วิธีการทดลอง 
1. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา  

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของมะมวงเขียวมรกตสายตนคัด โดยบันทึกขอมูลดังนี้ 
1.  การเจริญเติบโต ไดแก ความสูง ความกวางทรงพุม ลักษณะพุมตน 
2.  ลักษณะตน ไดแก รูปทรงตน มุมกิ่ง เปลือกลําตน 
3.  ลักษณะใบ  ไดแก รูปรางของใบ ความยาวของกาน และโคนกานใบ 
4.  ลักษณะชอดอกและดอก ไดแก ความยาวและความกวางของชอดอก ตําแหนงชอดอก 

รูปทรงชอดอก สีของกานดอก และลักษณะของดอกยอย สัดสวนจํานวนของดอกสมบูรณเพศและ
ดอกเพศผู 

5.  ลักษณะผล ไดแก น้ําหนักของผลแกจัด ความกวางของผล ความยาวของผล ความหนา
ของผล รูปรางของผล รูปรางของปลายผลเม่ือมองดานหนาผล รูปรางของผลเม่ือมองดานขางผล 
ลักษณะการติดของข้ัวผล ไหลผลดานหลัง ไหลผลดานอก จะงอยผล ฐานของผล สวนเวาผล โพรง
ท่ีข้ัวผล ความเหนียวกานข้ัวผล สัดสวนกลุมน้ําหนักของผล ความสม่ําเสมอของสีเปลือก สีเปลือก 
สีเนื้อ เปอรเซ็นตเนื้อ และความแนนเนื้อ pH ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได และปริมาณกรด
ท้ังหมด 

6.  ลักษณะเมล็ดรวมผนังผลช้ันใน (กะลา) ไดแก น้ําหนักของเมล็ดรวมผนังผลช้ันใน 
ความยาวของกะลา ความหนาของกะลา และเปอรเซ็นตเมล็ดท่ีรวมผนังผลชั้นใน 
 7.  ทดสอบจํานวนตนกลาในเมล็ด โดยนําเมล็ดจากผลสุกไปปอกเนื้อออก จากน้ันนําไป
เพาะในดินผสมถานแกลบ เปนเวลา 20 วัน และบันทึกจํานวนตนกลาท่ีงอกตอเมล็ด 
 8.  บันทึกขอมูลชวงเวลาของการออกดอก ผล และอายุการเก็บเกี่ยว 
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การศึกษาลักษณะทางปริมาณและคุณภาพของผลมะมวง 
1. สุมเก็บตัวอยางมะมวงจากแตละสายตน สายตนละ 50 ผล 
2. วัดความเหนียวกานข้ัวผล โดยใชเคร่ืองวัดความแนนเนื้อ สายตนละ 10 ผล 
3. ช่ังน้ําหนักผลโดยไมรวมกานผล แลวแบงออกเปนกลุมน้ําหนัก ดังนี้ 

  กลุมท่ี 1 น้ําหนัก มากกวา      333   กรัม  (นอยกวา 3 ผลตอกิโลกรัม) 
  กลุมท่ี 2 น้ําหนัก  251-333      กรัม  (3-4 ผลตอกิโลกรัม) 
  กลุมท่ี 3 น้ําหนัก  167-250  กรัม  (4-6 ผลตอกิโลกรัม) 
  กลุมท่ี 4 น้ําหนัก นอยกวา      167  กรัม  (มากกวา6 ผลตอกิโลกรัม) 

4. ศึกษาคุณลักษณะของมะมวง โดยแบงมะมวงออกเปน 2 ชุด คือ ผลดิบแกจดั และผล
สุก (จากการบม) ชุดละ 10 ผล มีวิธีการ ดังนี้ 

 ชุดท่ี 1 ผลดิบแกจัด  
1. ช่ังน้ําหนักผลดวยเคร่ืองช่ัง 2 ตําแหนง มีหนวยเปนกรัม 
2. วัดความกวาง ความยาว และความหนาของผล ดวยเวอรเนีย แคลลิเปรส มีหนวยเปน

เซนติเมตร แลวนํามาคํานวณรูปรางผล (1. round 2. ovoid oblong 3. oblong elongate) 
ลักษณะผล (1. แบน 2. กลม) 

3. วัดสีเปลือก 3 จุด คือ ข้ัว กลาง และปลายผล ดวยระบบ CIE 1976 (L* c* h*) โดยใช
เคร่ืองอานสี พรอมท้ังสังเกต และบันทึกความสมํ่าเสมอของสีเปลือกผลเปนเปอรเซ็นต
โดยการสังเกต 

4. บันทึกลักษณะผล คือ ลักษณะการติดข้ัวผล (1. elevated 2. level) ลักษณะของไหลผล
ดานหลัง (1. slope down 2. slight curve และ 3. level) ลักษณะของไหลผลดานนอก  
(1. curve upwards 2. slope down 3. level) ลักษณะของจะงอยผล (1. absent 2. a point 
3. two points 4. prominent) ลักษณะของฐานผล (1. tapered 2. extended 3. necked     
4. rounded 5. rounded oblique 6. tapered+rounded 7. necked+rounded) ลักษณะของ
สวนเวาผล (1. absent 2. shallow 3. deep) รูปรางของปลายผลเม่ือมองจากดานหนาผล 
(1. acute 2. round) รูปรางของปลายผลเม่ือมองจากดานขางผล (1. asymmetry            
2. symmetry) โพรงท่ีข้ัวผล (1. absent 2. shallow 3. deep) 

5. วัดสีของเนื้อผลแกจัดท้ัง 2 ดาน บริเวณกลางผล ดานละ 1 จุด โดยใชเคร่ืองอานสี 
6. วัดความแนนเนื้อไมรวมเปลือก โดยใชเคร่ืองวัดความแนนเนื้อ แลวนํามาคํานวณใหมี

หนวยเปนกิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 
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7. วัดปริมาณน้ํามะมวง โดยปอกเปลือก และเนื้อมะมวง ช่ังน้ําหนักสวนเนื้อ แลวนําไป
ปนแยกกาก โดยใชเคร่ืองปนแยกกาก บันทึกปริมาณนํ้าท่ีได มีหนวยเปนมิลลิลิตร 

8. วัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได โดยนําน้ํามะมวงท่ีแยกไดมาวัดปริมาณของแข็ง      
ท่ีละลายน้ําได โดยใชเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได มีหนวยเปนองศาบริกซ 
วัด 3 คร้ัง 

9. วัดความเปนกรดเปนดาง โดยปเปตตน้ํามะมวง 10 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอรท่ีมีน้ํากล่ัน 
50 มิลลิลิตร คนใหเขากันดีแลวนําไปวัดความเปนกรดเปนดาง 

10. วัดปริมาณกรดท้ังหมด โดยปเปตตน้ํามะมวงท่ีผสมกับน้ํากล่ันในขอ 9. ลงในขวดรูป
ชมพู ขนาด 25 มิลลิลิตร 3 ขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร นําไปไตเตรทดวยโซเดียม-      
ไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร โดยใช phenolphthalein 1 เปอรเซ็นต ปริมาณ 30 ไมโครลิตร 
เปนอินดิเคเตอร ไทเทรทจนถึงจุดยุติ คือ เม่ือสารละลายเปล่ียนเปนสีชมพูโดยไม
เปล่ียนสีคืนนาน 10 นาที บันทึกปริมาณของโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชไป แลว
คํานวณหาเปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักของกรดท้ังหมด เม่ือเทียบเปนกรดซิตริก  

11. วัดความกวาง ความยาว และความหนาของเมล็ดท่ีแกะเนื้อมะมวงออกหมดแลว 
ชุดท่ี 2 ผลสุก 

 เลือกมะมวงท่ีสมบูรณ ไมมีแผล และโรค จํานวน 10 ผลตอสายตน บันทึกน้ําหนักผล      
บมดวย ethrel นาน 5 วัน (ผสม Ethrel  30 มิลลิลิตร ตอน้ํา 1000 มิลลิลิตร หรือ ethephon 900 สวน
ตอลานสวน) (ปฐมา, 2543) จากนั้นนํามะมวงทุกผลบันทึกขอมูล ดังนี้ 

1. ช่ังน้ําหนักผลเม่ือสุกหลังบม  
2. บันทึกลักษณะผลเหมือนในผลดิบแกจัด ขอ 3-11 
3. ช่ังน้ําหนักของเมล็ดรวมท้ังผนังผลช้ันใน หลังจากเอาเนื้อมะมวงออกจากผนังผล

ช้ันในจนหมด และนําไปลางน้ําแลว  
นําขอมูลท่ีไดมาหาคาเฉล่ีย คาตํ่าสุด คาสูงสุด และคาความแปรปรวนของแตละลักษณะใน

แตละสายตน หาคาเฉล่ีย คาตํ่าสุด คาสูงสุด และคาเบ่ียงเบนมาตรฐานของแตละลักษณะ 
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2.  การศึกษาทางดานพนัธุกรรม 
การศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม 

 การศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอของมะมวงเขียวมรกตใช 3 วิธีการ (ภาคผนวกท่ี 2) คือ 
1. Doyle and Doyle (1990) ประยุกตโดยอุไรวรรณ (2540) 
2. SDS Extraction (Kuntapanom and Ikeda, 1998) 
3. ประยุกตวิธีการของ Doyle and Doyle (1987) 
เม่ือไดสารละลายจากการสกัดดีเอ็นเอแลวนํามาตรวจสอบดวย 1% agarose gel โดยการทํา 

อิเล็กโตรโฟรีซิส เพื่อตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได 
 

การศึกษาอายุของใบมะมวงท่ีเหมาะสมในการนํามาสกัดดีเอ็นเอ 
 เก็บตัวอยางใบออนมะมวง 3 ระยะ ท่ีมีอายุ 7, 12, และ 20 วัน ตามลําดับ นับจากวันท่ีเร่ิม
แทงยอดออน มาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีเหมาะสม 
  

การศึกษาพันธุกรรมดวยเทคนิค AFLP (Vos et al., 1995) 
การศึกษาพันธุกรรมของมะมวงเขียวมรกตสายตนคัด 20 สายตนดวยเทคนิค AFLP           

มีข้ันตอนดังนี้ 
1.  การเตรียม  adapter 
adapter เปนดีเอ็นเอท่ีไดจากการสังเคราะหเปนสายเดี่ยวกอน แลงจึงนํามาบมรวมกัน

เพื่อใหเกิดเปนเกลียวคู การออกแบบ adapter ตองสอดคลองกับลําดับเบสของไพรเมอรในการทํา 
PCR ข้ันตอไป  การสังเคราะห adapter โดยเคร่ืองอัตโนมัติ (DNA synthesizer) จะไดโอลิโกนิวคลี-
โอไทดท่ีไมมีหมูฟอสเฟตท่ีปลาย 5’ ซ่ึงสามารถนํามาใชเปน adapter ไดโดยไมตองนํามาเติมหมู
ฟอสเฟตกอน 

หลังจากสังเคราะห adapter ในรูปโอลิโกนิวคลีโอไทดสายเดี่ยวแตละสายแลวนํามา 
คํานวณความเขมขนและรวมกันในอัตราสวนจํานวนโมเลกุล (molar  ratio) เทากัน  ดังนี้ 

EcoRI adapter ผสมโอลิโกนิวคลีโอไทดสายบน 8.5 ไมโครกรัม และสายลาง 9.0  
ไมโครกรัม  ในน้ํา 60 ไมโครลิตร  ซ่ึงจะประกอบดวยโอลิโกนิวคลีโอไทดชนิดละ 1500 พิโคโมล 
(pmol) ไดความเขมขนของ adapter เปน 25 พิโคโมลตอไมโครลิตร นําไปบมเพื่อใหเสียสภาพท่ี  
90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  แลวปลอยใหคอยๆ  เย็นลงท่ีอุณหภูมิหอง  แตอาจไมตองทําให
เสียสภาพกอน โดยนํามาใสรวมกันไดเลย เนื่องจากโอลิโกนิวคลีโอไทดแตละสายมีขนาดส้ัน   
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MseI adapter  ผสมโอลิโกนิวคลีโอไทดสายบน 8 ไมโครกรัม  และสายลาง 7 ไมโครกรัม  
ในน้ํา 60  ไมโครลิตร  ซ่ึงจะประกอบดวยนิวคลีโอไทดชนิดละ 1500 พิโคโมล ในความเขมขน 25  
พิโคโมลตอไมโครลิตร 

ลําดับเบสของ adapter ของเอนไซม EcoRI และ MseI มีดังนี้ 

EcoRI adapter: 5′-CTCGTAGACTGCATACC-3′ 
         3′-CATCTGACGTATGGTTAA-5′ 
MseI adapter: 5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′ 

       3′-TACTCAGGACTCAT 
2.  การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 การตัดหรือยอยดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิด (EcoRI และ 
MseI) ทําโดยใสดีเอ็นเอ และสารละลายแตละชนิดในหลอดขนาด  0.2 มิลลิลิตร ดังนี้ 

1. ดีเอ็นเอ (100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร)    5.0  ไมโครลิตร 
             2. 10x tango buffer      2.5  ไมโครลิตร 
             3. MseI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร)     1.0  ไมโครลิตร 
             4. EcoRI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร)     1.0 ไมโครลิตร 
             5. น้ํากล่ัน     15.5  ไมโครลิตร 
             ปริมาตรรวม   25.0 ไมโครลิตร 
บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

3.  การเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter (Ligation)  
 การเช่ือมตอ adapter เขากับดีเอ็นเอ โดยนําดีเอ็นเอท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
มาเติมสารตางๆ (ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ตอตัวอยาง) ดังนี้ 
            1. ดเีอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  25.0  ไมโครลิตร 
            2. EcoRI adapter (25 พิโคโมลตอไมโครลิตร)   1.0  ไมโครลิตร 
            3. MseI adapter (25 พิโคโมลตอไมโครลิตร)   2.0  ไมโครลิตร 
            4. 10x T4 ligase buffer      5.0  ไมโครลิตร 
            5. T4 DNA ligase (3 ยูนิตตอไมโครลิตร)     1.0  ไมโครลิตร 
            6. น้ํากล่ัน                                                           16.0  ไมโครลิตร 
                                              ปริมาตรรวม      50.0  ไมโครลิตร  
บมท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง และบมตอท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน 
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4.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 ข้ัน คือ preselective  amplification และ selective amplification  

โดยใชไพรเมอรท่ีเพิ่มเบสเพ่ือคัดเลือกจํานวนมากข้ึน   
นําดีเอ็นเอที่ตอ adapter เรียบรอยแลวมาทําปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอน preselective 

amplification โดยใชสารตางๆ ดังนี้ (สวนท่ีเหลือเก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส)       
                        1. ดีเอ็นเอที่เช่ือมตอดีกับ adapter (เจือจาง 1:5 เทา)   5.0     ไมโครลิตร 
                        2. 10X PCR buffer       5.0    ไมโครลิตร 
                        3. MgCl2 (50 มิลลิโมลาร)      1.5 ไมโครลิตร 
                        4. dNTP (10 มิลลิโมลาร)      1.0     ไมโครลิตร 
                        5. ไพรเมอร E-A (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร)    2.0    ไมโครลิตร 
                        6. ไพรเมอร M-C (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร)   2.0     ไมโครลิตร 
                        7. Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร)   0.2    ไมโครลิตร 
                        8. น้ํากล่ัน      33.0  ไมโครลิตร 
                                                            ปริมาตรรวม   50.0  ไมโครลิตร 
 
 เติมสารท้ังหมดลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดใสในเคร่ือง 
Thermal Cycler โดยมีเง่ือนไขของปฏิกิริยา คือ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส       
60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 20 รอบ 

หลังจากเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCR แบงสวนสารละลายมาตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธีอิเล็ก
โตรโฟรีซิส โดยใช 1.8% agarose gel สวนท่ีเหลือ (ผลผลิต PCR) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  

นําผลผลิต PCR ท่ีไดจากข้ันตอน preselective amplification มาเจือจาง 5, 10 และ 20 เทา 
ดวย TE buffer เพื่อทดสอบระดับความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับใชเปนตนแบบในการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอในข้ัน selective amplification สวนท่ีเหลือเก็บไวอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การทํา selective amplification  
นําผลผลิต PCR ท่ีไดจากข้ันตอน preselective amplification ท่ีเจือจาง 5, 10 และ 20 เทา  

มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในข้ันตอน selective amplification โดยใชสารตางๆ ดังนี้ 
                        1. ดีเอ็นเอ        5.0   ไมโครลิตร 
                        2. 10X PCR buffer       2.0    ไมโครลิตร 
                        3. MgCl2 (50 มิลลิโมลาร)      0.6  ไมโครลิตร 
                        4. dNTP (10 มิลลิโมลาร)      0.4   ไมโครลิตร 
                        5. ไพรเมอร E (10 พิโคโมลตอไมโครลิตร)    0.5   ไมโครลิตร 
                        6. ไพรเมอร M (10 พิโคโมลตอไมโครลิตร)    0.5   ไมโครลิตร 
                        7. Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร)   0.1    ไมโครลิตร 
                        8. น้ํากล่ัน      10.9  ไมโครลิตร 
                                       ปริมาตรรวม               20.0  ไมโครลิตร 
 

เติมสารท้ังหมดลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดใสในเคร่ือง 
Thermal Cycler โดยมีเง่ือนไขของปฏิกิริยา คือ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 60 
วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 1 รอบ 

จากน้ันลดอุณหภูมิในข้ัน annealing ลงรอบละ 1 องศาเซลเซียส แตละรอบทําซํ้า 3 รอบ 
จนกระท่ังอุณหภูมิในข้ันตอน annealing อยูท่ี 56 องศาเซลเซียส รวมจํานวน 21 รอบ และตอดวย 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 56 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 
20 รอบ 

ไพรเมอรท่ีใชทําปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอน selective amplification ประกอบดวยไพรเมอร 
2 ชุด ไดแก ชุด E คือไพรเมอรท่ีเปนจุดเร่ิมตนปฏิกิริยา PCR จากดานท่ีตัดดวยเอนไซม EcoRI และ
ชุด M คือไพรเมอรท่ีเปนจุดเร่ิมตนปฏิกิริยา PCR จากดานท่ีตัดดวยเอนไซม MseI (ตารางท่ี 2) นํา
ไพรเมอรท้ัง 2 ชุดจับคูแบบพบกันหมดไดไพรเมอรรวม 64 คู  
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ตารางท่ี 2  ไพรเมอรชุด E และชุด M ท่ีใชในข้ันตอน selective amplification 
 

ไพรเมอรชุด E ไพรเมอรชุด M 
E- AC M-CCA 
E- AG M-CCA 

E- AAC M-CCA 
E- AAG M-CCA 
E- AGA M-CCA 
E- ATT M-CCA 
E- ATG M-CCA 
E- ATC M-CCA 

 
เม่ือปฏิกิริยา PCR ส้ินสุดแลวนําผลผลิต PCR มาเติม AFLP loading buffer (98% 

formamide, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.1% bromophenol blue, 0.1% xylene cyanol) 20 ไมโครลิตร 
นํามาบมท่ี 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวแชน้ําแข็ง เพื่อนําไปแยกขนาดดวย denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis ท่ีกําลังไฟฟา 55 วัตต นาน 2 ช่ัวโมง 30 นาที ใน TBE Buffer  

 
4.  การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 1. นําแผนกระจกสําหรับเตรียมเจลมาลางใหสะอาด แลวเช็ดดวย 70% ethanol ใหสะอาด
ท้ังสองแผน 
 2. เช็ดกระจกแผนหลังเปนกระจกแผนยาวดวย bind silane บริเวณท่ีจะเสียบหวี เพื่อใหเจล
เกาะติดกับกระจก และเช็ดกระจกแผนหนาใหท่ัวดวย repel silane เพื่อไมใหเจลเกาะติดกระจก  
 3. นํากระจกท้ัง 2 แผน มาประกบเขาชุด โดยวาง spacer ไวท้ังสองขางเพ่ือใหเกิดชองวาง
ระหวางกระจกท้ังสอง โดยหันดานท่ีทา bind silane และ repel silane เขาหากัน ใชคลิปหนีบยึดให
อยูคงท่ี และใชเทปกาวติดกระจกดานทาย เพื่อกันไมใหเจลรั่วซึมออกมา  
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5.  การทําอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 
1.  เตรียม polyacrylamide gel ตามภาคผนวกท่ี 2 เม่ือเจลแข็งตัวดีแลวใชน้ําลางกระจกดาน

นอกใหสะอาด ดึงหวีออก ประกอบกระจก เขากับชุดอิเล็กโตรโฟรีซิส และติดเทอรโมมิเตอรไว
ตรวจสอบอุณหภูมิ ไมใหเกิน 55 องศาเซลเซียส เติมบัฟเฟอร 1X TBE 1 ลิตร ลงในชองดานบน
และดานลาง (upper and lower tank) ใชเข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอรมาลางผิวหนาของเจล ลางยูเรียท่ีอยูใน
ชองหวีแตละชองใหหมด 

2.  ตอสายไฟเขากับเคร่ือง ใชกําลังไฟฟาคงที่ 55 วัตต และความตางศักย 1,200 – 1,500 
โวลต ทํา Pre-run 30-45 นาที 

3.  ปดเคร่ือง และใชเข็มฉีดยาลางยูเรียออกจากชองหวีทุกชองใหหมดอีกคร้ัง 
4.  นําตัวอยางดีเอ็นเอไปทําการเสียสภาพ (denature) กอน เพื่อแยกดีเอ็นเอใหเปนสายเดี่ยว 

แลวหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ 4  ไมโครลิตรลงในชอง 
5.  เปดเคร่ืองโดยใชกําลังไฟฟาเทาเดิมเปนเวลา 2.5 ช่ัวโมง จนกวาสีของ loading buffer 

จะเคล่ือนท่ีลงมาจนถึงดานลางของเจล 
6.  จากนั้นนําเจลท่ีไดไปยอมดวย silver stain 

 
6.  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver stain 
 1. นําเจลมาแชในสารละลาย fixative 2 ข้ันตอน คือ 10% acetic acid 300 มิลลิลิตร นาน 20 
นาที แลวเทสารละลายออก จากนั้นแชดวย 1% nitric acid 300 มิลลิลิตร 20 นาที เทสารละลายออก 
 2. ลางดวยน้ํากล่ันมากๆ 3 คร้ัง 
 3. เติม silver nitrate (ภาคผนวกท่ี 2) 300 มิลลิลิตร ท้ิงไว 30 นาที 
 4. เทสวนของ silver nitrate ท้ิงแลวลางดวยน้ํากล่ันท่ีแชเย็นอยางรวดเร็ว และลางตอดวย 
developer (ภาคผนวกท่ี 2) ท่ีเจือจางกับน้ํากล่ัน (1:2) 150 มิลลิลิตร 2 คร้ัง จากนั้นใส developer ท่ี
แชเย็นไว เขยาเบาๆ ประมาณ 5 – 10 นาที จนเห็นแถบของดีเอ็นเอปรากฏชัดเจน 
 5. หยุดปฏิกิริยาดวย 10% acetic acid 20 วินาที แลวจึงลางดวยน้ํากล่ันอีก 3 คร้ัง 
 6. ประกบกระดาษรอยปอนดกับแผนเจล แลวคอยๆ ลอกแผนเจลออกจากกระจก จากนั้น
จึงนําไปทําใหแหงโดยใชเคร่ือง gel dryer และวิเคราะหผลตอไป 
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7.  การวิเคราะหขอมูล (data analysis) 
1.  การอานขอมูลของแถบดีเอ็นเอ 
 การอานขอมูลของแถบดีเอ็นเอ ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค AFLP จะ

บันทึกคาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ (polymorphism) เนื่องจากเคร่ืองหมาย AFLP เปน 
dominant markers ดังนั้นการบันทึกขอมูลจะเปนแบบ binary data คือ ถาชองใดปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ในตําแหนงท่ีตรวจสอบใหกําหนดคาเปน 1 (presence) แตถาชองใดไมปรากฏแถบดีเอ็นเอใน
ตําแหนงท่ีตรวจสอบใหกําหนดคาเปน 0 (absence) และพิจารณารวมกับลักษณะของสีเปลือกของ
ผล กลุมน้ําหนักผล และ ลักษณะผล 

2.  การประเมินคาความสัมพันธทางพันธุกรรม 
ประเมินคาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสายตนมะมวงเขียวมรกตประเมินโดยใช

โปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis Systems) โดย
คํานวณคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนของมะมวงเขียวมรกตทีละคูแลวนําไปสรางแผนภูมิแสดง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปแบบ phylogenetic tree ดวยวิธี UPGMA โดยคา genetic 
distances ท่ีมีคาเขาใกล 1 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก สวนคาท่ีเขาใกล 0 แสดงวามี
ความแตกตางทางพันธุกรรมนอย สวนคา similarity coefficient ท่ีได หากมีคาเขาใกล 1 แสดงวามี
ความแตกตางทางพันธุกรรมนอย สวนคาท่ีเขาใกล 0 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก  
ซ่ึงจะใชเปนขอมูลในการวิเคราะห cluster analysis เพื่อจัดกลุมสายตนมะมวงเขียวมรกตตามความ
ใกลชิดทางพันธุกรรม (dendrogram)  


