
บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
พืชทดลอง 

มะมวงเขียวมรกต สายตนคัดจํานวน 20 สายตน บนพื้นท่ีของเกษตรกรในเขตอําเภอ      
บานโฮง จังหวัดลําพูน ท่ีมีอายุ 7-10 ป ทําการศึกษาในป พ.ศ. 2548-2549 

 
อุปกรณ 

1. เคร่ืองวัดความแนนเนื้อ (digital force gauges, model SHIMPO FGV-50A) 
2. เคร่ืองช่ัง 2 ตําแหนง (Precia 1620) 
3. เวอรเนีย แคลลิเปอรส 
4. เคร่ืองวัดสี (Chroma meter, Minolta CR-300) 
5. เคร่ืองปนแยกกาก (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 ตําแหนง 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 (ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส, ตูแช -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  

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของมะมวงเขียวมรกตสายตนคัด โดยบันทึกขอมูลดังนี้ 
1.  การเจริญเติบโต ไดแก ความสูง ความกวางทรงพุม ลักษณะพุมตน 
2.  ลักษณะตน ไดแก รูปทรงตน มุมกิ่ง เปลือกลําตน 
3.  ลักษณะใบ  ไดแก รูปรางของใบ ความยาวของกาน และโคนกานใบ 
4.  ลักษณะชอดอกและดอก ไดแก ความยาวและความกวางของชอดอก ตําแหนงชอดอก 

รูปทรงชอดอก สีของกานดอก และลักษณะของดอกยอย สัดสวนจํานวนของดอกสมบูรณเพศและ
ดอกเพศผู 

5.  ลักษณะผล ไดแก น้ําหนักของผลแกจัด ความกวางของผล ความยาวของผล ความหนา
ของผล รูปรางของผล รูปรางของปลายผลเม่ือมองดานหนาผล รูปรางของผลเม่ือมองดานขางผล 
ลักษณะการติดของข้ัวผล ไหลผลดานหลัง ไหลผลดานอก จะงอยผล ฐานของผล สวนเวาผล โพรง
ท่ีข้ัวผล ความเหนียวกานข้ัวผล สัดสวนกลุมน้ําหนักของผล ความสม่ําเสมอของสีเปลือก สีเปลือก 
สีเนื้อ เปอรเซ็นตเนื้อ และความแนนเนื้อ pH ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได และปริมาณกรด
ท้ังหมด 

6.  ลักษณะเมล็ดรวมผนังผลช้ันใน (กะลา) ไดแก น้ําหนักของเมล็ดรวมผนังผลช้ันใน 
ความยาวของกะลา ความหนาของกะลา และเปอรเซ็นตเมล็ดท่ีรวมผนังผลชั้นใน 
 7.  ทดสอบจํานวนตนกลาในเมล็ด โดยนําเมล็ดจากผลสุกไปปอกเนื้อออก จากน้ันนําไป
เพาะในดินผสมถานแกลบ เปนเวลา 20 วัน และบันทึกจํานวนตนกลาท่ีงอกตอเมล็ด 
 8.  บันทึกขอมูลชวงเวลาของการออกดอก ผล และอายุการเก็บเกี่ยว 
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การศึกษาลักษณะทางปริมาณและคุณภาพของผลมะมวง 
1. สุมเก็บตัวอยางมะมวงจากแตละสายตน สายตนละ 50 ผล 
2. วัดความเหนียวกานข้ัวผล โดยใชเคร่ืองวัดความแนนเนื้อ สายตนละ 10 ผล 
3. ช่ังน้ําหนักผลโดยไมรวมกานผล แลวแบงออกเปนกลุมน้ําหนัก ดังนี้ 

  กลุมท่ี 1 น้ําหนัก มากกวา      333   กรัม  (นอยกวา 3 ผลตอกิโลกรัม) 
  กลุมท่ี 2 น้ําหนัก  251-333      กรัม  (3-4 ผลตอกิโลกรัม) 
  กลุมท่ี 3 น้ําหนัก  167-250  กรัม  (4-6 ผลตอกิโลกรัม) 
  กลุมท่ี 4 น้ําหนัก นอยกวา      167  กรัม  (มากกวา6 ผลตอกิโลกรัม) 

4. ศึกษาคุณลักษณะของมะมวง โดยแบงมะมวงออกเปน 2 ชุด คือ ผลดิบแกจดั และผล
สุก (จากการบม) ชุดละ 10 ผล มีวิธีการ ดังนี้ 

 ชุดท่ี 1 ผลดิบแกจัด  
1. ช่ังน้ําหนักผลดวยเคร่ืองช่ัง 2 ตําแหนง มีหนวยเปนกรัม 
2. วัดความกวาง ความยาว และความหนาของผล ดวยเวอรเนีย แคลลิเปรส มีหนวยเปน

เซนติเมตร แลวนํามาคํานวณรูปรางผล (1. round 2. ovoid oblong 3. oblong elongate) 
ลักษณะผล (1. แบน 2. กลม) 

3. วัดสีเปลือก 3 จุด คือ ข้ัว กลาง และปลายผล ดวยระบบ CIE 1976 (L* c* h*) โดยใช
เคร่ืองอานสี พรอมท้ังสังเกต และบันทึกความสมํ่าเสมอของสีเปลือกผลเปนเปอรเซ็นต
โดยการสังเกต 

4. บันทึกลักษณะผล คือ ลักษณะการติดข้ัวผล (1. elevated 2. level) ลักษณะของไหลผล
ดานหลัง (1. slope down 2. slight curve และ 3. level) ลักษณะของไหลผลดานนอก  
(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
สวนเวาผล (1. absent 2. shallow 3. deep) รูปรางของปลายผลเม่ือมองจากดานหนาผล 
(1. acute 2. round) รูปรางของปลายผลเม่ือมองจากดานขางผล (1. asymmetry            
2. symmetry) โพรงท่ีข้ัวผล (1. absent 2. shallow 3. deep) 

5. วัดสีของเนื้อผลแกจัดท้ัง 2 ดาน บริเวณกลางผล ดานละ 1 จุด โดยใชเคร่ืองอานสี 
6. วัดความแนนเนื้อไมรวมเปลือก โดยใชเคร่ืองวัดความแนนเนื้อ แลวนํามาคํานวณใหมี

หนวยเปนกิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 
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7. วัดปริมาณน้ํามะมวง โดยปอกเปลือก และเนื้อมะมวง ช่ังน้ําหนักสวนเนื้อ แลวนําไป
ปนแยกกาก โดยใชเคร่ืองปนแยกกาก บันทึกปริมาณนํ้าท่ีได มีหนวยเปนมิลลิลิตร 

8. วัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได โดยนําน้ํามะมวงท่ีแยกไดมาวัดปริมาณของแข็ง      
ท่ีละลายน้ําได โดยใชเคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได มีหนวยเปนองศาบริกซ 
วัด 3 คร้ัง 

9. วัดความเปนกรดเปนดาง โดยปเปตตน้ํามะมวง 10 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอรท่ีมีน้ํากล่ัน 
50 มิลลิลิตร คนใหเขากันดีแลวนําไปวัดความเปนกรดเปนดาง 

10. วัดปริมาณกรดท้ังหมด โดยปเปตตน้ํามะมวงท่ีผสมกับน้ํากล่ันในขอ 9. ลงในขวดรูป
ชมพู ขนาด 25 มิลลิลิตร 3 ขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร นําไปไตเตรทดวยโซเดียม-      
ไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร โดยใช phenolphthalein 1 เปอรเซ็นต ปริมาณ 30 ไมโครลิตร 
เปนอินดิเคเตอร ไทเทรทจนถึงจุดยุติ คือ เม่ือสารละลายเปล่ียนเปนสีชมพูโดยไม
เปล่ียนสีคืนนาน 10 นาที บันทึกปริมาณของโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชไป แลว
คํานวณหาเปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักของกรดท้ังหมด เม่ือเทียบเปนกรดซิตริก  

11. วัดความกวาง ความยาว และความหนาของเมล็ดท่ีแกะเนื้อมะมวงออกหมดแลว 
ชุดท่ี 2 ผลสุก 

 เลือกมะมวงท่ีสมบูรณ ไมมีแผล และโรค จํานวน 10 ผลตอสายตน บันทึกน้ําหนักผล      
บมดวย ethrel นาน 5 วัน (ผสม Ethrel  30 มิลลิลิตร ตอน้ํา 1000 มิลลิลิตร หรือ ethephon 900 สวน
ตอลานสวน) (ปฐมา, 2543) จากนั้นนํามะมวงทุกผลบันทึกขอมูล ดังนี้ 

1. ช่ังน้ําหนักผลเม่ือสุกหลังบม  
2. บันทึกลักษณะผลเหมือนในผลดิบแกจัด ขอ 3-11 
3. ช่ังน้ําหนักของเมล็ดรวมท้ังผนังผลช้ันใน หลังจากเอาเนื้อมะมวงออกจากผนังผล

ช้ันในจนหมด และนําไปลางน้ําแลว  
นําขอมูลท่ีไดมาหาคาเฉล่ีย คาตํ่าสุด คาสูงสุด และคาความแปรปรวนของแตละลักษณะใน

แตละสายตน หาคาเฉล่ีย คาตํ่าสุด คาสูงสุด และคาเบ่ียงเบนมาตรฐานของแตละลักษณะ 
 

 
 
 
 
 



 32 

2.  การศึกษาทางดานพนัธุกรรม 
การศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม 

 การศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอของมะมวงเขียวมรกตใช 3 วิธีการ (ภาคผนวกท่ี 2) คือ 
1. Doyle and Doyle (1990) ประยุกตโดยอุไรวรรณ (2540) 
2. SDS Extraction (Kuntapanom and Ikeda, 1998) 
3. ประยุกตวิธีการของ Doyle and Doyle (1987) 
เม่ือไดสารละลายจากการสกัดดีเอ็นเอแลวนํามาตรวจสอบดวย 1% agarose gel โดยการทํา 

อิเล็กโตรโฟรีซิส เพื่อตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได 
 

การศึกษาอายุของใบมะมวงท่ีเหมาะสมในการนํามาสกัดดีเอ็นเอ 
 เก็บตัวอยางใบออนมะมวง 3 ระยะ ท่ีมีอายุ 7, 12, และ 20 วัน ตามลําดับ นับจากวันท่ีเร่ิม
แทงยอดออน มาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีเหมาะสม 
  

การศึกษาพันธุกรรมดวยเทคนิค AFLP (Vos et al., 1995) 
การศึกษาพันธุกรรมของมะมวงเขียวมรกตสายตนคัด 20 สายตนดวยเทคนิค AFLP           

มีข้ันตอนดังนี้ 
1.  การเตรียม  adapter 
adapter เปนดีเอ็นเอท่ีไดจากการสังเคราะหเปนสายเดี่ยวกอน แลงจึงนํามาบมรวมกัน

เพื่อใหเกิดเปนเกลียวคู การออกแบบ adapter ตองสอดคลองกับลําดับเบสของไพรเมอรในการทํา 
PCR ข้ันตอไป  การสังเคราะห adapter โดยเคร่ืองอัตโนมัติ (DNA synthesizer) จะไดโอลิโกนิวคลี-
โอไทดท่ีไมมีหมูฟอสเฟตท่ีปลาย 5’ ซ่ึงสามารถนํามาใชเปน adapter ไดโดยไมตองนํามาเติมหมู
ฟอสเฟตกอน 

หลังจากสังเคราะห adapter ในรูปโอลิโกนิวคลีโอไทดสายเดี่ยวแตละสายแลวนํามา 
คํานวณความเขมขนและรวมกันในอัตราสวนจํานวนโมเลกุล (molar  ratio) เทากัน  ดังนี้ 

EcoRI adapter ผสมโอลิโกนิวคลีโอไทดสายบน 8.5 ไมโครกรัม และสายลาง 9.0  
ไมโครกรัม  ในน้ํา 60 ไมโครลิตร  ซ่ึงจะประกอบดวยโอลิโกนิวคลีโอไทดชนิดละ 1500 พิโคโมล 
(pmol) ไดความเขมขนของ adapter เปน 25 พิโคโมลตอไมโครลิตร นําไปบมเพื่อใหเสียสภาพท่ี  
90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  แลวปลอยใหคอยๆ  เย็นลงท่ีอุณหภูมิหอง  แตอาจไมตองทําให
เสียสภาพกอน โดยนํามาใสรวมกันไดเลย เนื่องจากโอลิโกนิวคลีโอไทดแตละสายมีขนาดส้ัน   
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MseI adapter  ผสมโอลิโกนิวคลีโอไทดสายบน 8 ไมโครกรัม  และสายลาง 7 ไมโครกรัม  
ในน้ํา 60  ไมโครลิตร  ซ่ึงจะประกอบดวยนิวคลีโอไทดชนิดละ 1500 พิโคโมล ในความเขมขน 25  
พิโคโมลตอไมโครลิตร 

ลําดับเบสของ adapter ของเอนไซม EcoRI และ MseI มีดังนี้ 

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

       3′-TACTCAGGACTCAT 
2.  การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 การตัดหรือยอยดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิด (EcoRI และ 
MseI) ทําโดยใสดีเอ็นเอ และสารละลายแตละชนิดในหลอดขนาด  0.2 มิลลิลิตร ดังนี้ 

1. ดีเอ็นเอ (100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร)    5.0  ไมโครลิตร 
             2. 10x tango buffer      2.5  ไมโครลิตร 
             3. MseI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร)     1.0  ไมโครลิตร 
             4. EcoRI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร)     1.0 ไมโครลิตร 
             5. น้ํากล่ัน     15.5  ไมโครลิตร 
             ปริมาตรรวม   25.0 ไมโครลิตร 
บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

3.  การเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter (Ligation)  
 การเช่ือมตอ adapter เขากับดีเอ็นเอ โดยนําดีเอ็นเอท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
มาเติมสารตางๆ (ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ตอตัวอยาง) ดังนี้ 
            1. ดเีอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  25.0  ไมโครลิตร 
            2. EcoRI adapter (25 พิโคโมลตอไมโครลิตร)   1.0  ไมโครลิตร 
            3. MseI adapter (25 พิโคโมลตอไมโครลิตร)   2.0  ไมโครลิตร 
            4. 10x T4 ligase buffer      5.0  ไมโครลิตร 
            5. T4 DNA ligase (3 ยูนิตตอไมโครลิตร)     1.0  ไมโครลิตร 
            6. น้ํากล่ัน                                                           16.0  ไมโครลิตร 
                                              ปริมาตรรวม      50.0  ไมโครลิตร  
บมท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง และบมตอท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน 
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4.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 ข้ัน คือ preselective  amplification และ selective amplification  

โดยใชไพรเมอรท่ีเพิ่มเบสเพ่ือคัดเลือกจํานวนมากข้ึน   
นําดีเอ็นเอที่ตอ adapter เรียบรอยแลวมาทําปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอน preselective 

amplification โดยใชสารตางๆ ดังนี้ (สวนท่ีเหลือเก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส)       
                        1. ดีเอ็นเอที่เช่ือมตอดีกับ adapter (เจือจาง 1:5 เทา)   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 พิโคโมลตอไมโครลิตร)    2.0    ไมโครลิตร 
                        6. ไพรเมอร M-C (5 พิโคโมลตอไมโครลิตร)   2.0     ไมโครลิตร 
                        7. Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร)   0.2    ไมโครลิตร 
                        8. น้ํากล่ัน      33.0  ไมโครลิตร 
                                                            ปริมาตรรวม   50.0  ไมโครลิตร 
 
 เติมสารท้ังหมดลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดใสในเคร่ือง 
Thermal Cycler โดยมีเง่ือนไขของปฏิกิริยา คือ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส       
60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 20 รอบ 

หลังจากเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCR แบงสวนสารละลายมาตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธีอิเล็ก
โตรโฟรีซิส โดยใช 1.8% agarose gel สวนท่ีเหลือ (ผลผลิต PCR) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  

นําผลผลิต PCR ท่ีไดจากข้ันตอน preselective amplification มาเจือจาง 5, 10 และ 20 เทา 
ดวย TE buffer เพื่อทดสอบระดับความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับใชเปนตนแบบในการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอในข้ัน selective amplification สวนท่ีเหลือเก็บไวอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การทํา selective amplification  
นําผลผลิต PCR ท่ีไดจากข้ันตอน preselective amplification ท่ีเจือจาง 5, 10 และ 20 เทา  

มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในข้ันตอน selective amplification โดยใชสารตางๆ 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 พิโคโมลตอไมโครลิตร)    0.5   ไมโครลิตร 
                        6. ไพรเมอร M (10 พิโคโมลตอไมโครลิตร)    0.5   ไมโครลิตร 
                        7. Taq DNA polymerase (5 ยูนิตตอไมโครลิตร)   0.1    ไมโครลิตร 
                        8. น้ํากล่ัน      10.9  ไมโครลิตร 
                                       ปริมาตรรวม               20.0  ไมโครลิตร 
 

เติมสารท้ังหมดลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําหลอดใสในเคร่ือง 
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 แตละรอบทําซํ้า 3 รอบ 
จนกระท่ังอุณหภูมิในข้ันตอน annealing อยูท่ี 56 องศาเซลเซียส รวมจํานวน 21 รอบ และตอดวย 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 56 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 
20 รอบ 

ไพรเมอรท่ีใชทําปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอน selective amplification ประกอบดวยไพรเมอร 
2 ชุด ไดแก ชุด E คือไพรเมอรท่ีเปนจุดเร่ิมตนปฏิกิริยา PCR จากดานท่ีตัดดวยเอนไซม EcoRI และ
ชุด M คือไพรเมอรท่ีเปนจุดเร่ิมตนปฏิกิริยา PCR จากดานท่ีตัดดวยเอนไซม MseI (ตารางท่ี 2) นํา
ไพรเมอรท้ัง 2 ชุดจับคูแบบพบกันหมดไดไพรเมอรรวม 64 คู  
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ตารางท่ี 2  ไพรเมอรชุด E และชุด M ท่ีใชในข้ันตอน selective amplification 
 

ไพรเมอรชุด E ไพรเมอรชุด 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 ส้ินสุดแลวนําผลผลิต PCR มาเติม AFLP loading buffer (98% 

formamide, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.1% bromophenol blue, 0.1% xylene cyanol) 20 ไมโครลิตร 
นํามาบมท่ี 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวแชน้ําแข็ง เพื่อนําไปแยกขนาดดวย denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis ท่ีกําลังไฟฟา 55 วัตต นาน 2 ช่ัวโมง 30 นาที ใน TBE Buffer  

 
4.  การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 1. นําแผนกระจกสําหรับเตรียมเจลมาลางใหสะอาด แลวเช็ดดวย 70% ethanol ใหสะอาด
ท้ังสองแผน 
 2. เช็ดกระจกแผนหลังเปนกระจกแผนยาวดวย bind silane บริเวณท่ีจะเสียบหวี เพื่อใหเจล
เกาะติดกับกระจก และเช็ดกระจกแผนหนาใหท่ัวดวย repel silane เพื่อไมใหเจลเกาะติดกระจก  
 3. นํากระจกท้ัง 2 แผน มาประกบเขาชุด โดยวาง spacer ไวท้ังสองขางเพ่ือใหเกิดชองวาง
ระหวางกระจกท้ังสอง โดยหันดานท่ีทา bind silane และ repel silane เขาหากัน ใชคลิปหนีบยึดให
อยูคงท่ี และใชเทปกาวติดกระจกดานทาย เพื่อกันไมใหเจลรั่วซึมออกมา  
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5.  การทําอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 
1.  เตรียม polyacrylamide gel ตามภาคผนวกท่ี 2 เม่ือเจลแข็งตัวดีแลวใชน้ําลางกระจกดาน

นอกใหสะอาด ดึงหวีออก ประกอบกระจก เขากับชุดอิเล็กโตรโฟรีซิส และติดเทอรโมมิเตอรไว
ตรวจสอบอุณหภูมิ ไมใหเกิน 55 องศาเซลเซียส เติมบัฟเฟอร 1X TBE 1 ลิตร ลงในชองดานบน
และดานลาง (upper and lower tank) ใชเข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอรมาลางผิวหนาของเจล ลางยูเรียท่ีอยูใน
ชองหวีแตละชองใหหมด 

2.  ตอสายไฟเขากับเคร่ือง ใชกําลังไฟฟาคงที่ 55 วัตต และความตางศักย 1,200 – 1,500 
โวลต ทํา Pre-run 30-45 นาที 

3.  ปดเคร่ือง และใชเข็มฉีดยาลางยูเรียออกจากชองหวีทุกชองใหหมดอีกคร้ัง 
4.  นําตัวอยางดีเอ็นเอไปทําการเสียสภาพ (denature) กอน เพื่อแยกดีเอ็นเอใหเปนสายเดี่ยว 

แลวหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ 4  ไมโครลิตรลงในชอง 
5.  เปดเคร่ืองโดยใชกําลังไฟฟาเทาเดิมเปนเวลา 2.5 ช่ัวโมง จนกวาสีของ loading buffer 

จะเคล่ือนท่ีลงมาจนถึงดานลางของเจล 
6.  จากนั้นนําเจลท่ีไดไปยอมดวย silver stain 

 
6.  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver stain 
 1. นําเจลมาแชในสารละลาย fixative 2 ข้ันตอน คือ 10% acetic acid 300 มิลลิลิตร นาน 20 
นาที แลวเทสารละลายออก จากนั้นแชดวย 1% nitric acid 300 มิลลิลิตร 20 นาที เทสารละลายออก 
 2. ลางดวยน้ํากล่ันมากๆ 3 คร้ัง 
 3. เติม silver nitrate (ภาคผนวกท่ี 2) 300 มิลลิลิตร ท้ิงไว 30 นาที 
 4. เทสวนของ silver nitrate ท้ิงแลวลางดวยน้ํากล่ันท่ีแชเย็นอยางรวดเร็ว และลางตอดวย 
developer (ภาคผนวกท่ี 2) ท่ีเจือจางกับน้ํากล่ัน (1:2) 150 มิลลิลิตร 2 คร้ัง จากนั้นใส developer ท่ี
แชเย็นไว เขยาเบาๆ ประมาณ 5 – 10 นาที จนเห็นแถบของดีเอ็นเอปรากฏชัดเจน 
 5. หยุดปฏิกิริยาดวย 10% acetic acid 20 วินาที แลวจึงลางดวยน้ํากล่ันอีก 3 คร้ัง 
 6. ประกบกระดาษรอยปอนดกับแผนเจล แลวคอยๆ ลอกแผนเจลออกจากกระจก จากนั้น
จึงนําไปทําใหแหงโดยใชเคร่ือง gel dryer และวิเคราะหผลตอไป 
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7.  การวิเคราะหขอมูล (data analysis) 
1.  การอานขอมูลของแถบดีเอ็นเอ 
 การอานขอมูลของแถบดีเอ็นเอ ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค AFLP จะ

บันทึกคาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ (polymorphism) เนื่องจากเคร่ืองหมาย AFLP เปน 
dominant markers ดังนั้นการบันทึกขอมูลจะเปนแบบ binary data คือ ถาชองใดปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ในตําแหนงท่ีตรวจสอบใหกําหนดคาเปน 1 (presence) แตถาชองใดไมปรากฏแถบดีเอ็นเอใน
ตําแหนงท่ีตรวจสอบใหกําหนดคาเปน 0 (absence) และพิจารณารวมกับลักษณะของสีเปลือกของ
ผล กลุมน้ําหนักผล และ ลักษณะผล 

2.  การประเมินคาความสัมพันธทางพันธุกรรม 
ประเมินคาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสายตนมะมวงเขียวมรกตประเมินโดยใช

โปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis Systems) โดย
คํานวณคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนของมะมวงเขียวมรกตทีละคูแลวนําไปสรางแผนภูมิแสดง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปแบบ phylogenetic tree ดวยวิธี UPGMA โดยคา genetic 
distances ท่ีมีคาเขาใกล 1 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก สวนคาท่ีเขาใกล 0 แสดงวามี
ความแตกตางทางพันธุกรรมนอย สวนคา similarity coefficient ท่ีได หากมีคาเขาใกล 1 แสดงวามี
ความแตกตางทางพันธุกรรมนอย สวนคาท่ีเขาใกล 0 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก  
ซ่ึงจะใชเปนขอมูลในการวิเคราะห cluster analysis เพื่อจัดกลุมสายตนมะมวงเขียวมรกตตามความ
ใกลชิดทางพันธุกรรม (dendrogram)  


