
บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
วัสดุ อุปกรณ์และสำรเคมีส ำหรับกำรวิจัย 

1. ชุดสกัดดีเอ็นเอ (GenUPTM Plant DNA Kit) 
2. ชุดท ำควำมสะอำดดีเอ็นเอจำกเจล (GenUPTM PCR/Gel Cleanup Kit) 
3. อะกำโรสเจล 
4. 10X TBE Buffer 
5. Ethanol 
6. PCR Buffer 
7. MgCl2 
8. dNTP Set  
9. Taq DNA Polymerase, 5U/µl (500 U) 
10. DNase/RNase Free Distilled Water 
11. SYBR Safe DNA Gel Stain 
12. 100 bp DNA Ladder with 6x loading Dye 
13. 1 kb DNA Ladder with 6x loading Dye 
14. เครื่องแก้วที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมดันไอน้ ำ 

 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 
1.  ขั้นกำรส ำรวจพื้นที่และลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 

 ส ำรวจพ้ืนที่ในวังสวนบ้ำนแก้ว เพ่ือสังเกตสภำพพ้ืนที่และจ ำนวนต้นเงำะที่ปลูก ศึกษำ
ลักษณะทำงพฤกษศำสตร์และสัณฐำนวิทยำ เช่น ลักษณะของต้น กำรเรียงตัวของใบ ลักษณะของ
ใบ ดอก ผลและเมล็ด เป็นต้น จำกนั้นบันทึกภำพและข้อมูลทำงพฤกษศำสตร์ส ำหรับจ ำแนกสำย
พันธุ์เบื้องต้นจำกลักษณะภำยนอกของต้นพืช ซึ่งต้นเงำะที่รำชินีในรัชกำลที่ 9 ทรงปลูกไว้บริเวณ
พระต ำหนักเทำ ไม่มีกำรระบุสำยพันธุ์ที่แน่นอน จึงน ำมำใช้เป็นตัวอย่ำงส ำหรับกำรศึกษำ 
นอกจำกนี้ยังมีต้นเงำะที่ปลูกอยู่บริเวณสวนส่วนพระองค์  ด้ำนหน้ำพระต ำหนักแดง ซึ่งทรำบ        
สำยพันธุ์กำรปลูกที่แน่นอน คือ เงำะพันธุ์โรงเรียน จึงน ำเงำะพันธุ์โรงเรียนมำใช้เป็นตัวอย่ำงควบคุม
กำรทดลอง  
 

2.  กำรออกแบบไพรเมอร์ 
 ศึกษำข้อมูลทำงพันธุกรรมในบริเวณส่วนของยีนกลุ่มเดียวกันของพืชในตระกูล (Family)  
ที่มสีำยพันธุ์ใกล้เคียงกับเงำะมำออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรมส ำเร็จรูป Primer3 จำกนั้นส่งข้อมูล
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ให้บริษัท กิ๊บไทย จ ำกัด เป็นผู้สังเครำะห์ไพรเมอร์ให้ โดยงำนวิจัยนี้ออกแบบไพรเมอร์จ ำนวน 2 ชุด 
ดังตำรำงที่ 3.1 
 
ตำรำงท่ี 3.1  ข้อมูลล ำดับเบสของไพรเมอร์ในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ 
 

ชื่อบริเวณ ชื่อไพรเมอร์ ล ำดับเบส (5’ --> 3’) 
ขนำดผลผลิตพีซีอำร์  

(คู่เบส) 

 ITS ชุดที่ 1 
IL GTA GGT GAA CCT GCG AAA GG 

IL+IR = 541 
IR GAC TCT TAT TTG GGC CAA CC 
IRC CTC GCC GTT ACT AGG GGA AT IL+IRC = 760 

  ITS ชุดที่ 2 

IF3 GAC TGC GCC AAG GAA ACT T 
IF3+IR3 = 425 

IR3 CGA GCT CGA GGT TTC TCA CT 
ILF GTT CGG TGG TGG AAA AAG TG  
LF GGA CCC GTT TCA CAC TCG 

LF+LR = 747 
LR GAA ATA TGA AAA ACA CAA ACA CCT TT 

 
3.  กำรใช้เครื่องหมำยดีเอ็นเอในกำรบ่งชี้สำยพันธุ์เงำะ 

 3.1  กำรสกัดดีเอ็นเอของพืช 
  เก็บตัวอย่ำงใบอ่อนของเงำะในพ้ืนที่วังสวนบ้ำนแก้ว บริเวณต ำหนักเทำ (RB)  เงำะพันธุ์
โรงเรียนที่ปลูกในสวนส่วนพระองค์ของสมเด็จพระนำงเจ้ำร ำไพพรรณี (SD) และเงำะสำยพันธุ์
พ้ืนเมืองที่รวบรวมไว้ในศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี จ ำนวน 6 สำยพันธุ์ ได้แก่ พันธุ์น้ ำตำลกรวด (N) 
พันธุ์เงำะสี (C) พันธุ์บำงยี่ขัน (B) พันธุ์เงำะสีทอง (G) พันธุ์เจ๊ะมง (J1 และ J2) และพันธุ์เงำะ
โรงเรียน (S) น ำล้ำงท ำควำมสะอำดด้วยน้ ำกลั่น ซับให้แห้งและใส่ในถุงพลำสติก แช่ในน้ ำแข็ง และ
น ำมำสกัดดีเอ็นด้วยชุด Biotechrabbit™  GenUP Plant DNA Kit ในห้องปฏิบัติกำร  
 
 3.2  กำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์  ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก ดังนี้ 

  3.2.1  ITS ชุดที่ 1 (ไพรเมอร์ IL, IR และ IRC) 
   3.2.1.1 ใน 1 ปฏิกิริยำ มีปริมำตร 14 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
     1. 2X PCR Master mix   7 ไมโครลิตร 
    2. 100 µM IL   0.5 ไมโครลิตร 
    3. 100 µM IR , IRC   0.5 ไมโครลิตร 
    4. DNA    2 ไมโครลิตร 
    5. dH2O    4 ไมโครลิตร 
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         รวมปริมำตร   14  ไมโครลิตร 
   3.2.1.2 โปรแกรมท่ีใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ ประกอบด้วย 
     1.  94 °C  3  นำท ี  
     2.  94 °C  40  วินำที 
     3.  52 °C  45  วินำที 
     4.  72 °C  1  นำท ี (ท ำปฏิกิริยำซ้ ำในขั้นตอนที่ 2-4 จ ำนวน 35 รอบ) 
     5.  72 °C  5  นำท ี
     6.  10 °C  ∞ 
  3.2.2 ITS ชุดที่ 2 (ไพรเมอร์ IF3, IR3 ใช้เทคนิคพีซีอำร์ ส่วนไพรเมอร์ LF และ ILF ใช้
เทคนิค RAPD) 
   3.2.1 ไพรเมอร์ IF3 และ IR3 (เทคนิคพีซีอำร์) 
    ใน 1 ปฏิกิริยำ มีปริมำตร 14 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
     1. 2X PCR Master mix   7 ไมโครลิตร 
     2. 100 µM IF3   0.5 ไมโครลิตร 
     3. 100 µM IR3   0.5 ไมโครลิตร 
     4. DNA   2 ไมโครลิตร 
     5. dH2O   4 ไมโครลิตร 
         รวมปริมำตร   14  ไมโครลิตร 
 
 
 
    โปรแกรมท่ีใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ ประกอบด้วย 
     1.  94 °C 3  นำท ี  
     2.  94 °C 45  วินำที 
     3.  52 °C 30  วินำที 
     4.  72 °C 1  นำท ี (ท ำปฏิกิริยำซ้ ำในขั้นตอนที่ 2-4 จ ำนวน 35 รอบ) 
     5.  72 °C 5  นำท ี
     6.  10 °C ∞ 
   3.2.2 ไพรเมอร์ LF (เทคนิค RAPD) 
    ใน 1 ปฏิกิริยำ มีปริมำตร 12 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
     1. 2X PCR Master mix   6 ไมโครลิตร 
     2. 100 µM LF   0.1 ไมโครลิตร 
     3. DNA   2 ไมโครลิตร 
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     4. dH2O   3.9 ไมโครลิตร 
         รวมปริมำตร   12  ไมโครลิตร 
    โปรแกรมท่ีใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ ประกอบด้วย 
     1.  94 °C 3  นำท ี  
     2.  94 °C 40  วินำที 
     3.  52 °C 30  วินำที 
     4.  72 °C 1  นำท ี (ท ำปฏิกิริยำซ้ ำในขั้นตอนที่ 2-4 จ ำนวน 30 รอบ) 
     5.  72 °C 5  นำท ี
     6.  10 °C ∞ 
   3.2.3 ไพรเมอร์ ILF (เทคนิค RAPD) 
    ใน 1 ปฏิกิริยำ มีปริมำตร 12 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
     1. 2X PCR Master mix   6 ไมโครลิตร 
     2. 100 µM ILF   0.5 ไมโครลิตร 
     3. DNA   3 ไมโครลิตร 
     4. dH2O   2.5 ไมโครลิตร 
         รวมปริมำตร   12  ไมโครลิตร 
 
    โปรแกรมท่ีใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ ประกอบด้วย 
     1.  94 °C 3  นำท ี  
     2.  94 °C 45  วินำที 
     3.  52 °C 40  วินำที 
     4.  72 °C 1  นำท ี (ท ำปฏิกิริยำซ้ ำในขั้นตอนที่ 2-4 จ ำนวน 35 รอบ) 
     5.  72 °C 5  นำท ี
     6.  10 °C ∞ 
  กำรตรวจสอบผลผลิตจำกพีซีอำร์ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส   

กำรตรวจสอบผลผลิตพีซีอำร์ในงำนวิจัยนี้ใช้อะกำโรสเจล ควำมเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งมีข้ันตอนกำรเตรียม ดังนี้  

1. ชั่งผงอะกำโรสเจล 0.25 กรัม ใส่ขวดรูปชมพู่ 
2. เท 0.5X TBE Buffer ลงไป 25 มิลลิลิตร ปิดปำกขวดด้วยพลำสติกห่ออำหำร

เจำะรู ตั้งทิ้งไว้ประมำณ 15 นำที เพื่อให้ผงวุ้นอิ่มตัว จำกนั้นน ำไปหลอมให้วุ้นละลำยในไมโครเวฟ 
3. เมื่อผงวุ้นละลำยหมด ตั้งทิ้งไว้ให้พออุ่น แล้วเติม SYBR Safe DNA Gel Stain 3 

ไมโครลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน จำกนั้นเทเจลลงถำดเตรียมเจลที่เสียบหวีไว้เรียบร้อยแล้ว ระวังอย่ำให้เกิด
ฟองอำกำศ ตั้งทิ้งไว้ให้วุ้นแข็งตัว โดยหำอุปกรณ์ทึบแสงวำงครอบไว้ เพ่ือป้องกัน  SYBR Safe DNA 
Gel Stain สลำยตัว 
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4. หลังจำกที่เจลแข็งตัวแล้ว ดึงหวีออกและน ำถำดที่เทเจลออกไปวำงไว้บนเครื่อง
แยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Gel Electrophoresis Apparatus) 

5. เท 0.5X TBE Buffer ลงในเครื่องรันเจลจนท่วมถำดเจลประมำณ 0.5 
เซนติเมตร 

6. ท ำกำรผสมดีเอ็นเอใน 6X Loading Dye ในอัตรำส่วนดีเอ็นเอ ต่อ 6X Loading 
Dye เท่ำกับ 5 : 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน 

7. หยอดดีเอ็นเอมำตรฐำน (100 bp DNA Ladder Plus หรือ 1 Kb Plus DNA 
Ladder) 5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอตัวอย่ำงท่ีผสมแล้วทั้งหมดลงในแต่ละช่องบนเจล   

8. ประกอบเครื่องรันเจลเข้ำกับเครื่องก ำเนิดไฟฟ้ำ โดยให้กระแสไฟฟ้ำวิ่งจำกขั้วลบ
ไปขั้วบวก และตัง้ค่ำต่ำงศักย์ไฟฟ้ำไว้ที่ 100 โวลต์ ใช้เวลำ 30 นำท ี

9. น ำเจลที่ได้ไปถ่ำยรูปด้วยกล้องดิจิตอลภำยใต้เครื่องฉำยแสงยูวี 
 
 
 3.4  กำรหำล ำดับเบสและกำรเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลทำงพันธุกรรม (GenBank) 
    ตัดชิ้นส่วนของแถบดีเอ็นเอบนแผ่นเจลมำสกัดเอำดีเอ็นเอออก (Gel Extraction) 
และท ำให้บริสุทธิ์ (PCR Purification) ด้วยชุดท ำควำมสะอำดดีเอ็นเอ (GenUPTM PCR/Gel 
Cleanup Kit) จำกนั้นส่งตัวอย่ำงวิเครำะห์หำล ำดับนิวคลิโอไทด์ที่บริษัท FirstBase (ประเทศ
มำเลเซีย)   จำกนั้นน ำข้อมูลล ำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้มำตรวจสอบควำมถูกต้องเบื้องต้นด้วยกำร
เปรียบเทียบกับข้อมูลทำงพันธุกรรมที่ปรำกฎในฐำนข้อมูลออนไลน์ของ NCBI ด้วยโปรแกรม 
Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือเปรียบเทียบ (Alignment) 
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS ด้วยค ำสั่ง ClustalW Multiple Alignment ในโปรแกรม BioEdit 
เวอร์ชัน 7 และสร้ำงแผนภูมิควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรด้วยค ำสั่ง Prodist --> Neighbor 
Phylogentic Tree ในโปรแกรม BioEdit (Version 7.0.5) โดยมีข้อมูลล ำดับเบสของทุเรียน (Durio 
zibethinus) เป็น Outgroup ของบริเวณ ITS ในกำรเปรียบเทียบข้อมูล 


