
บทท่ี 3
อุปกรณ และวิธีการทดลอง

1. วัสดุ และอุปกรณ
1. เมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105
2. เมล็ดพันธุขาวชัยนาท 1
3. ชุดอุปกรณ gel electrophoresis
4. โกรงบดตัวอยาง
5. เครื่องชั่งชนิดละเอียด ชนิดทศนิยม 4 ตําแหนง
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง
7. เครื่องเหวี่ยง centrifuge
8. ขวดรูปชมพู
9. ชอนตักสาร
10. เครื่องแกวอ่ืนๆ เชน ปเปตต ไมโครปเปตต บีกเกอร กระบอกตวง ขวดวัดปริมาตร ขวดใส

สารละลายเขมขน
11. หลอดหยดและจุกยาง
12. กลองใสน้ําแข็ง
13. วัสดุอ่ืนๆ เชน กระดาษเลเบล พาราฟลม ไมบรรทัด ตระกราเพาะเมล็ดพันธุ เปนตน

2. สารเคมี
1. สารละลายทริสบัฟเฟอรเพื่อสกัดเอนไซม
- Tris-HCl 0.05 M pH 6.8
- PVP 5 %
- DTT 2 mM
- B-MSH 10 mM
2. Stock solution สําหรับเตรียม Polyacrylamide Gel
- Acrylamide-bisacrylamide
- Tris-HCl 3 M pH 8.8
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- Tris-HCl 0.3 M pH 6.8
- APS 1.5 %
- Water 1.5 %
- TEMED
3. Electrode buffer
- Tris-HCl 0.025 M
- Glycine 0.192 M
- Water
4. สียอม esterase (EST)
- Tris-HCl 0.1 M pH 7.0
- A-Napthyl acetate
- B-Napthyl acetate
- O-Dianisidine salt
5. สียอม leucine aminopeptidase (LAP)
- Na phosphate 0.1 M pH 6.0
- MgCl2 1 M
- L-Leucine B-naphyl acid
- O-Dianisidine
6. สียอม glutamate oxaloacetate transaminase (GOT)
- Tris-HCl 0.1 M pH 7.5
- A-Ketoglutaric acid
- Aspartic acid
- Pyridoxal 5-phosphate 10 % in water
- Fast Blue BB
7. สียอม malic enzyme (ME)
- Tris-HCl 0.1 M pH 7.5
- MgCl2 1 M
- L-malic acid
- NADP+ 10 % in water
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- NBT 10 % in water
- PMS 10 % in water
8. สียอม alcohol dehydrogenase (ADH)
- Tris-HCl 0.1 M pH 7.5
- NAD+ 10 % in water
- NBT 10 % in water
- PMS 10 % in wat

3. วิธีดําเนินการทดลอง
3.1 การเก็บรวบรวมตัวอยาง
        เก็บตัวอยางเมล็ดพันธุคัดจํานวน 2 สายพันธุคือ พันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 และพันธุชัยนาท1 จาก
ศูนยวิจัยและสถานีทดลองพันธุขาวในประเทศไทยจํานวน 10 แหง
3.2 การหาไอโซไซมท่ีมีความจําเพาะเจาะจงโดยเทคนิค electrophoresis

1. การเตรียมพืชทดลอง
        ใชเมล็ดพันธุตัวอยางขาวหอมมะลิ 105 และพันธุชัยนาท1 ที่เปนพันธุคัด มาเพาะโดยแชเมล็ดขาว
ดวยน้ํากลั่น ทิ้งไวประมาณ 3 วัน จึงนําเมล็ดลงปลูกในกะบะใหไดรับแสงและน้ําสม่ําเสมอ จนตนกลา
อายุได 7 วัน ตัดสวนรากทิ้ง แลวนําสวนที่เหลือมาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว นําเนื้อเยื่อที่บด
แลวมาหอดวย aluminium foil เก็บไวที่ –20oC เพื่อนําไปสกัดไอโซไซม

2. การสกัดเอนไซม
        นําสารละลายที่เตรียมไวมาสกัดดวย   extraction    buffer    (Pooler and Simon, 1993)   โดยใชตัว
อยางพืช 0.5 กรัม ตอสารละลาย buffer 1 ml ใชเครื่องบดเนื้อเยื่อพืชและสารละลายใหเขากัน แลวนําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC นําสารละลายที่ไดใส eppendrof 
tube ใหม เก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 oC เพื่อนําไปแยกดวย polyacrylamide gel electrophoresis

3.     การเตรียม slab gel
3.1 ตอชุดแผนแกวสําหรับทํา slab gel ใช spacers เปนตัวปรับความหนาของ gel ตามความ

ตองการ (0.75 – 1.00 mm) คํานวณปริมาณของ gel ที่ใชโดยที่จะใส stacking gel (upper) ที่
มีความสูงประมาณ 1 – 2 cm. เหนือ separating gel (lower)

3.2 เตรียมสารละลายของ separating gel  10%  ที่ยังไม  polymerize  โดยผสมสารตางๆดังนี้ 
Arylamide-bisacrylamide (30:0.8g.) 0.62 ml, Tris-HCL 3 M pH 6.8 1.25 ml และ Water 
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4.81 ml สําหรับ APS 1.5% 0.5 g และ TEMED 10  µl  จะใสหลังดูดอากาศออกโดยใชปม
ประมาณ 10 นาที

3.3 คอยๆ ผสม APS และ TEMED ลงในสารละลายที่ดูดอากาศออกแลวเทสารละลาย gel นี้ 
ใสลงระหวางแผนแกวที่เตรียมไว จากนั้นคอยๆ หยอดน้ํากลั่นใหคลุมผิวเจลทิ้งไวใหเจล
แข็งตัว ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 30 นาที เมื่อเจลแข็งตัวจะเห็นรอยตอระหวางเจลและน้ํา
กล่ันที่คลุมผิวเจลอยูอยางชัดเจน

3.4 เตรียมสารละลาย   stacking gel   โดยผสมสาร Arylamide-bisacrylamide  (30:0.8g.)3.33  
ml,Tris-HCL 3 M pH 8.8 1.25 ml, Water 1.8 ml, APS 1.5% 0.25 g และ TEMED 15  เขา
ดวยกัน ดูดอากาศออกจากสารละลายโดยปมประมาณ 10 นาที

3.5 คอยๆลาง  separating  gel  ดวยน้ํากลั่นและดูดน้ําออกใหแหง  สอด comb ลงใน  gel plate
3.6 ใส APS 1.5% จํานวน 0.25 ml และ TEMED 10  ml ใน 10 ml ของ stacking gel ที่ดูด

อากาศออกแลว ผสมใหเขากันแลวเทลงบน separating gel ระวังอยาใหมีฟองอากาศเกิดใน
ชองของ comb ทิ้งไวใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 – 45 นาที

3.7 ดึง comb ออกจาก stacking gel จะเห็นชองสําหรับใสสารที่ตองการแยกบนเจล หยอดน้ํา
กล่ันลงในชอง เพื่อลางอีกครั้งหนึ่ง จากนั้นดูดน้ําออกจนเห็นเปนชองๆ

4. การทํา electrophoresis
4.1 ตอชุดอิเลคโทรโฟรีซิสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม running buffer ใน chamber
4.2 ใสสารละลายเอ็นไซมที่สกัดไดลงในชองบน stacking  gel โดยใชเข็มสําหรับ  loading
คอยๆหยอดผาน buffer ลงในชองเจล
4.3 ตอข้ัวบวกเขากับ  chamber  ลางและขั้วลบเขากับ  chamber  บน  และเปดสวิทซของเครื่อง

จายกระแสไฟฟา โดยใชกระแสคงที่ที่  15.0 mA  สําหรับ  stacking  gel  และ 25  mA  
สําหรับ  separating gel  ( 150-200V)

4.4 ปดเครื่องจายกระแสไฟฟา  เมื่อเห็นสีของ  bromophenol  blue  เคลื่อนที่มาจนถึงปลายลาง
ของเจล ซ่ึงใชเวลาประมาณ 2-3 ชั่วโมง

4.5 นําแผนแกวออกจาก   chamber   และนําแผนเจลที่อยูระหวางแผนแกวออกมาวางบนถาด
เพื่อตรวจหาตําแหนงของไอโซไซมตอไป
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5. การยอมสีเอนไซม
        เตรียม   staining     solution     ของไอโซไซมโดยการยอมสีเอนไซม     esterase, glutamate
oxaloacetate trasaminase, leucine amino peptidese, malic enzyme และ malate dehydrogenase ตาม
สูตรของ Vellejoe (1983) แลวนําเจลบนแผนแกวมาใสใน plate ที่มี  staining solution อยูแลวนําไป
incubate ในที่มืด อุณหภูมิ 37oC ทิ้งไวประมาณ 15-60 นาที จนปรากฏแถบ
3.3  การวิเคราะหขอมูล (analysis)
        วิเคราะหคาที่ไดจากการมีแถบสีหรือไมมีแถบสีของแตละตําแหนงแลวแปลงคาที่มีแถบสีเปน 1
และคาที่ไมมีแถบสีเปน 0 (Sneath and Sokal, 1973) แลวหาแถบที่มีคาเปน 1 อยางเดียวหรือ เปน 0
อยางเดียวของแตละกลุมตัวอยาง
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