
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
  

การศึกษาการทดสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม โดยเทคนิค            
ไอโซไซมอิเล็กโทรโฟรีซิส กระทําโดยจัดหาเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุ 2029S จากเกษตรกร
จํานวน 10 ราย และขอความอนุเคราะหพันธุพอ แม และเมล็ดพันธุลูกผสมพันธุ 2029S จาก
ภาคเอกชนเพื่อใชเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบ การทดสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุ
ขาวโพดลูกผสมโดยเทคนิคไอโซไซมอิเล็กโทรโฟรีซิส ดําเนินการ ณ หองปฏิบัติการเมล็ดพันธุ 
ภาควิชาพืชไร  และหองปฏิบัติ การกลาง  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลั ย เชี ยงใหม                   
ประกอบดวย 2 การทดลองดังนี้ 

 
การทดลองที่1   การจําแนกเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมจากพันธุพอแม โดยเทคนิค   
อิเล็กโทรโฟรีซิส 
1. วัสดุและอุปกรณ 

1.1 เมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุ 2029S และพันธุพอ แม  
1.2 เมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุ NK 48, DK 979, Big 949, Big 919 และ 

ซูเปอรสวีท 
1.3 เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 4 ตําแหนง 
1.4 เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) 
1.5 เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็น (refrigerated centrifuge) 
1.6 โกรงบด 
1.7 ไนโตรเจนเหลวและถังบรรจุ 
1.8 micropipette และ adjustable automatic pipette พรอม tip 
1.9 eppendofe tube ขนาด 1.5 ml. 
1.10 ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส แบบ Mini Protein II ของ BIORAD (รูป 2) 
1.11 เครื่องจายกระแสไฟฟา 
1.12 เครื่องทําความเย็น (cooling unit) ตูแชที่ 4 และ -20 องศาเซลเซียส 
1.13 เครื่องคนสารละลาย (magnetic stirrer) 
1.14 ถุงมือยาง 
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1.15 เครื่องแกวตาง ๆ  
1.16 ตูบม (incubator) 
1.17 ชุดอานเจล (visible light transilluminator) 
1.18 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน ชอนตักสาร ปากคีบ ใบมีดและดามมีด ถุงพลาสติก 

แผนอลูมิเนียมฟอยล กระดาษกรอง ถาดพลาสติก กลองถายรูป 
 
2. สารเคมี 

1.1 สารละลายทริสบัฟเฟอรเพื่อสกัดเอนไซม 
- Tris-HCl 0.05 M pH 6.8 
- PVP 5% 
- DTT 2 mM 
- B-MSH 10 mM 

1.2 Stock solution สําหรับเตรียม Polyacrylaminde Gel 
- Acrylamide-bisacrylamide 
- Tirs-HCl 3 M pH 8.8 
- APS 1.5% 
- Water 
- TEMED 

1.3 Electrode buffer 
- Tirs-HCl 0.025 M 
- Glycine 0.192 M 
- Water 

1.4 marker dye solution 
- Bromophenol blue 

 - Glycerol 
1.5 สียอม esterase (EST) 

- Tris-HCl 0.1 M pH 7.0  
- α-napthyl acetate       
- β-napthyl acetate     
- O-Dianisidine salt  
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1.6 สียอม peroxidase (PER) 
- 3 amino-9 ethylcarbazole 
- β-napthol  
- acetone 
- tris-HCl 
- tris buffer 0.1 M pH 4.0 
- H2O2 3%  

1.7 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 
 

3. วิธีการ 
3.1 การเตรียมตัวอยางพืช 
นําเมล็ดพันธุขาวโพดนํามาปลูกในถาดเพาะกลา จนตนกลามีอายุได 15 วัน ตัดสวนรากทิ้ง 

นําสวนที่เหลือไปชั่งน้ําหนักใหได 1 กรัม จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส                    
3.2 การสกัดเอนไซม 
นําตนกลาขาวโพดที่ เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาบดในโกรงพรอมเติม  

ไนโตรเจนเหลวเพื่อใหบดงายขึ้น หลังจากนั้นเติมสารสกัดเอนไซม (Pooler and Simon, 1993) 
จํานวน 2  ml. และบดเนื้อเยื่อพืช และสารละลายใหเขากัน แลวนําสารละลายที่ไดไปแยกสวนดวย
เครื่องหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
ดูดของเหลวใส (supernatant) ที่ไดใส eppendofe tube ใหม เก็บไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อนําไปทํา polyacrylamide gel electrophoresis เมื่อจะทําการวิเคราะหจึงผสม 
supernatant 90% กับ marker (bromophenol blue ) 10% เขยาใหเขากัน 
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         รูป 2  ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส แบบ Mini Protein II ของ BIORAD 
 

3.3 การเตรียมเจล 
3.3.1 ตอชุดแผนแกวสําหรับทํา slab gel ใช spacers เปนตัวปรับความหนาของ gel            

ตามความตองการ (0.75 – 1.00 mm) คํานวณปริมาณของ gel ที่ใชโดยที่จะใส stacking gel (upper) 
ที่มีความสูงประมาณ 1-2 cm. เหนือ separating  gel (lower) 

3.3.2  เตรียมสารละลายของ gel (separating gel) 10% ที่ยังไม polymerize  โดยผสมสาร
ตาง ๆ ดังนี้ Arylamide – bisacrylamide  30%  3.3 ml, Tris – HCI 3 M pH 6.8  1.25 ml   และ water 
4.8 ml  สําหรับ APS 1.5%  0.50 ml และ TEMED 10 ul จะใสหลังดูดอากาศออกโดยใชปม
ประมาณ 10 นาที 

3.3.3 คอย ๆ ผสม APS และ TEMED 10 ul ลงในสารละลายที่ดูดอากาศออกแลวเท
สารละลาย gel นี้ใสลงระหวางแผนแกวที่เตรียมไว จากนั้นคอย ๆ หยดน้ํากล่ันใหคลุมผิวเจล ทิ้งไว
ใหเจลแข็ง ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 30 นาที เมื่อเจลแข็งจะเห็นรอยตอระหวางเจลและน้ํากล่ันที่คลุม
ผิวเจลอยูอยางชัดเจน 

3.3.4 เตรียมสารละลาย Stacking gel โดยผสม Arylamide-bisacrylamide 30%  0.75 ml, 
Tris-HCL 3 M pH 8.8  1.25 ml, water 2.7 ml, APS 1.5% 0.25 ml และ TEMED 15 ul เขาดวยกัน 
ดูดอากาศออกจากสารละลายโดยปมประมาณ 10 นาที 

3.3.5  คอย ๆ ลาง separating gel  ดวยน้ํากล่ันและดูดน้ําออกใหแหง สอด comb  ลงใน gel 
plate  

3.3.6 ใส APS 1.5% จํานวน 0.25 ml และ TEMED 10 ul ใน 10 ml. ของ stacking gel ที่ดูด
อากาศออกแลว ผสมใหเขากันแลวเทลงบน separating gel ระวังอยางใหมีฟองอากาศเกิดในชอง
ของ comb ทิ้งไวใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 – 45 นาที                                  
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3.3.7  ดึง comb ออกจาก stacking gel จะเห็นชองสําหรับใสสารที่ตองการแยกบนเจล 
หยอดน้ํากลั่นลงในชองเพื่อลางอีกครั้งหนึ่ง จากนั้นดูดน้ําออกจนเห็นเปนชอง ๆ 

3.4  การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
3.4.1  ตอชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม running buffer  ใน chamber 
3.4.2 ใสสารละลายเอนไซมที่สกัดไดลงในชองบน stacking gel โดยใชเข็มสําหรับ loading  

คอย ๆ หยอดผาน buffer ลงในชองเจล 
3.4.3  ตอขั้วบวกเขากับ chamber ลาง และข้ัวลบเขากับ chamber บน และเปดสวิทซของ

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

3.4.4  ปดเครื่องจายไฟฟา เมื่อเห็นสีของ bromophenol blue เคลื่อนที่มาจนถึงปลายลางของ
เจล ซ่ึงใชเวลาประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 

3.4.5 นําแผนแกวออกจาก Chamber และนําแผนเจลที่อยูระหวางแผนแกวออกมาวางบน
ถาดเพื่อตรวจหาตําแหนงของไอโซไซมตอไป 

3.5 การยอมสีเอนไซม 
 เตรียม staining solution ของไอโซไซมโดยการยอมสีเอนไซม esterase (EST), peroxidase 

(PER) และ glutamate oxaloacetate transaminase (GOT ) ตามสูตรของ Vallejoe (1983) แลวนํา           
เจลบนแผนแกวมาใสใน plate ที่มี staining solution อยูแลวนําไป incubate ในที่มืด ที่อุณหภมู ิ37๐C 
ทิ้งไวประมาณ  15-60 นาที จนปรากฏแถบ 

3.6 การบันทึกขอมูล 
บันทึกการแสดงออกของไอโซไซมแตละชนิดของพันธุขาวโพดเปนภาพถายของแถบสี

และวาดแผนภาพ ไซโมแกรมของไอโซไซมดังกลาว แสดงตําแหนง จํานวนแถบสี และวัดคาการ
เคลื่อนที่สัมพัทธของแถบสี ตามสมการตอไปนี้  (อาภัสสรา, 2537) 

คาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) = ระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบสี 
             ระยะทางการเคลื่อนที่ของ marker 

 
4.  การวิเคราะหขอมูล 
วิเคราะหคาที่ไดจากการมีแถบสีของแตละตําแหนงแลวแปลงคาที่มีแถบสีเปน 1 และคาที่

ไมมีแถบสีเปน 0 (Sneath and Sokae, 1973) แลวหาแถบที่มีคาเปน 1 เพียงอยางเดียว หรือเปน 0 
อยางเดียวของแตละกลุมตัวอยาง 
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การทดลองที่ 2  การตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม 
แบงเปน  2  การทดลองยอย ดังนี ้
การทดลองที่ 2.1   การตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม                
โดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส 
หลังจากทดสอบหาเอนไซมที่สามารถการจําแนกเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม 2029S จาก

พันธุพอแมแลว นําเอนไซมชนิดนั้นมาตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม
ที่รวบรวมมาจากเกษตรกรจํานวน 10 ราย โดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส และทําการตรวจสอบซ้ํา
เพื่อยืนยันผลการทดลอง จํานวน 3 ซํ้า  

การทดลองที่ 2.2    การตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม  
โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
1. วัสดุและอุปกรณ 

1.1 เมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุ 2029S จากภาคเอกชน (พันธุตนแบบ) 
1.2 เมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุ 2029S จากเกษตรกรจํานวน 10 ราย 
1.3 เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง 
1.4 อุปกรณในการวัด และจดบันทึก 
1.5 ลวดและปาย  
1.6 กลองถายภาพ 
1.7 แผนเทียบสี 
 

2.  วิธีการ 
บันทึกขอมูลทางสัณฐานวิทยาของเมล็ดพันธุและตนกลาขาวโพดลูกผสมพันธุตนแบบ

เปรียบเทียบกับตัวอยางจากเกษตรกรลักษณะที่ศึกษา คือ 
2.1 น้ําหนัก 100 เมล็ด (กรัม) 3 ซํ้าตอตัวอยาง 
2.2 สีของโคนเมล็ด และสีของเมล็ด 100 เมล็ดตอตัวอยาง 
2.3 ความสูงของตนกลา วัดจากโคนตนสวนที่โผลพนดินจนถึงบริเวณโคนกาน

ใบสุดทาย  100 ตนตอตัวอยาง 
2.4 ลักษณะของใบ (ใบตั้งตรง หรือโคงลง)  100 ตนตอตัวอยาง 
2.5 สีของตนกลา 100 ตนตอตัวอยาง 
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 3. การวิเคราะหขอมูล 
 วิเคราะหผลการทดลองที่ 2.2 โดยวิเคราะหความแปรปรวน Analysis of variance แลว
เปรียบเทียบความแตกตางระหวาง Treatments ดวย Least Signification Difference (LSD) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต   
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