
บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง   
 

 3.1.1  ตัวอยางที่นํามาศึกษา 
เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่ใชในการศึกษาคือ สายพันธุ GC2796 และพันธุเชียงใหม 60 

โดยสายพันธุ GC2796 มีลักษณะที่ตานทานตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุในสภาพไร             
มีแหลงที่มาจากศูนยวิจัยและพัฒนาพืชผักแหงเอเชีย (AVRDC) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยา
เขตกําแพงแสน จ. นครปฐม สวนพันธุเชียงใหม 60 เปนพันธุที่ออนแอตอการเสื่อมคุณภาพของ
เมล็ดพันธุในสภาพไรและเปนพันธุมาตรฐานของทางราชการมีแหลงที่มาจากศูนยวิจัยพืชไร
เชียงใหม อ. สันทราย จ. เชียงใหม 
 

 3.1.2  สารเคมี 
   3.1.2.1  สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบสําหรับสกัด DNA  
   1.  ไนโตรเจนเหลว 
   2.  Extraction buffer [100 mM Tris (Hydroxymethyl) –aminomethane  
         pH 7.5 , 50 mM Ethylenediamine tetraacetic acid di-sodium salt 
         (EDTA- di-sodium salt)  pH 8.0 , 500  mM NaCl , 1.25%  Sodium  
         dodecyl sulphate (SDS) และ 10 mM 2-Mercaptoethanol]    
   3.  5 M Potassium acetate 
   4.  Chloroform : octanol (24:1) 
   5.  Isopropanol 
   6.  Ethanol 65 , 70 , 85% 
   7.  Chloroform : phenol (1:1) 
   8.  3 M Sodium acetate 
   9.  RNase เขมขน 10 mg/ml 
              10.  TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5 และ 1 mM EDTA pH 8.0) 
   

  3.1.2.2  สารเคมีและเอนไซมสําหรับการทํา RAPD  
   1.  10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM Potassium  
         chloride) 



                                                                                                                                                                         29

   2.  50X Magnesium chloride 
   3.  dNTPs 
   4.  Taq DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, Brazil) 
   5.  Ultrapure water  
 

  3.1.2.3  สารเคมีสําหรับอิเลคโทรโฟรีซีส 
   1.  Agarose gel (Research organic, Inc., USA) 
   2.  Tris-EDTA 
   3.  Boric acid 
   4.  HCl 
   5.  NaOH 
   6.  Loading dye (0.15% Bromophenol blue ใน 50% Glycerol) 
   7.  0.5 mg/ml Ethydium bromide 
   8.  1X TBE buffer (10.8 g Tris base, 5.5 g Boric acid, 4 ml 500 mM 
         EDTA pH 8.0)    
 

  3.1.2.4  สารเคมีและเอนไซมสําหรับการทํา AFLP  
   1.  การตัด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการเชื่อมตอ adapter  
    - 10X reaction buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.5, 10 mM MgCl2 
       , 100 mM KCl, 0.1 mg/ml BSA)  
    - เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
    - เอนไซมตัดจําเพาะ MseI  
    -  EcoRI adapter 
    -  MseI adapter 
    - T4 DNA ligase (Fermentas , USA.) 
    - 10X T4 ligation buffer (400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 
       100 mM DTT, 5 mM ATP pH 7.8) (Fermentas, USA.) 
 

   2.  การทํา preselective amplification และ selective amplification 
    - 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4 , 500 mM  
       Potassium  chloride) 
    - 50X Magnesium chloride 
    - dNTPS  
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    - Taq DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, Brazil) 
    - Ultrapure water 
    - EcoRI primer+1, MseI primer+1  
    - EcoRI primer+3, MseI primer+3 
 

   3.  สารเคมีสําหรับการเตรียม denaturing polyacrylamide gel 
    - Bind silane (Plusone) 
    - Repel silane (Plusone) 
    - Glacial acetic acid (Merck) 
    - 95% ethanol 
    - 30% acrylamide (19:1) (Plusone) 
    - 5X TBE buffer ( 54 g Tris base , 27.5 g Boric acid , 20 ml 500 
       mM EDTA pH 8.0) 
    - 7.5 M urea (USB)  
    - 10% APS (ammonium persulfate) 
    - TEMED (N,N,N,’N’-tetramethylenediamine) 
    - AFLP Loading buffer (98% formamide , 10 mM EDTA, 0.1%
       xylenecyanol, 0.1% bromphenol blue) 
    - Developper (2.5% sodium carbonate , 0.02% formaldehyde ,   
       2 µg / ml sodium thiosulfate) 
    - Silver nitrate 
    - น้ํากลั่น 
 

   3.1.3  อุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตร 
 

    3.1.3.1  ตูเย็นรุน MR-F31E (Mitsubushi) 
    3.1.3.2  ตูแช -20 ๐C และ -80๐C รุน SF-C69GR (Sanyo) 
    3.1.3.3  อางควบคุมอุณหภูมิ รุนWB 22 (Memmert) 
    3.1.3.4  เครื่องสังเคราะห DNA (PCR) รุน PCT-100TM(MJ  
     Research, Inc.) 
    3.1.3.5  ชุด Horizontal electrophoresis (Hoefer) 
    3.1.3.6  ชุด Vertical electrophoresis รุน SEQ-2050 (SCIE- 
     PLAS) 
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   3.1.3.7  เครื่องถายภาพ DNA (VIBER LOURMAT)  
   3.1.3.8  เครื่อง refrigerated centrifuge รุน Universal 32R (Hettich) 
   3.1.3.9  เครื่อง vortex รุน G560E (Genie) 
   3.1.3.10  เครื่อง spectrophotometer รุน Ultraspec (Amersham) 
   3.1.3.11  หมอนึ่งความดัน รุน HVE 50 (Hirayama) 
   3.1.3.12  เครื่องชั่งสารทศนิยม 4  ตําแหนง รุน BP 221S (Satourius) 
   3.1.3.13  ไมโครปเปตชนิดปรับปริมาณได (GILSON : P2, 20, 200,  
      1000, 5000) 
    3.1.3.14  หลอดใสสารขนาดเล็กขนาด 15. 1.5, 0.5 และ 0.2 มิลลิลิตร 
   3.1.3.15  Hotplate stirrer รุน HS-101 (Gem) 
   3.1.3.16  โกรงบดตัวอยาง 
   3.1.3.17  ตูอบลมรอน (hot air oven) WTB binder รุน F115 
   3.1.3.18  ตูเพาะ hotpack รุน 352602 และ WTB binder รุน VAP2 
   3.1.3.19  เครื่องแกว 
   3.1.3.20  อุปกรณอ่ืนๆ เชน อุปกรณที่ใชในการผสมพันธุพืช และอุปกรณ
      เกี่ยวกับการปลูกพืชในแปลงทดลอง 
 
3.2  สถานที่ดําเนินงานวิทยานิพนธ 
  

 3.2.1  แปลงปลูกพืชทดลอง ศูนยวิจัยขาวโพดขาวฟางแหงชาติ อําเภอปากชอง จังหวัด
นครราชสีมา 
 3.2.2  แปลงทดลองพืชไร ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
 3.2.3  หองปฏิบัติการโครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจัย สาขาเทคโนโลยีชีวภาพทาง
การเกษตร คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
 3.2.4  หองปฏิบัติการเมล็ดพันธุ ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
 3.2.5  หองปฏิบัติการภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตบางเขน 
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3.3  ระยะเวลาการดําเนินงาน 
 

 เดือนสิงหาคม 2546 – สิงหาคม 2548 
 
3.4  วิธีการทดลอง   
 

 3.4.1  การสรางประชากรชั่วท่ี 2 
  สรางประชากรชั่วที่ 2 โดยการผสมขามระหวางสายพันธุ GC2796 ใชเปนสาย
พันธุพอมีลักษณะที่ตานทานตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุในสภาพไรกับพันธุเชียงใหม 60   
ใชเปนพันธุแมซ่ึงเปนพันธุการคา แตมีลักษณะที่ออนแอตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุใน
สภาพไรไดลูกผสมชั่วที่ 1 ทําการคัดเลือกลูกผสมชั่วที่ 1 ไปปลูกโดยการตรวจสอบความเปน
ลูกผสมดวยเทคนิค SSR โดยการสกัด DNA จากใบออนของลูกผสมชั่วที่ 1 วิธีการสกัด DNA ได
ประยุกตมาจาก Dellaporta et  al.  (1983) เมื่อนําลูกผสมชั่วที่ 1 ที่คัดเลือกไดไปปลูกและปลอยให
ผสมตัวเองจนไดเมล็ดชั่วที่ 2 เก็บเมล็ดชั่วที่ 2 แยกกันในแตละตนและนําเมล็ดชั่วที่ 2 ไปปลูกตอใน
แปลงทดลอง เพื่อดูลักษณะการกระจายตัว (segregation) ของประชากรชั่วที่ 2  เมื่อตนถ่ัวเหลืองอาย ุ     
21 วัน เก็บตัวอยางใบออนโดยเก็บแยกกันในแตละตนและนําตัวอยางใบที่ไดมาลางทําความสะอาด
ซับใหแหงดวยกระดาษ towel paper แลวช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักประมาณ 1 g ใสถุงพลาสติกเก็บ
ไวที่ตูแช -80 ๐C เพื่อรอการสกัด DNA จากนั้นดูแลรักษาตนถ่ัวเหลืองจนถึงระยะออกดอก ปลอยให
ผสมตัวเองเมื่อถึงระยะสุกแกทางสรีรวิทยาทําการเก็บเกี่ยวเมล็ดชั่วที่ 3  จากประชากรชั่วที่ 2 โดย
เก็บแบบแยกกันแตละตน  นําเมล็ดชั่วที่ 3 ไปทดสอบระดับความตานทานตอการเสื่อมคุณภาพของ
เมล็ดพันธุในสภาพไรเพื่อแบงกลุมประชากรชั่วที่ 2 ออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ตานทานและกลุม
ออนแอตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุในสภาพไรตอไป 
 

 3.4.2  การทําใหเมล็ดพันธุเสื่อมคุณภาพ  
  ทําใหเมล็ดพันธุเสื่อมคุณภาพดวยวิธี rapid aging ซ่ึงเปนสภาพที่สรางขึ้นภายในตู 
โดยการนําเมล็ดจากประชากรชั่วที่ 2 จํานวน 25 เมล็ดตอซํ้า จํานวน 3 ซํ้า ไปไวที่อุณหภูมิ 40๐C 
ความชื้นสัมพัทธประมาณ 90 เปอรเซ็นต  เปนระยะเวลา 3 วัน จากนั้นนําเมล็ดไปทดสอบความงอก
มาตรฐานตามวิธีของ ISTA (1985) โดยการเพาะเมล็ดจํานวน 25 เมล็ดตอซํ้า จํานวน 3 ซํ้า           
บนกระดาษเพาะที่ช้ืนดวยน้ํากลั่นใชวิธี between paper ที่อุณหภูมิ 25 ๐C ประเมินผลความงอกที่ 5 
วัน และ 8 วันภายหลังการเพาะ นําขอมูลที่ไดหาคาเฉลี่ยความงอกมาตรฐานในแตละตัวอยาง 
จากนั้นพิจารณาการแบงกลุมประชากรชั่วที่ 2 ออกเปน 2 กลุม โดยการสรางกลุม DNA จากขอมูล
ทางฟโนไทปที่ตรงกัน คือ กลุมที่มีลักษณะตานทานตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุในสภาพไร
โดยมีคาเฉล่ียความงอกมาตรฐานมากกวา 98 เปอรเซ็นต และกลุมที่มีลักษณะออนแอตอการเสื่อม
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คุณภาพของเมล็ดพันธุในสภาพไรมีคาเฉลี่ยความงอกมาตรฐานนอยกวา 75 เปอรเซ็นต สวนกลุมที่
มีความงอกมาตรฐานอยูระหวาง 75-98 เปอรเซ็นตไมนํามาพิจารณาเพื่อลดการศึกษาประชากรที่มี
ขนาดใหญ 
 

 3.4.3  การสกัด DNA โดยประยุกตจาก Dellaporta  et  al.  (1983) มีดังนี้ 
  3.4.3.1  นําตัวอยางใบออนถ่ัวเหลืองประมาณ  1 g มาบดใหละเอียดดวย
ไนโตรเจนเหลวแลวใส extraction buffer (65 ๐C) 5 ml ลงในโกรงผสมใหเขากันแลวตักใสหลอด 
1.5 ml จากนั้น ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer และนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 ๐C นาน 20 นาที  
  3.4.3.2  เติม 5 M potassium acetate 300 µl แลวนําไปบมบนน้ําแข็งนาน 1 ช่ัวโมง 
หลังจากนั้นเติม chloroform : octanol (24:1) 300 µl ผสมใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 ๐C นาน 15 นาที ดูดเฉพาะสารละลายสวนบนสุดใสหลอดใหมขนาด     
15 ml  
  3.4.3.3  เติม isopropanol ที่เย็นปริมาณเปน 2 เทาของสารละลายในหลอดเพื่อ
ตกตะกอน DNA ผสมใหเขากัน แลวทิ้งไวประมาณ 12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 ๐C เกี่ยว DNA ดวยแทง
แกวปลายงอขนาดเล็ก  ลาง DNA ดวย ethanol 70 เปอรเซ็นต 1 ml แลวนําไปปนเหวี่ยงให
ตกตะกอน โดยทําซ้ํา 2 คร้ัง จากนั้นผ่ึง DNA ใหแหงแลวละลายตะกอน DNA ในTE buffer 200 µl 
  3.4.3.4  เติม chloroform : phenol (1:1) 400 µl ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนบนสุดใสหลอดใหมขนาด 1.5 ml นําสารละลาย DNA จํานวน   
200 µl มาเติมสารละลาย RNase ความเขมขน 10 mg/ml ปริมาตร 3 µl แลวบมที่อุณหภูมิ 37 ๐C 
นาน 30 นาที หรือที่อุณหภูมิหองนาน 60 นาที 
  3.4.3.5  เติม 3M sodium acetate 20 µl ผสมใหเขากันและเติม isopropanol ที่เย็น
จัดปริมาณ 240 µl เพื่อตกตะกอน DNA แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 ๐C นาน 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที ทิ้งสวนที่เปนสารละลายเก็บสวนของ DNA ไปลางดวย ethanol 65 
และ 85 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ปริมาณที่ใช 1 ml รอใหตะกอน DNA แหงแลวตกตะกอนใน TE 
buffer ปริมาณ 50-200 µl ขึ้นอยูกับปริมาณตะกอน DNA ที่ได 
 

 3.4.4  การตรวจสอบคุณภาพและวัดความเขมขนของ DNA  
   3.4.4.1  วิธีอิเลคโทรโฟรีซีส ปฏิบัติดังนี้ 
   เตรียม agarose ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ใน 1X TBE buffer หลอม 
agarose โดยใชไมโครเวฟให agarose ละลายจนหมด ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงจนอุณหภูมิเหลือประมาณ 
50-55 ๐C แลวจึงเทลงในถาดที่เตรียมไว เทเจลหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร วางหวีลงในตําแหนงที่
กําหนด ปลอยใหเจลแข็งตัวที่อุณหภูมิหอง เมื่อเจลแข็งตัวแลวคอยๆ ดึงหวีออก นําเจลใสลงใน
เครื่องอิเลคโทรโฟรีซีส ใสบัฟเฟอรใหสูงกวาผิวเจล 2-3 มิลลิเมตร แลวจึงเตรียมสารละลาย DNA 



                                                                                                                                                                         34

ปริมาณ 2 µl ตอตัวอยางผสมกับ dye 1 µl บนแผนพาราฟน แลวหยอดลงในชองของแผนเจล 
จากนั้นตอกระแสไฟฟาเขากับเครื่องอิเลคโทรโฟรีซีสโดยใชแรงดัน 100 โวลต ประมาณ 40 นาที  
นําเจลมายอมดวย ethydium bromide ความเขมขน 0.5 µg/ml นาน 15 นาที แลวจึงลาง ethydium 
bromide สวนเกินออก โดยเปดน้ําไหลเบาๆ ประมาณ 5 นาที นําเจลไปตรวจสอบคุณภาพภายใต
แสง UV แลวถายภาพเก็บไวดวยกลองโพราลอยด  
 

  3.4.4.2  วิธีวัดการดูดกลืนแสง UV ปฏิบัติดังนี้ 
   ตัวอยาง DNA ที่ตองการตรวจสอบปริมาณ 3 µl นํามาผสมกับน้ํากลั่น
ปริมาณ 297 µl ในหลอด quartz cuvette และอานคาการดูดกลืนแสงที่ OD260 และ OD280 โดย
สารละลาย DNA ที่บริสุทธิ์จะอานคาอัตราการดูดกลืนแสง OD260/OD280 ประมาณ 1.8 หากคาที่ได
มากกวา 1.8 แสดงวาอาจมี RNA ปน และถาคาที่ไดต่ํากวา 1.8 แสดงวาอาจมีการปนเปอนของ
โปรตีน (สุรินทร ปยะโชคณากุล.  2545) คํานวนคาความเขมขนของ DNA จากนั้นเจือจาง DNA ให
ไดความเขมขนที่ตองการ โดยคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1 ที่ OD260 จะมีปริมาณ DNA เทากับ 50 
µg/µl 
  

 3.4.5  การตรวจสอบ DNA ของประชากรลูกผสมชั่วท่ี 1 โดยเทคนิค SSR 
  3.4.5.1  การคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสม 
   คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการสังเคราะห DNA ถ่ัวเหลือง โดยใช
ไพรเมอรที่ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 2-5 ตัว ซํ้าๆ จํานวน 4 ชนิด (ตารางที่ 3.1) นํามาคัดเลือกดวย
เทคนิค PCR กับถ่ัวเหลืองสายพันธุ GC2796 พันธุเชียงใหม 60 และประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 
ทั้งหมด 30 ตน เพื่อตรวจสอบวาไพรเมอรใดที่สามารถใหผลผลิต PCR ที่ชัดเจน โดยแตละปฏิกิริยา
ประกอบดวย 
   DNA (50 ng/µl)   1.0 µl 
   10X PCR buffer   1.25 µl 
   MgCl2 (25 mM)   1.0 µl 
   d NTP (2.5 mM)   0.5 µl 
   primer sense (1 µM)  1.25 µl 
   primer antisense (1 µl)  1.25 µl 
   Taq polymerase (5 unit/µl) 0.1 µl 
   Ultrapure water   6.15 µl 
     รวม  12.5 µl 
การทํา PCR จากตัวอยางทั้งหมดโดยจะเตรียมสารละลายรวมของ buffer, MgCl2, d NTP, primer 
Taq polymerase และน้ํากลั่น ในหลอดเดียวกัน (master mixture) และแบงใสหลอดโดยในแตละ
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หลอดจะมี DNA template อยู จากนั้นผสมใหเขากัน นําไปใสเครื่อง PCR โดยตั้งอุณหภูมิและเวลา
สําหรับเพิ่มปริมาณดังนี้ 
   ขั้นที่ 1  95 ๐C นาน 3 นาที 
   ขั้นที่ 2 94 ๐C นาน 30 วินาที 
   ขั้นที่ 3 56 ๐C นาน 30 วินาที 
   ขั้นที่ 4 72 ๐C นาน 2 นาที 
   ทําซ้ํารอบที่ 2-4 34 รอบ 
   ขั้นที่ 5 72 ๐C นาน 10 นาที 
   รักษาอุณหภูมิที่ 4 ๐C จนถึงเวลาวิเคราะห DNA ตอไป 
 
ตารางที่ 3.1  ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชศึกษาดวยเทคนิค SSR (Akkaya et al.  1992 ; Rongwen et        

al.  1995) 
ชนิดไพรเมอร                         Sense primer                               Antisense primer 

SOYHSP176 (AT)n  ttttgttaagttactgtactgtgg  tattttagcagttttagatgattcg 
SOYSC514 (AT)n ctacatgacacaattcttagggacc tggaaatcagtggaatatgtgaagc 
SOYPRP1 (ATT)n aagaggtacgtgccaaattacatca atcttgttagaaaactccgcccaca 
SAT43 (AT)n  aaattctgttcattgtccgtc  cattttaatatcccgagtagg 

 
  3.4.5.2  การแยก DNA โดย denaturing polyacrylamide gel 
   1.  การเทกระจกสําหรับเทเจล 
    นําแผนกระจกสําหรับการเตรียมกระจกมาลางใหสะอาด แลว
เช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ใหสะอาดทั้งสองแผน เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind 
silane 1 µl, glacial acetic acid 2.5 µl และ เอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 µl) และเช็ดกระจกแผนหนา
ดวย repel silane 500 µl ใหทั่วแผน ทิ้งไวประมาณ 10 นาที นํากระจกทั้งสองแผนมาวางเขาหากัน
คั่นดวย spacer ไวทั้งสองดานของกระจก ใชคลิปหนีบกระจกและปดเทปกาวดานทายกระจกเพื่อ
ปองกันเจลรั่วซึม แลวจึงเตรียม 6 เปอรเซ็นต polyacrymide gel  ปริมาตร 40 ml โดยมีสวนผสม
ดังนี้  
    30% acrylamide (19:1) 8 ml  
    5X TBE   8 ml 
    urea   18 g 
    น้ํากลั่น   10 ml 
    10% APS  400 µl 
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    TEMED  20 µl 
โดยเริ่มจากผสม 5X TBE, urea และ น้ํากลั่น ใหเขากันในบีกเกอรคนเบาๆ ในอางน้ําอุนอุณหภูมิ
ประมาณ 50 ๐C ใหยูเรียละลายจนหมด รอจนอุณหภูมิลดลงประมาณอุณหภูมิหองแลวจึงเติม 30% 
acrylamide, 10% APS และ TEMED คนใหเขากันอยางรวดเร็วแลวเทใสในชองกระจกจนเต็ม 
จากนั้นเสียบหวีที่ดานบนวางกระจกราบในแนวระดับ ปลอยใหเจลแข็งตัวขามคืนโดยใชแผน
พลาสติกใสปดดานบนและลางของเจลเพื่อรักษาความชื้น 
   2.  การทําอิเลคโทรโฟรีซีส 
    ลางกระจกดานนอกใหสะอาดดวยน้ํา ดึงหวีและแกะเทปกาว
ออก  ประกอบกระจกเขากับชุดอิเลคโทรโฟรีซีสและเติมบัฟเฟอร จากนั้นตอสายไฟและ pre-run   
30 นาที ที่ความตางศักย 300 โวลต ปดเครื่อง แลวใชเข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอรลางยูเรียที่อยูในชองหวี
แตละชองใหหมด หยอดตัวอยาง DNA 8 µl ผสมกับ loading buffer 4 µl  ลงในแตละชองแลวจึง
เปดเครื่องโดยใชความตางศักย 200 โวลต นาน 3 ช่ัวโมง ปดเครื่องแลวแยกกระจกทั้งสองแผนออก
จากกันและนํากระจกแผนหลังไปยอมตอไป 
   3.  การยอมเจลดวย silver nitrate 
    นํากระจกแผนที่มีเจลติดอยูมาแชในน้ํากลั่นนาน 5 นาที เขยา
เบาๆ จากนั้นนําแผนเจลไปแชในสารละลาย CTAB ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที โดย
เขยาตลอดเวลา เมื่อครบกําหนดยายแผนเจลไปแชในสารละลายแอมโมเนีย ความเขมขน 0.3 
เปอรเซ็นต นาน 15 นาที โดยเขยาตลอดเวลา จากนั้นนําแผนเจลไปยอมโดยใสลงในสารละลาย 
silver nitrate (0.2% silver nitrate) 20 นาที เขยาอยางสม่ําเสมอ เมื่อยอมเสร็จแลวยายแผนเจลออก
มาจุมลงในน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวนําแผนเจลมาใสสารละลาย developer (2 % sodium carbonate, 
0.02% formaldehyde, 2µl/ml sodium thiosulfate) ที่เตรียมใหมๆ และแชเย็นที่อุณหภูมิ 10 ๐C เขยา
อยางสม่ําเสมอ 5-10 นาที หรือจนกวาจะเห็นแถบ DNA ชัดเจน และหยุดปฏิกิริยาโดยนําแผนเจลมา
ใสใน stop solution (5% acetic acid, 3% glycerol) นาน 3-5 นาที ในขั้นสุดทายนําแผนเจลมาจุมลง
ในน้ํากลั่น และประกบดวยกระดาษแกวแผนใสแลวผ่ึงใหแหงในอากาศ 
 

 3.4.6  การรวม DNA (pooled DNA) 
  วิเคราะหปริมาณและคุณภาพของสารละลาย DNA ที่สกัดไดจากประชากรชั่วที่ 2 
แตละตนที่มีคาเฉลี่ยของความงอกมาตรฐานมากกวา 98 เปอรเซ็นต มารวมเขาดวยกันเปน bulk 
resistance และประชากรชั่วที่ 2 แตละตนที่มีคาความงอกมาตรฐานนอยกวา 75 เปอรเซ็นต           
มารวมเขาดวยกันเปน bulk susceptible กลุมละ 16 ตน เตรียม DNA จากแตละตนใหมีความเขมขน 
100 ng/µl แลวนําตัวอยางดังกลาวอยางละ 6.25 µl มารวมกันในหลอดใหมซ่ึงจะได DNA ของ
ประชากรกลุม bulk resistance และ กลุม bulk susceptible อยางละ 100 µl  
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 3.4.7  การตรวจสอบ DNA โดยเทคนิค RAPD 
  3.4.7.1  การคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสม 
   คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการสังเคราะห DNA ถ่ัวเหลืองโดยใช   
ไพรเมอรความยาว 10-15 นิวคลีโอไทด จํานวน 200 ชนิด (ตารางที่ 3.2) มาคัดเลือกดวยเทคนิค 
PCR กับถ่ัวเหลืองทั้ง 4 ตัวอยาง คือ ถ่ัวเหลืองสายพันธุ GC2796 พันธุเชียงใหม 60 bulk resistance 
และ bulk susceptible เพื่อตรวจสอบวาไพรเมอรใดที่สามารถใหผลผลิต PCR ที่ชัดเจนโดยในแตละ
ปฏิกิริยาประกอบดวย     
   DNA (100 ng/µl)  1.0 µl     
   10X PCR buffer   1.5 µl 
   MgCl2 (25mM)   1.5 µl 
   dNTP (2mM)   1.2 µl 
   primer (5 pmole/µl)  1.0 µl 
   Taq polymerase (5 unit/µl) 0.1 µl 
   Ultrapure water   8.7 µl 
     รวม  15 µl 
การทํา PCR จากตัวอยางทั้ง 4  ตัวอยาง โดยจะเตรียมสารละลายรวมของ buffer, MgCl2, dNTP, 
primer, Taq polymerase และ น้ํากลั่น ในหลอดเดียวกัน (master mixture) และแบงใสหลอด โดยใน
แตละหลอดจะมี DNA template อยู จากนั้นผสมใหเขากัน นําไปใสเครื่อง PCR โดยตั้งอุณหภูมิและ
เวลาสําหรับเพิ่มปริมาณดังนี้ 
   ขั้นที่ 1 94 ๐C นาน 3 นาที 
   ขั้นที่ 2 94 ๐C นาน 1 นาที 
   ขั้นที่ 3 36 ๐C นาน 1 นาที  
   ขั้นที่ 4 72 ๐C นาน 2 นาที 
   ทําซ้ํารอบที่ 2-4   40 รอบ 
   ขั้นที่ 5 72 ๐C นาน  5 นาที 
   รักษาอุณหภูมิที่ 4 ๐C  จนถึงเวลาวิเคราะห DNA ตอไป  
 

  3.4.7.2  การตรวจสอบขนาดชิ้นของ DNA ดวยวิธีอิเลคโทรโฟรีซีส 
   ภายหลังปฏิกิริยา PCR นําผลผลิต (PCR  product) ปริมาตร 10 µl  มา
ตรวจสอบโดยอิเลคโทรโฟรีซีสบน agarose  gel  ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใน 1X TBE buffer 
โดยใช Lambda DNA marker เปรียบเทียบขนาดของ DNA ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 80 โวลต           
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นาน 1 ช่ัวโมง และยอมดวย ethydium bromide จากนั้นถายภาพภายใตแสง UV เพื่อนํามาใชในการ
วิเคราะหขอมูลที่ไดจากผลการทดลองตอไป              
 
ตารางที่ 3.2  ไพรเมอรที่ใชศึกษาดวยเทคนิค RAPD  200 ชนิด 

       ชุดไพรเมอร            หมายเลขลําดับไพรเมอร                                   บริษัท 
 AA  01, 03, 07, 09, 11, 16, 18, 19, 20  Operon Technologies 
 AB  01, 04, 05, 06, 11, 13, 15, 16, 18, 19, Operon Technologies 
   20 
 AC  02, 03, 05, 07, 08, 09, 10, 13, 14, 15, Operon Technologies 
   19 
 AD  02, 03, 05, 06, 11, 19, 20   Operon Technologies  
 AF  04, 06, 07    Operon Technologies 
 AH  01, 02, 09, 11, 12, 16, 17, 18, 19  Operon Technologies 
 AI  05, 08, 11, 12, 13, 14, 15, 16  Operon Technologies 
 AP  11     Operon Technologies 
 APG  03     Operon Technologies 
 APW  01, 02     Operon Technologies 
 OPA  02, 03, 04. 05, 07, 08, 09, 11, 13, 14, Operon Technologies 
   16, 18, 19 
 OPB  02, 06, 08    Operon Technologies 
 OPC  02, 03, 05, 06, 07, 10, 11, 12, 13, 16, Operon Technologies 
   17, 19, 20 
 OPD  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Operon Technologies 
   11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
 OPE  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Operon Technologies 
   11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
 OPF  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Operon Technologies 
   11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
 OPH  02     Operon Technologies 
 OPI  03, 04, 10, 12, 14, 18   Operon Technologies 
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ตารางที่ 3.2  (ตอ) 
       ชุดไพรเมอร          หมายเลขลําดับไพรเมอร                                       บริษัท 

 OPJ  05     Operon Technologies 
 OPK  02, 14, 16    Operon Technologies 
 OPL  12, 13, 19    Operon Technologies 
 OPN  03, 04, 14, 20    Operon Technologies 
 OPR   02, 03, 05    Operon Technologies 
 OPV   01     Operon Technologies 
 OPX  04, 05     Operon Technologies 
 OPY  02, 03     Operon Technologies 
 O  08     Bioprobe 
 PRP  01, 02      Chen et  al.  1997 
 RSR  01, 02, 03    Chen et  al.  1997 
 TPXR  01, 02     Chen et  al.  1997 
 RS  01     Chen et  al.  1997 
 U.B.C.  01, 02, 03, 04, 05, 06 ,07, 08 ,09 10, University of British  
   11, 12, 13,14    Columbia  
        (Thseng et al.  1999)                         

 
3.4.8  การตรวจสอบ DNA โดยเทคนิค AFLP (Vos  et  al.  1995) 
  3.4.8.1  การตัด DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการเชื่อมตอ adapter 
   การทดลองใชเอนไซมตัดจําเพาะที่เปน rare cutter คือ EcoRI ซ่ึงมี
ตําแหนงจดจําขนาด 6 คูเบส (G/AATTC) และเอนไซมตัดจําเพาะที่เปน frequent cutter คือ MseI 
ซ่ึงมีตําแหนงจดจําขนาด 4 คูเบส (T/TAA) และเชื่อมตอปลาย DNA ดวย adapter 2 ชนิด ตามชนิด
ของเอนไซมตัดจําเพาะ โดยปฏิกิริยาประกอบดวย 
   Genomic DNA (100 ng/µl)  2.5 µl      
   Reaction buffer    10.0 µl 
   เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (10 unit/µl) 4.0 µl 
   เอนไซมตัดจําเพาะ MseI (5 unit/µl) 2.0 µl 
   EcoRI adapter (5 pmol/µl)  1.0 µl 
   MseI adapter (5pmol/µl)   2.0 µl 
   T4 DNA ligase (1 unit/µl)  1.0 µl 
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   T4 ligation buffer   2.0 µl 
   Ultrapure water    36.0 µl 
     รวม   60.5 µl 
ผสมสารตางๆ ใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐C  เปนเวลานาน 3  ช่ัวโมง   
  3.4.8.2  การทํา preselective amplification 
   เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่
เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 ตัว ที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร โดยปฏิกิริยาประกอบดวย 
   Ligated DNA    2.0 µl 
   10X PCR buffer    2.5 µl 
   MgCl2 (50mM)    0.75 µl 
   dNTP (2mM)    2.5 µl 
   Taq DNA polymerase (5 unit/µl)  0.1 µl 
   EcoRI primer-A/C (5 pmol/µl)  1.0 µl 
   MseI primer-C/A (5 pmol/µl)  1.0 µl 
   Ultrapure water    15.15 µl  
     รวม   25.0 µl 
ผสมสารตางๆ ใหเขากัน นําเขาเครื่อง PCR ใชอุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยาดังนี้ 
   ขั้นที่ 1 94 ๐C นาน 30 วินาที  
   ขั้นที่ 2 56 ๐C นาน 1 นาที 
   ขั้นที่ 3 72 ๐C นาน 1 นาที 
   ทําซ้ํารอบที่ 1-3   20 รอบ 
แบงสวนของสารละลายมาทําอิเลคโทรโฟรีซีสโดยใช agarose gel ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต 
จากนั้นแบงตัวอยางบางสวนมาเจือจาง 20 เทา ดวยสารละลาย TE buffer เพื่อใชในการทํา selective 
amplification ตัวอยางสวนที่เหลือเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 ๐C 
  3.4.8.3  การทํา selective amplification 
   เปนการเพิ่มปริมาณชิ้น DNA ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่เพิ่ม    
นิวคลีโอไทด 3 ตัว ที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร โดยปฏิกิริยาประกอบดวย 
   Diluted DNA    5.0 µl 
   10X PCR buffer    2.0 µl 
   MgCl2 (50mM)    0.6 µl 
   dNTP (2mM)    2.0 µl 
   Taq polymerase (5 unit/µl)  0.1 µl 
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   EcoRI primer- ANN/CNN (5 pmol/µl) 1.0 µl 
   MseI primer -CAA/ANN (5 pmol/µl) 1.0 µl 
   Ultrapure water    8.3 µl 
     รวม   20.0 µl 
   ทําปฎิกิริยาเพิ่มปริมาณโดยโปรแกรม touch down ดังนี้ 
   ขั้นที่ 1 94 ๐C นาน 30 วินาที 
   ขั้นที่ 2 65 ๐C นาน 30 วินาที 
   ขั้นที่ 3 72 ๐C นาน 1 นาที  
จากนั้นลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 ๐C) ลงรอบละ 1 ๐C ใหถึง  56 ๐C แลวทําซ้ําอีก 23 รอบ เมือ่
จบปฏิกิริยา PCR แลวนํามาเติม AFLP loading buffer 20 µl นําไปบมที่อุณหภูมิ 90 ๐C  เปนเวลา    
3 นาที แลวแชในน้ําแข็งทันที กอนนําไปตรวจสอบผลโดยอิเลคโทรโฟรีซีส  
   ในขั้นตอน selective amplification นี้จะคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมใน
การสังเคราะห DNA ถ่ัวเหลืองโดยใชไพรเมอรที่มีการเพิ่มนิวคลีโอไทด 3 ตัว จํานวน 82 คู (ตาราง
ที่ 3.3) คัดเลือกจากถั่วเหลืองทั้ง 4 ตัวอยาง คือ สายพันธุ GC 2796  เชียงใหม 60  bulk resistance 
และ bulk susceptible เพื่อตรวจสอบวาไพรเมอรใดที่สามารถเพิ่มจํานวน DNA ไดผลดี  
  3.4.8.4  การแยก DNA โดย denaturing polyacrylamide gel 
  1.  การเทกระจกสําหรับเทเจล 
    นําแผนกระจกสําหรับการเตรียมกระจกมาลางใหสะอาด แลว
เช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ใหสะอาดทั้งสองแผน เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind 
silane    1 µl , glacial acetic acid 2.5 µl และ เอธานอล 95 เปอรเซ็นต 500 µl) และเช็ดกระจกแผน
หนาดวย repel silane 500 µl ใหทั่วแผน ทิ้งไวประมาณ 10 นาที นํากระจกทั้งสองแผนมาวางเขาหา
กันคั่นดวย spacer ไวทั้งสองดานของกระจก ใชคลิปหนีบกระจกและปดเทปกาวดานทายกระจก
เพื่อปองกันเจลรั่วซึม แลวจึงเตรียม 6 เปอรเซ็นต polyacrymide gel  ปริมาตร 60 ml โดยมีสวนผสม
ดังนี้  
    30% acrylamide (19:1) 12 ml     
    5X TBE   12 ml 
    urea   27 g 
    น้ํากลั่น   15 ml 
    10% APS  600 µl 
    TEMED  30 µl 
โดยเริ่มจากการผสม 5X TBE, urea และ น้ํากลั่น ใหเขากันในบีกเกอรคนเบาๆ ในอางน้ําอุน
อุณหภูมิประมาณ 50 ๐C ใหยูเรียละลายจนหมด รอจนอุณหภูมิลดลงประมาณอุณหภูมิหองแลวจึง
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เติม 30% acrylamide, 10% APS และ TEMED คนใหเขากันอยางรวดเร็วแลวเทใสในชองกระจก  
จนเต็ม จากนั้นเสียบหวีที่ดานบนวางกระจกราบในแนวระดับ ปลอยใหเจลแข็งตัวขามคืนโดยใช
แผนพลาสติกใสปดดานบนและลางของเจลเพื่อรักษาความชื้น 
   2.  การทําอิเลคโทรโฟรีซีส 
    ลางกระจกดานนอกใหสะอาดดวยน้ํา ดึงหวีและแกะเทปกาว
ออก  ประกอบกระจกเขากับชุดอิเลคโทรโฟรีซีสและเติมบัฟเฟอร จากนั้นตอสายไฟและ pre-run 
30 นาที ที่ความตางศักย 1100 โวลต ปดเครื่อง แลวใชเข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอรลางยูเรียที่อยูในชองหวี
แตละชองใหหมด หยอดตัวอยาง DNA 10 µl ผสมกับ loading buffer 5 µl  ลงในแตละชองแลวจึง
เปดเครื่องโดยใชความตางศักย 1100 โวลต นาน 3 ช่ัวโมง 20 นาที ปดเครื่องแลวแยกกระจกทั้งสอง
แผนออกจากกันและนํากระจกแผนหลังไปยอมตอไป 
   3.  การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท 
    นํากระจกแผนที่มีเจลติดอยูมาแชใน fixative solution (10% 
acetic acid) นาน 20 นาที เขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา นําไปลางในน้ํากลั่นนาน 30 นาที เปลี่ยนน้ําใหม
และลางตออีก 5 นาที โดยเขยาตลอดเวลา  จากนั้นนําแผนเจลไปยอมโดยใสลงในสารละลาย silver 
nitrate (0.2% silver nitrate) 30 นาที เขยาอยางสม่ําเสมอ เมื่อยอมเสร็จแลวยายแผนเจลออกมาจุมลง
ในน้ํากลั่นอยางรวดเร็ว แลวนําแผนเจลมาใสสารละลาย developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% 
formaldehyde, 2µl/ml sodium thiosulfate) ที่เตรียมใหมๆ และแชเย็นที่อุณหภูมิ 10 ๐C เขยาอยาง
สม่ําเสมอ 5-10 นาที หรือจนกวาจะเห็นแถบ DNA ชัดเจน และหยุดปฏิกิริยาโดยนําแผนเจลมาใส
ใน stop solution (5% acetic acid, 3% glycerol) นาน 3-5 นาที ในขั้นสุดทายนําแผนเจลมาจุมลงใน
น้ํากลั่น และประกบดวยกระดาษแกวแผนใสแลวผ่ึงใหแหงในอากาศ 
 
3.5  การวิเคราะหขอมูล 

 

 3.5.1  บันทึกขอมูลแถบ DNA ที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของแตละคูไพรเมอร คัดเลือกแถบ 
DNA ที่แตกตางกันระหวางพอแม แลวพิจารณาแถบ DNA ของแตละกลุม DNA (bulk resistance 
และ bulk susceptible) โดยใหคะแนน “ 1”  เมื่อปรากฏแถบ DNA และใหคะแนนเปน “0” เมื่อไม
ปรากฏแถบ DNA  
 3.5.2  คํานวนเปอรเซ็นตพอลิมอรฟซึม โดยพิจารณาจากแถบ DNA ที่เปน polymorphic 
band จะเปนแถบ DNA ที่พบในพืชชนิดหนึ่งแตไมพบในพืชอีกชนิดหนึ่ง อันเนื่องมาจากความ
แตกตางของตําแหนงจุดตัดใน DNA เปนผลทําใหเกิดแถบ DNA ที่ตางกันในพืชแตละชนิด จากนั้น
นับจํานวน polymorphic band ที่เกิดขึ้นทั้งหมดในพืชแตละชนิดแลวนําไปหารดวยจํานวนแถบ 
DNA ที่เกิดขึ้นทั้งหมด  
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ตารางที่ 3.3  ลําดับเบสของ adapter, +1 primer และ +3 primer ที่ใชศึกษาโดยเทคนิค AFLP 
              ชนิดไพรเมอร                                                 ลําดับเบส        

  
 EcoRI adapter   5’-CTCGTAGACTGCGTACC 
      CATCTGACGCATGGTTAA-3’ 
  MseI adapter   5’-GACGATGAGTCCTGAG 
         TACTCAGGACTCAT-3’ 

 
 EcoRI + 1 primer (E-A)  5’-GACTGCGTACCAAATTCA-3’ 
 EcoRI + 3 primer  5’-GACTGCGTACCAAATTCAAC-3’ 
     5’-GACTGCGTACCAAATTCAAG-3’ 
     5’-GACTGCGTACCAAATTCACA-3’ 
     5’-GACTGCGTACCAAATTCACC-3’ 
     5’-GACTGCGTACCAAATTCACG-3’       
     5’-GACTGCGTACCAAATTCACT-3’ 
     5’-GACTGCGTACCAAATTCAGC-3’ 
     5’-GACTGCGTACCAAATTCAGG-3’ 

 MseI + 1 primer (M-C)  5’GATGAGTCCTGAGTAAC-3’ 
 MseI + 3 primer   5’GATGAGTCCTGAGTAACAA-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACAC-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACAT-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACTA-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACTC-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACTG-3’ 
     5’GATGAGTCCTGAGTAACTT-3’ 
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ตารางที่ 3.3  (ตอ) 
               ชนิดไพรเมอร                                              ลําดับเบส 

 
 EcoRI + 1 primer (E-C)  5’-AGACTGCGTACCAATTCC-3’ 
 EcoRI + 3 primer  5’-AGACTGCGTACCAATTCCAG-3’ 
     5’-AGACTGCGTACCAATTCCAC-3’ 
     5’-AGACTGCGTACCAATTCCAA-3’ 

 
 MseI +1 primer (M-A)  5’GACGATGAGTCCTGAGTAAA-3’ 
 MesI +3    5’GACGATGAGTCCTGAGTAAAAG-3’ 
     5’GACGATGAGTCCTGAGTAAAAT-3’ 
     5’GACGATGAGTCCTGAGTAAAGA-3’ 
     5’GACGATGAGTCCTGAGTAAAGG-3’ 
     5’GACGATGAGTCCTGAGTAAACG-3’ 
     5’GACGATGAGTCCTGAGTAAATA-3’ 

 
 
 
 
  


