
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. วัสดุและอุปกรณ 
 1.1 พืชทดลอง 

กลวยไมดินใบจีบจํานวน 18 ชนิด ไดแก Phaius tankervilleae (Banks ex I’ Heritier) 
Blume, Calanthe rubens Ridl., Calanthe vestita Lindl., Calanthe masuca (D. Don) Lindl., 
Calanthe cardioglossa Schltr., Calanthe rosea (Lindl.) Benth., Calanthe triplicata (Willemet) 
Ames, Liparis sutepensis  Rolfe ex Downie, Arundina graminifolia (D. Don) Hochr., 
Spathoglottis plicata Blume,  Spathoglottis eburnea Gagnep.,  Spathoglottis  affinis de Vriese, 
Eulophia spectabilis (Dennst.) Suresh., Eulophia macrobulbon (Parish. & Rchb. f.) Hook. f., 
Eulophia nuda Lindl., Eulophia andamanensis Rchb. f., Geodorum  recurvum (Roxb.) Alston 
และ Geodorum citrinum Jacks. จากสถานีวิจัยและฝกอบรม ศูนยบริการการพัฒนาขยายพันธุไม
ดอกไมผลบานไรอันเนื่องมาจากพระราชดําริ จังหวัดเชียงใหม   

1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
- แวนขยาย 
- แผนเทียบสี RHS (The Royal Horticultural Society) colour chart 
- ปายชื่อและลวด 
- กลองถายรูปและฟลม 
- ไมบรรทัดและตลับเมตร 

1.3  การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
1.3.1 สารเคมี 

1.3.1.1  สวนประกอบน้ํายาสกัด (extraction buffer) มีดงันี้ 
- Dithiothreitol (DTT) 
- Ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 
- Magnesium chloride (MgCl2) 
- Glycerol 
- β-Mercaptoethanol (MSH) 
- Polyvinylpyrrolidone M.W. 10,000 (PVP-10) 
- Polyvinylpyrrolidone M.W. 40,000 (PVP-40) 
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- KCl 
- Tris-HCl Phosphate buffer 
- Triton-x 
- สวนประกอบของเจลมีดังนี้  
- Acrylamide  
- Ammoniun persulfate (APS)  
- β-Mercaptoethanol (MSH)Mercaptoethanol (MSH) 
- TEMED (N,N,N’,N’-teramethyl ethylenediamine) 
- Tris-HCl 

1.3.1.2  สวนประกอบของ Tracking dye มีดังนี ้
- Bromophenol blue  
- Glycerol 
- Sucrose     

1.3.1.3   สวนประกอบของ running buffer มีดังนี ้
- Glycine 
- Tris-HCl 

1.3.14   การยอมเอนไซม 
- 3-Amino-9-ethylcarbazol 
- 2, 6-Dichlorophenol-indophenol 
- 1 M Calcium chloride 
- 1 M Magnesium chloride 
- 0.05 M Citric acid pH 6.0 
- M Na-acetate pH 5.0 
- M Na-phosphate pH 6.0 
- M Na-phosphate pH 7.0 
- 0.05 M Tris-HCl pH 8.0 
- M Tris-HCl pH 7.0, 7.5, 8.0 
- Acetaldehyde 
- Acetic acid 
- Acetone 
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- Cis-Aconitic acid 
- Arsenic acidk sodium salt 
- Dithiothreitol (DTT) 
- EDTA 
- Ethanol 
- Fast Blue BB salt 
- Fast Garnet GBG salt 
- Formic acid, sodium salt 
- Fructose-1,6-bisphosphate 
- Fructose-6-phosphate 
- Glucose-1-phosphate, disodium salt 
- Glucose-6-phosphate, dehydrogenase 
- Glyceraldehyde-3-phosphate dehydogenase 
- Hydrogen peroxide 
- Isocitric dehydrogenase 
- Isocitric acid 
- Naphthol AS-BI phosphate, sodium salt 
- Nitro blue tetrazolium (NBT) 
- Phenazine methosulfate (PMS) 
- Riboflavin 
- Pyridoxal-5’-phosphate 
- Shikimic acid 
- 3[4, 5-dimethyphiazol]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
- Urea 
- α-D-Glucose 
- α-Ketoglutaric acid  
- α- Naphtyl acetate 
- β-Naphthol 
- β-Naphthyl acetate 
- β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (β-NADP) 
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- β- Nicotinamide adenine dinucleotide (β-NAD) 
- β- Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form (β-NADH) 
- L-Aspartic acid 
- L-Glutamic acid 
- L-Leucine β-naphthylamide, HCl 
- L-Malic acid 
- O-Dianisidine salt 

1.3.2 เครื่องมือ 
- โกรงบดตัวอยาง 
- กลองโฟมใสน้ําแข็ง 
- เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนยิม 4 ตําแหนง 
- เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
- เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเยน็  (Refrigeratedcentrifuge) 
- เครื่องทําน้ําแข็ง 
- เครื่องดูดอากาศ (degasser) 
- เครื่องจายกระแสไฟฟา 
- เครื่องกวนสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) 
- เครื่องบดตัวอยาง (homogenizer) 
- เครื่องแกวตางๆ 
- ชุดอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบ slab gel (Mini Protein II ของบริษัท Bio - Rad) 
- ชุดอานเจล (visible light transilluminator) 
- ตูบม (Incubator) 
- ตูเย็นอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และตูแชแขง็อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
- ไนโตรเจนเหลวและถังบรรจุ 
- ไมโครปเปตชนิดที่ปรับปริมาตรได 
- หลอดใสสารขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Eppendorf tube) 
- อุปกรณอ่ืนๆ เชน ชอนตักสาร ปากคีบ ใบมีดและดามมีด ถุงพลาสติก  

แผนอลูมินัมฟอยล กระดาษชั่งสาร กระดาษกรอง ถาดพลาสติก กลอง 
ถายรูป ฟลมถายรูป ปากกาเขียนแกว และ ถุงมือยาง 
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2.  วิธีวิจัย 
การศึกษารูปแบบไอโซไซมของกลวยไมดนิใบจีบบางชนิด แบงการทดลองดังตอไปนี้ 

 
การทดลองที่ 1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของกลวยไมดินใบจีบ 18 ชนิด 

บันทึกขอมูลทางสัณฐานวิทยาที่สังเกตไดของ ตน ใบ ดอก ของกลวยไมดินประเภทใบจีบ
ที่ทําการศึกษา ไดแก โดยศึกษาในขณะที่มีการแทงชอดอกและดอกจริงบานเต็มที่ เลือกตนที่มี
ขนาดใหญ ขนาดกลาง และขนาดเล็กเพื่อเปนตัวแทนของพืชแตละชนิดมาชนิดละ 5 ตน ลักษณะที่
ศึกษา คือ 

- ลักษณะหวัและขนาดหัว 
- จํานวนใบ นับใบทั้งหมดที่อยูในตนเดยีวกนั 
- การจัดเรียงตัวของใบ 
- ลักษณะใบ 
- ขนาดใบ วัดความกวาง ความยาวของใบทีเ่ล็กที่สุด และใบที่ใหญที่สุดของตนเดียวกนั 
- ลักษณะการเกดิชอดอก 
- ความยาวกานชอดอกสวนทีโ่ผลพนดิน หรือวัดสวนที่โผลจากสวนขางของลําลูกกลวย

จนถึงกลีบประดับแรกของดอกลางสุด 
- ความยาวชอดอก วัดจากดอกแรกลางสุดทีอ่ยูตรงโคนชอดอกจนถึงปลายชอดอก 
- ความยาวกานดอกยอยยาวสดุ โดยวัดกานดอกยอยแรกทีโ่คนชอดอก และความยาว

กานดอกยอยส้ันสุด โดยวดักานดอกยอยสุดทายที่ปลายชอดอก 
- จํานวนดอกตอชอ 
- ขนาดดอก 
- ลักษณะดอก  
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การทดลองที่ 2   เปรียบเทียบวธีิการสกัดเอนไซมท่ีเหมาะสมสําหรับกลวยไมดินใบจีบ 
เปรียบเทียบวิธีการสกัดเอนไซมที่เหมาะสมกับกลวยไมดินประเภทใบจีบที่ทําการศึกษา

สําหรับหารูปแบบไอโซไซม   โดยใช น้ํายาสกัด 4  
กรรมวิธีที่ 1 น้ํายาสกัดเอนไซมของ Gottlieb et al. (1981) 

นําสวนใบออนของกลวยไมดินใบจีบแตละชนิดที่ใบยังไมคล่ีโดยใช 
ตัวอยางละ  1 ใบตอ 1 ซํ้าลางดวยน้ําใหสะอาด หั่นเปนชิ้นเล็กๆ แลวนําไปชั่งให
ไดน้ําหนัก 0.5 ก ผสมกับน้ํายาสกัดเอนไซมปริมาตร 1.5 มล ของ Gottlieb et al. 
(1981) ซ่ึงประกอบดวย 0.1 M Tris-buffer pH 8, 1.0% w/v PVP- 40, 0.1%  
β – ME, 1 mM EDTA, 0.5 mM KCl และ 0.1 M MgCl2. 6H2O นํามาบดในโกรง
ที่เย็นจัดที่อยูในกลองโฟมที่บรรจุน้ําแข็งเพื่อรักษาระดับอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
พรอมเติมไนโตรเจนเหลว เพื่อใหบดงายขึ้น เมื่อบดละเอียดจนเปนเนื้อเดียวกัน 
นําตัวอยางที่สกัดไดไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที จากนั้นแยกสารละลายใสดานบนที่ไดใสใน 
Eppendorf tube เก็บในตูแช -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอนํามาใชเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีอ่ืนตอไป  

กรรมวิธีที่ 2   น้ํายาสกัดเอนไซมของ Apavatjrut et al. (1999) 
ขั้นตอนการสกัดเหมือนกรรมวิธีที่ 1 แตเปลี่ยนน้ํายาสกัดเปนของ 

Apavatjrut et al. (1999) ซ่ึงประกอบดวย  0.1 M Tris-buffer pH 8, 0.5% w/v 
PVP-10, 10 mM β – ME, 1 mM EDTA และ 2 mM DTT  

กรรมวิธีที่ 3  น้ํายาสกัดเอนไซมของ Obera-Okeyo et al. (1997) 
ขั้นตอนการสกัดเหมือนกรรมวิธีที่ 1 แตเปลี่ยนน้ํายาสกัดเปนของ Obera-

Okeyo  et al. (1997) ซ่ึงประกอบ0.05M Tris-buffer pH 8, 10% w/v PVP-40,  
14 mM β – ME, 20% glycerol และ 0.5% Triton –x  

กรรมวิธีที่ 4   น้ํายาสกัดเอนไซมของ Sharma et al. (1999) 
ขั้นตอนการสกัดเหมือนกรรมวิธีที่ 1 แตเปล่ียนน้ํายาสกัดเปนของ Sharma 

et  al. (1999) ซ่ึงประกอบดวย Phosphate buffer pH 6.9, 20 mg/ l PVP-40 และ 
DTT 1 mg/ml  

ทั้ง 4 กรรมวิธีเปรียบเทียบ จํานวนและความคมชัดของแถบสีในแตละกรรมวิธีจากการยอม
เอนไซม 4 ชนิด คือ EST, LAP, GOT และ SKD เพื่อเลือกกรรมวิธีที่เหมาะสมที่สุดสําหรับใชใน
การทดลองตอไป การทดลองทํา 5 ซํ้าๆ ละ 1 ตน 
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การทดลองที่ 3 ทดสอบเอนไซมท่ีเหมาะสมสําหรับการศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 นําขอมูลที่ไดจากการทดลองที่ 2 มาทําการศึกษารูปแบบไอโซไซมกับกลวยไมดินใบจีบ 
18 ชนิดไดแก Phaius tankervilleae (Banks ex I’ Heritier) Blume, Calanthe rubens Ridl., Calanthe 
vestita Lindl., Calanthe masuca (D. Don) Lindl., Calanthe cardioglossa Schltr., Calanthe rosea 
(Lindl.) Benth., Calanthe triplicata (Willemet) Ames, Liparis sutepensis  Rolfe ex Downie, 
Arundina graminifolia (D. Don) Hochr., Spathoglottis plicata Blume,  Spathoglottis eburnea 
Gagnep.,  Spathoglottis  affinis de Vriese, Eulophia spectabilis (Dennst.) Suresh., Eulophia 
macrobulbon (Parish. & Rchb. f.) Hook. f., Eulophia nuda Lindl., Eulophia andamanensis Rchb. 
f., Geodorum  recurvum (Roxb.) Alston และ Geodorum citrinum Jacks. 
 
วิธีการทดลอง 
1. การสกดัเอนไซม 
 ทําเหมือนกรรมวิธีที่ 1 โดยเลือกใชน้ํายาสกัดที่เหมาะสมที่สุดกับตัวอยางกลวยไมดินแตละ
ชนิดจากการทดลองที่ 2 
2.  การทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 

2.1 ประกอบชุดแผนกระจกของ Mini-Protean® 2 Cell Electrophoresis (Bio-Rad) เขา
ดวยกัน จากนั้นนําสารละลาย separating gel (ตาราง ภาคผนวก1)  เทลงระหวางแผน
กระจกเหลือระยะจากขอบประมาณ 2  ซม   ที่ เตรียมไวรอจนเจลแข็งตัวแลว เติม
สารละลาย stacking gel (ตาราง ภาคผนวก1)  พรอมกับเสียบหวี (comb) ทันที และระวัง
การเกิดฟองอากาศในชองที่เสียบหวีซ่ึงอาจทําใหเกิดการ contaminate ในการหยอด
ตัวอยางที่สกัดได  ทิ้งไวเพื่อใหเจลแขง็ตัว เมื่อเจลแข็งตัวดึงหวีออกจะเห็นเปนชอง (well)  
แลวลางเศษเจลที่ตกคางในชองดวยน้ํากลั่น  

2.2 ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม running buffer ลงใน chamber  
ประมาณ 500 มล  จากนั้นคอยๆ หยอดตัวอยางที่ผสมกับ marker dye ในอัตราสวน 50 : 1 
ไมโครลิตร (มคล)  ลงในชองของ stacking gel ปริมาตร 28 มคล ระวังการฟุงกระจายกับ
ชองอื่น  จากนั้นปดฝาครอบแลว ตอขั้วบวกและขั้วลบเขากับ chamber เปดสวิตซของ
เครื่องจายกระแสไฟฟาโดยใชกระแสที่ 14  มิลลิแอมแปร (มลอ) สําหรับ stacking gel 
และ 26 มลอ สําหรับ separating gel เปดเครื่องจายกระแสไฟฟา ทิ้งไวรอจนระดับ 
marker dye เคลื่อนที่อยูหางจากขอบลางของแผนเจลประมาณ 2-3 มล จึงหยุด
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กระแสไฟฟาจากนั้นนําแผนแกวออกจาก chamber แลวนําแผนเจลที่อยูระหวางแผนแกว
ออกมาวางบนถาด เพื่อยอมเอนไซมตอไป 

3 การยอมสีเอนไซม 
นําเจลที่ไดมายอมดวยสีเอนไซม 20 ระบบ  คือ  acid phosphatase (ACP), aconitase (ACO), 

alcohol dehydrogenase (ADH), alkaline phosphatase (ALP), diaphorase (DIA), esterase (EST), 
formate dehydrogenase (FDH), NAD-glucose dehydrogenase (GDH), glutamate dehydrogenase 
(GLD), glutamic-oxaloacetate transaminase (GOT), isocitrate dehydrogenase (IDH), malate 
dehydrogenase (MDH), malic enzyme (ME), peroxidase (POX), phosphogluco isomerase (PGI), 
phosphoglutamutase (PGM), shikimate dehydrogenase (SKD), superoxide dismutase (SOD), 
leucine aminopeptidase (LAP) และ urease (URE)  การทดลองทํา 5 ซํ้าๆ ละ 1 ตน 
4.   การวิเคราะหขอมูลหาความสัมพันธและความแตกตางทางพันธุกรรมของกลวยไมดินใบจีบ 

4.1 นําเจลที่เกดิแถบสีมาบันทึกตําแหนง จํานวน ขนาด ของแถบไอโซไซม และ คา
ระยะทางของ tracking dye         

4.2 นําตําแหนงระยะการเคลื่อนที่มาวิเคราะหหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf)   ตามสมการ
ตอไปนี้คือ   

   คาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf)     =  ระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบสีไอโซไซม/ 
ระยะทางการเคลื่อนของแถบสี tracking dye   

แลวนําไปเขียนแผนภาพ zymogram 
 4.3 การวิเคราะหกลุมพืช (cluster analysis) ดวยรูปแบบไอโซไซม กําหนดใหตัวอยางพืช
เปน operational taxonomic unit (OTU) และแถบสีเปนลักษณะ (character) โดยคาที่ใชในการ
วิเคราะหไดจากการมีแถบสีหรือไมมีแถบสีของแตละตัวอยาง แลวแปลงคาที่มีแถบสีเปน 1 และ 
คาไมมีแถบสีเปน 0 (Sokal and Sneath, 1973) นําคาที่ไดนี้มาวิเคราะหผลดวย UPGMA cluster  
โดยใชโปรแกรม SPSS release 9.01 
 
 
** 
** 
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สถานที่ใชในการดําเนินการวจัิยและรวบรวมขอมูล  
1. สถานีวิจัยและฝกอบรมศูนยบริการการพัฒนาขยายพนัธุไมดอกไมผลบานไร อัน

เนื่องมาจากพระราชดําริ ตําบลบานแหวน อําเภอหางดง จังหวดัเชยีงใหม 
2. หองปฏิบัติการวิเคราะหเคมีเรือนเพาะชํา ภาควิชาพชืสวน คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
3. หองปฏิบัติการโครงการวจิัยเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร (CMU–AgBiotech) 

คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
ระยะเวลาที่ใชในการดําเนนิการวิจัย 
 เดือนมีนาคม 2545 – มกราคม 2547 
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