
  

 
บทที่ 3 

 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะของกลวยไมสกุล Liparis และสกุล Malaxis ท่ีศูนยศึกษาการพัฒนา 
หวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 การสํารวจ
และรวบรวมพันธุ  การทดลองที่ 2 การศึกษาการเจริญเติบโต และ การทดลองที่ 3 การศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา กายวิภาควิทยา  เซลลวิทยา และรูปแบบไอโซไซม 
 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 

การทดลองท่ี 1  การสํารวจและรวบรวมพันธุ 
การศึกษาทดลองนี้เปนการสํารวจการกระจายพันธุและการรวบรวมพันธุกลวยไมสกุล 

Liparis และ Malaxis จากพ้ืนท่ีปาในเขตปาสงวนแหงชาติขุนแมกวง  บันทึกสภาพทางนิเวศวิทยา
ของแหลงเจริญเติบโตแลวนําไปปลูกเล้ียงไวในแปลงรวบรวมพันธุกลวยไมภายในศูนยศึกษาการ
พัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ 

 
1.1  วัสดุและอุปกรณ 

1.1.1 อุปกรณในการสํารวจและเก็บตัวอยาง ไดแก  กลองถายรูป  เสียม  ปายช่ือ  
ถุงพลาสติกสีดําขนาด 20 x 30 นิ้ว  สมุดบันทึก  ไมบรรทัด  ดินสอและยางลบ 

1.1.2   วัสดุปลูก  ไดแก  ดิน และใบไมแหง ในอัตราสวน  1:1 
1.2  วิธีการ 

สํารวจและรวบรวมพันธุ Liparis และ Malaxis ในพื้นท่ีเปาหมาย แลวบันทึกขอมูล
ดังตอไปนี้ 

1.2.1 สภาพทางนิเวศวิทยาของพื้นท่ีท่ีพบวามีตนพืชทดลองเจริญเติบโตใน 
สภาพธรรมชาติ 

1.2.2 ลักษณะเดนของพืชทดลองแตละตัวอยาง ถายภาพเพื่อประกอบการบันทึก
ลักษณะภายนอกของตนพืช  ขุดตนพืชใสถุงดําและติดปายช่ือสถานท่ีท่ีสํารวจพบไวบนถุง 
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1.2.3  รวบรวมพืชทดลองจากพื้นที่สํารวจแตละแหลงแลวนําไปปลูกในแปลง
รวบรวมพันธุ 
 

การทดลองท่ี 2  การศึกษาการเจริญเติบโต 
เลือกพืชทดลอง 6 ชนิดจากตัวอยางท่ีรวบรวมและปลูกเล้ียงไว นํามาศึกษาวงจรการ

เจริญเติบโต  พืชทดลองท่ีเลือกศึกษา คือ เอ้ืองกลีบมวน (Liparis  paradoxa (Lindl.) Rchb. f.)  เอ้ือง
หางกระรอก (L. regnieri Finet)  ฉัตรมรกต (L siamensis Rolfe ex Downie)  หูเสือ (Malaxis  
acuminata D. Don)  แหวหมูปา (M. calophylla (Rchb. f.) Kze.) และ สิกุนคล (M. latifolia J. E. 
Sm.) พืชทดลองเหลานี้ปลูกเล้ียงไวใตตนไมใหญในแปลงรวบรวมพันธุ  บันทึกการเจริญเติบโต
ของพืชดังกลาวใน 1 วงจรป ครอบคลุมชวงการเจริญเติบโตของใบและหัว  ชวงการเจริญเติบโต
ของดอกจนกระท่ังตนพักตัว 

 
2.1  วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1 พืชทดลอง 6 ชนิด คือ  เอ้ืองกลีบมวน เอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  หูเสือ 
แหวหมูปาและสิกุนคล  ชนิดละ  10  ตน 

2.1.2  วัสดุปลูกไดแก ดิน และใบไมแหง อัตราสวน 1:1 
2.1.3 อุปกรณในการบันทึกการเจริญเติบโตของตนพืชทดลอง คือ สมุดบันทึก  

เวอรเนียแคลลิเปอร   ไมบรรทัด  กลองถายรูป และ ปายช่ือพรอมไมปกปาย 
2.2  วิธีการ 

2.2.1  ปลูกตนพืชในแปลงปลูกท่ีบรรจุวัสดุปลูกดังแสดงสวนผสมใน 2.1.2   แปลง
ปลูกดังกลาวนี้อยูภายใตรมเงาของตนไมใหญในเขตรวบรวมพันธุ 

2.2.2 ติดตามการเจริญเติบโตของพืชทดลองโดยการบันทึกการเจริญเติบโตของตน
พืชต้ังแตระยะท่ีมีการเจริญเติบโตของตาหลังจากท่ีหัวแมผานระยะพักตัวแลว ตลอดไปจนถึงชวง
การเจริญเติบโตของใบ  ชวงแทงชอดอกและชวงบานดอกไปจนถึงชวงท่ีหัวใหมเขาสูระยะพักตัว 
แลวแสดงวงจรการเจริญเติบโตใน 1 วงจรปของตนพืชแตละชนิดในลักษณะของภาพวาด 

2.2.3  บันทึกการเจริญเติบโตทางใบในลักษณะของจํานวนใบตอตน และขนาดใบ 
2.2.4  บันทึกการเจริญเติบโตของดอกโดยการสังเกตการเร่ิมเกิดดอก การ

เจริญเติบโตของดอก และคุณภาพของชอดอกและดอกในลักษณะของความยาวของชอดอก จํานวน
ดอกตอชอและขนาดของดอกยอย 
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2.2.5  บันทึกการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของหัวต้ังแตเร่ิมตนการเจริญ 
เติบโตจนถึงชวงพักตัว และบันทึกการเจริญเติบโตของหัว โดยการวัดความสูงของหัว และขนาด
เสนผาศูนยกลางหัว 
 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาลักษณะ 
การศึกษาลักษณะของพืชทดลองแบงออกเปน 4 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและวิธีการ

ดังนี้ 
 
การทดลองท่ี 3.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะของเอื้องหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคล โดยศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช   
 

3.1.1  วัสดุและอุปกรณ 
3.1.1.1 พืชทดลอง ไดแก  เอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคล 2  

ตัวอยางท่ีแตกตางกัน คือ  สิกุนคลตนสีเขียวดอกสีสมกําหนดใหเปนรหัส ML 01 และสิกุนคลตน 
สีมวงดอกสีมวงแดงกําหนดใหเปนรหัส ML 02 โดยคัดจากตนท่ีปลูกเล้ียงไวในแปลงรวบรวมพันธุ 
ชนิดละ 5  ตน   

3.1.1.2  อุปกรณ  ไดแก  ไมบรรทัด  กระดาษสําหรับวาดภาพ  สมุด  ดินสอ  
ยางลบ  สวนประกอบของตนพืช  มีดผาตัด  ปากคีบ  แวนขยาย  และกลองจุลทรรศน 

3.1.2  วิธีการ  
3.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของพืชทดลอง

แตละชนิด ไดแก ตน หัว ใบ ดอก และฝก  ในระยะที่สวนตาง ๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มที่ โดย
บันทึกลักษณะกรรมวิธีละ 5 ตน พรอมท้ังวาดภาพทางพฤกษศาสตรแสดงลักษณะเหลานั้น 

3.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้ 
3.1.2.2.1  หัว  นับจํานวนหัวตอตน จํานวนปลองตอหัว วัดขนาด

เสนผาศูนยกลางหัว โดยวัดจากสวนท่ีกวางท่ีสุด  
 3.1.2.2.2  ตน  วัดความสูงของตนโดยวัดจากโคนตนจนถึงปลายใบท่ี

ยาวท่ีสุด 
3.1.2.2.3   ใบ   นับจํานวนใบตอตน และวัดขนาดของใบท่ี 3 จากโคนตน  

ยกเวนฉัตรมรกตซ่ึงวัดขนาดของใบท่ี  2  จากโคนตน   
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3.1.2.2.4 ชอดอก วัดความยาวและความกวางของกานชอดอกโดย
สกุล Liparis วัดความกวางท่ีตําแหนง 10 ซม เหนือผิวดิน สวนสกุล Malaxis วัดความกวางท่ี
ตําแหนง 20 ซม เหนือผิวดิน   วัดความยาวและความกวางของชอดอก  และนับจํานวนดอกตอชอ  

3.1.2.2.5  ดอก  วัดความกวางจากตําแหนงท่ีกวางท่ีสุดของดอกและ
ความยาวจากกลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก  ความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก 
และกลีบปากของดอกท่ีบานเต็มท่ี  ความยาวของกานดอกยอย ความกวางและความยาวของเสา
เกสร   จํานวนกอนเรณู   ความกวางและความยาวของฝาอับเรณู  และนบัจํานวนดอกตอชอ 

3.1.2.2.6   ฝก   วัดความกวางและความยาวของฝกและนบัจํานวนฝก
ตอตน 
 

การทดลองท่ี 3.2  การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา       
ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อของ ลําตน ราก ใบ ดอก  และฝกของ

เอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคลรหัส ML 01 และ ML 02 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตาม
ขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ท่ีบรรยาย
ไวโดย  Johansen (1940) และ Sass (1966) 

 
3.2.1  วัสดุและอุปกรณ 

3.2.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ   
3.2.1.1.1  เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน  (rotary  microtome) 

3.2.1.1.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

3.2.1.1.3   ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ 
3.2.1.1.4   แผนใหความรอน (hot plate) 
3.2.1.1.5   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ 

3.2.1.1.6    แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ี
ตมใหอ่ิมตัวในพาราฟน 

3.2.1.1.7  แผนกระจกสไลด  (slide)  และแผนกระจกปดสไลด (cover  slip) 
3.2.1.1.8   อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร และ 

ขวดยอมสี 
3.2.1.1.9  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกยีงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกัน

ขนออน  มีดผาตัด  และปากคีบ  
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3.2.1.2  สารเคมี 
3.2.1.2.1  น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก FAA (formalin-  

acetic  acid-alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้  
 

95%  ethyl  alcohol             50        มล 
glacial  acetic  acid               5          มล 
formalin                               10        มล 
น้ํากล่ัน                                 35        มล 
 

3.2.1.2.2  น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละข้ันตอน 
 

ขั้นตอน 

ปริมาณแอลกอฮอล 
ในนํ้ายาที่ใชดึงนํ้า 
ออกจากเซลล (%) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

         (มล) 

tertiary butyl 
alcohol 

(TBA)(มล) 

 
นํ้ากล่ัน 

(มล) 

1 50 40 - 10 50 
2 70 50 - 20 30 
3 85 50 - 35 15 
4 95 45 - 55 - 
5 100 - 25 75 - 

 
3.2.1.2.3 สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก

Paraplast 
          3.2.1.2.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  
 

    เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของ 

ไขขาว  1   มล 
          น้ํากล่ัน             49   มล 

เม่ือจะใชนําน้ํายาเขมขนมาเจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรรวมเปน 50 มล 
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3.2.1.2.5  สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบดวย
สวนผสมดังนี ้

 

 aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]     400    มล  
                 hematoxylin  (C16H14O6)                                 4      กรัม 

                                         95%  ethyl  alcohol                                       25      มล 
                                         methyl  alcohol                                         100      มล 
                                         glycerol                                                      100      มล 
 

3.2.1.2.6   น้ํายาทําใหเนื้อเยือ่สะอาด (clearing reagent) คือ xylene 
3.2.1.2.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) 

คือ Canada  balsam 
3.2.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี ้

3.2.2.1  เก็บตัวอยางของลําตน ราก ใบ ดอก และฝก มาแชใน FAA ท่ีบรรจุ
อยูในขวดแกว  สังเกตดูเนื้อเยื่อท่ีแชอยูในขวดถาเนื้อเยื่อลอยแสดงวามีฟองอากาศอยูภายในเนื้อเยื่อ
มาก  ใหนําขวดท่ีบรรจุเนื้อเยื่อดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเน้ือเยื่อ 
หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 4-7 วัน กอนนําไปผานข้ันตอนตอไป 

3.2.2.2  นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผาน
ขั้นตอนของนํ้ายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50%, 70%, 85% และ 90%  
เรื่อยไปจนถึงระดับ 100%   จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผาน 100% TBA  ตามดวยน้ํายาท่ีประกอบดวย 
TBA และพาราฟนเหลวอัตราสวน 1:1 แลวนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไป
ในเนื้อเยื่อ (infiltration) 

3.2.2.3  ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว  นําขวด
แกวไปเก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56   ํซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟน
แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

3.2.2.4  นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบท่ีตองการ 

3.2.2.5  นําแทงพาราฟนที่ไดไปตัดแตงใหเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผาโดยใหมี 
ช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง แลวนํามาติดกับแทงไมจากนั้นนําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน 
โดยตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางใหมีความหนา  13-15  ไมครอน 
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3.2.2.6   นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin ribbon) ติดลงบนแผนกระจกสไลด
ดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช  วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนพืชแหงและติดกับแผน
สไลด 

3.2.2.7   นําแผนกระจกสไลดท่ีละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไปยอมสี 
3.2.2.8   ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada 

balsam  ยึด 
3.2.2.9  เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนือ้เยือ่

ใตกลองจุลทรรศน และบันทึกภาพ  
 

การทดลองท่ี 3.3  การศึกษาเซลลวิทยา 
ศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อปลายรากของเอ้ืองหางกระรอก ฉัตรมรกต และ 

สิกุนคลรหัส ML 01 และ ML 02  ดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลงโดยดวงทิพย (2539) และ 
ประภัสสร (2543) 

 
3.3.1 วัสดุและอุปกรณ 

3.3.1.1   ปลายรากของเอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคลรหัส ML 
01 และ ML 02 

3.3.1.2   ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
3.3.1.3   แผนกระจกสไลด และแผนปดกระจกสไลด 
3.3.1.4   ปรอทวัดความรอน 
3.3.1.5   อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
3.3.1.6   อุปกรณอ่ืน ๆ  ไดแก ปากคีบ  เข็มเข่ีย  กระบอกตวงสารเคมี  และ

น้ํายาเคลือบเล็บ 
3.3.1.7   กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope  และ  photomicroscope 
3.3.1.8   สารเคมี 

3.3.1.8.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment)  ไดแก 
para-dichlorobenzene (PDB)           

3.3.1.8.2   สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixtative) 
คือ  95 % ethyl  alcohol และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3:1  
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3.3.1.8.3   สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ 
1 N HCl 

3.3.1.8.4   สีท่ีใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
 3.3.2 วิธีการ 

3.3.2.1  เตรียมปลายรากโดยเลือกรากที่กําลังเจริญเติบโต คือ ปลายรากที่
เพิ่งงอกออกมายาวประมาณ  1  ซม  ตัดมาเฉพาะสวนปลายเพียง  3-5  มม  เก็บตัวอยางปลายรากใน
ชวงเวลา  7.00-11.00 น. โดยเก็บทุกช่ัวโมงระหวางเวลาดังกลาว 

3.3.2.2   หยุดวงชีพเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา 
30 นาที, 1 ช่ัวโมง, 1 ช่ัวโมง 30 นาที, 2, 3 และ 5 ช่ัวโมง  ท่ีอุณหภูมิประมาณ  10    ํซ 

3.3.2.3   นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 
แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล (Carnoy’s solution) นาน  5  นาที   ลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง 

3.3.2.4   ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 60   ํซ แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

3.3.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แลวแชไวนาน 30 นาที, 
1, 2 และ 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวใชมีดผาตัดตัดเฉพาะสวน
ปลายรากใหยาว 1 มม  เข่ียสวนเกินท้ิงไป  หยดสี 1 หยดลงบนเนื้อเยื่อแลวใชปลายเข็มเข่ียเคาะ
เนื้อเยื่อเบา ๆ  เพื่อใหเซลลกระจาย  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงแลวปดดวยแผนปดกระจกสไลดบน
บริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ  วางกระดาษซับบนแผนกระจกสไลด  กดดวยนิ้วหัวแมมือเพื่อใหเซลลกระจาย
และเพื่อซับสีท่ีมากเกินไปออก    

3.3.2.6  นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลล
ท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี และสามารถนับ
จํานวนโครโมโซมไดแมนยํา  เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกดนิ้วลงบนแผนกระจกปดสไลดเบา ๆ  
เพื่อใหเซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนปดกระจกสไลด
เพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวน
โครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนแลวบันทึกภาพ 
 

การทดลองท่ี 3.4  การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
ศึกษารูปแบบไอโซไซมของเอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกนุคลรหัส ML 

01 และ ML02  โดยศึกษาจากเน้ือเยื่อของใบและใชเอนไซม 3 ชนิด คือ ACP, EST และ POX โดย
ดัดแปลงวิธีการศึกษา ACP และ POX  จากวิธีของพสุ (2546) และ EST จากวิธีของรัติกาล (2543)   



 35 

3.4.1  วัสดุและอุปกรณ 
3.4.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ 

3.4.1.1.1    เนื้อเยื่อใบของพชืทดลอง 
3.4.1.1.2    ตูแชแข็งท่ีปรับอุณหภูมิเปน -20    ํ ซ  และตูเยน็ 
3.4.1.1.3    ชุดอิเล็คโทรโฟรีซีสแบบ slab gel 
3.4.1.1.4    เคร่ืองจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500 
3.4.1.1.5    เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได 
3.4.1.1.6    เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง 
3.4.1.1.7     เคร่ืองวดัความเปนกรด–ดางของสารละลาย  
3.4.1.1.8   โกรงบดตัวอยางพืช 
3.4.1.1.9    ไมโครปเปต 
3.4.1.1.10  หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล 
3.4.1.1.11  ชุดอานเจล (visible light  transilluminator) 
3.4.1.1.12  เคร่ืองแกว 
3.4.1.1.13  หลอดใสสารปรับปริมาตรได (syringe) ขนาด 50 ไมโครลิตร 
3.4.1.1.14   กลองพลาสติกใสขนาด  3 x 5 x 1 นิ้ว พรอมฝาปด 

3.4.1.1.15  อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กลองโฟม  แผนอลูมิเนียมฟอยล  ถุงมือ  
กระดาษช่ังสาร ปากคีบ ชอนตักสาร พลาสติกใส ถาดพลาสติก กระดาษติดปาย กลองถายรูป  

3.4.1.2  สารเคมี 
3.4.1.2.1   สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ extraction buffer คือ   

0.2  M  tris-HCl  pH  8.4 
3.4.1.2.2   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ gel  

3.4.1.2.2.1 30 % acrylamide stock solution (acrylation  
29.2  กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 100 มล เก็บไวในขวดสีชาท่ี  
4    ํซ) 
 3.4.1.2.2.2   1.5  M  tris-HCl  pH  8.8 

 3.4.1.2.2.3   1.5 % ammonium persulfate (APS) เตรียมทันที
กอนใช 
 3.4.1.2.2.4  TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylene-
diamine) 
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 3.4.1.2.2.5    น้ํากล่ัน 
3.4.1.2.3   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ  loading dye   
 3.4.1.2.3.1    10 % glycerol   
 3.4.1.2.3.2    0.5 % bromophenol  blue   
3.4.1.2.4   สารเคมีท่ีใชเปน  running  buffer 
 3.4.1.2.4.1    tris 
 3.4.1.2.4.2    glycine  pH 8.3  ตอน้ํากล่ัน 500  มล  
3.4.1.2.5   สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม 
 3.4.1.2.5.1    0.1 M tris-HCl  pH 4.0 

 3.4.1.2.5.2    3-amino-9-ethylcarbazole 
 3.4.1.2.5.3    β-naphthol 
 3.4.1.2.5.4    3 % H2O2   
 3.4.1.2.5.5    0.1 M phosphate buffer pH 6.0 
 3.4.1.2.5.6    fast  blue B-salt 
 3.4.1.2.5.7    α-naphthyl  acetate 

 3.4.1.2.5.8    0.05 M  acetate buffer  pH 4.8 

 3.4.1.2.5.9    fast ganet GBC diasonium salt 
 3.4.1.2.5.10  disodium α-naphthyl  phosphate 

3.4.2  วิธีการ 
3.4.2.1   การสกัดเอนไซม 

นําใบท่ีสามจากปลายยอดของพืชทดลองมาทําความสะอาดดวย 
น้ํากล่ัน แลวใชกระดาษซับเช็ดใหแหง ช่ังใบใหไดน้ําหนัก 1.0 กรัม หั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ใสลงในโกรง
ท่ีแชเย็นจัดแลวบดตัวอยางจนละเอียด  จากนั้นเติม extraction buffer ตามสูตรของ Gottlieb, 1981 
(อางโดย  Kuntapanom and Smitamana, 1997) 3 มล และ PVPP 0.05 กรัม แลวบดจนตัวอยาง
ละลายเปนเนื้อเดียวกัน เทของเหลวท่ีไดใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล แลวนําไปปนดวย
ความเร็ว 14,000  รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ  2   ํซ เปนเวลา 30 นาที  ดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสใส
หลอดทดลองอันใหม   แลวนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20   ํซ  เพื่อนําไปทําโพลีอคริลาไมดเจล 
อิเล็คโทรโฟรีซีสตอไป 
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3.4.2.2   การทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส 
ประกอบชุดแผนกระจกของ  Mini-Protean®3 Cell  Electrophoresis 

(Bio-Rad) เขาดวยกัน จากน้ันเตรียมสารละลายของเจล 6.0 % และ 8.5 % สําหรับ separating gel 
โดยผสมสารจากสวนผสมท่ีแสดงไวในตารางท่ี 2 

 
ตารางท่ี 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel (Kuntapanom and Smitamana, 1997)   
 

สาร 6.0% separating gel 8.5% separating gel 

  น้ํากล่ัน   10.70    มล     5.65    มล 

  1.5 M tris pH 8.8     5.00    มล     3.13    มล 

  30% acrylamide     3.13    มล     3.54    มล 

  10% APS         150.00    ไมโครลิตร         125.00    ไมโครลิตร 

  TEMED   10.00    ไมโครลิตร     7.50   ไมโครลิตร 
 

เม่ือเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนําสารละลายมาเทลงระหวางแผน
กระจกที่เตรียมไว จากนั้นตอชุดอิเล็คโทรโฟรีซีสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม loading dye  ลงใน  
chamber  แลวหยอดตัวอยางท่ีผสมกับ loading dye ในอัตราสวน  9:1  ลงในชองของ  stacking gel  
20 ไมโครลิตรตอชอง โดยไมใหตัวอยางผสมปนกันในแตละชอง ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟเขากับ
เคร่ืองจายกระแสไฟฟา เปดสวิตชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร  ปดเคร่ือง
จายกระแสไฟเมื่อสีของ loading dye เคลื่อนที่มาถึงปลายลางของเจล  จากนั้นนําแผนกระจกออก
จาก  chamber  แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออกมาใสไวในกลองพลาสติกใสเพื่อรอยอมสี
เอนไซมตอไป 

3.4.2.3   การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลท่ีไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

เอนไซม 3 ชนิด คือ ACP, EST และ POX (ภาคผนวก) 
3.4.2.4   การบันทึกขอมูล 

นําเจลท่ียอมสีแลวมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี คํานวณคา
การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rf)  บันทึกจํานวนและรูปแบบการเกิดแถบสี  วาดไซโมแกรม บันทึกการมี
และไมมีแถบสีในตําแหนงเดียวกัน  โดยคํานวณคาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธตามสมการดังตอไปนี้ 
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แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยาง
หาคาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากแถบสีดวย  UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ 
Jaccard’s similarity coefficient  โดยใชโปรแกรม  SPSS   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ        = 
        ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

ระยะทางการเคล่ือนท่ีของ marker 


