
  

 
บทที่ 3 

 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะของกลวยไมสกุล Liparis และสกุล Malaxis ท่ีศูนยศึกษาการพัฒนา 
หวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 การสํารวจ
และรวบรวมพันธุ  การทดลองที่ 2 การศึกษาการเจริญเติบโต และ การทดลองที่ 3 การศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา กายวิภาควิทยา  เซลลวิทยา และรูปแบบไอโซไซม 
 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 

การทดลองท่ี 1  การสํารวจและรวบรวมพันธุ 
การศึกษาทดลองนี้เปนการสํารวจการกระจายพันธุและการรวบรวมพันธุกลวยไมสกุล 

Liparis และ Malaxis จากพ้ืนท่ีปาในเขตปาสงวนแหงชาติขุนแมกวง  บันทึกสภาพทางนิเวศวิทยา
ของแหลงเจริญเติบโตแลวนําไปปลูกเล้ียงไวในแปลงรวบรวมพันธุกลวยไมภายในศูนยศึกษาการ
พัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ 

 
1.1  วัสดุและอุปกรณ 

1.1.1 อุปกรณในการสํารวจและเก็บตัวอยาง ไดแก  กลองถายรูป  เสียม  ปายช่ือ  
ถุงพลาสติกสีดําขนาด 20 x 30 นิ้ว  สมุดบันทึก  ไมบรรทัด  ดินสอและยางลบ 

1.1.2   วัสดุปลูก  ไดแก  ดิน และใบไมแหง ในอัตราสวน  1:1 
1.2  วิธีการ 

สํารวจและรวบรวมพันธุ Liparis และ Malaxis ในพื้นท่ีเปาหมาย แลวบันทึกขอมูล
ดังตอไปนี้ 

1.2.1 สภาพทางนิเวศวิทยาของพื้นท่ีท่ีพบวามีตนพืชทดลองเจริญเติบโตใน 
สภาพธรรมชาติ 

1.2.2 ลักษณะเดนของพืชทดลองแตละตัวอยาง ถายภาพเพื่อประกอบการบันทึก
ลักษณะภายนอกของตนพืช  ขุดตนพืชใสถุงดําและติดปายช่ือสถานท่ีท่ีสํารวจพบไวบนถุง 
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1.2.3  รวบรวมพืชทดลองจากพื้นที่สํารวจแตละแหลงแลวนําไปปลูกในแปลง
รวบรวมพันธุ 
 

การทดลองท่ี 2  การศึกษาการเจริญเติบโต 
เลือกพืชทดลอง 6 ชนิดจากตัวอยางท่ีรวบรวมและปลูกเล้ียงไว นํามาศึกษาวงจรการ

เจริญเติบโต  พืชทดลองท่ีเลือกศึกษา คือ เอ้ืองกลีบมวน (Liparis  paradoxa (Lindl.) Rchb. f.)  เอ้ือง
หางกระรอก (L. regnieri Finet)  ฉัตรมรกต (L siamensis Rolfe ex Downie)  หูเสือ (Malaxis  
acuminata D. Don)  แหวหมูปา (M. calophylla (Rchb. f.) Kze.) และ สิกุนคล (M. latifolia J. E. 
Sm.) พืชทดลองเหลานี้ปลูกเล้ียงไวใตตนไมใหญในแปลงรวบรวมพันธุ  บันทึกการเจริญเติบโต
ของพืชดังกลาวใน 1 วงจรป ครอบคลุมชวงการเจริญเติบโตของใบและหัว  ชวงการเจริญเติบโต
ของดอกจนกระท่ังตนพักตัว 

 
2.1  วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1 พืชทดลอง 6 ชนิด คือ  เอ้ืองกลีบมวน เอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  หูเสือ 
แหวหมูปาและสิกุนคล  ชนิดละ  10  ตน 

2.1.2  วัสดุปลูกไดแก ดิน และใบไมแหง อัตราสวน 1:1 
2.1.3 อุปกรณในการบันทึกการเจริญเติบโตของตนพืชทดลอง คือ สมุดบันทึก  

เวอรเนียแคลลิเปอร   ไมบรรทัด  กลองถายรูป และ ปายช่ือพรอมไมปกปาย 
2.2  วิธีการ 

2.2.1  ปลูกตนพืชในแปลงปลูกท่ีบรรจุวัสดุปลูกดังแสดงสวนผสมใน 2.1.2   แปลง
ปลูกดังกลาวนี้อยูภายใตรมเงาของตนไมใหญในเขตรวบรวมพันธุ 

2.2.2 ติดตามการเจริญเติบโตของพืชทดลองโดยการบันทึกการเจริญเติบโตของตน
พืชต้ังแตระยะท่ีมีการเจริญเติบโตของตาหลังจากท่ีหัวแมผานระยะพักตัวแลว ตลอดไปจนถึงชวง
การเจริญเติบโตของใบ  ชวงแทงชอดอกและชวงบานดอกไปจนถึงชวงท่ีหัวใหมเขาสูระยะพักตัว 
แลวแสดงวงจรการเจริญเติบโตใน 1 วงจรปของตนพืชแตละชนิดในลักษณะของภาพวาด 

2.2.3  บันทึกการเจริญเติบโตทางใบในลักษณะของจํานวนใบตอตน และขนาดใบ 
2.2.4  บันทึกการเจริญเติบโตของดอกโดยการสังเกตการเร่ิมเกิดดอก การ

เจริญเติบโตของดอก และคุณภาพของชอดอกและดอกในลักษณะของความยาวของชอดอก จํานวน
ดอกตอชอและขนาดของดอกยอย 
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2.2.5  บันทึกการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของหัวต้ังแตเร่ิมตนการเจริญ 
เติบโตจนถึงชวงพักตัว และบันทึกการเจริญเติบโตของหัว โดยการวัดความสูงของหัว และขนาด
เสนผาศูนยกลางหัว 
 

การทดลองท่ี 3  การศึกษาลักษณะ 
การศึกษาลักษณะของพืชทดลองแบงออกเปน 4 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและวิธีการ

ดังนี้ 
 
การทดลองท่ี 3.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะของเอื้องหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคล โดยศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช   
 

3.1.1  วัสดุและอุปกรณ 
3.1.1.1 พืชทดลอง ไดแก  เอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคล 2  

ตัวอยางท่ีแตกตางกัน คือ  สิกุนคลตนสีเขียวดอกสีสมกําหนดใหเปนรหัส ML 01 และสิกุนคลตน 
สีมวงดอกสีมวงแดงกําหนดใหเปนรหัส ML 02 โดยคัดจากตนท่ีปลูกเล้ียงไวในแปลงรวบรวมพันธุ 
ชนิดละ 5  ตน   

3.1.1.2  อุปกรณ  ไดแก  ไมบรรทัด  กระดาษสําหรับวาดภาพ  สมุด  ดินสอ  
ยางลบ  สวนประกอบของตนพืช  มีดผาตัด  ปากคีบ  แวนขยาย  และกลองจุลทรรศน 

3.1.2  วิธีการ  
3.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของพืชทดลอง

แตละชนิด ไดแก ตน หัว ใบ ดอก และฝก  ในระยะที่สวนตาง ๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มที่ โดย
บันทึกลักษณะกรรมวิธีละ 5 ตน พรอมท้ังวาดภาพทางพฤกษศาสตรแสดงลักษณะเหลานั้น 

3.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้ 
3.1.2.2.1  หัว  นับจํานวนหัวตอตน จํานวนปลองตอหัว วัดขนาด

เสนผาศูนยกลางหัว โดยวัดจากสวนท่ีกวางท่ีสุด  
 3.1.2.2.2  ตน  วัดความสูงของตนโดยวัดจากโคนตนจนถึงปลายใบท่ี

ยาวท่ีสุด 
3.1.2.2.3   ใบ   นับจํานวนใบตอตน และวัดขนาดของใบท่ี 3 จากโคนตน  

ยกเวนฉัตรมรกตซ่ึงวัดขนาดของใบท่ี  2  จากโคนตน   
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3.1.2.2.4 ชอดอก วัดความยาวและความกวางของกานชอดอกโดย
สกุล Liparis วัดความกวางท่ีตําแหนง 10 ซม เหนือผิวดิน สวนสกุล Malaxis วัดความกวางท่ี
ตําแหนง 20 ซม เหนือผิวดิน   วัดความยาวและความกวางของชอดอก  และนับจํานวนดอกตอชอ  

3.1.2.2.5  ดอก  วัดความกวางจากตําแหนงท่ีกวางท่ีสุดของดอกและ
ความยาวจากกลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก  ความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก 
และกลีบปากของดอกท่ีบานเต็มท่ี  ความยาวของกานดอกยอย ความกวางและความยาวของเสา
เกสร   จํานวนกอนเรณู   ความกวางและความยาวของฝาอับเรณู  และนบัจํานวนดอกตอชอ 

3.1.2.2.6   ฝก   วัดความกวางและความยาวของฝกและนบัจํานวนฝก
ตอตน 
 

การทดลองท่ี 3.2  การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา       
ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อของ ลําตน ราก ใบ ดอก  และฝกของ

เอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกุนคลรหัส ML 01 และ ML 02 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตาม
ขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ท่ีบรรยาย
ไวโดย  Johansen (1940) และ Sass (1966) 

 
3.2.1  วัสดุและอุปกรณ 

3.2.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ   
3.2.1.1.1  เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน  (rotary  microtome) 

3.2.1.1.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

3.2.1.1.3   ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ 
3.2.1.1.4   แผนใหความรอน (hot plate) 
3.2.1.1.5   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ 

3.2.1.1.6    แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ี
ตมใหอ่ิมตัวในพาราฟน 

3.2.1.1.7  แผนกระจกสไลด  (slide)  และแผนกระจกปดสไลด (cover  slip) 
3.2.1.1.8   อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร และ 

ขวดยอมสี 
3.2.1.1.9  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกยีงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกัน

ขนออน  มีดผาตัด  และปากคีบ  
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3.2.1.2  สารเคมี 
3.2.1.2.1  น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก FAA (formalin-  

acetic  acid-alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้  
 

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

3.2.1.2.2  น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละข้ันตอน 
 

ขั้นตอน 

ปริมาณแอลกอฮอล 
ในนํ้ายาที่ใชดึงนํ้า 
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 สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก

Paraplast 
          3.2.1.2.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  
 

    เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของ 

ไขขาว  1   มล 
          น้ํากล่ัน             49   มล 

เม่ือจะใชนําน้ํายาเขมขนมาเจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํา
กล่ันใหปริมาตรรวมเปน 50 มล 
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3.2.1.2.5  สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบดวย
สวนผสมดังนี ้

 

 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   น้ํายาทําใหเนื้อเยือ่สะอาด (clearing reagent) คือ xylene 
3.2.1.2.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) 

คือ Canada  balsam 
3.2.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี ้

3.2.2.1  เก็บตัวอยางของลําตน ราก ใบ ดอก และฝก มาแชใน FAA ท่ีบรรจุ
อยูในขวดแกว  สังเกตดูเนื้อเยื่อท่ีแชอยูในขวดถาเนื้อเยื่อลอยแสดงวามีฟองอากาศอยูภายในเนื้อเยื่อ
มาก  ใหนําขวดท่ีบรรจุเนื้อเยื่อดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเน้ือเยื่อ 
หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 4-7 วัน กอนนําไปผานข้ันตอนตอไป 

3.2.2.2  นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผาน
ขั้นตอนของนํ้ายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50%, 70%, 85% และ 90%  
เรื่อยไปจนถึงระดับ 100%   จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผาน 100% TBA  ตามดวยน้ํายาท่ีประกอบดวย 
TBA และพาราฟนเหลวอัตราสวน 1:1 แลวนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไป
ในเนื้อเยื่อ (infiltration) 

3.2.2.3  ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว  นําขวด
แกวไปเก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56   ํซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟน
แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

3.2.2.4  นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบท่ีตองการ 

3.2.2.5  นําแทงพาราฟนที่ไดไปตัดแตงใหเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผาโดยใหมี 
ช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง แลวนํามาติดกับแทงไมจากนั้นนําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน 
โดยตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางใหมีความหนา  13-15  ไมครอน 
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3.2.2.6   นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin ribbon) ติดลงบนแผนกระจกสไลด
ดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช  วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนพืชแหงและติดกับแผน
สไลด 

3.2.2.7   นําแผนกระจกสไลดท่ีละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไปยอมสี 
3.2.2.8   ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada 

balsam  ยึด 
3.2.2.9  เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนือ้เยือ่

ใตกลองจุลทรรศน และบันทึกภาพ  
 

การทดลองท่ี 3.3  การศึกษาเซลลวิทยา 
ศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อปลายรากของเอ้ืองหางกระรอก ฉัตรมรกต และ 

สิกุนคลรหัส ML 01 และ ML 02  ดวยวิธี 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   ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
3.3.1.3   แผนกระจกสไลด และแผนปดกระจกสไลด 
3.3.1.4   ปรอทวัดความรอน 
3.3.1.5   อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
3.3.1.6   อุปกรณอ่ืน ๆ  ไดแก ปากคีบ  เข็มเข่ีย  กระบอกตวงสารเคมี  และ

น้ํายาเคลือบเล็บ 
3.3.1.7   กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope  และ  photomicroscope 
3.3.1.8   สารเคมี 

3.3.1.8.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment)  ไดแก 
para-dichlorobenzene (PDB)           

3.3.1.8.2   สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixtative) 
คือ  95 % ethyl  alcohol และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3:1  
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3.3.1.8.3   สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ 
1 N HCl 

3.3.1.8.4   สีท่ีใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
 3.3.2 วิธีการ 

3.3.2.1  เตรียมปลายรากโดยเลือกรากที่กําลังเจริญเติบโต คือ ปลายรากที่
เพิ่งงอกออกมายาวประมาณ  1  ซม  ตัดมาเฉพาะสวนปลายเพียง  3-5  มม  เก็บตัวอยางปลายรากใน
ชวงเวลา  7.00-11.00 น. โดยเก็บทุกช่ัวโมงระหวางเวลาดังกลาว 

3.3.2.2   หยุดวงชีพเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา 
30 นาที, 1 ช่ัวโมง, 1 ช่ัวโมง 30 นาที, 2, 3 และ 5 ช่ัวโมง  ท่ีอุณหภูมิประมาณ  10    ํซ 

3.3.2.3   นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 
แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล (Carnoy’s solution) นาน  5  นาที   ลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง 

3.3.2.4   ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 60   ํซ แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

3.3.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แลวแชไวนาน 30 นาที, 
1, 2 และ 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวใชมีดผาตัดตัดเฉพาะสวน
ปลายรากใหยาว 1 มม  เข่ียสวนเกินท้ิงไป  หยดสี 1 หยดลงบนเนื้อเยื่อแลวใชปลายเข็มเข่ียเคาะ
เนื้อเยื่อเบา ๆ  เพื่อใหเซลลกระจาย  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงแลวปดดวยแผนปดกระจกสไลดบน
บริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ  วางกระดาษซับบนแผนกระจกสไลด  กดดวยนิ้วหัวแมมือเพื่อใหเซลลกระจาย
และเพื่อซับสีท่ีมากเกินไปออก    

3.3.2.6  นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลล
ท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี และสามารถนับ
จํานวนโครโมโซมไดแมนยํา  เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกดนิ้วลงบนแผนกระจกปดสไลดเบา ๆ  
เพื่อใหเซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนปดกระจกสไลด
เพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวน
โครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนแลวบันทึกภาพ 
 

การทดลองท่ี 3.4  การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
ศึกษารูปแบบไอโซไซมของเอ้ืองหางกระรอก  ฉัตรมรกต  และสิกนุคลรหัส ML 

01 และ ML02  โดยศึกษาจากเน้ือเยื่อของใบและใชเอนไซม 3 ชนิด คือ ACP, EST และ POX โดย
ดัดแปลงวิธีการศึกษา ACP และ POX  จากวิธีของพสุ (2546) และ EST จากวิธีของรัติกาล (2543)   
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3.4.1  วัสดุและอุปกรณ 
3.4.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ 

3.4.1.1.1    เนื้อเยื่อใบของพชืทดลอง 
3.4.1.1.2    ตูแชแข็งท่ีปรับอุณหภูมิเปน -20    ํ ซ  และตูเยน็ 
3.4.1.1.3    ชุดอิเล็คโทรโฟรีซีสแบบ slab gel 
3.4.1.1.4    เคร่ืองจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500 
3.4.1.1.5    เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได 
3.4.1.1.6    เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง 
3.4.1.1.7     เคร่ืองวดัความเปนกรด–ดางของสารละลาย  
3.4.1.1.8   โกรงบดตัวอยางพืช 
3.4.1.1.9    ไมโครปเปต 
3.4.1.1.10  หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล 
3.4.1.1.11  ชุดอานเจล (visible light  transilluminator) 
3.4.1.1.12  เคร่ืองแกว 
3.4.1.1.13  หลอดใสสารปรับปริมาตรได (syringe) ขนาด 50 ไมโครลิตร 
3.4.1.1.14   กลองพลาสติกใสขนาด  3 x 5 x 1 นิ้ว พรอมฝาปด 

3.4.1.1.15  อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กลองโฟม  แผนอลูมิเนียมฟอยล  ถุงมือ  
กระดาษช่ังสาร ปากคีบ ชอนตักสาร พลาสติกใส ถาดพลาสติก กระดาษติดปาย กลองถายรูป  

3.4.1.2  สารเคมี 
3.4.1.2.1   สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ extraction buffer คือ   

0.2  M  tris-HCl  pH  8.4 
3.4.1.2.2   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ gel  

3.4.1.2.2.1 30 % acrylamide stock solution (acrylation  
29.2  กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 100 มล เก็บไวในขวดสีชาท่ี  
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
กอนใช 
 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   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ  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   สารเคมีท่ีใชเปน  running  buffer 
 3.4.1.2.4.1    tris 
 3.4.1.2.4.2    glycine  pH 8.3  ตอน้ํากล่ัน 500  มล  
3.4.1.2.5   สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม 
 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 

นําใบท่ีสามจากปลายยอดของพืชทดลองมาทําความสะอาดดวย 
น้ํากล่ัน แลวใชกระดาษซับเช็ดใหแหง ช่ังใบใหไดน้ําหนัก 1.0 กรัม หั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ใสลงในโกรง
ท่ีแชเย็นจัดแลวบดตัวอยางจนละเอียด  จากนั้นเติม extraction buffer ตามสูตรของ Gottlieb, 1981 
(อางโดย  Kuntapanom and Smitamana, 1997) 3 มล และ PVPP 0.05 กรัม แลวบดจนตัวอยาง
ละลายเปนเนื้อเดียวกัน เทของเหลวท่ีไดใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล แลวนําไปปนดวย
ความเร็ว 14,000  รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ  2   ํซ เปนเวลา 30 นาที  ดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสใส
หลอดทดลองอันใหม   แลวนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20   ํซ  เพื่อนําไปทําโพลีอคริลาไมดเจล 
อิเล็คโทรโฟรีซีสตอไป 
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3.4.2.2   การทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส 
ประกอบชุดแผนกระจกของ  Mini-Protean®3 Cell  Electrophoresis 

(Bio-Rad) เขาดวยกัน จากน้ันเตรียมสารละลายของเจล 6.0 % และ 8.5 % สําหรับ separating gel 
โดยผสมสารจากสวนผสมท่ีแสดงไวในตารางท่ี 2 

 
ตารางท่ี 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม 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 
 

เม่ือเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนําสารละลายมาเทลงระหวางแผน
กระจกที่เตรียมไว จากนั้นตอชุดอิเล็คโทรโฟรีซีสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม loading dye  ลงใน  
chamber  แลวหยอดตัวอยางท่ีผสมกับ loading dye ในอัตราสวน  9:1  ลงในชองของ  stacking gel  
20 ไมโครลิตรตอชอง โดยไมใหตัวอยางผสมปนกันในแตละชอง ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟเขากับ
เคร่ืองจายกระแสไฟฟา เปดสวิตชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร  ปดเคร่ือง
จายกระแสไฟเมื่อสีของ loading dye เคลื่อนที่มาถึงปลายลางของเจล  จากนั้นนําแผนกระจกออก
จาก  chamber  แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออกมาใสไวในกลองพลาสติกใสเพื่อรอยอมสี
เอนไซมตอไป 

3.4.2.3   การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลท่ีไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

เอนไซม 3 ชนิด คือ ACP, EST และ POX (ภาคผนวก) 
3.4.2.4   การบันทึกขอมูล 

นําเจลท่ียอมสีแลวมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี คํานวณคา
การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rf)  บันทึกจํานวนและรูปแบบการเกิดแถบสี  วาดไซโมแกรม บันทึกการมี
และไมมีแถบสีในตําแหนงเดียวกัน  โดยคํานวณคาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธตามสมการดังตอไปนี้ 
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แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยาง
หาคาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากแถบสีดวย  UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ 
Jaccard’s similarity coefficient  โดยใชโปรแกรม  SPSS   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ        = 
        ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

ระยะทางการเคล่ือนท่ีของ marker 


