
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะของแผนดนิเย็น (Nervilia aragoana Gaud.) ท่ีกระจายพันธุในพืน้ท่ีปา
ของศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 5 การทดลอง คือ
การทดลองท่ี 1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  การทดลองท่ี 2 การศึกษาลักษณะทางกาย
วิภาควิทยา  การทดลองท่ี 3  การศึกษาเซลลวิทยา   การทดลองท่ี 4  การศึกษารูปแบบไอโซไซม
และ การทดลองท่ี 5  การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโต 
 
การทดลองท่ี 1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช ไดแก หัว ใบ
ดอก ฝก ไหล และ ราก  มีอุปกรณและวิธีการดังนี้ 

1.1  วัสดุและอุปกรณ 
1.1.1   พืชทดลอง  ไดแก แผ นดิน เย ็น ซึ ่ง เป นตน ที ่นํามาจากแหลง

กระจายพันธุตามธรรมชาติในพื้นที่ปาของศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ  แลวรวบรวมมาปลูกเ ลี้ยงในแปลงรวบรวมพันธุกลวยไมปาภายในศูนยฯ  
แผนดินเย็นเหลาน้ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกัน  แบงออกไดเปน 3 กลุมของตัวอยางท่ี
แตกตางกัน ใหรหัส ประจํากลุมเปน N 01, N 02 และ N 03  ในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ใชตัวแทนจากตนพืชใน 3 กลุมดังกลาว  จํานวนกลุมละ 5 ตน  เพื่อนํามาบันทึกลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของสวนประกอบของตน  

1.1.2 อุปกรณ  ไดแก ไมบรรทัด  สมุด  ดินสอ ปากกา ยางลบ แผนปาย
พลาสติก แวนขยาย  มีดผาตัด ปากคีบ กลองถายภาพพรอมฟลม  แผนรองกระดาษ และ กระดาษ
สําหรับวาดภาพสวนประกอบของตนพืช   

1.2  วิธีการ  
1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืชซึ่ง

ไดแกลักษณะของหัว ใบ ชอดอก ดอก ฝก ไหล และ ราก ของพืชทดลองดังระบุไวในขอ 1.1.1 
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การบันทึกกระทําในระยะท่ีสวนตาง ๆ  ดังกลาวเจริญเติบโตเต็มที่แลว พรอมทั้งวาดภาพทาง
พฤกษศาสตรแสดงสวนประกอบของตนพืชท้ัง 3 รหัสโดยละเอียด 

          1.2.2   บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี ้
1.2.2.1 หัว  จํานวนหัวตอตน   จํานวนปลองตอหัว  ขนาดความกวาง  

ความยาว  และ  ความสูงของหวั โดยวัดจากสวนท่ีกวางท่ีสุด 
1.2.2.2   ตน   ความสูงของตนโดยวัดจากโคนตนจนถึงปลายกานใบ 
1.2.2.3   ใบ     ความกวาง และ ความยาวของใบ   
1.2.2.4  ชอดอก   ความกวางและความยาวของกานชอดอก และ จํานวน

ดอกตอชอ  
1.2.2.5  ดอก ขนาดของดอกโดยวัดความยาวจากปลายของกลีบเล้ียง

ดานบนถึงปลายกลีบปาก ความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก และ กลีบปากของดอก
ท่ีบานเต็มท่ี ความยาวของกานดอกยอย ความกวางและความยาวของเสาเกสร จํานวนกอนเรณ ู  
และ ความกวางและความยาวของฝาอับเรณ ู

1.2.2.6   ฝก   ความกวางและความยาวของฝก และ จํานวนฝกตอชอ 
1.2.2.7    ไหล  จํานวนและขนาดของไหล 
1.2.2.8   ราก  จํานวนและขนาดของราก 

 
การทดลองท่ี 2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา      

ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อของ ราก ลําตน ใบ ดอก ฝก และ 
ไหล  ของพืชทดลองโดยศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว  ตาม
วิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบการฝงเนื้อเยื่อลงในพาราฟน (paraffin embedding) ที่เสนอไว โดย 
Johansen (1940)   การทดลองมีอุปกรณและวิธีการดังนี้ 

 
                           2.1  วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ   

2.1.1.1 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

2.1.1.2   เคร่ืองดูดอากาศ  
2.1.1.3   เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน  พรอมใบมีด 

2.1.1.4   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ โดยประมาณ 
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2.1.1.5   แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ตม
ใหอ่ิมตัวในพาราฟน 

2.1.1.6  แผนใหความรอน  
2.1.1.7  ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 58-60    ํซ 
2.1.1.8   แผนกระจกสไลด (slide) และ แผนกระจกปดสไลด (cover slip) 
2.1.1.9   อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็กพรอมฝา บีกเกอร 

กระบอกตวงสารเคมี  ขวดยอมสี และ หลอดหยด 
2.1.1.10 อุปกรณอ่ืน   ๆ ไดแก กระดาษกาว ปายติดกาว ตะเกียง

แอลกอฮอล เข็มเข่ียปลายงอ ปากคีบ มีดผาตัด พูกันขนออน  กระดาษพับแมพิมพ และ กระดาษเยื่อ 
2.1.2  สารเคมีและสวนผสมของน้ํายาตาง ๆ ท่ีใชในการทดลอง 

                                              2.1.2.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก FAA (formalin-  
acetic   acid-alcohol)  มีสารเคมีท่ีใชเปนสวนผสม  ดังนี้  

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

                                                                                    2.1.2.2 น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) มีสวนผสม
ของสารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในข้ันตอนตาง ๆ เพื่อการดึงน้ําออกจากเซลล ดังแสดงในตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 
 

ข้ันตอน 
ปริมาณ

แอลกอฮอล 
ในน้ํายา (%) 

tertiary butyl 
alcohol(TBA) 

(มล) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

        (มล) 

 
น้ํากล่ัน 

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

 
           2.1.2.3  สารตัวกลางท่ีใชฝงเนื้อเยื่อ ไดแก  Paraplast   
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            2.1.2.4  น้ํายายึดแผนเนื้อเยื่อพืชใหติดกับแผนกระจกสไลด (adhesive) 
ไดแก น้ํายาเขมขนจากไขขาวท่ีตีจนขน  ตักฟองอากาศออกใหหมด แลวเกบ็น้าํยาเขมขน ท่ีอุณหภมิูตํ่า
กวา 15   ํซ  เม่ือจะใชจึงนํามาเจือจางดวยน้ํากล่ัน ในอัตราสวน 1:49 

2.1.2.5   สียอมเนื้อเยื่อคือ Delafield’s hematoxylin มีสวนผสมดังนี้ 
                     hematoxylin  (C16H14O6)                                 4     กรัม 

                     95%  ethyl  alcohol                                       25     มล 

                                                              glycerol                                                        100      มล 
                      methyl  alcohol                                               100     มล 

                     aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]          400     มล 

2.1.2.6   น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด คือ xylene 
2.1.2.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลดคือ Canada  balsam 

2.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี ้

2.2.1 เก็บตัวอยางช้ินสวนของสวนประกอบของตนพืชทดลองซ่ึง ไดแก 
ราก ลําตน ใบ ดอก และ ฝก มาใสในน้าํยา FAA ท่ี บรรจุอยูภายในขวดแกวสําหรับเก็บตัวอยาง  
แลวนําขวดแกวดังกลาวใสในเคร่ืองดูดอากาศเพ่ือดูดเอาอากาศออกจากเน้ือเยื่อ ใหขวดแกวอยูใน
เคร่ืองจนกระทั่งตัวอยางเนือ้เยื่อจมในนํ้ายา จากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24 ช่ัวโมงเปน
อยางตํ่า 

2.2.2  นําช้ินสวนมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลลโดยใหผาน
น้ํายาท่ีมีระดับความเขมขนของแอลกอฮอลจาก 50%, 70%, 85%, 95% ไปจนถึง100% ตามลําดับ
โดยใหเนื้อเยื่ออยูในน้ํายาในแตละข้ันตอนนาน 6-12 ช่ัวโมง จากนั้นนําชิ้นสวนพืชไปผาน 100% 
TBA นาน 6-24 ช่ัวโมง  3 คร้ัง ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย TBA และพาราฟนเหลวอัตราสวน 1:1
นาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึงนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ  

2.2.3  เทน้ํายา TBA และ พาราฟนเหลวออก แลวเติมพาราฟนที่หลอมแลว
ใสลงไปแทนท่ี  จากนั้นนําขวดแกวไปเก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 58-60   ํซ  นานประมาณ 1 สัปดาห
หรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

2.2.4  นํากระดาษท่ีพับเปนถวยแมพิมพมาวางบนแผนใหความรอนจากนั้น
เทพาราฟนที่หลอมแลวหลอลงในแมพิมพ  นําชิ้นสวนพืชลงฝงในพาราฟน ใชเข็มเขี่ยลนไฟไล
ฟองอากาศออกใหหมด และจัดเนื้อเยื่อใหอยูในตําแหนงและระนาบท่ีตองการกอนท่ีจะปลอยให
พาราฟนแข็งตัว 
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2.2.5  นําแทงพาราฟนมาตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียมโดยมีช้ินสวนพืชอยูตรง
กลางแลวนํามาติดกับแทงไม  จากนั้นนําไปยึดติดกับตัวเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  ปรับ
ตําแหนงของแทงพาราฟนตามตองการ  ตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางใหหนา  10-15  ไมครอน 

2.2.6  นําแถบช้ินสวนพืช (paraffin ribbon) ท่ีไดจากการตัด ติดเขากับแผน
กระจกสไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช  แลวนําแผนกระจกสไลดนั้นไปวางบนเคร่ืองอุนสไลดเพื่อให
แถบช้ินสวนพืชแหงและติดแนนกับแผนกระจกสไลด 

2.2.7  นําแผนกระจกสไลดท่ีมีแถบช้ินสวนพืชติดแนนแลวนั้น ไปยอมสี 
โดยเร่ิมจากการละลายพาราฟนออกดวย xylene   ตามดวยสวนผสมของ xylene กับ 100% ethyl 
alcohol ในอัตราสวน 1:1  นําไปผานน้ํายาท่ีมีระดับความเขมขนของ ethyl alcohol  จาก  95%, 
70%, 50% ไปจนถึง 30%  แลวยอมเนื้อเยื่อดวยสารละลายสี hematoxylin   ลางแผนกระจกสไลด
ดวยน้ํากล่ัน 1 คร้ัง จากนั้นนํามาผาน ethyl alcohol  จากระดับความเขมขน  30%, 50%, 70% ไป
จนถึง 95%  แลวผานน้ํายาท่ีเปนสวนผสมของ xylene  กับ 100% ethyl alcohol  ในอัตราสวน 1:1 
ส้ินสุดดวยการแชแผนกระจกสไลดใน xylene โดยแตละข้ันตอนของการแชแผนกระจกสไลดใน
น้ํายาใชเวลา 3-5 นาที 

2.2.8  ปดแผนกระจกสไลด ดวยแผนกระจกปดสไลดลงบนแถบช้ินสวนพืช
ที่ยอมสีและทําความสะอาดแลว โดยใช Canada balsam  เปนตัวยึด 

2.2.9  เม่ือแผนกระจกสไลดและนํ้ายายึดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไป
ศึกษาเนื้อเยื่อใตกลองจุลทรรศน และบันทึกภาพ  
 
การทดลองท่ี 3   การศึกษาเซลลวิทยา 

ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของพืชทดลอง ดวยวิธีขยี้เซลลตามเทคนิค 
ของ  Feulgen  ท่ีดัดแปลงโดยศลิษา (2549)  

 

3.1 วัสดุและอุปกรณ 
3.1.1   วัสดุทดลองคือปลายรากหรือปลายไหลของพืชทดลอง 
3.1.2   กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope พรอมอุปกรณถายภาพ 
3.1.3   ปรอทวัดความรอน 
3.1.4   อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
3.1.5  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจกสไลด แผน

กระจกปดสไลด  หลอดหยด กระบอกตวงสารเคมี และ บีกเกอร  
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3.1.6   อุปกรณอ่ืน ๆ  ไดแก ปากคีบ มีดผาตัด เข็มเข่ีย ปายติดกาว  กระดาษ
เยื่อ  ปากกาเขียนสไลด และ น้ํายาเคลือบเล็บ 
                                     3.1.7   สารเคมี 

3.1.7.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล ไดแก para-dichlorobenzene 
(PDB)           

3.1.7.2  สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล คือ  95% 
ethyl  alcohol  และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3:1  

3.1.7.3  สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล คือ  hydrochloric acid (HCl) 
เขมขน 1 นอรมอล (N) 

3.1.2.4   สีท่ีใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
 3.2 วิธีการ 

3.2.1 เตรียมปลายรากหรือปลายไหล โดยเลือกรากหรือไหลที่กําลัง
เจริญเติบโต คือ รากที่เพิ่งงอกออกมายาวประมาณ  1 ซม และ มีสวนของปลายรากเปนสีขาวขุน 
หรือไหลท่ีกําลังแทงออกมายาวประมาณ 3 ซม   ตัดมาเฉพาะสวนปลายเพียง  3 - 5  มม  โดยเลือก
เก็บตัวอยางในชวงเวลา 7.00, 8.00, 9.00, 10.00 และ11.00  น.  

3.2.2   แชตัวอยางในสารละลาย PDB เพื่อหยุดวงชีพเซลล แลวนํามาเก็บท่ี
อุณหภูมิ 10-15   ํซ  เปนเวลา 0, 30, 60, และ 90 นาที   

3.2.3  นําตัวอยางออกมาจากสารละลาย  PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 
แลววางบนกระดาษเย่ือเพื่อซับน้ํา  จากน้ันนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล เพื่อหยุดการทํางาน
ของเซลล นาน  5  นาที   ลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ังแลวซับน้ําออก 

3.2.4  ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชตัวอยางใน 1 N HCl  ท่ีอุณหภูมิ 
60   ํซ  นาน 5 นาที  แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน ซับน้ํากอนผานไปยอมสี 

3.2.5  ยอมเนื้อเยื่อตัวอยางในสารละลายสี carbol fuchsin แชไวนาน 30,  
60, และ 90 นาที  จากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลด  ตัดหมวกรากหรือปลายไหลท้ิงไป  
เหลือไวเฉพาะสวนปลายของตัวอยางเพียง 1 มม  ขยี้ดวยเข็มเข่ียแลวหยดสี 1 หยด ลงบนเน้ือเยื่อ 
เกล่ียเนื้อเยื่อเบา ๆ  เพื่อใหเซลลกระจาย   คีบเนื้อเยื่อสวนท่ีไมตองการออก แลวปดแผนกระจกปด
สไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ วางกระดาษซับบนแผนกระจกสไลดแลวกดแผนกระจกปดสไลดดวย
นิ้วหัวแมมือ เพื่อใหเซลลกระจาย และซับสีสวนเกินออก 

3.2.6   นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลล
ท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟส ท่ีเห็นโครโมโซมขดแนนและมีการกระจายตัวดี สามารถนับ
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จํานวนโครโมโซมได  เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวใชนิ้วหัวแมมือกดลงบนแผนกระจกปดสไลด 
เบา ๆ เพื่อใหโครโมโซมทั้งหมดอยูในระนาบเดียวกันและไมซอนทับกัน เปนการกดไลอากาศ
ออกจากแผนกระจกปดสไลดไดอีกดวย  จากน้ันใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนกระจกปด
สไลด  นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวนโครโมโซมภายใตกลอง
จุลทรรศน  ทําเคร่ืองหมายบริเวณท่ีพบเพ่ือใหงายตอการนําไปบันทึกภาพใตกลองจุลทรรศน 
 
การทดลองท่ี 4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 

ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลอง 3 รหัสโดยศึกษาจากเนื้อเยื่อของใบ ใช
เอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, POX, SKD และ SOD  ตาม
วิธีการของพสุ (2546)   

4.1  วัสดุและอุปกรณ 
4.1.1   ใบของพืชทดลอง 
4.1.2   ชุดอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบ slab gel (Mini Protein II ของบริษัท 

Bio-Rad) 
4.1.3    ตูเยน็อุณหภูมิ 4  ํ ซ และตูแชแข็งท่ีปรับอุณหภูมิเปน -20   ํ ซ   
4.1.4    หลอดใสสาร ขนาด 1.5  มล 
4.1.5    โกรงบดตัวอยางพืช 
4.1.6    ไมโครปเปตท่ีปรับปริมาตรได 
4.1.7     เคร่ืองจายกระแสไฟฟา  Model  1,000 / 500 

 4.1.8    เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนยิม 2 และ 4 ตําแหนง  
                                                4.1.9    เคร่ืองเขยาสารใหรวมเปนเนื้อเดยีว  

4.1.10  เคร่ืองวดัความเปนกรด / ดางของสารละลาย  
4.1.11  เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได  

                            4.1.12  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก  บีกเกอร  ปเปต  แทงแกว  กระบอก
ตวงสารเคมี และ ขวดสีชา 

4.1.13   อุปกรณอ่ืน ๆ  เชน กระติกน้ําแข็ง กรรไกร ถุงพลาสติก ชอน
ตักสาร แผนอะลูมิเนียมฟอยล ถุงมือยาง กระดาษช่ังสาร แผนพลาสติกใส ถาดพลาสติก กลอง
พลาสติกใส  ปายติดกาว  ปากกา สมุด ไมบรรทัด กระดาษเยื่อ  และกลองถายรูป 

4.1.14   สารเคมี 
4.1.14.1 สารท่ีใชเปนสวนประกอบของ extraction buffer  
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4.1.14.1.1   0.5 M ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 
4.1.14.1.2   14.3 M β-mercaptoethanol (MSH) 
4.1.14.1.3   polyvinylpyrrolidone (PVP-10) 
4.1.14.1.4   0.5 M dithiothreitol (DTT) 
4.1.14.1.5   1.0 M tris-HCl  pH 7 

4.1.14.2   สารท่ีใชเปนสวนประกอบของ gel  
4.1.14.2.1   30 % acrylamide stock solution (acrylation  29.2  

กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 100 มล เก็บไวในขวดสีชาท่ี  4    ํซ ) 
 4.1.14.2.2    1.5  M  tris-HCl  pH  8.8 

 4.1.14.2.3  10 % ammonium persulfate (APS)  เตรียมทันที
กอนใช 
 4.1.14.2.4                                            TEMED  (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylene-
diamine) 
 4.1.14.2.5   น้ํากล่ัน 

4.1.15.3   สารท่ีใชเปนสวนประกอบของ  loading dye   
 4.1.14.3.1    10 % glycerol   
 4.1.14.3.2    0.5 % bromophenol  blue   

4.1.14.4   สารท่ีใชเปน  running  buffer 
 4.1.14.4.1    tris 
 4.1.14.4.2   glycine  pH 8.3   
 4.1.14.5   สารท่ีใชยอมเอนไซม 
 4.1.14.5.1    0.05 M  acetate buffer  pH 4.8 
 4.1.14.5.2    fast ganet GBC diasonium salt 
 4.1.14.5.3    disodium α-naphthyl  phosphate 
 4.1.14.5.4    MgCl2 
 4.1.14.5.5    0.1 M tris-HCl  pH 8.0 

 4.1.14.5.6   β-nicotinamide adenine dinucleotide; reduced 
form (β-NADH) 
 4.1.14..5.7  2, 6-dichloroindophenol sodium (DCIP) 
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 4.1.14.5.8 3[4,5-dimethyphiazol] 2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) 
 4.1.14.5.9    0.2 M phosphate buffer pH 6.0 
 4.1.14.5.10   fast  blue B-salt 
 4.1.14.5.11   α-naphthyl  acetate 

 4.1.14.5.12   0.1 M tris-HCl  pH 7.5 

 4.1.14.5.13   α-D glucose 

 4.1.14.5.14   β-nicotinamide adenine dinucleotide (β-NAD) 

 4.1.14.5.15   nitro blue tetrazolium (NBT) 

 4.1.14.5.16   phenazine methosulfate (PMS) 

 4.1.14.5.17   0.1 M tris-HCl  pH 7.4 

 4.1.14.5.18   α-ketoglutaric acid  

 4.1.14.5.19   aspartic acid 

 4.1.14.5.20   pyridoxal-5’-phosphate 

 4.1.14.5.21   fast blue BB salt 
 4.1.14.5.22   0.1 M sodium phosphate buffer pH 6 

 4.1.14.5.23   L-leucine β–naphthylamide, HCl 
 4.1.14.5.24   O-dianisidine salt 
 4.1.14.5.25   L-malic acid 

 4.1.14.5.26   shikimic acid 

 4.1.14.5.27  β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(β-NADP) 

 4.1.14.5.28   0.1 M tris-HCl  pH 4.0 

 4.1.14.5.29   3-amino-9-ethylcarbazole 

 4.1.14.5.30   β-naphthol 
 4.1.14.5.31   3 % H2O2   

 4.1.14.5.32   0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.5 

 4.1.14.5.33   TEMED 

 4.1.14.5.34    riboflavin 
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4.2  วิธีการ 
4.2.1   การสกัดเอนไซม 

นําใบท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีของพืชทดลองมาทําความสะอาดดวยน้ํา
กล่ัน แลวเช็ดใหแหง  ช่ังตัวอยางใบมาตัวอยางละ 1 กรัม ตัดออกเปนช้ินเล็ก ๆ แลวใสลงในโกรงท่ี
เย็นจัด บดตัวอยางจนละเอียด  ใส PVPP ลงไป 0.05 กรัม  จากนั้นเติม extraction buffer
ปริมาณ 3  มล ตามสูตรดัดแปลงของพสุ (2546)  แลวบดจนตัวอยางละลายเปนเนื้อเดียวกัน 
เทของเหลวท่ีสกัดไดลงในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5 มล ท่ีมีฝาปด แลวนําไปแยกสวนดวย
เครื่องหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14 ,000  รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ  2   ํซ  เปนเวลา 30 นาที  จากนั้นดูด
สวนที่เปนของเหลวใสดานบนใสหลอดทดลองอันใหม นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20  ํซ เพื่อนําไป
ทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสในข้ันตอนตอไป 

4.2.2   การทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 ประกอบชุดแผนกระจกของ  Mini-Protean®3 Cell Electrophoresis 
(Bio-Rad)  เขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย separating gel  โดยผสมสารจากสวนผสมท่ีแสดง
ไวในตารางท่ี  2 
 

ตารางท่ี  2  ชนิดและปริมาณของสารเคมีในการเตรียม  separating gel   สําหรับเจล 1 แผน 
                    (Kuntapanom and Smitamana, 1997) 

 

สารเคมี 7.5% separating gel 

1.5 M tris  pH 8.8 1.25    มล 

30% acrylamide 1.25    มล 

10% APS 50    ไมโครลิตร 

TEMED 2.5    ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน 2.425    มล 

 

เม่ือเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนําสารละลายมาเทอยางระมัดระวังลงระหวางแผน
กระจกท่ีเตรียมไว แลวเสียบหวีทันที เพื่อปองกันไมใหเกิดฟองอากาศในชองหวี  เสียบท้ิงไวจนเจล 
แข็งตัว  จากนั้นประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสท้ังหมดเขาดวยกัน  เติม running buffer ลงใน chamber 
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ประมาณ 500 มล  จากนั้นคอย ๆ หยอดตัวอยางท่ีผสมกับ loading dye ในอัตราสวน  9:1  ลงในชอง
ใสเจลในปริมาณ 20 ไมโครลิตรตอชอง โดยไมใหตัวอยางปนกันในแตละชอง  ปดฝาครอบแลวตอ
ข้ัวบวกและข้ัวลบเขากับ chamber   เปดสวิตช เคร่ืองจายกระแสไฟฟา ใหกระแสไฟผานท่ี 20  
มิลลิแอมแปร  ปดเคร่ืองจายกระแสไฟเมื่อ loading dye เคลื่อนที่อยูหางจากขอบลางของแผนเจล 
ประมาณ 1 ซม   จากนั้นนําแผนกระจกออกจาก chamber แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจก
ออกมาวางในกลองพลาสติกใสพรอมฝาปดเพื่อยอมสีเอนไซมตอไป 

4.2.3   การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลท่ีไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

เอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, POX, SKD และ SOD         
(ภาคผนวก) 

4.2.4   การบันทึกขอมูล 
นําเจลที่ยอมสีแลวมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี  คํานวณ

คาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rf)   บันทึกจํานวนและรูปแบบการเกิดแถบสี  เขียนไซโมแกรม บันทึกการ
มีและไมมีแถบสีในตําแหนงเดียวกัน  โดยคํานวณคาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธดังนี้ 
 
 

 
 
 แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยางหาคาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมจากแถบสีดวย  UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ Jaccard’s similarity  coefficient 
โดยใชโปรแกรม  SPSS    
 

การทดลองท่ี 5   การศึกษาการเจริญเติบโต 

การทดลองนี้เปนการศึกษาวงจรการเจริญเติบโตของพืชทดลอง 3 รหัสดังกลาวแลวขางตน
โดยเลือกตัวอยางเพ่ือเปนตัวแทนของกลุมจากตนพืชท่ีเก็บรวมและปลูกเล้ียงไวในแปลงศึกษา
ทดลอง   บันทึกการเจริญเติบโตของพืชตัวแทนแตละรหัสในชวงเวลาของวงจรการเจริญเติบโต 
1 วงจร คือ 1 ป ต้ังแตชวงท่ีตนพืชเร่ิมการเจริญหลังจากผานระยะพักตัวโดยการแทงชอดอกข้ึนมา
จากดิน  ดอกบานในเวลาตอมา  ตามดวยชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหม ไปจนกระท่ังหัว
ใหมพักตัว 

 

การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ        =         ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 
ระยะทางการเคล่ือนท่ีของ marker 
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5.1  วัสดุและอุปกรณ 
5.1.1   พืชทดลอง รหัส N 01, N 02  และ N 03  รหัสละ 5 ตน 

                                            5.1.2   วัสดุปลูก ไดแก ดนิ ข้ีเถาแกลบ และเปลือกถ่ัว ใน อัตราสวน  
2:2:1 

5.1.3    กระถางพลาสติก ขนาด  6 นิ้ว 
                                                    5.1.4   วัสดุอ่ืน ๆ  ไดแก  สมุด  ปากกา  ดินสอ  ไมบรรทัด แผนปาย
พลาสติก   เวอรเนียคาลิปเปอร และกลองถายภาพ 

5.2    วิธีการ  
   ปลูกตนพืชทดลองท้ังหมดในกระถางแลวนําไปไวใตโรงเรือนกรอง

แสงท่ีกรองแสงไดประมาณ  50%  ติดตาม และบันทึกผลการทดลองดังนี้ 
    5.2.1  ติดตามการเจริญเติบโตของพืชทดลอง จากระยะท่ีตนเร่ิมการ

เจริญเติบโตจนกระท่ังหัวใหมพักตัว 
5.2.2   บันทึกการเจริญเติบโตทางใบ ไดแก ความสูงของตนโดยวัดจาก

โคนตนในระดับผิวดินจนถึงโคนใบ  
5.2.3 บันทึกการเจริญเติบโตทางดอก ไดแก ตําแหนงของตาดอก  

ชวงเวลาที่เกิดการสรางดอก  ขนาดของชอดอก  จํานวนดอกตอชอ และ ขนาดของดอกใน
ตําแหนง  ดอกท่ี 4 นับจากโคนชอดอก 

5.2.4   บันทึกจํานวนหัวใหมตอตน 
5.2.5  วาดภาพทางพฤกษศาสตร แสดงสวนประกอบทางสัณฐานวิทยา

ของตนพืชทดลองในแตละรหัส  อันไดแกลักษณะของ  หัว ใบ ชอดอก ดอก ฝก ไหล และ ราก 
ในระยะท่ีสวนประกอบดังกลาวเจริญเติบโตเต็มท่ีแลว 
 


