
บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะ  การเจริญเติบโต  และการขยายพันธุในสภาพปลอดเชื้อของแผนดินเย็น
พันธุ HKRC01 และ HKRC02 ที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ แบง
ออกเปน 3  การทดลอง  คือ  การทดลองที่ 1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  กายวิภาควิทยา  
เซลลวิทยา  และรูปแบบไอโซไซม   การทดลองที่ 2  การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโต   การ
ทดลองที่ 3  การศึกษาการผสมเกสร  การเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อ  และการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
จากตาใบ 
 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 
การทดลองที่ 1  การศึกษาลักษณะ 

การศึกษาลักษณะของพืชทดลองแบงออกเปน 3 การทดลองยอย  โดยมีอุปกรณและ
วิธีการดังนี้  

 
การทดลองที่ 1.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ศึกษาลักษณะของแผนดินเย็นพันธุ HKRC01 และ HKRC02 โดยศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช  

1.1.1 วัสดุและอุปกรณ   
1.1.1 พืชทดลอง ไดแก  แผนดินเย็นพันธุ HKRC01 และ HKRC02 โดยคัด

จากตนที่ปลูกเลี้ยงไวในแปลงรวบรวมพันธุ พันธุละ 5 ตน 
1.1.2  อุปกรณ  ไดแก  กระดาษสําหรับวาดภาพ กลองถายภาพ  สมุด  ไม

บรรทัด  ยางลบ  ดินสอ  ปากกาหมึกซึมสีดํา  แวนขยาย  มีดผาตัด  และปากคีบ 



 18 

1.1.2  วิธีการ  
1.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองแตละพันธุ ไดแกสวนของราก  หัว  ใบ  ดอก  ชอดอก  และฝก โดยบันทึกขอมูลดังกลาว
จากตนพืชทดลองพันธุละ 5 ตน  ในระยะที่สวนตาง ๆ ของตนพืชเจริญเติบโตเต็มที่แลว  พรอมทั้ง
วาดภาพทางพฤกษศาสตรแสดงรายละเอียดของสวนประกอบเหลานั้น 

1.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้ 
   หัว นับจํานวนหัวตอตน  จํานวนปลองตอหัว  วัดขนาดเสนผา 

ศูนยกลางหัว  โดยวัดจากสวนที่กวางที่สุดของหัว  
    ตน  วัดความสูงของตนโดยวัดจากโคนตนสวนที่ติดกับหัวจนถึง

ปลายใบ 
   ใบ  วัดขนาดความกวางและความยาวของใบ   
   ชอดอก  วัดความยาวและความกวางของกานชอดอก โดยความกวางวัด

ที่จุดที่อยูสูงจากโคนกานชอดอกประมาณ  10  ซม  และนับจํานวนดอกตอชอ  
ดอก  วัดความกวางของดอกจากตําแหนงที่กวางที่สุดของดอกโดยวัด

จากปลายสุดของกลีบเลี้ยงดานซายไปยังปลายสุดของปลายกลีบเลี้ยงดานขวา  และความยาวของดอก
จากตําแหนงของกลีบเลี้ยงดานบนถึงปลายกลีบปากดานลาง  วัดความกวางและความยาวของ
องคประกอบตาง ๆ ของดอก  เชน  กลีบเลี้ยง  กลีบดอก  และกลีบปาก  

ฝก  วัดความกวางและความยาวของฝก  โดยวัดจากฝกที่เจริญเต็มที่
แลว  พันธุละ 5 ฝก 
 

การทดลองที่ 1.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา       
ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อของอวัยวะตาง ๆ ของแผนดินเย็น

พันธุ HKRC01 และ HKRC02  โดยการตัดเนื้อเยื่อตามขวางและตามยาว  ใชเทคนิคของ Johansen 
(1940) และ Sass (1966)  แลวศึกษาและบันทึกภาพของเนื้อเยื่อดังกลาวใตกลองจุลทรรศน 

1.2.1  วัสดุและอุปกรณ 
1.2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ 

1.2.1.1.1  เนื้อเยื่อของสวนตาง ๆ ของตนพืชทดลอง ไดแก ราก  
ลําตน ใบ  ดอก  และฝก 

1.2.1.1.2  แทงไมที่ใชยดึเนื้อเยื่อที่ฝงพาราฟน 
1.2.1.1.3  ขวดแกวสําหรับเกบ็ตัวอยางพืช 
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1.2.1.1.4  ขวดแกวสําหรับยอมสี 
1.2.1.1.5 แผนกระจกสไลด (slide) และ แผนกระจกปดสไลด (cover   

slip) 
1.2.1.1.6  ตะเกียงแอลกอฮอล 
1.2.1.1.7  เข็มเขี่ย 
1.2.1.1.8  ปากคีบ 
1.2.1.1.9  พูกนัขนออน 
1.2.1.1.10  มีดผาตัด 
1.2.1.1.11  ปายกระดาษติดกาว 
1.2.1.1.12   เครื่องตัดชิน้สวนพืชแบบลอหมนุ  (rotary  microtome) 

    1.2.1.1.13  แผนใหความรอน (hot plate) สําหรับอุนแผนกระจก 

    1.2.1.1.14 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

    1.2.1.1.15  ตูควบคุมอุณหภูมิระดับ 56 – 60˚ซ 
 1. 2.1.2  สารเคมี 
  1.2.1.2.1  สารที่ใชเตรียมน้ํายารักษาสภาพเซลล(fixtative) ไดแก 95% 
  ethyl  alcohol,  glacial  acetic  acid, formalin และ น้ํากลั่น                                  

 1.2.1.2.2  สารที่ใชในการเตรียมน้ํายาในการดึงน้ําออกจากเซลล  (de- 
hydrating solution)  คือ  95% ethyl  alcohol,  100% ethyl  alcohol,  tertiary  butyl  alcohol (TBA)  และ 
น้ํากลั่น 
 1.2.1.2.3  สารที่ใชสําหรับฝงเนื้อเยื่อ คือ Paraplast 
             1.2.1.2.4  สารที่ใชในการยึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhe- 
sive) เตรียมจากไขขาว และ น้ํากลั่น              

           1.2.1.2.5 สารที่ใชในการยอมสีและทําความสะอาด คือ aluminium 
sulfate [Al2(SO4)3.16H2O], hematoxylin  (C16H14O6), 95%  ethyl  alcohol, 100% ethy  alcohol, 
methyl  alcohol, glycerol และ xylene                                                       

1.2.1.2.6  สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) 
คือ Canada  balsam 
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1.2.2  วิธีการ 
 1.2.2.1  การเตรียมน้ํายา 
              1.2.2.1.1  การเตรียมน้ํายารักษาสภาพเซลล  (formalin-acetic 
acid- alcohol : FAA) เตรียมจากสวนผสมของสารเคมีดังตอไปนี ้
 

95%  ethyl  alcohol             50        มิลลิลิตร (มล) 
glacial  acetic  acid               5          มล 
formalin                               10        มล 
น้ํากลั่น                                 35        มล 

  
 ตวงสารเคมีทั้งหมดมาผสมรวมกันในกระบอกตวงขนาด 100 มล ผสมสารใหรวมเปนเนื้อ
เดียวกัน  จากนั้นนําไปเก็บไวในขวดสีชาเพื่อรอนําไปใชแชเนื้อเยื่อ 
              1.2.2.1.2  การเตรียมน้ํายาสําหรับดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating 
solution) เตรียมจากสวนผสมของสารเพื่อใหไดน้ํายาที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลแตกตางกัน
ในแตละขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล  ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1   ชนิดและปริมาณของแอลกอฮอลในน้ํายาทีใ่ชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละขั้นตอน 
 

ขั้นตอน 
ปริมาณรวมของ
แอลกอฮอล 
ในน้ํายา (%) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

         (มล) 

tertiary butyl  
alcohol (TBA) 

(มล) 

 
น้ํากลั่น 

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

 

 ผสมแอลกอฮอลในแตละระดับของน้ํายาตามชนิดและปริมาณที่แสดงไวในตารางที่ 1 
จากนั้นนําน้ํายาที่ผสมเสร็จแลวในแตละระดับเก็บใสขวดแกวที่มีฝาปดมิดชิด    สวนน้ํายาระดับ 
100 %นั้นผสมสี erythrosin ลงไปดวย  เพื่อใหเนื้อเยื่อของชิ้นสวนพืชติดสีซ่ึงจะชวยใหการฝง
เนื้อเยื่อในพาราฟนงายตอการจัดระนาบของเนื้อเยื่อ  และสามารถจัดตําแหนงของชิ้นสวนใหได
ระนาบบนเครื่องตัดเนื้อเยื่อ 
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          1.2.2.1.3  การเตรียมสียอมเนื้อเยื่อเตรียมจากสวนผสมของสาร
ดังตอไปนี้ 
  

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

                                         95%  ethyl  alcohol                                       25      มล 
                                         methyl  alcohol                                         100      มล 
                                         glycerol                                                      100      มล 
 
          1.2.2.1.4  การเตรียมน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช ทําโดยนําไขไกมาแยกเอา
เฉพาะไขขาว  ตีจนเหลวและขน  จากนั้นตักเอาสวนที่เปนฟองทิ้งไปแลวนําสวนที่เปนของเหลวไป
กรอง  เทใสขวดนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิต่ํากวา 15˚ซ  เพื่อใชเปนสารละลายเขมขน  ถาไขขาวที่ตีไว
นั้นขนมากเกินไปจนไมสามารถกรองผานกระดาษกรองไดใหผสมน้ํากลั่นลงไปเล็กนอยแลวจึง 
กรอง    เมื่อจะใชจึงนําสารละลายเขมขนของไขขาวดังกลาวไปเจือจางดวยน้ํากลั่น   โดยใชไขขาว 
1  มล  เจือจางดวยน้ํากลั่น  49 มล   แลวกรองผานกระดาษกรองอีกครั้งกอนนําไปใช 

 1.2.2.2  การเตรียมสไลดถาวรของชิ้นสวนพืช 
 1.2.2.2.1  เก็บตัวอยางของราก  ลําตน  ใบ  ดอก  และฝกมาแชใน
น้ํายา FAA ที่บรรจุอยูในขวดแกว  แลวนําขวดดังกลาวไปดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อ  การแชเนื้อเยื่อใน FAA ควรแชไวนาน 18 - 24 ช่ัวโมง  สําหรับเนื้อเยื่อที่มีความออนนุม  
สวนเนื้อเยื่อที่มีความแข็งควรแชนาน 1 - 2 สัปดาห หรือนานกวานี้  กอนนําไปผานขั้นตอนตอไป 
 1.2.2.2.2  นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล  
โดยเริ่มจากขั้นตอนที่มีแอลกอฮอลในน้ํายา 50% แลวผานไปที่ 70%, 85% และ 95% ตามลําดับ
โดยใหเวลาในการดึงน้ําออกขั้นตอนละ 12-24 ชั่วโมง  สําหรับขั้นตอนของ 100% และ TBA 
นั้นใชเวลา 24 ชั่วโมง เปนอยางต่ํา  สวนขั้นตอนสุดทายคือ TBA + พาราฟนเหลว 1:1 นั้นใช
เวลา 24 ช่ัวโมงขึ้นไป  แตไมควรนานเกิน 48 ช่ัวโมง  
 1.2.2.2.3  เมื่อผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกแลวแลวนําเนื้อเยื่อ 
ไปผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration) โดยนําขวดแกวที่บรรจเุนือ้เยือ่
ในน้ํายาขั้นตอนสุดทายของขอ 1.2.2.2.2 ไปใสตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิระดับ 56 – 60  ํซ ไว
จนกระทั่ง TBA ระเหยออกไปจนหมดแลวจึงนําขวดนั้นออกมา  เทพาราฟนทิ้งไป  แลวใสพาราฟน
เหลวที่หลอมเตรียมไวแลวลงไปแทน  นําขวดไปเก็บไวในตูอบตามเดิมจนกระทั่งพาราฟนแทรก
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เขาไปในเนื้อเยื่ออยางเต็มที่  ซ่ึงระยะเวลาที่ใชนั้นจะนานเทาใดขึ้นอยูกับสภาพความแข็งของ
เนื้อเยื่อ  สําหรับพืชทดลองใชเวลา 2 สัปดาห  เปนอยางต่ํา 
 1.2.2.2.4  นําชิ้นสวนพืชที่พาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่ออยาง
เต็มที่แลวมาฝงลงในพาราฟนที่หลอมเอาไวกอนหนานี้แลวและเทบรรจุอยูในแมพิมพที่พับดวย
กระดาษเปนรูปสี่เหลี่ยม  จัดวางชิ้นสวนพืชใหอยูในตําแหนงที่ตองการกอนจะทําใหพาราฟน
แข็งตัวและนําไปตัด 

1.2.2.2.5  นําแทงพาราฟนที่ฝงชิ้นสวนพืชเรียบรอยแลวไปตัดแตง
ใหเปนรูปสี่เหล่ียมโดยใหมีช้ินสวนพืชอยูบริเวณกลางของแทงพาราฟนนาํแทงพาราฟนมาติดกับแทง
ไมแลวนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน ใหมีความหนาของเนื้อเยื่อ 13-15  ไมครอน 

1.2.2.2.6  นําแถบเนื้อเยื่อพืช  (paraffin ribbon) ที่ตัดไดมาติดลง
บนแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช  จากนั้นนําแผนสไลดไปวางบนเครื่องอุนสไลด
จนแถบเนื้อเยื่อแหงและติดแนนกับแผนสไลด 

1.2.2.2.7  นําแผนกระจกสไลดที่ติดแถบเนื้อเยื่อแลวมาละลาย
พาราฟนออกใน xylene แลวนําไปยอมสี 

1.2.2.2.8  เมื่อยอมสีเสร็จ  ผานแผนกระจกสไลดลงในขวดแกว
บรรจุ xylene เพื่อใหเนื้อเยื่อใสสะอาด  จากนั้นปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลด
โดยใช Canada balsam เปนตัวยึด  ทิ้งเอาไวจนน้ํายาแหง  จากนั้นนําแผนกระจกสไลดดังกลาวไป
ศึกษาเนื้อเยื่อภายใตกลองจุลทรรศน  และบันทึกภาพ  

 
การทดลองที่ 1.3   การศึกษาเซลลวิทยา 

ศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อปลายรากของพืชทดลองทั้ง 2 พันธุ ดวยวิธี Feulgen’s 
squash  ที่ดัดแปลงตามวิธีการของจารุภัทร (2549) 

1.3.1  วัสดุและอุปกรณ 
3.1.1.1  ปลายรากของแผนดินเย็นพันธุ HKRC01 และ HKRC02 
3.1.1.2  ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
3.1.1.3  แผนกระจกสไลด  และแผนกระจกปดสไลด 
3.1.1.4  ปรอทวัดความรอน 
3.1.1.5  อางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 
3.1.1.6  ปากคีบ  
3.1.1.7  เข็มเขี่ย   
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3.1.1.8  น้ํายาเคลือบเล็บ 
3.1.1.9   กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope  และ  photomicroscope 
3.1.1.10  สารเคมี 

3.1.1.10.1   สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล  (pre-treatment)    คือ 
PDB          

3.1.1.10.2   สารเคมีที่ใชเตรียมน้ํายาในการรกัษาสภาพเซลล  (fixtative) 
คือ 100% ethyl alcohol และ glacial  acetic  acid   

3.1.1.10.3   สารเคมีที่ใชสําหรับยอยแยกเซลล  (hydrolytic solution) 
คือ1N HCl  

3.1.1.10.4  สีที่ใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
 1.3.2  วิธีการ 
  1.3.2.1  การเตรียมน้ํายา 
   1.3.2.1.1   การเตรียมน้ํายาสําหรับหยุดวงชีพเซลล  เตรียมได 
จากการชั่ง PDB 10 กรัม  แลวนํามาละลายในน้ํากลั่น 500 มล  เพื่อใหไดสารละลายอิ่มตัวในน้ํา  
และเพื่อใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน  จึงนําไปตั้งบนแผนควบคุมอุณหภูมิที่ 60˚ซ  เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง 
   1.3.2.1.2  การเตรียมน้ํายารักษาสภาพเซลล  ทําโดยการผสม 100% 
ethyl alcohol 3 สวน กับ glacial acetic acid  1 สวน  เตรียมน้ํายากอนใชทุกครั้ง  เนื่องจากน้ํายาที่ทิ้ง
ไวนานจะสลายตัวเปน ester หมดคุณสมบัติเดิมไป 

1.3.2.2  การเตรียมสไลดสําหรับศึกษาโครโมโซม 
 1.3.2.2.1  เก็บปลายรากโดยเลือกรากที่กําลังเจริญเติบโต คือ 
ปลายรากที่เร่ิมงอกออกมาจากหัว และมีความยาว 0.3-0.5 ซม เก็บตัวอยางรากในชวง 7.00-11.00 น. 
โดยเก็บทุกชั่วโมงระหวางเวลาดังกลาว  
 1.3.2.2.2  หยุดวงชีพเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB 
เปนเวลา 30 นาที, 1 และ 2 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิประมาณ 10˚ซ 
 1.3.2.2.3  นําปลายรากมาลางเอาสารละลาย PDB ออกดวยน้ํากลั่น
ใหสะอาด  แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล นาน 5 นาที  ลางออกดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง 

1.3.2.2.4  ยอยแยกเซลล     โดยนําปลายรากมาแชใน  1 NHCl  
นาน 5 นาที  ที่อุณหภูมิ 60˚ซ  แลวลางออกดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง 
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1.3.2.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แชไวนาน 
30 นาที และ 1 ชั่วโมง  หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวใชมีดผาตัดตัดเฉพาะ
สวนปลายรากใหยาวประมาณ 1 มม  คีบสวนเกินทิ้งไป  หยดสีลงไปเล็กนอยบนเนื้อเยื่อ  จากนั้นใชปลาย
เข็มเขี่ยเคาะหรือบดเนื้อเยื่อเบา ๆ  เพื่อใหเซลลกระจายตัว  ไมเกาะรวมกันเปนกอน  คีบเอาเศษ
เนื้อเยื่อสวนเกินทิ้งไปแลวปดแผนกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ  ถาเกิดฟองอากาศใหไล
ฟองอากาศออกกอน  วางกระดาษซับบนแผนกระจกปดสไลด  ใชนิ้วหัวแมมือกดลงไปเพื่อใหเซลล
กระจายตัวและซับเอาสีสวนเกินออก  ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อ
ปองกันไมใหอากาศเขาไป 

1.3.2.2.6  นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  
โดยเลือกเซลลที่มีการกระจายตัวของโครโมโซมดี  และสามารถนับจํานวนโครโมโซมได  ถา
โครโมโซมไมอยูในระนาบเดียวกัน  ใชนิ้วกดลงบนแผนกระจกปดสไลดเบา ๆ เพื่อใหเซลลแบน  
และอยูในระนาบเดียวกัน  กอนนําแผนกระจกสไลดไปตรวจนับจํานวนโครโมโซมภายใตกลอง
จุลทรรศนแลวบันทึกภาพ 
 

การทดลองที่  1.4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลองทัง้ 2 พันธุ โดยศึกษาจากเนื้อเยือ่ของใบและ

ใชเอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, POX, SKD และ SOD ตาม
วิธีการของพสุ (2546) และสทุธินันท (2548) 
  1.4.1   วัสดุและอุปกรณ 

1.4.1.1   เครื่องมือและอุปกรณ 
1.4.1.1.1   เนื้อเยื่อใบของพืชทดลอง 
1.4.1.1.2   โกรงบดตัวอยางพืชพรอมที่บด 
1.4.1.1.3   เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง 
1.4.1.1.4   เครือ่งวดัความเปนกรด/ดางของสารละลาย 
1.4.1.1.5   เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได 
1.4.1.1.6   ชุดอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบ slab gel 
1.4.1.1.7   เครื่องจายกระแสไฟฟา Model 1,000/500 
1.4.1.1.8   ตูบม (incubator) 
1.4.1.1.9   ตูแชแข็งที่ปรับอุณหภูมิเปน -20    ํ ซ และ ตูเยน็ 
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1.4.1.1.10  ไมโครปเปตปรับปริมาตรได ขนาด20 - 200, 10 - 100 
และ 1,000 ไมโครลิตร 

1.4.1.1.11   หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล 
1.4.1.1.12   ชุดอานเจล (visible light  transilluminator) 
1.4.1.1.13  เครื่องแกวแบบตางๆ 
1.4.1.1.14  อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กลองโฟม แผนอลูมิเนียมฟอยล ถุงมือ  

กระดาษชั่งสาร ปากคีบ ชอนตักสาร พลาสติกใส ถาดพลาสติก กระดาษตดิปาย กลองถายรูป  
พรอมฟลม  

1.4.1.2  สารเคมี 
1.4.1.2.1  สารที่ใชเปนสวนประกอบของ extraction buffer คือ 

1.4.1.2.1.1   1.0 M tris-HCl pH 7 
1.4.1.2.1.2   0.5 M ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 
1.4.1.2.1.3   polyvinylpyrrolidone (PVP-10) 
1.4.1.2.1.4   0.5 M dithiothreitol (DTT) 
1.4.1.2.1.5   14.3 M β-mercaptoethanol (MSH) 

1.4.1.2.2  สารที่ใชเปนสวนประกอบของ gel  
1.4.1.2.2.1  30 % acrylamide stock solution (acrylation  

29.2  กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 100 มล เก็บไวในขวดสีชาที่  
4   ซ ) 
 1.4.1.2.2.2    1.5  M  tris-HCl  pH  8.8 

 1.4.1.2.2.3   10 % ammonium persulfate (APS) เตรียมทันที
กอนใช 
 1.4.1.2.2.4 TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylene-
diamine) 
 1.4.1.2.2.5    น้ํากลั่น 

1.4.1.2.3   สารที่ใชเปนสวนประกอบของ  loading dye   
 1.4.1.2.3.1   10 % glycerol   
 1.4.1.2.3.2   0.5 % bromophenol  blue   
1.4.1.2.4   สารที่ใชเปน running buffer 
 1.4.1.2.4.1   tris 
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 1.4.1.2.4.2   glycine  pH 8.3  ตอน้ํากลั่น 500  มล  
1.4.1.2.5   สารที่ใชยอมเอนไซม 
 1.4.1.2.5.1   0.05 M  acetate buffer  pH 4.8 
 1.4.1.2.5.2   fast ganet GBC diasonium salt 
 1.4.1.2.5.3   disodium α-naphthyl  phosphate 
 1.4.1.2.5.4   MgCl2 
 1.4.1.2.5.5   0.1 M tris-HCl  pH 8.0 

 1.4.1.2.5.6  nicotinamide adenine dinucleotide, reduced 
form (NADH) 
 1.4.1.2.5.6   2, 6-dichloroindophenol sodium (DCIP) 
 1.4.1.2.5.7  3[4, 5-dimethyphiazol]2, 5-diphenyltetrazelium 
bromide (MTT) 
 1.4.1.2.5.8   0.2 M phosphate buffer pH 6.0 
 1.4.1.2.5.9   fast  blue B-salt 
 1.4.1.2.5.10  α-naphthyl  acetate 

 1.4.1.2.5.11   0.1 M tris-HCl  pH 7.5 

 1.4.1.2.5.12   α-D glucose 

 1.4.1.2.5.13   nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 

 1.4.1.2.5.14   nitro blue tetrazolium (NBT) 

 1.4.1.2.5.15   phenazine methosulfate (PMS) 

 1.4.1.2.5.16   0.1 M tris-HCl  pH 7.4 

 1.4.1.2.5.17   α-ketoglutaric acid  

 1.4.1.2.5.18   aspartic acid 

 1.4.1.2.5.19   pyridoxal-5’-phosphate 

 1.4.1.2.5.20   fast blue BB salt 
 1.4.1.2.5.21   0.1 M sodium phosphate buffer pH 6 

 1.4.1.2.5.22   L-leucine β–naphyl acid 

 1.4.1.2.5.23   O-dianisidine salt 
 1.4.1.2.5.24   L-malic acid 

 1.4.1.2.5.25   shikimic acid 
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 1.4.1.2.5.26 nicotinamide adenine dinucleotide phos- 
phate (NADP) 

 1.4.1.2.5.27   0.1 M tris-HCl  pH 4.0 

 1.4.1.2.5.28   3-amino-9-ethylcarbazole 

 1.4.1.2.5.29   β-naphthol 
 1.4.1.2.5.30   3 % H2O2   

 1.4.1.2.5.31   0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.5 

 1.4.1.2.5.32   TEMED 

 1.4.1.2.5.33   riboflavin 

1.4.2   วิธีการ 

             1.4.2.1  การเตรียมน้ํายา 
            1.4.2.1.1  การเตรียมน้ํายาสกัด  (extraction buffer)  เตรียมน้ํายาสกัด

โดยผสมสารตามชนิดและปริมาณที่แสดงในตารางที่ 2  เขาดวยกัน  จากนั้นเติมน้ํากลั่นแลวปรับ
ปริมาตรสุดทายใหเปน 30 มิลลิลิตร 
 

ตารางที่ 2  ชนดิและปริมาณของสารเคมีที่ใชในการเตรียมน้ํายาสกัด 
 

ชนิด ปริมาณ 
0.2 M tris – buffer pH 8.4      5  มล 

0.5 M EDTA 0.06  มล 
PVPP - 10 0.5  กรัม 
0.5 M DTT 0.12  มล 

14.3 M β-mercaptoethanol (MSH)                 21 ไมโครลิตร 
 
    1.4.2.1.2  เตรียมสารที่ใชเปน  running buffer โดยมีสวนผสมของ
สารเคมี คือ tris 3 กรัม(ก) และ glycine 14.4 ก โดยการละลายสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกัน  โดยใส
น้ํากลั่นเปนตัวทําละลายแลวปรับปริมาตรใหปริมาณสุดทายเปน 500 มล เพื่อใชสําหรับเปน
สารละลายเขมขน  เมื่อจะใชจึงนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:4 

1.4.2.2  การสกัดเอนไซม 
นําใบของพืชทดลองมาทําความสะอาดดวยน้ํากลั่น  และเช็ดใหแหง 

ช่ังใบใหไดน้ําหนัก 1.0 ก   หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรงที่แชเย็นจัดใชน้ําแข็งหลอรอบโกรงเพื่อ
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ปองกันการเสื่อมสภาพของเอนไซม  เมื่อบดตัวอยางจนละเอียดแลว เติม extraction buffer ตาม
สูตรดัดแปลงของ พสุ (2546) ลงไป 3 มล    บดจนตัวอยางละลายเปนเนื้อเดียวกัน    เทของเหลวที่ได
ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5  มล  แลวนําไปปนดวยความเร็ว 14,000  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  
2˚ซ เปนเวลา 30 นาที    ดูดสวนที่เปนของเหลวใสใสหลอดทดลองอันใหม   สวนที่เปน
ตะกอนทิ้งไป  แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20˚ซ    เพื่อนําไปทําโพลีอคริลาไมด เจลอิ เล็กโทร
โฟรีซิสตอไป 

1.4.2.3  การทําโพลีอคริลาไมด เจลอิ เ ล็กโทรโฟรี ซิส  
 ประกอบชุดแผนกระจกเขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย 
ของเจล 7.5 % สําหรับ separating gel  โดยผสมสารจากสวนผสมที่แสดงไวในตารางที่ 3  ซ่ึงจะตอง
เตรียมแลวใชทันทีโดยที่สวนผสมดังกลาวเพียงพอสําหรับทําเจล 2 แผน 

 
ตารางที่ 3    ชนิดและปริมาณของสารเคมีที่เปนสวนผสมที่ใชในการเตรียม separating gel 7.5% 

  (Kuntapanomand Smitamana, 1997)  
 
 

 
 
 
 
 
 
เมื่อเตรียมสารละลายเจลเสร็จ  รีบนําสารละลายดังกลาวมาเทลงระหวางแผนกระจกที่

เตรียมไวพรอมกับเสียบหวี (comb) ระวังไมใหเกิดฟองอากาศ  ทิ้งไวจนเจลแข็งตัว  ดึงหวีออก
จากนั้นตอชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสทั้งหมดเขาดวยกัน  เติมน้ํายา running buffer  ลงใน  chamber ใหอยู
ในระดับครึ่งหนึ่งของแผนกระจก  สวนในชองวางของแผนกระจกทั้ง 2 ชุด  เติมน้ํายาจนลนหรือ
ใหพอดีกับขอบกระจกดานบน    จากนั้นหยอดตัวอยางที่ผสมกับ bromophenol blue  ในอัตราสวน 
9:1 ลงในชองของ stacking gel ปริมาณ 20 ไมโครลิตรตอชอง  ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟเขากับ
เครื่องจายกระแสไฟฟา เปดสวิทช  ตั้งคากระแสไฟคงที่ที่ 20 มิลลิแอมแปร  ปดเครื่องจาย
กระแสไฟ  เมื่อสีของ bromophenol blue เคลื่อนที่มาถึงปลายลางของเจล  จึงนําแผนกระจกออก
จาก chamber แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออก  ตัดมุมของเจลในจุดเริ่มตนที่หยอดตัวอยาง
เพื่อทําเปนเครื่องหมาย  แลวนํามาวางในกลองพลาสติกเพื่อรอยอมสีเอนไซมตอไป 

ชนิด ปริมาณ 

น้ํากลั่น 4.85    มล 

1.5 M tris pH 8.8 2.5    มล 

30% acrylamide 2.5    มล 

10% APS 100.00    ไมโครลิตร 

TEMED 5.00    ไมโครลิตร 
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1.4.2.4  การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลที่ไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

เอนไซมชนิดตาง ๆ  รอจนเกิดแถบสี  ลางสีสวนเกินออก  แลวนําไปแชใน 7% acetic acid (การ
เตรียมสียอมอยูในภาคผนวก) 

1.4.2.5  การบันทึกขอมูล 
นําเจลที่ยอมสีแลวมาบันทึกคาระยะทางของ bromophenol  blue  

และบันทึกตําแหนง  ขนาด  จํานวนของแถบสี  และรูปแบบการเกิดแถบของเอนไซมแตละชนิด  
แลวนําคาระยะทางการเคลื่อนที่มาคํานวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf)  ตามสมการขางลาง  
จากนั้นวาดไซโมแกรม 
 

                                     
 
  
 แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม  โดยวิเคราะหกลุมตัวอยางหาคาความสัมพันธทาง
พันธุกรรม โดยคาที่ใชในการวิเคราะหไดจากการเกิดแถบสีหรือไมเกิดแถบสีของแตละตัวอยาง  แลว
แปลงคาที่มีแถบสีเปน 1 และคาที่ไมมีแถบสีเปน 0     นําคาที่ไดนี้มาวิเคราะหผลดวย  UPGMA cluster 
analysis ตามวิธีการของ Jaccard’s similarity coefficient  โดยใชโปรแกรม  SPSS   
 
การทดลองที่  2  การศึกษาการเจริญเติบโต 
 การศึกษาการเจริญเติบโตของพืชทดลองเปนการบันทึกการเจริญเติบโตของพืชทดลองใน
ระยะเวลา 1 วงจรป  โดยศึกษาจากพืชทดลองที่ปลูกเลี้ยงไวภายใตโรงเรือนในบริเวณแปลง
รวบรวมพันธุ  การบันทึกการเจริญเติบโตของตนพืชครอบคลุมชวงการเจริญเติบโตของดอก  ใบ  
และ หัว    จนกระทั่งตนพืชพักตัวและเจริญเติบโตใหมในวงจรปถัดไป  วัสดุอุปกรณ   และ   วิธีการ
ทดลองมีดังตอไปนี้ 

 2.1  วัสดุและอุปกรณ 
2.1.1  พืชทดลอง  คือ  แผนดินเย็นพันธุ HKRC01 และ HKRC02  พันธุละ 

5 ตน 
2.1.2  วัสดุปลูกไดแก  ดิน  ทราย  และขี้เถาแกลบ  ในอัตราสวน 1:1:1 
2.1.3  ภาชนะปลูก ไดแก  กระถางพลาสติกสีดํา  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5.5 นิ้ว 

การเคลื่อนที่สัมพัทธ        = 
        ระยะการเคลื่อนที่ของแถบสี 

ระยะทางการเคลื่อนที่ของ marker 
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2.1.4  อุปกรณในการบันทึกการเจริญเติบโตของตนพืชทดลอง คือ สมุด
บันทึก  เวอรเนียแคลลิเปอร  ไมบรรทัด  กลองถายภาพพรอมฟลม  และปายชื่อ 
  2.2  วิธีการ 
   2.2.1  ปลูกตนพืชในกระถางพลาสติกที่บรรจุวัสดุปลูกดังระบุสวนผสมไวใน 
ขอ 2.1.2   จากนั้นนําไปเลี้ยงไวภายในโรงเรือนที่มีตาขายพรางแสงประมาณ 50 % 
   2.2.2  ติดตามการเจริญเติบโตของพืชทดลองโดยการบันทึกการ
เจริญเติบโตของตนพืชตั้งแตระยะที่มีการเจริญเติบโตหลังจากที่หัวแมผานระยะพักตัวแลว  
ตลอดไปจนถึงชวงการเจริญเติบโตของใบ  ชวงแทงชอดอก และ ชวงดอกบาน ไปจนถึงชวงที่หัว
ใหมเขาสูระยะพักตัว  แลวแสดงวงจรการเจริญเติบโตใน 1 วงจรปของตนพืชแตละพันธุในลักษณะ
ของภาพวาด 
   2.2.3  บันทึกการเจริญเติบโตทางใบและบันทึกขนาดใบ 
   2.2.4  บันทึกการเจริญเติบโตของดอกโดยสังเกตการเริ่มเกิดชอดอก  การ
เจริญเติบโตของชอดอก  ความยาวของชอดอก  จํานวนดอกตอชอ  และขนาดของดอกยอย 
   2.2.5  บันทึกการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของหัวตั้งแตเร่ิมตนการ
เจริญเติบโตจนถึงชวงพักตัว   
 
การทดลองที่  3  การศึกษาการขยายพันธุในสภาพปลอดเชื้อ 
 การศึกษาการขยายพันธุในสภาพปลอดเชื้อของพืชทดลองแบงออกเปน 3 การทดลองยอย  
โดยมีอุปกรณและวิธีการดังนี้ 
 
 การทดลองที่  3.1   การผสมเกสร 

ศึกษาความเปนไปไดของการผสมเกสรของพืชทดลอง  โดยการถายละอองเกสรดวยมือ
เพื่อใหเกิดการผสมเกสรในดอกเดียวกันของพืชทดลองทั้ง 2 พันธุ  วัสดุอุปกรณ  และวิธีการทดลอง
มีดังนี้ 
   3.1.1  วัสดุและอุปกรณ 
    3.1.1.1  พืชทดลอง  คือ  ตนแผนดินเย็น 2 พันธุ  ซ่ึงมีการเจริญ 
เติบโตของตนพืชในระยะที่มีชอดอก และอยูในชวงที่ดอกกําลังบาน 
    3.1.1.2  วัสดุและอุปกรณที่ใช  ไดแก  ไมปลายแหลม  ดินสอ  
แผนปายพลาสติก  ดาย  และสมุดบันทึก 
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   3.1.2  วิธีการ  
    3.1.2.1  การผสมเกสร 
     ผสมเกสรของพืชทดลองในชวงเวลาที่แตกตางกัน  
4 ชวง  คือ  7.00-8.00 น.  8.00-9.00 น.  9.00-10.00 น. และ 10.00-11.00 น. วางแผนการทดลอง
แบบสุมสมบูรณ ( Completely Randomized Design : CRD )   กรรมวิธีละ 5 ซํ้า  ซํ้าละ 1 ดอก  ผสม
เกสรโดยใชไมปลายแหลมที่สะอาดเขี่ยเกสรเพศผูออกมา  แลวนําไปใสในยอดเกสรเพศเมียซ่ึงเปน
แองที่มีน้ําเมือกเหนียวใส  ติดปายบันทึกขอมูลการผสม 

3.1.2.2 การบันทึกผล 
บันทึกจํานวนดอกที่ผสม   จํานวนดอกที่ผสมติด  และ

ติดตามการเจริญเติบโตของฝกตั้งแตระยะติดฝกจนถึงระยะฝกแก 
 
 การทดลองที่  3.2   การเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อ  
  ศึกษาการเพาะเมล็ดของพืชทดลอง 2 พันธุ ในสภาพปลอดเชื้อ  วัสดุอุปกรณ และ
วิธีการมีดังนี้ 
   3.2.1  วัสดุและอุปกรณ 
    3.2.1.1  เครื่องมือและอุปกรณ 
     3.2.1.1.1  วัสดุทดลอง  ไดแก  ฝกของพืชทดลองที่มีอายุ  
3,  5,  10,  และ  15  วันหลังผสมเกสร 
     3.2.1.1.2   กลองจุลทรรศนชนิดเลนสสองกลับ (inverted  
microscope) 
     3.2.1.1.3  หมอนึ่งความดันไอ 
     3.2.1.1.4  เครื่องวัดความเปนกรด/ดาง 
     3.2.1.1.5  เครื่องชั่งชนิดละเอียด 
     3.2.1.1.6  เครื่องชั่งไฟฟา 
     3.2.1.1.7  ตูกรองอากาศ 
     3.2.1.1.8  ช้ันสําหรับวางขวดเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
     3.2.1.1.9  เครื่องเขยา 
     3.2.1.1.10  ตูอบไมโครเวฟ 
     3.2.1.1.11  ไมโครปเปต 
     3.2.1.1.12  ขวดรูปชมพู   
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     3.2.1.1.13  หลอดทดลอง 
     3.2.1.1.14  เครื่องแกวอ่ืน ๆ  เชน  บีกเกอร  กระบอกวัด
ปริมาตร  ปเปต  ขวดวัดปริมาตร  ขวดใสสารละลายเขมขน  แทงแกวคนสาร  จานเลี้ยงเชื้อ  แผน
กระจกสไลด  และแผนกระจกปดสไลด  
     3.2.1.1.15  วัสดุที่ใชในตูกรองอากาศ  ไดแก  ตะเกียง
แอลกอฮอล   แอลกอฮอล 70 % พรอมกระบอกฉีด  ไมขีดไฟ  ปากคีบขนาดยาว  140  และ  180  มม  ดาม
มีดเบอร 3   ใบมีดผาตัดเบอร 11   หลอดทดลองขนาด  25x150 มม สําหรับใสแอลกอฮอลฆาเชื้อ   
กระดาษกรอง   แผนพลาสติกใสที่ฆาเชื้อแลว  และ  จานเลี้ยงเชื้อ 
     3.2.1.1.16  วัสดุอ่ืน ๆ  เชน  ชอนตักสาร  แผนพลาสติก
ใส  ยางรัด   แผนปายขาว  สติกเกอรสําหรับเขียนกรรมวิธีและวันที่ทดลองติดหลอดทดลอง  
กระดาษลอกลายที่ใชปดปากขวด  และกระดาษอลูมินั่มฟอยล  

3.2.1.1.17  กลองจุลทรรศน พรอมอุปกรณถายภาพ 
3.2.1.1.18  วัสดุ  เครื่องมือ  และ   อุปกรณในการศึกษา

เนื้อเยื่อดังระบุใน 1.2.1 
    3.2.1.2  สารเคมี 
     3.2.1.2.1   สารสําหรับฆาเชื้อ  ไดแก  น้ํายาลางจาน  สาร 
 ลดแรงตึงผิว   น้ํายา clorox เขมขน 15 %  และ  ethyl  alcohol  เขมขน 70 % 
     3.2.1.2.2  สารที่ใชสําหรับเตรียมอาหาร 
      3.2.1.2.2.1  ธาตุอาหารหลักตามสูตร Vacin and  
Went  (1949)  ดัดแปลง (CMU1) ซ่ึงในที่นี้เรียกวาสูตร VW  (CMU1)  ดังแสดงในตารางที่ 4  
      3.2.1.2.2.2  ธาตุอาหารรองตาง ๆ   ตามสูตร 
Murashige  and  Skoog  (1962) หรือในที่นี้เรียกสูตร MS  ดังแสดงในตารางที่ 5 

3.2.1.2.2.3  FeSO4.7H2O  และ Na2EDTA 
      3.2.1.2.2.4  สารอินทรียตาง ๆ ไดแก  glycine, 
myo–inosital, thiamine.HCl, pyridoxin.HCl  และ  nicotinic acid  
      3.2.1.2.2.5  potassium  hydroxide 1 N (1 N KOH ) 
      3.2.1.2.2.6  hydrochloric  acid  1 N (1 N HCl) 
      3.2.1.2.2.7  น้าํกลั่น 
      3.2.1.2.2.8  น้ําตาลซูโครส 
      3.2.1.2.2.9  น้ํามะพราว 
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      3.2.1.2.2.10  ผงวุนตราเฮลคิอปเตอร 
     3.2.1.2.3  สารที่ใชสําหรับการศึกษาเนื้อเยื่อวิทยา  ดังระบ ุ
ในขอ 1.2.1.2 
 
ตารางที่ 4  ชนดิและปริมาณของสารที่ใหธาตุอาหารหลักของสูตร VW (CMU1)  
 

ชนิด 
ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน 

(มก/ล) 
ปริมาณที่ใชในการเตรียม

สารละลายเขมขน 20 เทา(ก/ล) 
KNO3 

(NH4)2SO4 

KH2PO4 

MgSO4.7H2O 
Ca(NO3)2.4H2O 

525 
500 
250 
250 
151 

10.50 
10.00 
5.00 
5.00 
3.02 

 
3.2.2  วิธีการ  

    3.2.2.1  การเตรียมสารละลายเขมขน (stock  solution) 
     3.2.2.1.1  การเตรียมธาตุอาหารหลัก  เตรียมสารละลาย
เขมขนของธาตุอาหารหลักสูตร  VW (CMU1)  โดยเตรียมเปนสารละลายที่มีความเขมขนรวมมาก 
กวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา โดยช่ังสารแตละชนิดตามปริมาณที่แสดงในตารางที่ 4  ละลายสารดวย
น้ําอุน  จากนั้นเทสารทุกชนิดรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล  แลวใชน้ํากลั่นปรับปริมาตร 
สุดทายใหเปน 1,000 มล  เทใสขวดแกวปดฝาแลวนําไปเก็บในที่เย็น 
     3.2.2.1.2  การเตรียมธาตุอาหารรอง  เตรียมสารละลาย
เขมขนของธาตุอาหารรองสูตร MS  โดยเตรียมเปนสารละลายใหมีความเขมขนรวมมากกวาสูตร
มาตรฐาน 100 เทา  โดยช่ังสารแตละชนิดตามปริมาณที่แสดงในตารางที่ 5  จากนั้นนําสารแตละ
ชนิดมาละลายในน้ําอุน   เมื่อละลายดีแลวเทรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล  และปรับ
ปริมาตรสุดทายใหเปน 1,000 มล  ดวยน้ํากลั่น  เทใสขวดแกวที่มีฝาปดแลวนําไปเก็บไวในที่เย็น   

3.2.2.1.3  การเตรียมสารละลายเหล็กในรูป FeEDTA ใน
สูตรอาหาร MS  เตรียมโดยชั่ง  FeSO4.7H2O  และ  Na2EDTA  ตามปริมาณที่แสดงไวในตารางที่ 6   
จากนั้นนํามาละลายในน้ําอุน เมื่อละลายหมดแลวเทรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล   
แลวปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1,000 มล ดวยน้ํากลั่น  เก็บไวในขวดสีชาเพื่อปองกันแสง และ
นําไปไวในที่เย็น  สารละลายที่เตรียมไดนี้เปนสารละลายเขมขนรวมที่มีความเขมขนมากกวา
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สูตรมาตรฐาน 100 เทา   ทุกขั้นตอนของการเตรียมสารละลายเหล็กจะตองเตรียมในที่มืด  เพื่อกัน
การเกิดปฏิกิริยากับแสง    
 
ตารางที่ 5  ชนดิและปริมาณของสารที่ใหธาตุอาหารรองสูตร MS 
 

ชนิด 
ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน  

(มก/ล) 
ปริมาณที่ใชในการเตรียมสาร 
ละลายเขมขน 100 เทา(มก/ล) 

MnSO4.4H2O 
ZnSO4.7H2O 

H3B3O 
KI 

Na2MoO4.2H2O 
CoCl4.6H2O 
CuSO4.5H2O 

22.330 
8.600 
6.200 
0.830 
0.250 
0.025 
0.025 

2230.0 
860.0 
620.0 
83.0 
25.0 
2.5 
2.5 

      
 
ตารางที่ 6  ชนดิและสารเคมใีนสารละลายเหล็กเขมขนของสูตร MS 
 

ชนิด 
ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน 

(มก/ล) 
ปริมาณที่ใชในการเตรียมสาร 
ละลายเขมขน 100 เทา(ก/ล) 

FeSO4.7H2O 
Na2EDTA 

27.8 
37.8 

2.78 
3.73 

 
3.2.2.1.4  การเตรียมอินทรียสาร 

      เตรียมอินทรียสารใหเปนสารละลายเขมขนรวม
โดยมีความเขมขนของสารเปน 100 เทาของสูตรมาตรฐาน  โดยการละลายสารชนิดตาง ๆ ในปริมาณที่
ระบุไวในตารางที่  7  แลวปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1,000 มล ดวยน้ํากลั่น  จากนั้นเทใสขวดแกว
แลวนําไปเก็บในที่เย็น 
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ตารางที่ 7  ชนดิและสารเคมีในสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS  
 

ชนิด 
ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน 

(มก/ล) 
ปริมาณที่ใชในการเตรียมสาร 
ละลายเขมขน 100 เทา(มก/ล) 

myo-inosital 
glycine 

thiamine.HCl 
pyridoxin.HCl 
nicotinic acid 

100.00 
2.00 
0.25 
0.25 
0.25 

10,000 
200 
25 
25 
25 

 
  3.2.2.2  วิธีการเตรียมสิ่งทดลองในกรรมวิธีตาง ๆ มีขั้นตอน คือ 
วางแผนการทดลองเแบบสุมสมบูรณ  โดยมีกรรมวิธีการทดลอง 4 กรรมวิธี คือ เพาะเลี้ยงฝกที่มีอายุ   
3, 5, 10, และ 15 วันหลังผสมเกสร  แตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า  
  สําหรับการเตรียมอาหารเพื่อกรรมวิธีทั้ง 4 กรรมวิธีนั้น เตรียมอาหารในปริมาณ 
50 มล  ตอ 1 กรรมวิธี จึงตองเตรียมอาหารทั้งหมด 200 มล  โดยทําตามขั้นตอนดังนี้  เติมน้ํากลั่น
เล็กนอยลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 250 มล เติมสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร VW 
(CMU1) ที่มีความเขมขน 20 เทาลงไป 12.5 มล  เขยาสารใหเขากันแลวเติมสารละลายของธาตุ
อาหารรองสูตร MS ที่มีความเขมขน 100 เทาลงไป 2.5 มล  เขยาใหเขากัน จากนั้นเติมสารละลาย 
FeEDTA ที่มีความเขมขน 100 เทาลงไป 2.5 มล  เขยาใหเขากัน  ตอมาเติมสารละลายอินทรียสารที่มี
ความเขมขน 100 เทาลงไป 2.5 มล  เขยาใหเขากัน เติมน้ํามะพราว 37.5 มล  เขยาใหเขากัน สําหรับ
น้ําตาลซูโครสนั้นชั่งมา 5 ก ละลายดวยน้ํากลั่น  คนจนละลายทั่วกันแลวเทลงในขวดวัดปริมาตร
รวมกับธาตุอาหารที่เตรียมไว  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน 250 มล แลวเท
ลงในบีกเกอร  ปรับความเปนกรด/ดางใหเปน 5.7  เติมผงวุนลงไป 2 ก  ตมจนวุนละลายนํามาบรรจุ
ลงในหลอดทดลองหลอดละ 10 มล  ปดดวยพลาสติก  รัดดวยยาง  แลวหุมดวยกระดาษอีกชั้น  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอที่ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาที   นํามาตั้งทิ้งไวจน
อาหารวุนเย็นและแข็งตัวจึงนําไปทดลองตอไป 
  เมื่อเตรียมอาหารเสร็จแลว  นําฝกของพืชทดลองที่มีอายุครบตามที่กําหนดไว  มา
เตรียมการภายในตูกรองอากาศ   โดยเริ่มจากการตัดสวนที่แหงบริเวณปลายฝกออกทําความสะอาด
เบื้องตนโดยการลางดวยน้ํายาลางจาน  ใชแปรงขัดตามซอกของฝกแลวลางดวยน้ําใหสะอาด  จากนั้น
เช็ดดวย 70% ethyl  alcohol เขมขน   แลวนําไปฆาเชื้อดวยน้ํายา 15% clorox เขมขน  นาน 20 นาที  แลว
ลางออกดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง   จากนั้นวางฝกลงบนจานเพาะเชื้อที่มีแผนพลาสติกที่
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นึ่งฆาเชื้อแลวรองอยู   ใชมีดกรีดฝกตามขวาง  ตอมาใชปลายมีดเขี่ยเมล็ดลงในขวดรูปชมพูที่
บรรจุอาหารเหลวอยู 10 มล  โดยใส 1 ขวดตอ 1 กรรมวิธี  ใชหลอดหยดดูดเอาเมล็ดในขวดรูปชมพู
ดังกลาวหยดลงบนผิวหนาของอาหารแข็งที่เตรียมใสหลอดทดลองเอาไวแลวนั้น จํานวน 1 หยดตอ 1 
หลอดในแตละกรรมวิธี   ทํากรรมวิธีละ 5 ซํ้า คือ 5 หลอด   จากนั้นนําไปเก็บไวในที่มืด 
    3.2.2.3  บันทึกระยะเวลาที่ใชในการงอกและเปอรเซ็นตการงอก
ของเมล็ดในแตละกรรมวิธี 
 
 การทดลองที่  3.3   การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากตาใบ 
  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชื้อโดยใชเนื้อเยื่อจากตาใบของพืชทดลอง 
เปนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อดังกลาวในอาหารสูตร VW (CMU1) รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 
2 ชนิด คือ 2,4-D และ TDZ  เพื่อศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผลตอการเจริญเติบโต
ของเนื้อเยื่อนั้น  วัสดุอุปกรณ  และวิธีการทดลองมีดังนี้ 
   3.3.1  วัสดุและอุปกรณ 
    3.3.1.1 วัสดุทดลอง ไดแก  ช้ินสวนตาใบของพืชทดลองซึ่งตัดมา
จากตนออนที่เจริญเติบโตในขวดอาหารในสภาพปลอดเชื้อ   ขนาดของชิ้นสวนตาใบ  คือ 0.5 ซม 
โดยประมาณ 
    3.3.1.2  อุปกรณที่ใชในการทดลอง  ใชเชนเดียวกับที่ระบุไวในขอ 
3.2.1.1.3 - 3.2.1.1.18 
    3.3.1.3  สารที่ใชสําหรับเตรียมอาหารใชเชนเดียวกับขอ 3.2.1.2..2. 
    3.3.1.4  สารที่ใชสําหรับการศึกษาเนื้อเยื่อวิทยาใชเชนเดียวกับขอ 
1.2.1.2 
   3.3.2  วิธีการทดลอง  
    3.3.2.1  การเตรียมอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเตรียมเชนเดียวกับในขอ 
3.2.2.1 
    3.3.2.2  การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ซ่ึงไดแก 2,4-D และ 
TDZ นั้นเตรยีมสารละลาย 2, 4-D  โดยช่ัง 2, 4-D 1 มก  ละลายดวย 100% ethyl alcohol เล็กนอย  
แลวปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 100 มลดวยน้ํากลั่น  สวนการเตรียมสารละลาย TDZ ทําโดยชั่ง 
TDZ  1 มก  ละลายดวย1N KOH เล็กนอย  แลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นใหเปน 100 มล 
    3.3.2.3  วิธีการเตรยีมกรรมวิธีทดลอง  วางแผนการทดลองแบบปจจยั 
รวมในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD)  โดยมี 2 ปจจัย  คือ  ความเขมขนของ 2,4-D  4 ระดับ ไดแก  
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0, 0.5, 1 และ 2 มก/ล  และความเขมขนของ  TDZ  3 ระดับ ไดแก 0, 1 และ 2 มก/ล  รวม 12 กรรมวิธี  
กรรมวิธีละ 5 ซํ้า  โดยเล้ียงเนื้อเยื่อตาใบลงในอาหารวุนสูตร VW (CMU1) ซ่ึงมี 2,4-D และ TDZ 
ผสมลงไปตามกรรมวิธีตอไปนี้ 
  กรรมวิธีที่ 1    2, 4-D 0 มล/ล + TDZ 0 มล/ล  
  กรรมวิธีที่ 2    2, 4-D 0 มล/ล + TDZ 1 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 3    2, 4-D 0 มล/ล + TDZ 2 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 4    2, 4-D 0.5 มล/ล + TDZ 0 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 5    2, 4-D 0.5 มล/ล + TDZ 1 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 6    2, 4-D 0.5 มล/ล + TDZ 2 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 7    2, 4-D 1 มล/ล + TDZ 0 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 8    2, 4-D 1 มล/ล + TDZ 1 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 9    2, 4-D 1 มล/ล + TDZ 2 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 10  2, 4-D 2 มล/ล + TDZ 0 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 11  2, 4-D 2 มล/ล + TDZ 1 มล/ล 
  กรรมวิธีที่ 12  2, 4-D 2 มล/ล + TDZ 2 มล/ล 
  ปริมาณอาหารเพื่อใชในกรรมวิธีทั้งหมด ใช 600 มล  จึงเตรียมอาหารพื้นฐานใหมี
ความเขมขน 2 เทา  รวมปริมาณเปน 300 มล  โดยทําตามขั้นตอนดังนี้  เติมน้ํากลั่นเล็กนอยลงใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด 250 มล  เติมสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร VW  (CMU1)  ที่มีความ
เขมขน 20 เทาลงไป 30 มล  เขยาใหเขากัน เติมสารละลายของธาตุอาหารรองสูตร MS  ที่มีความ
เขมขน 100 เทาลงไป 6 มล  เขยาใหเขากัน เติมสารละลาย FeEDTA  ที่มีความเขมขน 100 เทาลงไป 
6 มล  เขยาใหเขากัน เติมสารละลายอินทรียสารที่มีความเขมขน 100 เทาลงไป 6 มล  เขยาใหเขากัน 
เติมน้ํามะพราวลงไป 90 มล  เขยาใหเขากัน  จากนั้นชั่งน้ําตาลซูโครสมา 12 ก  ละลายดวยน้ํากลั่น  
คนจนน้ําตาลละลายหมด  เทลงในขวดวัดปริมาตรรวมกับธาตุอาหารตาง ๆ   ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ใหไดปริมาตรสุดทายเปน 250 มล แลวเทลงในบีกเกอรเติมน้ํากลั่นลงไปอีก 50 มล  เพื่อใหได
ปริมาตรของอาหารพื้นฐานเปน 300 มล  ตามที่ตองการ  จากนั้นนําอาหารพื้นฐานที่เตรียมไดแบงใส
ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มล  จํานวน 12 ขวดตามจํานวนของกรรมวิธี  โดยแบงอาหารพื้นฐานใสลง
ในขวดวัดปริมาตร  ขวดละ 25 มล  จากนั้นใชปเปตดูดเอา 2,4-D  และ  TDZ  ตามปริมาตรที่คํานวณ
เอาไวในตารางที่ 8 ของแตละกรรมวิธี  ใสลงไปในขวดวัดปริมาตร  เมื่อใสสารจนครบทุกกรรมวิธี
แลว  ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 50 มล  ดวยน้ํากลั่น  เขยาใหเขากัน  แลวนําไปปรับคาความเปน
กรด/ดางใหเปน 5.7  ในทุกกรรมวิธี    เติมผงวุนกรรมวิธีละ 0.4 กรัม  ตมจนวุนละลายนํามาบรรจุลงใน
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หลอดทดลองหลอดละ 10 มล  ปดดวยพลาสติก  รัดดวยยาง  แลวหุมดวยกระดาษอีกชั้น  นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอที่ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาที  นํามาตั้งทิ้งไวจนอาหารวุน
เย็นและแข็งจึงนําไปทําการทดลองตอไป 
 
ตารางที่ 8   ปริมาตรของอาหาร  ความเขมขนของ 2,4-D และ TDZ ในแตละกรรมวิธี 
 

2,4-D (มก/ล) TDZ 
(มก/ล) 0 0.5 1 2 

0 
อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D                 0 มล 
TDZ                  0 มล 

อาหารพ้ืนฐาน 25 มล 
2,4-D              2.5 มล 
TDZ                  0 มล 

อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D                 5 มล 
TDZ                  0 มล 

อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D               10 มล 
TDZ                  0 มล 

1 
อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D                 0 มล 
TDZ                  5 มล 

อาหารพ้ืนฐาน 25 มล 
2,4-D              2.5 มล 
TDZ                  5 มล 

อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D                 5 มล 
TDZ                  5 มล 

อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D               10 มล 
TDZ                  5 มล 

2 
อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D                 0 มล 
TDZ                10 มล 

อาหารพ้ืนฐาน 25 มล 
2,4-D              2.5 มล 
TDZ                10 มล 

อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D                 5 มล 
TDZ                10 มล 

อาหารพื้นฐาน 25 มล 
2,4-D               10 มล 
TDZ                10 มล 

 
การเตรียมชิ้นสวนของตาใบทําโดยการตัดเอาชิ้นสวนของตาใบที่เกิดอยูบนไหล

ของตนพืชที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อใหมีขนาดยาวประมาณ 0.5 ซม  เมื่อไดช้ินสวนดังกลาวแลว
ใชปากคีบหยิบชิ้นสวนปกลงบนอาหารแข็งที่เตรียมเอาไว   โดยใชช้ินสวนของตาใบ 1 ช้ินตอ 1 
หลอด    จากนั้นนําหลอดทดลองทั้งหมดไปเก็บไวในหองเพาะเลี้ยง  อนึ่งในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ของตาใบนั้น  ทุกขั้นตอนจะตองทําภายในตูกรองอากาศที่ฆาเชื้อแลว 

บันทึกผลการทดลองโดยการบันทึกและสังเกตลักษณะและจํานวนชิ้นสวนที่เกิด
แคลลัส  เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส  จํานวนตนตอช้ินสวน  ความสูงตน  จํานวนราก  และ
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนออน 

ในขั้นตอนของการสังเกตและบันทึกผลการทดลองหากมีความจําเปนที่จะตอง
ศึกษาเนื้อเยื่อของชิ้นสวนที่มีการเจริญเติบโตในลักษณะตาง ๆ จึงดําเนินการศึกษาเนื้อเยื่อของ
ช้ินสวนเหลานั้นโดยวิธีการที่ระบุไวในขอ 1.2.2 


