
 

 

 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 การเปรียบเทียบตําแหนงของขอท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของก่ิงชําในหญานวลนอย และหญา

มาเลเซีย 
หญาท่ีใชทดลองไดจากหญาแผนท่ีมีขายใน อ.เมือง จ.เชียงใหม วางแผนการทดลองแบบ CRD 

5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํ้า กรรมวิธีท่ี 1 ใชขอท่ี 1 นับจากปลายของไหล,กรรมวิธีท่ี 2 ใชขอท่ี 2, 
กรรมวิธีท่ี 3 ใชขอท่ี 3, กรรมวิธีท่ี 4 ใชขอท่ี 4 และกรรมวิธีท่ี 5 ใชขอท่ี 5 ชําในถาดหลุมใชขุย
มะพราวละเอียด : ทรายละเอียด : ปุยอินทรีย  อัตราสวน 2 : 1 : 1 เปนวัสดุปกชํา แลวคลุมดวย
ถุงพลาสติก นําไปวางไวในโรงเรือนพรางแสง 50 เปอรเซ็นต ท่ีมีความเขมแสง 13,790 lux เปนเวลา 
10 วัน หลังจากนั้นเปดถุงแลวยายมาไวในโรงเรือนพลาสติกใส ท่ีมีความเขมแสง 35,900 lux บันทึก
ขอมูลทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 15 วัน  ขอมูลท่ีบันทึกไดแก เปอรเซ็นตการรอดชีวิต ความสูง จํานวนใบ 
จํานวนหนอขาง ความยาวราก และจํานวนราก 
 
3.2 ศึกษาลักษณะดอกของหญานวลนอยและหญามาเลเซีย 

นํายอดอายุได 20 วันท่ีไดจากการชําไหลท่ีไดจากขอท่ี 1 ลงถาดเพาะ ยายลงปลูกใน
กระถางพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิ้ว จนกระท่ังออกดอก ศึกษาชอดอก โดยวัดความ
กวาง ความยาวของชอดอก ความยาวของกานชอดอก โดยใชเวอรเนียคาลิเปอร ในสวนของดอกนั้น 
วัดความกวาง ความยาวของดอกตูมและดอกบานผานทางกลองจุลทรรศนสามมิติ (stereo microscope) 
บันทึกจํานวนเกสรตัวผูและสวนประกอบของดอก วัดความกวางและความยาวของเมล็ดผานทาง
กลองจุลทรรศนสามมิติ และบันทึกจํานวนเมล็ดตอชอ เก็บขอมูลจากพืชทดลองชนิดละ 2 ตน 
ตนละ 4 ตัวอยาง 
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3.3 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสีแกมมา 
  

3.3.1 การฉายรังสี 
  เตรียมยอดของหญาซ่ึงไดจากขอท่ี 3 ของไหลจากแผนหญานวลนอย และขอท่ี 1 
ของไหลจากแผนหญามาเลเซีย ลางทําความสะอาดและผ่ึงลมใหแหง นําไปฉายรังสีแกมมาท่ีอัตรารังสี 
4.8 Gy/นาที 5 ระดับ ระดับละ 100 ยอดโดยกรรมวิธีท่ี 1 เปนชุดควบคุม ไมไดรับรังสี กรรมวิธีท่ี 2 
ไดรับปริมาณรังสี 5 Gy กรรมวิธีท่ี 3 10 Gy กรรมวิธีท่ี 4 15 Gy และกรรมวิธีท่ี 5 20 Gy โดยศึกษาผล
ของการฉายรังสี 2 ระยะคือระยะตนกลา และระยะหลังยายปลูก ในระยะตนกลา นําสวนของกิ่งชําท่ี
ผานการฉายรังสีแลวชําในถาดหลุมโดยใชขุยมะพราว : ทรายหยาบ อัตราสวน 1:1 เปนวัสดุชํา ภายใต
สภาพพรางแสง 50 เปอรเซ็นต มีความเขมแสง 13,790 lux เปนเวลา 20 วัน วางแผนการทดลองแบบ 
CRD มี 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า ซํ้าละ 10 ตน บันทึกขอมูลเปอรเซ็นตการอดชีวิตและจํานวนตน
กลาท่ีปรากฏลักษณะแตกตางจากปกติ 
 การทดลองระยะหลังยายปลูกนั้น นําตนกลาท่ีมีอายุ 20 วัน ยายลงปลูกในถุงดําขนาด 
8 x 16 นิ้ว ในสภาพกลางแจง โดยใชขุยมะพราว : ปุยอินทรีย : ทรายหยาบ อัตราสวน 5 : 1 : 1 เปนวัสดุปลูก 
วางแผนการทดลองแบบ RCBD มี 5 Block สุมเก็บขอมูล Block ละ 10 ตน ทุก 1 สัปดาห เปนเวลา 7 
สัปดาห บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังยายปลูกในสภาพกลางแจงหลังยายปลูก 1 สัปดาห วัด
ความยาวไหลโดยวัดจากโคนของตนท่ีงอกจากไหลเดิมถึงขอใบท่ีสูงท่ีสุด บันทึกการแตกแขนงโดย
นับจํานวนแขนงท่ีแตกออกจากตนหลัก นับจํานวนใบของแขนงท่ีแตกออกจากตนหลัก วัดความยาว
ของปลองเฉล่ียโดยวัดปลองท่ี 4, 5 และ 6 จากโคนตน และนับจํานวนตนท่ีปรากฏลักษณะแตกตางจาก
ปกติและคัดเลือกเพื่อนําไปขยายพันธุตอโดยเก็บขอมูลของตนท่ีคัดเลือกไดแก ความกวางใบ ความ
ยาวใบ ความยาวปลอง และจํานวนตนตอกอ 
  

3.3.2  การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการคลุมพื้นท่ีในสภาพแสงท่ีแตกตางกันของตนหญากลายพันธุ 
  ขยายพันธุตนท่ีเกิดการกลายพันธุโดยใชขอ  จากไหลของตนท่ีคัดเลือก จํานวน 6 ยอด ชําลง
ในถาดหลุมโดยใช ขุยมะพราว : ทรายหยาบ  อัตราสวน 1 : 1 เปนวัสดุชําจนอายุได 20 วัน  หลังจากนั้นยายลง
ปลูกในแปลงขนาด 1 ตารางเมตร และศึกษาการเจริญเติบโตภายใตความเขมแสง 2 ระดับ 

ปจจัยท่ี 1 สภาพพรางแสง ไดแก สภาพแสงปกติ (17,271.46 lux) และ สภาพ พรางแสง โดย
ใชตาขายพรางแสง แสง 50 เปอรเซ็นต (6,372.83 lux) 

                             ปจจัยท่ี 2 ตนท่ีปรากฏลักษณะแตกตางจากปกติ 
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 วางแผนการทดลองแบบ Strip-plot Design มี 3 ซํ้า เก็บขอมูลทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 8 
สัปดาห วัดเปอรเซ็นตการคลุมพื้นท่ีทุก 1 สัปดาหเปนเวลา 8 สัปดาห ดวยวิธี Digital image analysis ท่ี
ประยุกตจาก Richardson et al.(2001) โดยใชโปรแกรม Adobe photoshop CS 2 เพื่อนับจํานวน
พิกเซล (pixel) จากภาพถายดิจิตอลของแปลงปลูกหญา โดยเปรียบเทียบจํานวนพิกเซลของพื้นท่ี 1 
ตารางเมตร กับจํานวนพิกเซลของพื้นท่ีท่ีหญาข้ึนปกคลุมแลวนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตดังนี้ 
 
                                                            
 

 
เก็บขอมูลทางสัณฐานวิทยา โดยเม่ืออายุได 8 สัปดาหทําการคัดเลือกตนท่ีมีความแตกตาง

ทางลักษณะท่ีปรากฏ เก็บขอมูล ความกวางและความยาวของใบ ความกวางและความยาวของกาบ
ใบ  เสนผานศูนยกลางและความยาวของปลองท้ังในสภาพพรางแสงและไมพรางแสง 

วัดปริมาณคลอโรฟลลของตนท่ีคัดเลือกท้ังในสภาพปกติและพรางแสง 50 เปอรเซ็นต ใชวิธี
ของ Witham et al. (1971) โดยใชใบพืชหนัก 1 กรัม บดในโกรงบด ขณะบดใหเติมอะซีโตน 80 
เปอรเซ็นตลงไปเล็กนอย หลังจากบดละเอียดแลว กรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1 และปรับ
ปริมาตรอะซิโตนใหได 20 มิลลิลิตรในกระบอกตวง  นําสารละลายท่ีกรองแลวใสในหลอด cuvette นําไป
วัดคาการดูดกลืนของแสง (Optical  density ; OD.) ท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง
วิเคราะหการดูดกลืนแสง (spectophotometer)  บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณตามสูตร 

 
                       คลอโรฟลล เอ = ( 12.7(OD.663) – 2.96(OD.645))  x             
                                                                                       
                       คลอโรฟลล บี = (22.9 (OD.645) – 4.68(OD.663))   x           
                                                                                                            
โดยท่ี     V   คือ ปริมาตรสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 
              W   คือ น้ําหนักของพืชท่ีนํามาสกัดคลอโรฟลล 
             OD. คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ืองวิเคราะหการดูดกลืนแสงในความยาวคล่ืนท่ีกําหนด 
 
 
 
 

      v 
1000 x w 

       v 
1000 x w 

                        จํานวนพิกเซลของพ้ืนท่ีท่ีหญาข้ึนปกคลุม   
                          จํานวนพิกเซลของพ้ืนท่ี 1 ตารางเมตร 

                      เปอรเซ็นตการคลุมพื้นท่ี =   x 100   
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3.4  การศึกษาขนาดปากใบ ความยาวราก และจํานวนรากของตนกลายพันธุ 
สุมเก็บใบจากตนกลายพันธุท่ีคัดเลือกไว  3  ตนมาศึกษาปากใบโดยใชใบตําแหนงท่ี 3, 4 และ 5 

นับจากยอด นํามาเก็บในกลองพลาสติกท่ีใหความช้ืน เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ใชมีดโกนลอกเนื้อเยื่อใตผิวใบ
นําไปวางบนกระจกสไลดแลวหยดน้ํา ปดดวยกระจกปดสไลด และสองดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 
40 เทา ตามวิธีของ Ruaf et al.(2006) บันทึกความกวาง  ความยาวของปากใบ และจํานวนปากใบตอพื้นท่ี 

ศึกษาความยาวรากและจํานวนราก รวมท้ังหาความสัมพันธระหวางความยาวรากกับความยาว
ไหล และความยาวใบ โดยนํายอดของตนหญาท่ีคัดเลือก และตนควบคุม ชําในกระถางพลาสติกขนาด 
2 นิ้ว ใชขุยมะพราวละเอียด : ทรายละเอียด อัตราสวน 2 : 1 เปนวัสดุชํา แลวคลุมดวยถุงพลาสติก 
นําไปวางไวในโรงเรือนพรางแสง 50 เปอรเซ็นต มีความเขมแสง 13,790 lux เปนเวลา 10 วัน หลังจาก
นั้นเปดถุงแลวยายไปไวในโรงเรือนพลาสติกใส ความเขมแสง 35,900 lux จนอายุได 30 วันลางวัสดุชํา
ออกแลวบันทึกขอมูล ความยาวราก ความยาวไหล และความยาวใบ 
 
3.5 การจําแนกความแตกตางของลักษณะท่ีปรากฏทางกายวิภาควิทยา เซลลวิทยา และการใช

เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
  

3.5.1 การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 
 นําตนท่ีกลายพันธุ มาศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของเนื้อเยื่อลําตน ใบ  และราก โดยวิธีการ
ศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ท่ีประยุกตจากวิธีของ Johansen (1940) โดยมีข้ันตอนดังนี้  

1. แชตัวอยางในน้ํายา FAA (formalin-acetic acid – alcohol) เพื่อหยุดการทํางาน
ของเซลลและรักษาสภาพเซลล 

2. ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อ (dehydration) โดยใหผานข้ันตอนของน้ํายาจากระดับ
ความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50เปอรเซ็นต ไปจนถึงระดับ 100 เปอรเซ็นต แลวยาย
เนื้อเยื่อลงไปแชใน TBA นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปแชน้ํายาท่ีประกอบดวย TBA และ
พาราฟนเหลว อัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา  24  ช่ัวโมง 

3. ยายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว นําไปเก็บไวในตูอบท่ี
อุณหภูมิ 56 oCนานอยางนอย 1 สัปดาหเพื่อใหพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

4. นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเน้ือเยื่อใหอยูในตําแหนงและ
ระนาบท่ีตองการ 
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5. นําแทงพาราฟนท่ีไดไปตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียมโดยใหมีช้ินสวนพืชอยูตรง
กลาง แลวนํามาติดกับแทงไม หลังจากนั้นนําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุนหนา 
13 – 15 ไมครอน 

6. นําช้ินสวนเนื้อเยื่อพืชท่ีตัดได มาติดบนแผนกระจกสไลดโดยใช albumin เปนตัวยึด 
7. วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนแหง 
8. นําช้ินสวนไปละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวนําไปยอมสีDelafield  

nematoxylin  แลวทําใหเปนสไลดถาวรโดยใช Canada balsam   
9. เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิทนําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อใตกลอง

จุลทรรศนและบันทึกภาพ 
 
3.5.2  การศึกษาจํานวนโครโมโซม 

 ศึกษาจํานวนโครโมโซมของตนท่ีกลายพันธุท่ีสุมมา 1 ตน เปรียบเทียบกับตนปกติดวยวิธี 
orcein squash technique (อดิศร, 2547) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

1. เตรียมรากพืชโดยการนําขอท่ี 2, 3, 4 มาวางไวในกลองช้ืนและรักษาอุณหภูมิให
อยูในระดับ 32 – 35  oC โดยใชความรอนจากโคมไฟ 

2. เก็บตัวอยางรากในชวงเวลา 8.00 – 10.00 น. โดยเลือกรากท่ีปลายมีสี ขาวขุน
ความยาว 3–5  มิลลิลิตร 

3. หยุดการเจริญของเสนใยสปนเดิลภายในเซลล โดยการแชปลายรากใน สารละลาย 
para  dichlorobenzene (PDB) 1 ช่ัวโมง 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 oC  

4. ลางรากดวยน้ํากล่ัน  แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative) นาน 5 
นาที แลวลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 

5. ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน HCL ท่ีมีความเขมขน 1 M นาน 6-8 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 oC แลวลางดวยน้ํากล่ัน 

6. นําปลายรากมาวางบนสไลด และใชเข็มเข่ียตัดเฉพาะสวนปลายรากไว ประมาณ 1 
มิลลิลิตร หยดสี Lacto – propionic orcine ลงบนปลายราก ใชเข็มเข่ีย แยกปลายรากออกจากกัน
แลวเคาะบนเน้ือเยื่อใหเซลลกระจาย ใชปากคีบ คีบสวนท่ีไมตองการออกแลวปดแผนกระจก
ปดสไลดซับสีท่ีมากเกินไปออกแลวกดแผนกระจก ปดสไลดเพื่อใหเซลลอยูในระนาบ 

7. นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนเลือกเซลลท่ีมีการแบงตัวในระยะ
เมตาเฟสที่มีการกระจายตัวของโครโมโซม เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลว ใชน้ํายาเคลือบเล็บ
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ทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไป
นับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภายใตกลองจุลทรรศน 

 
3.5.3  การจําแนกความแตกตางโดยใชเทคนิค RAPD 

 เปรียบเทียบตนท่ีกลายพันธุ และพันธุเดิมในระดับโมเลกุล โดยการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ 
ดวยเทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกุล High Annealing Temperature – Random Amplified Polymorphic DNA 
(HAT-RAPD) (Anuntalabhochai et al.,2000) โดยเก็บตัวอยางใบท่ี 4 และ 5 จากยอดของตนกลาย
พันธุท่ีไดคัดเลือกมาขยายพันธุตอในกระถาง นําตัวอยางใบใสในซิลิกาเจลเพื่อเก็บเปนตัวอยางแหง
และรักษาสภาพดีเอ็นเอไว จากนั้นนําตัวอยางแหงท่ีไดเก็บในตูแชอุณหภูมิ -20 oC เพื่อใชใน
ข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (1987) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

 1.  ตัดตัวอยางใบแหงท่ีเก็บในตูแชอุณหภูมิ – 20 oC ดวยกรรไกรใหละเอียด 
2. สกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงจากวิธีของ Doyle  and  Doyle (1987) โดย extraction  

buffer ประกอบดวย double deionized water, CTAB 2เปอรเซ็นต, Tris- HCL 100 mM (pH 
8.0), EDTA 20 mM (pH 8.0), NaCl 1.4 M และ β- mercaptoethanol 0.4 เปอรเซ็นต แลว
นําดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพโดยใชวิธี agarose gel electrophoresis เก็บ
รักษาดีเอ็นเอที่ไดในตูควบคุมอุณหภูมิ -20 oC นําเอาดีเอ็นเอที่สกัดไดมาทําการเพ่ิมปริมาณ
ดวยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) โดยเทคนิค HAT- RAPD ซ่ึงดัดแปลง
จาก Anuntalabhochai  et  al. (2000) โดยใชไพรเมอรอยางสุม (random primer) ของ 
University  of  British  Columbia (UBC) ซ่ึงมีช่ือและลําดับเบสดังนี้ 

 

                    

 

 

 

 

 

 

เทคนิค PCR ทําโดยการใสสารผสมปริมาตรประมาณ 20 ไมโครลิตร ซ่ึง ประกอบไปดวย 
double deionized water 15.0 ไมโครลิตร, 10x buffer 2.0 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 1.0 
ไมโครลิตร, 25 mM  dNTP 0.16 ไมโครลิตร Primer 100 ng/μl 0.8 ไมโครลิตร, 5 unit Taq DNA 

                                        ช่ือไพรเมอร            ลําดับเบส 
                                                                               5'_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _3' 
                                               101                             GCG   GCT   GGA   G 
                                               103                             GTG    ACG   CCG   C 
                                               155                             CTG    GCG   GCG   G  
                                               173                             CAG    CGC    CGC   T 
                                               203                             CAC    GGC    GAG   T 
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polymerase 0.125 ไมโครลิตร, DNA template 1 ไมโครลิตร ลงใน eppendorf tube ขนาด 0.2 
มิลลิลิตรและนําเขาเคร่ือง PCR เพื่อกําหนดสภาวะตามเง่ือนไขดังนี้ 
  

 

 

 

 

 

 วิเคราะหขอมูลโดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ไปแยกโดยวิธีการแยกสารชีวโมเลกุลดวย
ไฟฟา (electrophyoresis) โดยใช agarose gel 2.0 เปอรเซ็นต และนําเจลท่ีไดยอมดวยสาร Ethidium 
bromide 5 μl/TBE  buffer 100 ml. เพื่อนําไปดูการเกิดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีของเคร่ือง UV. 
transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลองถายภาพดิจิตอล ตรวจดูความคมชัดของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
ในแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอของหญาแตละตน นับจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในแบบแผนลายพิมพ 
ดีเอ็นเอและบันทึกผล 
 

94 oC  5 นาที         
94 oC 30 วินาที 
46 oC 30 วินาที     40 รอบ 
72 oC 45 วินาที 
72 oC 10 นาที        


