
 

 

 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 การเปรียบเทียบตําแหนงของขอท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของก่ิงชําในหญานวลนอย และหญา

มาเลเซีย 
หญาท่ีใชทดลองไดจากหญาแผนท่ีมีขายใน อ.เมือง จ.เชียงใหม วางแผนการทดลองแบบ CRD 

5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํ้า กรรมวิธีท่ี 1 ใชขอท่ี 1 นับจากปลายของไหล,กรรมวิธีท่ี 2 ใชขอท่ี 2, 
กรรมวิธีท่ี 3 ใชขอท่ี 3, กรรมวิธีท่ี 4 ใชขอท่ี 4 และกรรมวิธีท่ี 5 ใชขอท่ี 5 ชําในถาดหลุมใชขุย
มะพราวละเอียด : ทรายละเอียด : ปุยอินทรีย  อัตราสวน 2 : 1 : 1 เปนวัสดุปกชํา แลวคลุมดวย
ถุงพลาสติก นําไปวางไวในโรงเรือนพรางแสง 50 เปอรเซ็นต ท่ีมีความเขมแสง 13,790 lux เปนเวลา 
10 วัน หลังจากนั้นเปดถุงแลวยายมาไวในโรงเรือนพลาสติกใส ท่ีมีความเขมแสง 35,900 lux บันทึก
ขอมูลทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 15 วัน  ขอมูลท่ีบันทึกไดแก เปอรเซ็นตการรอดชีวิต ความสูง จํานวนใบ 
จํานวนหนอขาง ความยาวราก และจํานวนราก 
 
3.2 ศึกษาลักษณะดอกของหญานวลนอยและหญามาเลเซีย 

นํายอดอายุได 20 วันท่ีไดจากการชําไหลท่ีไดจากขอท่ี 1 ลงถาดเพาะ ยายลงปลูกใน
กระถางพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิ้ว จนกระท่ังออกดอก ศึกษาชอดอก โดยวัดความ
กวาง ความยาวของชอดอก ความยาวของกานชอดอก โดยใชเวอรเนียคาลิเปอร ในสวนของดอกนั้น 
วัดความกวาง ความยาวของดอกตูมและดอกบานผานทางกลองจุลทรรศนสามมิติ (stereo microscope) 
บันทึกจํานวนเกสรตัวผูและสวนประกอบของดอก วัดความกวางและความยาวของเมล็ดผานทาง
กลองจุลทรรศนสามมิติ และบันทึกจํานวนเมล็ดตอชอ เก็บขอมูลจากพืชทดลองชนิดละ 2 ตน 
ตนละ 4 ตัวอยาง 
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3.3 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสีแกมมา 
  

3.3.1 การฉายรังสี 
  เตรียมยอดของหญาซ่ึงไดจากขอท่ี 3 ของไหลจากแผนหญานวลนอย และขอท่ี 1 
ของไหลจากแผนหญามาเลเซีย ลางทําความสะอาดและผ่ึงลมใหแหง นําไปฉายรังสีแกมมาท่ีอัตรารังสี 
4.8 Gy/นาที 5 ระดับ ระดับละ 100 ยอดโดยกรรมวิธีท่ี 1 เปนชุดควบคุม ไมไดรับรังสี กรรมวิธีท่ี 2 
ไดรับปริมาณรังสี 5 Gy กรรมวิธีท่ี 3 10 Gy กรรมวิธีท่ี 4 15 Gy และกรรมวิธีท่ี 5 20 Gy โดยศึกษาผล
ของการฉายรังสี 2 ระยะคือระยะตนกลา และระยะหลังยายปลูก ในระยะตนกลา นําสวนของกิ่งชําท่ี
ผานการฉายรังสีแลวชําในถาดหลุมโดยใชขุยมะพราว : ทรายหยาบ อัตราสวน 1:1 เปนวัสดุชํา ภายใต
สภาพพรางแสง 50 เปอรเซ็นต มีความเขมแสง 13,790 lux เปนเวลา 20 วัน วางแผนการทดลองแบบ 
CRD มี 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 10 ซํ้า ซํ้าละ 10 ตน บันทึกขอมูลเปอรเซ็นตการอดชีวิตและจํานวนตน
กลาท่ีปรากฏลักษณะแตกตางจากปกติ 
 การทดลองระยะหลังยายปลูกนั้น นําตนกลาท่ีมีอายุ 20 วัน ยายลงปลูกในถุงดําขนาด 
8 x 16 นิ้ว ในสภาพกลางแจง โดยใชขุยมะพราว : ปุยอินทรีย : ทรายหยาบ อัตราสวน 5 : 1 : 1 เปนวัสดุปลูก 
วางแผนการทดลองแบบ RCBD มี 5 Block สุมเก็บขอมูล Block ละ 10 ตน ทุก 1 สัปดาห เปนเวลา 7 
สัปดาห บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตหลังยายปลูกในสภาพกลางแจงหลังยายปลูก 1 สัปดาห วัด
ความยาวไหลโดยวัดจากโคนของตนท่ีงอกจากไหลเดิมถึงขอใบท่ีสูงท่ีสุด บันทึกการแตกแขนงโดย
นับจํานวนแขนงท่ีแตกออกจากตนหลัก นับจํานวนใบของแขนงท่ีแตกออกจากตนหลัก วัดความยาว
ของปลองเฉล่ียโดยวัดปลองท่ี 4, 5 และ 6 จากโคนตน และนับจํานวนตนท่ีปรากฏลักษณะแตกตางจาก
ปกติและคัดเลือกเพื่อนําไปขยายพันธุตอโดยเก็บขอมูลของตนท่ีคัดเลือกไดแก ความกวางใบ ความ
ยาวใบ ความยาวปลอง และจํานวนตนตอกอ 
  

3.3.2  การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการคลุมพื้นท่ีในสภาพแสงท่ีแตกตางกันของตนหญากลายพันธุ 
  ขยายพันธุตนท่ีเกิดการกลายพันธุโดยใชขอ  จากไหลของตนท่ีคัดเลือก จํานวน 6 ยอด ชําลง
ในถาดหลุมโดยใช ขุยมะพราว : ทรายหยาบ  อัตราสวน 1 : 1 เปนวัสดุชําจนอายุได 20 วัน  หลังจากนั้นยายลง
ปลูกในแปลงขนาด 1 ตารางเมตร และศึกษาการเจริญเติบโตภายใตความเขมแสง 2 ระดับ 

ปจจัยท่ี 1 สภาพพรางแสง ไดแก สภาพแสงปกติ (17,271.46 lux) และ สภาพ พรางแสง โดย
ใชตาขายพรางแสง แสง 50 เปอรเซ็นต (6,372.83 lux) 

                             ปจจัยท่ี 2 ตนท่ีปรากฏลักษณะแตกตางจากปกติ 
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 วางแผนการทดลองแบบ Strip-plot Design มี 3 ซํ้า เก็บขอมูลทุก 2 สัปดาห เปนเวลา 8 
สัปดาห วัดเปอรเซ็นตการคลุมพื้นท่ีทุก 1 สัปดาหเปนเวลา 8 สัปดาห ดวยวิธี Digital image analysis ท่ี
ประยุกตจาก Richardson et al.(2001) โดยใชโปรแกรม Adobe photoshop CS 2 เพื่อนับจํานวน
พิกเซล (pixel) จากภาพถายดิจิตอลของแปลงปลูกหญา โดยเปรียบเทียบจํานวนพิกเซลของพื้นท่ี 1 
ตารางเมตร กับจํานวนพิกเซลของพื้นท่ีท่ีหญาข้ึนปกคลุมแลวนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตดังนี้ 
 
                                                            
 

 
เก็บขอมูลทางสัณฐานวิทยา โดยเม่ืออายุได 8 สัปดาหทําการคัดเลือกตนท่ีมีความแตกตาง

ทางลักษณะท่ีปรากฏ เก็บขอมูล ความกวางและความยาวของใบ ความกวางและความยาวของกาบ
ใบ  เสนผานศูนยกลางและความยาวของปลองท้ังในสภาพพรางแสงและไมพรางแสง 

วัดปริมาณคลอโรฟลลของตนท่ีคัดเลือกท้ังในสภาพปกติและพรางแสง 50 เปอรเซ็นต ใชวิธี
ของ Witham et al. (1971) โดยใชใบพืชหนัก 1 กรัม บดในโกรงบด ขณะบดใหเติมอะซีโตน 80 
เปอรเซ็นตลงไปเล็กนอย หลังจากบดละเอียดแลว กรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1 และปรับ
ปริมาตรอะซิโตนใหได 20 มิลลิลิตรในกระบอกตวง  นําสารละลายท่ีกรองแลวใสในหลอด cuvette นําไป
วัดคาการดูดกลืนของแสง (Optical  density ; OD.) ท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง
วิเคราะหการดูดกลืนแสง (spectophotometer)  บันทึกคาท่ีไดแลวนําไปคํานวณตามสูตร 

 
                       คลอโรฟลล เอ = ( 12.7(OD.663) – 2.96(OD.645))  x             
                                                                                       
                       คลอโรฟลล บี = (22.9 (OD.645) – 4.68(OD.663))   x           
                                                                                                            
โดยท่ี     V   คือ ปริมาตรสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 
              W   คือ น้ําหนักของพืชท่ีนํามาสกัดคลอโรฟลล 
             OD. คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจากเคร่ืองวิเคราะหการดูดกลืนแสงในความยาวคล่ืนท่ีกําหนด 
 
 
 
 

      v 
1000 x w 

       v 
1000 x w 

                        จํานวนพิกเซลของพ้ืนท่ีท่ีหญาข้ึนปกคลุม   
                          จํานวนพิกเซลของพ้ืนท่ี 1 ตารางเมตร 

                      เปอรเซ็นตการคลุมพื้นท่ี =   x 100   
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3.4  การศึกษาขนาดปากใบ ความยาวราก และจํานวนรากของตนกลายพันธุ 
สุมเก็บใบจากตนกลายพันธุท่ีคัดเลือกไว  3  ตนมาศึกษาปากใบโดยใชใบตําแหนงท่ี 3, 4 และ 5 

นับจากยอด นํามาเก็บในกลองพลาสติกท่ีใหความช้ืน เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ใชมีดโกนลอกเนื้อเยื่อใตผิวใบ
นําไปวางบนกระจกสไลดแลวหยดน้ํา ปดดวยกระจกปดสไลด และสองดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 
40 เทา ตามวิธีของ Ruaf et al.(2006) บันทึกความกวาง  ความยาวของปากใบ และจํานวนปากใบตอพื้นท่ี 

ศึกษาความยาวรากและจํานวนราก รวมท้ังหาความสัมพันธระหวางความยาวรากกับความยาว
ไหล และความยาวใบ โดยนํายอดของตนหญาท่ีคัดเลือก และตนควบคุม ชําในกระถางพลาสติกขนาด 
2 นิ้ว ใชขุยมะพราวละเอียด : ทรายละเอียด อัตราสวน 2 : 1 เปนวัสดุชํา แลวคลุมดวยถุงพลาสติก 
นําไปวางไวในโรงเรือนพรางแสง 50 เปอรเซ็นต มีความเขมแสง 13,790 lux เปนเวลา 10 วัน หลังจาก
นั้นเปดถุงแลวยายไปไวในโรงเรือนพลาสติกใส ความเขมแสง 35,900 lux จนอายุได 30 วันลางวัสดุชํา
ออกแลวบันทึกขอมูล ความยาวราก ความยาวไหล และความยาวใบ 
 
3.5 การจําแนกความแตกตางของลักษณะท่ีปรากฏทางกายวิภาควิทยา เซลลวิทยา และการใช

เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
  

3.5.1 การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 
 นําตนท่ีกลายพันธุ มาศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของเนื้อเยื่อลําตน ใบ  และราก โดยวิธีการ
ศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ท่ีประยุกตจากวิธีของ Johansen (1940) โดยมีข้ันตอนดังนี้  

1. แชตัวอยางในน้ํายา FAA (formalin-acetic acid – alcohol) เพื่อหยุดการทํางาน
ของเซลลและรักษาสภาพเซลล 

2. ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อ (dehydration) โดยใหผานข้ันตอนของน้ํายาจากระดับ
ความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50เปอรเซ็นต ไปจนถึงระดับ 100 เปอรเซ็นต แลวยาย
เนื้อเยื่อลงไปแชใน TBA นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปแชน้ํายาท่ีประกอบดวย TBA และ
พาราฟนเหลว อัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา  24  ช่ัวโมง 

3. ยายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว นําไปเก็บไวในตูอบท่ี
อุณหภูมิ 56 oCนานอยางนอย 1 สัปดาหเพื่อใหพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

4. นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเน้ือเยื่อใหอยูในตําแหนงและ
ระนาบท่ีตองการ 
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5. นําแทงพาราฟนท่ีไดไปตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียมโดยใหมีช้ินสวนพืชอยูตรง
กลาง แลวนํามาติดกับแทงไม หลังจากนั้นนําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุนหนา 
13 – 15 ไมครอน 

6. นําช้ินสวนเนื้อเยื่อพืชท่ีตัดได มาติดบนแผนกระจกสไลดโดยใช albumin เปนตัวยึด 
7. วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนแหง 
8. นําช้ินสวนไปละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวนําไปยอมสีDelafield  

nematoxylin  แลวทําใหเปนสไลดถาวรโดยใช Canada balsam   
9. เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิทนําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อใตกลอง

จุลทรรศนและบันทึกภาพ 
 
3.5.2  การศึกษาจํานวนโครโมโซม 

 ศึกษาจํานวนโครโมโซมของตนท่ีกลายพันธุท่ีสุมมา 1 ตน เปรียบเทียบกับตนปกติดวยวิธี 
orcein squash technique (อดิศร, 2547) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

1. เตรียมรากพืชโดยการนําขอท่ี 2, 3, 4 มาวางไวในกลองช้ืนและรักษาอุณหภูมิให
อยูในระดับ 32 – 35  oC โดยใชความรอนจากโคมไฟ 

2. เก็บตัวอยางรากในชวงเวลา 8.00 – 10.00 น. โดยเลือกรากท่ีปลายมีสี ขาวขุน
ความยาว 3–5  มิลลิลิตร 

3. หยุดการเจริญของเสนใยสปนเดิลภายในเซลล โดยการแชปลายรากใน สารละลาย 
para  dichlorobenzene (PDB) 1 ช่ัวโมง 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 oC  

4. ลางรากดวยน้ํากล่ัน  แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative) นาน 5 
นาที แลวลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 

5. ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน HCL ท่ีมีความเขมขน 1 M นาน 6-8 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 oC แลวลางดวยน้ํากล่ัน 

6. นําปลายรากมาวางบนสไลด และใชเข็มเข่ียตัดเฉพาะสวนปลายรากไว ประมาณ 1 
มิลลิลิตร หยดสี Lacto – propionic orcine ลงบนปลายราก ใชเข็มเข่ีย แยกปลายรากออกจากกัน
แลวเคาะบนเน้ือเยื่อใหเซลลกระจาย ใชปากคีบ คีบสวนท่ีไมตองการออกแลวปดแผนกระจก
ปดสไลดซับสีท่ีมากเกินไปออกแลวกดแผนกระจก ปดสไลดเพื่อใหเซลลอยูในระนาบ 

7. นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนเลือกเซลลท่ีมีการแบงตัวในระยะ
เมตาเฟสที่มีการกระจายตัวของโครโมโซม เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลว ใชน้ํายาเคลือบเล็บ
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ทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไป
นับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภายใตกลองจุลทรรศน 

 
3.5.3  การจําแนกความแตกตางโดยใชเทคนิค RAPD 

 เปรียบเทียบตนท่ีกลายพันธุ และพันธุเดิมในระดับโมเลกุล โดยการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ 
ดวยเทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกุล High Annealing Temperature – Random Amplified Polymorphic DNA 
(HAT-RAPD) (Anuntalabhochai et al.,2000) โดยเก็บตัวอยางใบท่ี 4 และ 5 จากยอดของตนกลาย
พันธุท่ีไดคัดเลือกมาขยายพันธุตอในกระถาง นําตัวอยางใบใสในซิลิกาเจลเพื่อเก็บเปนตัวอยางแหง
และรักษาสภาพดีเอ็นเอไว จากนั้นนําตัวอยางแหงท่ีไดเก็บในตูแชอุณหภูมิ -20 oC เพื่อใชใน
ข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (1987) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

 1.  ตัดตัวอยางใบแหงท่ีเก็บในตูแชอุณหภูมิ – 20 oC ดวยกรรไกรใหละเอียด 
2. สกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงจากวิธีของ Doyle  and  Doyle (1987) โดย extraction  

buffer ประกอบดวย double deionized water, CTAB 2เปอรเซ็นต, Tris- HCL 100 mM (pH 
8.0), EDTA 20 mM (pH 8.0), NaCl 1.4 M และ β- mercaptoethanol 0.4 เปอรเซ็นต แลว
นําดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพโดยใชวิธี agarose gel electrophoresis เก็บ
รักษาดีเอ็นเอที่ไดในตูควบคุมอุณหภูมิ -20 oC นําเอาดีเอ็นเอที่สกัดไดมาทําการเพ่ิมปริมาณ
ดวยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) โดยเทคนิค HAT- RAPD ซ่ึงดัดแปลง
จาก Anuntalabhochai  et  al. (2000) โดยใชไพรเมอรอยางสุม (random primer) ของ 
University  of  British  Columbia (UBC) ซ่ึงมีช่ือและลําดับเบสดังนี้ 

 

                    

 

 

 

 

 

 

เทคนิค PCR ทําโดยการใสสารผสมปริมาตรประมาณ 20 ไมโครลิตร ซ่ึง ประกอบไปดวย 
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 

                                        ช่ือไพรเมอร            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 
มิลลิลิตรและนําเขาเคร่ือง PCR เพื่อกําหนดสภาวะตามเง่ือนไขดังนี้ 
  

 

 

 

 

 

 วิเคราะหขอมูลโดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ไปแยกโดยวิธีการแยกสารชีวโมเลกุลดวย
ไฟฟา (electrophyoresis) โดยใช agarose gel 2.0 เปอรเซ็นต และนําเจลท่ีไดยอมดวยสาร Ethidium 
bromide 5 μl/TBE  buffer 100 ml. เพื่อนําไปดูการเกิดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีของเคร่ือง UV. 
transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลองถายภาพดิจิตอล ตรวจดูความคมชัดของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ
ในแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอของหญาแตละตน นับจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในแบบแผนลายพิมพ 
ดีเอ็นเอและบันทึกผล 
 

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


