
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
1. วัสดุและอุปกรณ 

1.1 วัสดุ 
1.1.1 พืชทดลอง 

   1.1.1.1 กิ่งพันธุดี อะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดขนาดเสนผาศูนยกลาง 
    ลําตน 0.25 – 0.30 เซนติเมตร  มีใบติด 3 - 4 ใบ 

    1.1.1.2 ตนตอนอยหนาขนาดเสนผาศูนยกลางลําตน 0.25 – 0.30  

    เซนติเมตร มี  9 ชนิด คือ นอยโหนง  ทุเรียนน้ํา            
    นอยหนาอะเมซอน  นอยหนาคร่ัง  อะติโมยา นอยหนาฝาย  

    นอยหนาหนัง นอยหนาหนังทอง เชอริโมยา 
  

1.2 สารเคมี 
1.2.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับวิเคราะหอิเล็กโทรโฟรีซิส 

1.2.1.1 สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของสารสกัด  

(extraction buffer)ไดแก 0.2 M Tris-HCl buffer pH 8.4,  
PVP-40  

1.2.1.2 สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของเจล ไดแก acrylamide stock  
solution, 0.1 M Tris-HCl pH 8.8, ammonium 
persulphate, TEMED 

1.2.1.3 สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ electrode buffer ไดแก  
Tris  (HCl) aminomethane, glycine 

1.2.1.4 สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม แอซิคฟอสฟาเทส (ACP)  ไดแก  
0.5 M sodium acetate buffer pH 5.0, fast garnet GBC, 
disodium α - napthyl phosphate 

1.2.1.5 สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม เอสเตอเรส (EST) ไดแก 0.2 M  
phosphate buffer pH 6.0, fast blue B salt, α - napthyl  
acetate, absolute ethanol 

1.2.1.6 สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม เพอรออกซิเดส (POX) ไดแก 0.1 M  
Tris buffer pH 4.0, 3-amino-9-ethylcarbazole, β- 
napthol, acetone, hydrogen peroxide 
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1.2.2 สารเคมีสําหรับตัดเนื้อเยื่อวิทยาพืชโดยวิธีของ Johansen (1968) และ  
         Sass (1966) 

1.2.2.1 FAA  (formalin-acetic acid-alcohol) (ภาคผนวก) 
1.2.2.2 กลีเซอรีน (glycerol)  
1.2.2.3  เอทานอล 95 เปอรเซ็นต และนํ้ากล่ัน โดยใช   สวนผสม

ในอัตราท่ีแตกตางกัน  4 ระดับ  50  70  85   และ 95 
เปอรเซ็นต   (ภาคผนวก) 

1.2.2.4 น้ํายาสําหรับทําใหเนื้อเยื่อใส  (clearing  reagent)  
ไดแก    ไซลีน (xylene)  และ cover oil  

1.2.2.5 น้ํายายดึเนื้อเยือ่พืชใหตดิแผนสไลด  สารเหนียวของ
ฮอพท (Haupt’s adhesiv)  เตรียมสารละลาย เขมขน 
(ภาคผนวก) 

1.2.2.6 สียอมซาฟรานินโอ (safranin O) และฟาสทกรีน  (fast 

green) (ภาคผนวก) 
1.2.2.7 ตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด   คือ   Canada balsam 

 
 
1.3  อุปกรณ 

  1.3.1 อุปกรณสําหรับการศึกษาสัณฐานวิทยา 
- เคร่ืองช่ังอยางละเอียดแบบทศนิยมสองตําแหนง 
- เวอรเนยีคาลิเปอร 
- เคร่ืองมือวัดพ้ืนท่ีใบ  (Portable Leaf Area Meter รุน Cl-202) 
- ไมบรรทัด  

1.3.2 อุปกรณสําหรับการศึกษาแบบแผนไอโซไซมดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส 

- เคร่ืองช่ังอยางละเอียดแบบทศนิยมส่ีตําแหนง 
- เคร่ืองวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) 

- เคร่ืองหมุนเหวีย่งตัวอยางชนิดควบคุมอุณหภูมิได 
- ตูเยน็ และตูเย็นแบบควบคุมอุณหภูมิต่ําท่ี –20 องศาเซลเซียส 

- ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส Mini-protein ®II (Bio-Rad) 

- เคร่ืองจายกระแสไฟฟา รุน POWER PAC 1000 (Bio-Rad) 

- โกรงบด 

- ไมโครปเปตชนิดท่ีสามารถปรับปริมาตรได 
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- หลอดใสสารขนาด 1.5 มิลลิลิตร (eppendrof tube)  
- หลอดใสสารปรับปริมาตรขนาด 100 ไมโครลิตร 

- หลอดหยด micropipette และ yellow tips 

- ถุงพลาสติกสําหรับเก็บตัวอยางและยางรัด 

- กระติกน้ําแข็ง 
1.3.3 เคร่ืองมือและอุปกรณในการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา 

 -  เคร่ืองตัดเนือ้เยื่อพืชแบบเล่ือน ไถล (sliding  microtome) 

 -  ใบมีด (microtome knife) 
กระจกสไลดและกระจกปดสไลด -   

-   ขวดสําหรับใสช้ินสวนพชืและจานแกวสําหรับยอมสีสไลด 
-   ตะเกียงแอลกอฮอล 
-   พูกัน  ปากคีบ 

       -   กลองจลุทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ 

2. วิธีการ  

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบรูณ (Completely Randomized Design; CRD) มี 5 

ซํ้า (ซํ้าละ 5 ตน)  มี 9  หนวยทดลอง (สายพันธุ)  โดยเพาะเมล็ดพันธุตนตอแตละชนิดลง
ถุงพลาสติกขนาด 6x12  นิ้ว   ดูแลตนกลาในสถานเพาะชําเม่ือตนกลาอายุ 6-12 เดือน        นํากิ่ง 
อะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดอายุ 1 ป มาทําตอกิ่งแบบเสียบล่ิมกับตนตอท้ัง  9  ชนิด (ภาพท่ี 2 ) 
 

 
ภาพท่ี 1 ข้ันตอนในการตอกิง่อะติโมยาพนัธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกัน 

 
 
การศึกษาความเขากันไดของตนตอและกิ่งพันธุดี   ซ่ึงการศึกษาคร้ังนี้แบงออกเปน 3 การ

ทดลอง คือ  
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 การทดลองท่ี 1   แบบแผนไอโซไซมของอะติโมยาพนัธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนา 

ชนิดตางกนั  ดัดแปลงตามวธีิการของ Huang et al.(1984)  ;  Pascual  

et  al. (1993) และ  Gulen  et  al. (2005) วิธีการมีดังนี ้
1.  การเตรียมตัวอยางพืช 

                                                       นําเนื้อเยื่อรอยตอของพืชทดลองท่ีผานการเก็บไวท่ีอุณหภูมิ        
-20° ซ  มาทําความสะอาดดวยน้ํากล่ัน  และเช็ดใหแหง  นํามาช่ัง 3 กรัม หั่นเปนช้ินเล็กๆ ใสลงใน
โกรงท่ีเย็นจัด บด ตัวอยางใหละเอียด  ใส PVP- 40   0.05  กรัม และ extraction buffer  3 มล.   
นําไปแยกสวนดวยเคร่ืองหมุนเห งดวยความเร็ว 14,000 รอบ ี ท่ีอุณหภูมิ 2° ซ  นาน 20 

นาที ดูดสวนท่ีเปนของเหลวใส (supernatant)   ใสในหลอดทดลองอันใหม     นํามาเขาเคร่ือง
เหวี่ยงอีกคร้ัง แลวจึงดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสท่ีไดใสไวในหลอดทดลองอันใหม เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 
-20° ซ  เม่ือจะทําการวิเคราะห จึงผสมสวนท่ีเปนของเหลวใส กับ marker  dye ในอัตราสวน 9 :1 

เขยาใหเขากัน 

2.  การเตรียมเจล 

       ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส   ใส เจลที่เตรียมไว ท้ิงไวประมาณ  
1 ช่ัวโมง    เพื่อรอใหเจลเกิด polymerization จึงดึงหวีเสียบ (comb) ออก จะเห็นเปนชอง  

   3.   การประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส 

4. นําตัวอยางท่ีผสม  marker dye แลว หยอดลงบนเจลแตละชอง ชอง 
ละหนึ่งต

5. การผานกระแสไฟฟา 
        ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟฟาเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟ ตั้งคากระแส 

งท่ี 20 

โวลต และควบคุมอุณหภ
อยูหางจากขอบลางของแ ระจกออกจาก 
chamber  แลวแกะแผน ัดมุมของเจลเพ่ือทําเปนเคร่ืองหมาย แลวนํามา

วี่ย ตอนาท

       ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสเติม electrode buffer ลงใน chamber 

ัวอยาง ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอชอง  ระวังอยาใหตัวอยางฟุงกระจาย 

ค มิลลิแอมแปร แลวดําเนินการผานกระแส โดยควบคุมคาความตางศักยไมควรเกิน 250 

ูมิท่ี 4° ซ ตัวอยางท่ีมี marker ก็จะเคล่ือนท่ีลงมา จนระดับของ marker 

ผนเจลประมาณ 1 ซม จึงหยุดกระแสไฟฟานําแผนก
เจลออกจากแผนกระจก  ต

วางบนจานแกว (plate) เพื่อยอมสีเอนไซมตอไป 

 6.  การยอมสีเอนไซม 
          นําเจลท่ีไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมชนิด 

ตางกัน รอจนเกิดแถบสี แลวลางสีสวนเกินออก 

     7.  การบันทึกผลและวิเคราะหขอมูล 

         นําเจลท่ีเกิดแถบสีมาบันทึกคาระยะทางของ marker dye ตําแหนง   
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8.   คํานวณหาคาระยะทางการเคล่ือนท่ี (ตําแหนง)   

 
การเคล่ือ

การทดลองท งของอะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรด 

ยย

ท่ีใบ ความยาวรากวัดผลสัปดาหท่ี 48 หลังตอกิ่ง    
น้ําหนักแหง (ลําตน+ ใบ) น้ําหนักแหงตนตอราก 

 
ิโมยาพันธุแอฟร  

    

fixing)  

ากเนื้อเยื่อกอน  หลังจากน ็บไวท่ี
องนานอยางน านข้ันตอนตอไป 

วยเคร่ือ แทนยึด   
ตั้งความหนาประมาณ 8-12 ไมครอน   

on)  
็นต   2 คร้ัง        

        จากการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (relative mobility; Rm) แลววาด 
แผนภาพ  zymogram ของไอโซไซมดังกลาว 

นท่ีสัมพัทธ (Rm.)   =        ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

             ระยะการเคล่ือนท่ีของ marker dye 
 
 

ี่ 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาขอ
บนตนตอนอยหนาชนดิตางกัน   

ทําการศึกษาการเจริญเติบโตของอะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิด
ตางกัน   วัดขอมูลการเจริญเติบโตหลังเสียบยอดจนถึง 48 สัปดาห  วัดขอมูลการเจริญเติบโตดังนี้ 
ความสูง (วัดจากขอบบนของรอยตอถึงปลา อด)  ขนาดเสนผาศูนยกลางลําตนเหนือและใต
รอยตอ  (วัดหางจากรอยตอ 1 เซนติเมตร)    จํานวนกิ่ง (นับกิ่งท่ีแตกใหมและมีใบแลว)  จํานวนใบ
(นับใบท่ีแตกใหมสามารถสังเคราะหแสงได)   พื้น

 และราก และหาสัดสวน

การทดลองท่ี 3 ลักษณะทางกายวิภาคศา
              

สตรของอะต ิกันไพรดบนตนตอ
นอยหนาชนิดตางกัน มีวิธีการดังนี้ 
1.   การคัดเลือกเก็บช้ินสวนพืช (collection of plant material) 

เก็บช้ินสวนรอยตอตนของอะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดท่ีการ 

ตอกิ่งบนตนตอนอยหนาท้ัง  9 ชนิด   
การฆาเซลลและรักษาสภาพเซลล (killing and  2. 

     แชในขวดแกวท่ีบรรจุ FAA 70 เปอรเซ็นต  แลวนําขวด 

กาศออกจ ัน้นํามาเกดังกลาวไปใสใน เคร่ืองดูดอากาศเพ่ือไลฟองอา
ุณหภูมิห อย 24 ช่ัวโมง กอนนําไปผอ

การตัดช้ินสวนพืช (sectioning)   3. 

ด งตัดแบบเล่ือนไถล  นําช้ินสวนของพืชติดกับ

การยอมสีการดึงน้ําออกจากเซลล (staining and dehydrati4. 

       ลางดวย เอทานอล 50 เปอรเซ
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5. ทําการยอมสีซาฟรานินโอ ใชเวลา 12-24 ชม.  จากนั้นทําการดึงน้ํา 
ออกจากเซลลดวยเอทานอล    โดยตัดเนื้อเยื่อแชในเอทานอล  50  70  80  และ  95  เปอรเซ็นต  
ตามลําดับ  แตละข้ันจะแช 3 - 5 นาที                 แลวนําไปยอมสีฟาสทกรีนใชเวลายอมประมาณ 
5- 10 วินาที  ลางสีติดมากเกินไปโดย cove oil  3 - 5 นาที  แชเนื้อเยื่อในเอทานอล  95 

เปอรเซ็นต  3 - 5 นาที  แชเนื้อเยื่อในเอทานเอลบริสุทธ์ิ  3 - 5 นาที  แชเนื้อเยื่อในเอทานเอลบริ
สุทธ์ิกับไซลีน (อัตราสวน 1:1)   และ แชในเนื้อเยื่อในไซลีน  2 คร้ังๆ ละ 

 

30  นาที  

6. การปดแผนสไลด (mounting)   

สไลดดวยกระจก ผนสไลดแหงสนิท  นําแผนสไลด
ไปศึกษาเนื้อเยื่อใ ลองจ

 

1. แปลงเพาะชําสถานีเ หม  

งใหม   
 

ระยะเวลาดําเนินการวิจัย   
  เดือนกุมภาพันธ 2550 

ยึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด โดยสารเหนียวของฮอพท  แลวปดแผน 

ปดสไลดโดยใช Canada balsam ยึด    เม่ือแ
ตก ุลทรรศน  และบันทึกภาพ 

 
 สถานท่ีดําเนินการวิจัยแล วะร บรวมขอมูล 

กษตรหลวงปางดะ มูลนิธิโครงการหลวง อ. สะเมิง จ. เชียงใ
2.  หองปฏิบัติการภาควิชาพชืสวน  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม   
3.  หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชีย

เร่ิมต้ังแตเดือนกันยายน 2547 –
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