
บทท่ี 3 

                                       วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

วัสดุและอุปกรณ 
วัสดุพืช  ตนตอลําไยเถา  ลําไยพันธุพื้นเมือง  และลําไยพันธุสีชมพู  อยางละ 130 ตน  

ปลูกในถุงพลาสติกสีดํา ขนาด 6×12 นิ้ว  เล้ียงตนกลาจนมีอายุได 12 เดือน (ภาพท่ี 1-3) นํายอด
ลําไยพันธุดอ พันธุแหว  พันธุเบ้ียวเขียว  และพันธุสีชมพู อยางละ 90 ยอด  มาเสียบโดยวิธีการ
แบบเสียบล่ิม (Cleft grafting)  โดยแบงออกเปนเสียบบนตนตอลําไยท้ัง 3 พันธุขางตน  พันธุละ 
30 ยอด เพื่อใชทดสอบทางสัณฐานวิทยา,  กายวิภาคศาสตร  และทดสอบแบบไอโซไซม  อยางละ 
10 ยอด 

อุปกรณท่ีใชในการทดลองท่ี 1 
 1. สายวัด 

 2. ไมบรรทัด 

 3. เวอรเนียคารลิปเปอร 
 3. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 
  
 อุปกรณท่ีใชในการทดลองท่ี 2 

1. เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบชนิดแผน (slab) 
2. ตูเย็น และตูแชอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3. เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง 
4. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH meter) 
5. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็น (refrigerated centrifuge) 
6. เข็มฉีดยาใสสารปรับปริมาตรได (micro syringe) ขนาด 100 ไมโครลิตร 

7. โกรงบดตัวอยาง 
8. ไมโครปเปต 

9. หลอดใสสารขนาด 5 มิลลิลิตร (eppendrof tube) 
10. เคร่ืองแกว 

11. กลองถายรูป 

12. อุปกรณอ่ืนๆ เชน ถุงมือ กระดาษช่ังสาร ชอนตักสาร กระดาษปายช่ือ ปากกาเคมี ถาด 

       พลาสติก กระดาษกรอง ฯลฯ 
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สารเคมี และวิธีการเตรียม ท่ีใชในการทดลองท่ี 2 (ภาคผนวก ก.) 
 
อุปกรณท่ีใชในการทดลองท่ี 3 
 
1. เคร่ืองตัดเนื้อเยื่อพืชแบบเล่ือน (sliding microtome) 
2. คีมคีบ 

3. พูกัน 

4. จานแกว 

5. กลองจุลทรรศน 
6. กลองถายรูป 
 
สารเคมีท่ีใชในการทดลองท่ี 3 (ภาคผนวก ก.) 
 
 
 

                           
 

ภาพท่ี 1 ตนตอลําไยเถาท่ีมีอายุ 12 เดือน 
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ภาพท่ี 2 ตนตอลําไยพันธุพืน้เมืองท่ีมีอายุ 12 เดือน 
 
 
 
 

                
 

ภาพท่ี 3 ตนตอลําไยพันธุสีชมพูท่ีมีอายุ 12 เดือน 
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วิธีการทดลอง 
 งานวิจัยนี้แบงการทดลองออกเปน 3 การทดลอง 
 
การทดลองท่ี 1 การเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยอดลําไยพันธุดอ พันธุแหว พันธุ
เบี้ยวเขียว และพันธุสีชมพู ท่ีเสียบยอดบนตนตอลําไยเถา ลําไยพันธุพื้นเมือง และพันธุสีชมพู 
 วิ ธีการ  วางแผนการทดลองแบบแฟคตอเรียลในรูปแบบสุมสมบูรณ  (Factorail 

Experiment in Completely Randomized Design; Factorial in CRD)  ประกอบดวย 2 
ปจจัย คือ ปจจัยท่ี 1 ไดแกตนตอลําไย 3 พันธุ คือ ลําไยเถา ลําไยพันธุพื้นเมือง และลําไยพันธุสี
ชมพู  ปจจัยท่ี 2 ไดแก ยอดลําไย 4 พันธุท่ีนํามาเสียบ คือ ลําไยพันธุดอ พันธุแหว พันธุเบ้ียวเขียว 
และพันธุสีชมพู  มี 12 กรรมวิธี ๆ ละ 2 ซํ้า ๆ ละ 5 ตน  เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยา  โดย
วัดความสูง (วัดจากระดับพื้นดินถึงปลายยอด)  ความกวางทรงพุม ขนาดเสนผาศูนยกลางลําตน
ตรงตําแหนงเหนือ/ลางรอยตอ 5 เซนติเมตร  ปริมาณการแทงยอดใหมสะสม  และนํ้าหนักแหงของ
ราก  ดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1 ยอดลําไยพันธุดอเสียบบนตนตอลําไยเถา 
 กรรมวิธีท่ี 2 ยอดลําไยพันธุแหวเสียบบนตนตอลําไยเถา 
 กรรมวิธีท่ี 3 ยอดลําไยพันธุเบ้ียวเขียวเสียบบนตนตอลําไยเถา 
 กรรมวิธีท่ี 4 ยอดลําไยพันธุสีชมพูเสียบบนตนตอลําไยเถา 
 กรรมวิธีท่ี 5 ยอดลําไยพันธุดอเสียบบนตนตอลําไยพันธุพื้นเมือง 
 กรรมวิธีท่ี 6 ยอดลําไยพันธุแหวเสียบบนตนตอลําไยพันธุพื้นเมือง 
 กรรมวิธีท่ี 7 ยอดลําไยพันธุเบ้ียวเขียวเสียบบนตนตอลําไยพันธุพื้นเมือง 
 กรรมวิธีท่ี 8 ยอดลําไยพันธุสีชมพูเสียบบนตนตอลําไยพันธุพื้นเมือง 
 กรรมวิธีท่ี 9 ยอดลําไยพันธุดอเสียบบนตนตอลําไยพันธุสีชมพ ู

 กรรมวิธีท่ี 10 ยอดลําไยพันธุแหวเสียบบนตนตอลําไยพันธุสีชมพู 
 กรรมวิธีท่ี 11 ยอดลําไยพันธุเบ้ียวเขียวเสียบบนตนตอลําไยพันธุสีชมพ ู

 กรรมวิธีท่ี 12 ยอดลําไยพันธุสีชมพูเสียบบนตนตอลําไยพันธุสีชมพ ู
  
 วัดและบันทึกขอมูลทุกๆ 14 วัน 
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การทดลองท่ี 2 การเปรียบเทียบแบบไอโซไซมของเนื้อเยื่อแคลลัสตรงบริเวณรอยตอของยอดลําไย
พันธุดอ พันธุแหว พันธุเบี้ยวเขียว และพันธุสีชมพู ท่ีเสียบบนตนตอลําไยเถา พันธุพื้นเมือง และ
พันธุสีชมพ ู

 วิธีการ  
1. การเตรียมตัวอยางพืช  นําเนื้อเยื่อแคลลัสตรงบริเวณรอยตอของตนตอกับยอดพันธุดีแต

ละคูท่ีเราตองการทดสอบ  นําไปชั่งตัวอยางละ 0.5 กรัม  บดตัวอยางพรอมกับ liquid nitrogen 

และสกัดดวย phosphate buffer 0.1 M pH 7.5 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร (วิธีการเตรียมตาม
ภาคผนวก)  บดใหละเอียด  นําไปตกตะกอนดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง (centrifuge, Kubota รุน 
6930) ท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที ใชไมโครป
เปตดูดเอาเฉพาะสวนของน้ําใสเก็บไวในหลอดเก็บตัวอยางขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เก็บรักษาไวท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สําหรับใชทดสอบในลําดับตอไป 

2. การเตรียมแผนเจล  นําแผนกระจกมาทําความสะอาด โดยการเช็ดดวยแอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นต  ประกบชุดแผนกระจกสําหรับทําแผนเจลเขาดวยกัน  เตรียมสารละลาย separating 

gel 7.5 เปอรเซ็นต (วิธีการเตรียมตามภาคผนวก ก.)  ใสสารละลาย separating gel ลงระหวาง
แผนกระจกอยางชาๆเพื่อไมใหเกิดฟองอากาศ  เสียบหวีลงไปในเจล และคอยเติมสารละลาย 
separating gel ใหเต็มแผนกระจกอยูเสมอถาหากพบวาสารละลาย separating gel ลดระดับลง  
ท้ิงไวใหเจลแข็งตัว  ใชเวลาประมาณ 30-60 นาที  ดึงหวีเสียบออกจากเจล  ระวังอยาใหมีช้ินสวน
ของเจลตกคางอยูภายในชองของหวีท่ีเราดึงออกไปแลว 

3. การทําอิเล็กโทรโฟริซีส  นําสารละลายใสของตัวอยางพืชท่ีเราเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ   
-20 องศาเซลเซียสออกมาท้ิงไวใหละลาย จากนั้นดูดสารละลายใสของตัวอยางพืชมา 90 
ไมโครลิตร ผสมกับ marker dye solution 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดี รอไว ตอชุดทําอิเล็ก
โทรโฟริซีสเขาดวยกัน  เติม electrode buffer (วิธีการเตรียมตามภาคผนวก ก.) ลงใน chamber 

คอยสังเกตดูอยาใหเกิดการร่ัวซึม ถาร่ัวซึมใหประกอบใหมจนแนใจวาไมร่ัวแลว ใช micro 

syringe  ดูดสารละลายตัวอยางเอนไซมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในแตละกรรมวิธี แลวคอยๆหยด
ผาน buffer ลงในชองเจลจนครบทุกตัวอยาง  ตอข้ัวบวกและข้ัวลบเขากับ chamber ใหตรงกับ
ข้ัวบวกและข้ัวลบของเคร่ือง  เปดสวิตชของเคร่ืองจายกระแสไฟฟา  โดยใชกระแสที่ 220 โวลต  
ใชเวลาประมาณ 40-60 นาที  หรือดูจากสีของ bromophenol blue เคล่ือนตัวลงมาจนหางจาก
ขอบกระจกดานลางประมาณ 1 เซนติเมตร  ปดสวิตชของเคร่ืองจายกระแสไฟฟา นําแผนกระจก
ออกจาก chamber  ทําเคร่ืองหมายโดยตัดขอบเจลดานลางเพื่อเปนสัญลักษณใหทราบวาตัวอยาง
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เอนไซมเร่ิมตนท่ีใด  คอยๆแกะเจลออกจากแผนกระจก  นําเจลมาลางดวยน้ํากล่ัน 2-3 คร้ัง  แลว
เอามาวางบน plate เพื่อยอมสีเอนไซมตอไป 

4. การยอมสีเอนไซม  เตรียม staining solution ของไอโซไซม 3 ชนิด คือ peroxidase, 

esterase และ acid phosphatase (วิธีการเตรียมตามภาคผนวก ก.) เทลงใน plate ท่ีมีเจลอยู 
นําไปเก็บไวในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง ท้ิงไวประมาณ 10-30 นาที จะปรากฏแถบสี เม่ือปรากฏแถบสี
แลว เท staining solution ออก  ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2-3 คร้ัง แลวแชเจลไวใน acetic acid ความ
เขมขน 7 เปอรเซ็นต เพื่อตรึงสียอม รอบันทึกขอมูลตอไป 

5. การบันทึกขอมูล  นําเจลท่ียอมสีแลวมาถายภาพดวยกลองดิจิตอล  จากนั้นศึกษา
รูปแบบของไอโซไซม จากตําแหนง จํานวน และขนาดความกวางของแถบสี  บันทึกคาการ
เคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Relative mobility ; Rm) ตามสูตรของอาภัสสรา (2537) ดังนี ้
         คาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rm)     =                    ระยะทางการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

                                                        ระยะทางการเคล่ือนท่ีของแถบสี bromophenol blue 
 
นําคาท่ีไดไปเขียนแผนภาพไซโมแกรม 

 
 
การทดลองท่ี 3 การเปรียบเทียบลักษณะทางกายวิภาคศาสตรตรงบริเวณรอยตอ (graft union) 
ของยอดลําไยพันธุดอ, แหว, เบี้ยวเขียว และสีชมพู ท่ีเสียบบนตนตอลําไยเถา ลําไยพันธุพื้นเมือง 
และพันธุสีชมพ ู

วิธีการ  เก็บตัวอยางพืชตรงบริเวณรอยตอของตนตอและยอดพันธุแตละคู  ตัดใหมีความ
ยาวประมาณ 2 เซนติเมตร  โดยเก็บตัวอยางพืชทุกๆ 7 วันหลังการเสียบติด  นําตัวอยางพืชท่ีไดมา
แชในน้ํายา FAA   จากน้ันนําไปตมในสารละลายกลีเซอรีนเขมขน 90 เปอรเซ็นต  ท่ีอุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส  นาน 5 ช่ัวโมง  นําไปตัดโดยเคร่ือง sliding microtome ท่ีความหนาประมาณ 35-
40 ไมโครเมตร   นําช้ินสวนตัวอยางพืชท่ีตัดไดไปทําการดึงน้ําออกจากเซลลและยอมสีตามวิธีการ
ของประศาสตร (2537) (วิธีการตามภาคผนวก ก.)  mount ตัวอยางลงบนสไลด  ปดดวย cover 

slip  โดยใช mounting medium เปนตัวยึด  จากนั้นนําไปถายภาพดวยกลองดิจิตอล FUJIFILM 

model FinePix1300 พรอม USB Card Reader/Writer software เปรียบเทียบการเช่ือม
ประสานรอยตอของแตละกรรมวิธี 

 


