
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะของเอ้ืองน้ําตนท่ีรวบรวมไวท่ีศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอัน
เนื่องมาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 5 การทดลอง คือ  การทดลองท่ี 1 การศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา   การทดลองท่ี 2   การศึกษาความผันแปรของลักษณะหัว ใบ และดอก  การทดลองท่ี 3 
การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา   การทดลองที่ 4  การศึกษาเซลลวิทยา และ  การทดลองที่ 5 
การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 
การทดลองท่ี 1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเอื้องน้ําตนท่ีรวบรวมมาจากแหลงเจริญเติบโต
และกระจายพันธุ 3 แหลง  ซ่ึงมีสภาพทางนิเวศวิทยาท่ีแตกตางกัน  
 

1.1  วัสดุและอุปกรณ 
1.1.1 พืชทดลอง  ไดแก  เอื้องน้ําตนที่คัดจากตนท่ีปลูกเล้ียงไวในแปลง

รวบรวมพันธุโดยสุมจากตนท่ีคัดเลือกไวใหไดตนท่ีเปนตัวแทนของแหลงเจริญเติบโตและกระจาย
พันธุท่ีแตกตางกัน 3 แหลง  แหลงละ 5  ตน  โดยท่ีใหรหัสของกลุมท่ีกระจายพันธุในแหลงท่ีมีความ
สูงประมาณ  800, 1,000 และ 1,200 เมตรเหนือระดับน้ําทะเล  เปนกลุม  HCC08, HCC10 และ 
HCC12  ตามลําดับ 

1.1.2 อุปกรณ ไดแก สมุด ไมบรรทัด  ยางลบ  เวอรเนีย   ดินสอดํา HB  
และ 2B สําหรับรางภาพ ปากกาหมึกซึมขนาดไส 0.1 และ 0.05 มม  กระดาษสําหรับวาดภาพ 
สวนประกอบของตนพืช  แวนขยาย  มีดผาตัด และปากคีบ 

1.2  วิธีการ  
1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองซ่ึง ไดแก  ราก  หัว  ใบ  ดอก  ชอดอก  และฝก โดยบันทึกขอมูลดังกลาวจากตนพืชทดลอง 



แหลงละ 5 ตน ในระยะท่ีสวนตางๆ ของตนพืช เจริญเติบโตเต็มท่ีแลว  พรอมท้ังวาดภาพทาง
พฤกษศาสตรของสวนประกอบเพื่อแสดงรายละเอียดเสริมใหกับภาพถายใหไดความชัดเจนของ
ลักษณะใหมากข้ึน  

1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบตางๆ ของตนพืชดังนี้ 
1.2.2.1  หัว  นับจํานวนหัวตอตน จํานวนปลองของหัว  จํานวนสันของ

หัว  และวัดขนาดหัว 
 1.2.2.2  ตน  วัดความสูงของตนโดยวัดจากโคนตนจนถึงปลายของใบ

ท่ียาวท่ีสุด 
1.2.2.3  ใบ   นับจํานวนใบตอตน และวัดความกวางและความยาวของใบที ่  

3   จากโคนตน   
1.2.2.4  ชอดอก วัดความยาวและเสนผาศูนยกลางของกานชอดอก 

และนับจํานวนดอกตอชอ  
1.2.2.5  ดอก วัดความกวางของดอกจากตําแหนงท่ีกวางท่ีสุดของดอก

จากปลายสุดของกลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปากดานลาง  สวนความยาวของดอกวัดจากปลายกลีบ
เล้ียงดานซายถึงปลายกลีบเล้ียงดานขวา  วัดความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง  กลีบดอก  กลีบ
ปากของดอก  ความยาวของกานดอกยอย  ความกวางและความยาวของเสาเกสร  จํานวนกอนเรณู
ความกวางและความยาวของฝาอับเรณูของดอกท่ีบานเต็มท่ี  ในระยะของวันท่ี 3 ของการบาน 
ของดอก  และกลีบดอกยังไมเปล่ียนสี 

1.2.2.6  ฝก วัดความกวางและความยาวของฝกท่ีแกเต็มท่ี แตฝกยังไม
แตก 

 
การทดลองท่ี 2   การศึกษาความผันแปรของลักษณะหัว  ใบ  และดอก 
 การศึกษาความผันแปรของลักษณะหัว  ใบ  และดอกของเอ้ืองน้ําตน  ในการ
ทดลองน้ีเปนการศึกษาที่กระทํากับประชากรเอ้ืองน้ําตนซ่ึงเจริญเติบโตในแปลงรวบรวมพันธุซ่ึง
ปลูกเล้ียงตนพืชท่ีรวบรวมมาจากแหลงเจริญเติบโตและกระจายพันธุท้ัง  3  แหลงดังระบุในการ
ทดลองท่ี 1  
 
 2.1  วัสดุและอุปกรณ 
  2.1.1 พืชทดลอง ไดแก ตนเอ้ืองน้ําตนท่ีมีลักษณะของหวั ใบ และดอกท่ีมี
รูปทรงท่ีแตกตางกัน  

16 
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  2.1.2  อุปกรณ ไดแก สมุด ไมบรรทัด เวอรเนีย ยางลบ ดินสอดํา HB  
และ 2B  สําหรับใชรางภาพ  ปากกาหมึกซึมขนาดไส 0.1 และ 0.05 มม  กระดาษสําหรับวาดภาพ 
สวนประกอบของตนพืช  แวนขยาย  มีดผาตัด  และปากคีบ 
 2.2  วิธีการ  

  บันทึกภาพและวาดภาพทางพฤกษศาสตรของสวนประกอบของหัว ใบ   
และดอกของเอ้ืองน้ําตนท่ีแสดงลักษณะของการผันแปรและลักษณะท่ีหลากหลายของอวัยวะ
ดังกลาว  แลวนําความผันแปรของลักษณะมาเปรียบเทียบเพื่อแสดงความหลากหลายในลักษณะ
ของสวนประกอบของอวัยวะของตนพืชท่ีเจริญเติบโตและกระจายพันธุในระบบนิเวศนท่ีแตกตาง
กันดังระบุไวในการทดลองท่ี 1  

 
การทดลองท่ี 3   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา       

ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อของราก ลําตน ใบ ดอก และฝก ของ
เอื้องน้ําตนแลวเปรียบเทียบลักษณะดังกลาวของตนพืชที่นํามาจากระบบนิเวศวิทยาที่แตกตางกัน
ดังระบุไวในการทดลองที่ 1 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว 
ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ท่ีบรรยายไวโดย  Johansen (1940) และ Sass 
(1966) 

 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 

3.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ   
3.1.1.1   เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน  (rotary  microtome) 

3.1.1.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

3.1.1.3   ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ 
3.1.1.4   แผนใหความรอน (hot plate) 
3.1.1.5   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ 

3.1.1.6    แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีแช
ในพาราฟนจนอ่ิมตัว  ภายในตูอบปรับอุณหภูมิ 

3.1.1.7    กระดาษเคลือบมันใชพับเปนรูปแมพิมพสําหรับฝงช้ินสวน
พืช 

3.1.1.8   แผนกระจกสไลด  (slide)  และแผนกระจกปดสไลด (cover  slip) 
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3.1.1.9  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร และ 
ขวดยอมสี 

3.1.1.10  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกัน
ขนออน  มีดผาตัด  ปากคีบ  และเข็มเข่ีย  

 
3.1.2  สารเคมี 

3.1.2.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก FAA (formalin -  
acetic  acid - alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้  
 

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

3.1.2.2 น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) ประกอบ 
ดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 

 
ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชสําหรับดงึน้ําออกจากเซลลพืชในแตละข้ันตอน 
 

ขั้นตอน 

ปริมาณแอลกอฮอล 
ในนํ้ายาที่ใชดึงนํ้า 
ออกจากเซลล (%) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

         (มล) 

tertiary butyl 
alcohol 

(TBA)(มล) 

 
นํ้ากล่ัน 

(มล) 

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

 
3.1.2.3  สารตัวกลางท่ีใชสําหรับฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก  

Paraplast 
          3.1.2.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  
    เตรียมน้ํายาเขมขน  โดยการนําไขไกมาแยกเอาเฉพาะสวนของ
ไขขาวเพียงอยางเดียว  นําไปตีจนเกิดฟองและมีลักษณะเหลวไมขนเปนกอน  จากน้ันใชชอนตัก 
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เอาสวนท่ีเปนฟองท้ิงไปแลวเอาเฉพาะสวนท่ีเปนของเหลวนําไปกรองผานกระดาษกรองหรือสําลี
อีกคร้ัง  เพื่อกรองเอาช้ินสวนโปรตีนท่ีมีขนาดใหญในไขขาวหรือตะกอนท้ิงไป  เนื่องจากช้ินสวน
หรือตะกอนดังกลาวอาจจะติดกับแผนกระจกอยูใตเนื้อเยื่อทําใหเนื้อเยื่อพืชฉีกขาด  หรือเกิดรอย
ตําหนิเม่ือนําเนื้อเยื่อไปยอมสี  นอกจากนี้อาจจะทําใหเนื้อเยื่อพืชติดกับแผนสไลดไมแนบแนน 
เม่ือยอมสีจะไดเนื้อเยื่อท่ีมีบางสวนเปนรอยยน  จากนั้นนําไขขาวที่ผานการกรองแลวบรรจุลงขวด 
ปดฝาใหแนน  แลวนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิประมาณ  10   ํซ  เพื่อรอใชงานตอไป  และเม่ือจะใชจึง 
นําน้ํายาเขมขนท่ีเตรียมไวนั้นมาเจือจาง  โดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากล่ันใหปริมาตรสุด 
ทายเปน 50 มล  แลวนําไปกรองดวยกระดาษกรองทุกคร้ังเม่ือเตรียมน้ํายาเจือจางกอนนําไปใช  
เนื่องจากโปรตีนของไขขาวจะตกตะกอนอยูตลอดเม่ือเก็บเอาไวนาน ๆ 

3.1.2.5 สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ประกอบดวย
สวนผสมดังนี้ 

 

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

                                         95%  ethyl  alcohol                                       25      มล 
                                         methyl  alcohol                                         100      มล 
                                         glycerol                                                      100      มล 
 

3.1.2.6  น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene 
3.1.2.7  สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) 

คือ Canada  balsam 
3.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี ้

3.2.1  เก็บตัวอยางของราก  ลําตน  ใบ  ดอก  และ ฝกของพืชทดลองมาแช
ใน FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกวเพื่อฆาเซลลและรักษาสภาพเซลลใหใกลเคียงกับเซลลในสภาพปกติ
ใหมากท่ีสุด  ในกรณีท่ีช้ินสวนของพืชท่ีนํามาแชน้ํายามีขนาดใหญมาก  ใชมีดผาตัดหรือใบมีดโกน
ตัดช้ินสวนพืชใหมีขนาดท่ีเล็กลงประมาณ 0.5 x 0.5 ซม  เพื่อใหน้ํายาสามารถซึมเขาสูเนื้อเยื่อพืชได
อยางท่ัวถึงและรวดเร็ว  จากน้ันนําขวดท่ีแชช้ินสวนพืชดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไล
ฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  วิธีการน้ีชวยใหน้ํายาแทรกซึมเขาสู เนื้อเยื่อพืชไดอยางท่ัวถึง   
กอนนําไปผานข้ันตอนตาง ๆ ตอไป  สวนระยะเวลาในการแชน้ํายาจะข้ึนอยูกับสภาพของเน้ือเยื่อ
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พืช  ถาเปนเปนเนื้อเยื่อท่ีออนการแชเนื้อเยื่อในน้ํายาเพียง 18 – 24 ช่ัวโมงก็เพียงพอ  แตถาเนื้อเยื่อ 
มีความแข็งควรแชไวนาน 1 – 2  สัปดาห  หรือนานกวานี้ข้ึนอยูกับเนื้อเยื่อพืช 

3.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยผานข้ันตอน
ของน้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50, 70, 85, 95 และ 100 % จากนั้นนํา
เนื้อเยื่อไปผาน 100 % TBA  ตามดวยน้ํายาท่ีประกอบดวย TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 
1:1  ในแตละข้ันตอนใชระยะเวลาในการแชเนื้อเยื่อ 1 คืน  ยกเวนในข้ันตอนท่ีระดับความเขมขน
แอลกอฮอล 100 % ซ่ึงน้ํายานี้ผสมสี erythrosin ลงไปดวยเพื่อใหเนื้อเยื่อติดสี  ซ่ึงจะชวยใหการฝง
เนื้อเยื่อในพาราฟนงายข้ึน  เนื่องจากเห็นเนื้อเยื่อในพาราฟนไดชัดเจน  ควรจะแชในน้ํายาระดับนี้
ใหนานพอที่ช้ินสวนจะติดสีท่ัวถึง  เม่ือผานน้ํายาตาง ๆ เรียบรอยแลวจึงถึงข้ันตอนของการแทรก
พาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)  

3.2.3 เทน้ํายาในขวดแกวออกใหหมดและระวังอยาใหช้ินสวนพืชหลนเท
พาราฟน ท่ีหลอมเอาไวกอนหนานี้ลงในขวดแกวจนทวมช้ินสวนพืช  จากน้ันนําขวดแกวดังกลาวไป
เก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56   ํซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟนแทรกเขา
ไปในเนื้อเยื่อเต็มท่ี 

3.2.4  เตรียมแมพิมพสําหรับฝงช้ินสวนพืช  โดยใชกระดาษเคลือบมันตัดเปน
รูปส่ีเหล่ียมผืนผาขนาด 5 x 7 ซม หรือมากกวา  ขนาดของกระดาษเปล่ียนแปลงไดตามขนาดของ
ช้ินสวนพืช  พับกระดาษใหเปนทรงส่ีเหล่ียมลูกบาศกใหเปนเบาเพื่อฝงพาราฟน  จากนั้นใช
กระดาษกาวปดตามรอยพับของกระดาษเพื่อปองกันการร่ัวซึมของพาราฟนในขณะท่ีฝงช้ินสวนพืช 

3.2.5  นําช้ินสวนพืชมาฝงในพาราฟน  โดยนําพาราฟนท่ีหลอมเอาไวเทลงใน
แมพิมพ  เอาชิ้นสวนพืชใสลงไปแลวจัดวางตําแหนงของชิ้นสวนใหอยูในแนวต้ังหรือแนวนอน
ตามท่ีตองการ 

3.2.6 นําแทงพาราฟนดังกลาวที่แข็งตัวดีแลวไปตัดแตงใหเปนรูปทรง
สี่เหลี่ยม ที่มีช้ินสวนพืชอยูตรงกลางแทง  จากนั้นนํามาติดกับแทงไมแลวนําไปตัดดวยเคร่ืองตัด
เนื้อเยื่อแบบลอหมุน  โดยตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา  13-15  ไมครอน 

3.2.7   นําแถบเนื้อเยื่อ (paraffin ribbon) ท่ีตัดได  ติดลงบนแผนกระจกสไลด
ดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วางแผนกระจกสไลดบนเคร่ืองอุนจนแถบช้ินสวนพืชแผออกจนตึง  จากน้ัน
ซับเอาน้ํายาสวนเกินออกเพ่ือปองกันการเกิดฟองอากาศแทรกอยูกับแถบเน้ือเยื่อ  ท้ิงเอาไวจนแผน
กระจกสไลดแหงเพื่อใหแถบเนื้อเยื่อติดแนนกับแผนกระจกสไลด  และเพื่อปองกนัไมใหเนือ้เยือ่หลุด
จากแผนกระจกไสลดในข้ันตอนการยอมสี  เม่ือแหงแลวนําไปเก็บไวในท่ีแหงและไมมีฝุนอยาง
นอย 1 สัปดาห  กอนนําไปยอมสี 
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3.2.8 นําแผนกระจกสไลดท่ีติดเนื้อเยื่อแลวมาผานการละลายพาราฟน   
โดยแชใน xylene ใหพาราฟนละลายออกจากเนื้อเยื่อจนเนื่อเยื่อสะอาดกอน  แลวจึงนําไปยอมสี 

3.2.9  นํากระจกสไลดที่ผานการยอมสีเนื้อเยื่อเรียบรอยแลวมาปดดวย
แผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada balsam  เปนตัวยึด  ท้ิงไวใหแหง 

3.2.10  เมื่อแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อ
ภายใตกลองจุลทรรศน  และบันทึกภาพ 

 
การทดลองท่ี 4   การศึกษาเซลลวิทยา 

ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของพืชทดลองดังระบุไวในการทดลองท่ี 1 
ดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลงเพื่อการศึกษาโครโมโซมปลายรากของเอ้ืองน้ําตนโดย 
จารุวรรณ (2550) 

 
4.1  วัสดุและอุปกรณ 

4.1.1   ปลายรากของพืชทดลอง  
4.1.2   ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายรากพรอมฝาปด 
4.1.3   แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด 
4.1.4   ปรอทวัดความรอน 
4.1.5   น้ํากล่ัน 
4.1.6   อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
4.1.7 อุปกรณอื่น ๆ ไดแก  กระติกน้ําแข็ง  กรรไกร   ปากคีบ  เข็มเข่ีย  

หลอดดูดสาร  กระบอกตวงสารเคมี  และนํ้ายาเคลือบเล็บ 
4.1.8   กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope  และ  photomicroscope 
4.1.9   สารเคมี 

4.1.9.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment)  ไดแก 
para-dichlorobenzene (PDB)           

4.1.9.2   สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixtative) 
คือ  95 % ethyl  alcohol และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3:1  

4.1.9.3   สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ  
hydrochloric acid  เขมขน 1 นอรมอล (1 N HCl) 

4.1.9.4   สีท่ีใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
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 4.2  วิธีการ 
4.2.1   เตรียมปลายรากโดยเลือกรากท่ีกําลังเจริญเติบโต คือ ปลายรากท่ีเร่ิม

งอกออกมายาวประมาณ  1  ซม  ตัดมาเฉพาะสวนปลายเพียง  3-5  มม  โดยเก็บตัวอยางปลายรากใน 
ชวงระยะเวลาประมาณ 8.00 น  ซ่ึงเปนระยะเวลาที่มีจํานวนเซลลท่ีแบงตัวในระยะเมตาเฟสมาก 

4.2.2  นําปลายรากมาลางเอาเศษดินที่ติดอยูออกดวยน้ํากลั่นจนสะอาด  
แลวนําไปหยุดวงชีพเซลล  โดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB  เพื่อยับยั้งการเกิดเสนใย 
สปนเดิล  และชวยใหโครโมโซมในระยะการแบงเซลลดังกลาวเกิดการหดตัวไดอยางเต็มท่ี   
โดยแชไวเปนเวลา 36 ช่ัวโมง  ท่ีอุณหภูมิประมาณ  10    ํซ  

4.2.3  เม่ือแชปลายรากจนครบตามเวลาที่กําหนด นําปลายรากออกมาจาก
สารละลาย  PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน  แลวจึงนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล  เพื่อตรึง 
เซลลเปนเวลา  5  นาที  แลวลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง   

4.2.4  ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 60   ํซ แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

4.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากในสารละลายสี carbol fuchsin โดยแชปลาย
รากไวในน้ํายาสีนาน 30 นาที  หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวใชเข็มเข่ียตัด
เฉพาะสวนปลายรากใหยาวประมาณ 1 มม  เข่ียสวนเกินท้ิงไป  หยดสี 1 หยด ลงบนเน้ือเยื่อแลวใช
เข็มเข่ียเคาะหรือกดเนื้อเยื่อเบา ๆ   เพื่อใหกลุมเซลลท่ีอยูบริเวณปลายรากกระจายออกจากกัน  คีบเศษ
เนื้อเยื่อท่ีมีขนาดใหญท้ิง  เพื่อปองกันการปดแผนกระจกไมสนิทและไมเปนระนาบเดียวกัน  จากนั้น
ปดแผนกระจกปดสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ  ถาเกิดฟองอากาศดานในใหใชดามเข็มเข่ียเคาะเบาๆ 
เพื่อไลเอาฟองอากาศออกใหหมด  วางกระดาษซับลงบนแผนปดกระจกสไลดแลวใชนิ้วหัวแมมือ
กดลงไปเบา ๆ เพื่อใหเซลลเกิดการกระจายตัวแลวซับเอาสีสวนเกินออก  จากนั้นใชน้ํายาเคลือบเล็บ
ทาบริเวณขอบโดยรอบของแผนกระจกปดสไลด  เพื่อปองกันเนื้อเยื่อแหงและกันอากาศเขาไป
ภายใน  

4.2.6  นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลล 
ท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี  สามารถนับจํานวน
โครโมโซมไดอยางแมนยํา  ถาโครโมโซมไมอยูในระนาบเดียวกันใหใชกระดาษซับพับหลายช้ัน
วางบนแผนกระจกปดสไลด  แลวใชดามเข็มเข่ียกดหรือเคาะเบา ๆ ตรงตําแหนงของโครโมโซม 
ดังกลาวใหโครโมโซมแบนและอยูในระนาบเดียวกัน  เม่ือไดเซลลท่ีตองการและโครโมโซมอยูใน
ระนาบท่ีตองการแลว  ใหนําเอาแผนกระจกสไลดไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศนท่ีสามารถ
บันทึกภาพได  เพื่อนับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภาพ 
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การทดลองท่ี 5   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 

ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลองดังระบุในการทดลองท่ี 1 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อ
ของใบและใชเอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, POX , SKD และ 
SOD  ตามวิธีการของพสุ (2546)  และสุทธินันท (2548) 

 
5.1  วัสดุและอุปกรณ 

5.1.1  พืชทดลอง คือ ตนเอ้ืองน้ําตนท่ีเปนตัวแทนของตนพืช  กลุม  HCC 08, 
HCC 10 และ HCC 12   

5.1.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
5.1.2.1  เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนยิม 2 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง 
5.1.2.2 โกรงบดตัวอยางพืช 
5.1.2.3  ไนโตรเจนเหลว และถังบรรจุ 
5.1.2.4  ตูแชแข็งท่ีปรับอุณหภูมิเปน -20    ํ ซ  และตูเยน็ 
5.1.2.5  เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได 
5. 1.2 .6  เคร่ืองเขยาสาร 
5.1.2.7  เคร่ืองวัดความเปนกรด / ดางของสารละลาย 
5.1.2.8  ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ slab gel 
5.1.2.9  เคร่ืองจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500 
5.1.2.10  ตูบม (incubator) 
5.1.2.11  ไมโครปเปตขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
5.1.2.12  หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล 
5.1.2.13  ชุดอานเจล (visible light  transilluminator) 
5.1.2.14  เคร่ืองแกว 
5.1.2.15  หลอดใสสารปรับปริมาตรได (syringe) ขนาด 50 ไมโครลิตร 
5.1.2.16 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กลองโฟม  แผนอลูมิเนียมฟอยล  ถุงมือ  

กระดาษช่ังสาร ปากคีบ กระดาษซับ  ชอนตักสาร พลาสติกใส ถาดพลาสติก กลองพลาสติกใส  
กระดาษติดปาย กลองถายรูป พรอมฟลม  

5.1.3  สารเคมี 
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5.1.3.1 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของสารสกัด (extraction 
buffer) คือ 

5.1.3.1.1   0.5 M dithiothreitol (DTT) 
5.1.3.1.2   0.5 M ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 
5.1.3.1.3   14.3 M β-mercaptoethanol (MSH)  
5.1.3.1.4   polyvinylpyrrolidone (PVP-10) 
5.1.3.1.5   1.0 M tris-HCl pH 7 

5.1.3.2   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ gel  
5.1.3.2.1  30 % acrylamide stock solution (acrylation  

29.2  กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 100 มล เก็บไวในขวด 
สีชาท่ีอุณหภูมิ  4    ํซ ) 
 5.1.3.2.2   1.5  M  tris-HCl  pH  8.8 

 5.1.3.2.3  10 % ammonium persulfate (APS) เตรียมใหมทุก
คร้ังท่ีใช 
 5.1.3.2.4   TEMED  (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine) 
 5.1.3.2.5   น้ํากล่ัน 

5.1.3.3   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ  sample  buffer   
 5.1.3.3.1    10 % glycerol   
 5.1.3.3.2    0.5 % bromophenol  blue   
5.1.3.4   สารเคมีท่ีใชเปน  running  buffer 
 5.1.3.4.1    tris 
 5.1.3.4.2    glycine  pH 8.3  ตอน้ํากล่ัน 500  มล  
5.1.3.5   สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม 
 5.1.3.5.1    0.05 M  acetate buffer  pH 4.8 
 5.1.3.5.2    0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.5 
 5.1.3.5.3    0.1 M tris-HCl  pH 4.0 
 5.1.3.5.4    0.1 M tris-HCl  pH 7.4 
 5.1.3.5.5    0.1 M tris-HCl  pH 7.5 
 5.1.3.5.6    0.1 M tris-HCl  pH 8.0 

 5.1.3.5.7    0.1 M sodium phosphate buffer pH 6 
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 5.1.3.5.8    0.2 M phosphate buffer pH 6.0 
 5.1.3.5.9    fast blue BB salt  
 5.1.3.5.10   fast ganet GBC diasonium salt 
 5.1.3.5.11   fast  blue B-salt 
 5.1.3.5.12   α-naphthyl  acetate 

 5.1.3.5.13   α-D glucose 

 5.1.3.5.14   α-ketoglutaric acid 

 5.1.3.5.15   β-naphthol 
 5.1.3.5.16   L-leucine β–naphyl acid 

 5.1.3.5.17   L-malic acid 

 5.1.3.5.18   O-dianisidine salt 
 5.1.3.5.19   2, 6-dichloroindophenol sodium (DCIP) 

 5.1.3.5.20   3-amino-9-ethylcarbazole 

 5.1.3.5.21 3[4, 5-dimethyphiazol]2, 5-diphenyltetrazo- 
lium bromide (MTT) 

 5.1.3.5.22   3 % H2O2   

 5.1.3.5.23   aspartic acid 

 5.1.3.5.24   disodium α-naphthyl  phosphate 

 5.1.3.5.25   MgCl2 

 5.1.3.5.26    nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 

 5.1.3.5.27  nicotinamide adenine dinucleotide, reduced 
form (NADH) 

 5.1.3.5.28  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADP) 

 5.1.3.5.29   nitro blue tetrazolium (NBT) 

 5.1.3.5.30   phenazine methosulfate (PMS) 

 5.1.3.5.31   pyridoxal-5’-phosphate 

 5.1.3.5.32   riboflavin 

 5.1.3.5.33   shikimic acid 

 5.1.3.5.34   TEMED 
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5.2  วิธีการ 
5.2.1  การสกัดเอนไซม 

นําใบของพืชทดลองในตําแหนงของใบท่ีสามจากปลายยอดมาทํา
ความสะอาดดวยน้ํากล่ันแลวเช็ดใหแหง  ช่ังใบใหไดน้ําหนัก 1.0 กรัม  หั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ใสลง 
ในโกรงท่ีแชเย็นจัด  เทไนโตรเจนเหลวลงไปในโกรงจนทวมเศษช้ินสวนพืชแลวบดอยาง 
รวดเร็วจนละเอียด  จากนั้นเติม extraction buffer ตามสูตรดัดแปลงของ พสุ (2546) จํานวน 3 มล 
แลวบดตอจนตัวอยางและ extraction buffer ละลาย เปนเนื้อเดียวกัน  จากนั้นเทของเหลวท่ีไดใส
ลงในหลอดใสสารขนาด 1.5 มล  ปดฝาใหแนนแลวนําไปแชในกระติกน้ําแข็ง  สวนโกรงบด
ตัวอยางลางทําความสะอาดดวยนํากล่ันและเช็ดใหแหงกอนนําไปบดตัวอยางใหม  เม่ือบดตัวอยาง
จนครบนําหลอดทดลองท้ังหมดไปปนดวยความเร็ว 14,000  รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ  2   ํซ เปนเวลา 
30 นาที   เม่ือปนเสร็จดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสท่ีอยูดานบนตะกอนดวยไมโครปเปตใสลงในหลอด
ทดลองอันใหม  ในขณะท่ีดูดระวังอยาใหเศษตะกอนเกิดการฟุงตัว  จากนั้นนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 
-20   ํซ  เพื่อนําไปทํา  polyacrylamide gel electrophoresis  ตอไป 

5.2.2   การทํา  polyacrylamide gel electrophoresis 
 5.2.2.1  นําแผนกระจกของ  Mini-Protean®3 Cell  Electrophoresis 
(Bio-Rad)  มาเช็ดทําความสะอาดดวย 95 % ethyl alcohol  แลวนําแผนกระจกมาประกอบเขาดวยกัน
จากนั้นเตรียมสารละลาย separating gel ของเจล 7.5 %  โดยผสมสารจากสวนผสมท่ีแสดงไวใน
ตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel (Kuntapanom and Smitamana, 1997)

สําหรับเจล 4 แผน 
 

สาร ปริมาตร* 

  น้ํากล่ัน       9.7    มล 

  1.5 M tris pH 8.8       5    มล 

  30% acrylamide       5    มล 

  10% APS               200    ไมโครลิตร 

  TEMED       10    ไมโครลิตร 
 

  *สําหรับ 7.5% separating gel 
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    5.2.2.2  นําสารท้ังหมดท่ีแสดงในตารางมาเทรวมกันในบีกเกอร
ยกเวน TEMED เนื่องจากสารนี้มีคุณสมบัติทําใหสารละลายเกิดการแข็งตัวไดเร็ว  จากน้ันใชแทง
แกวคนสารท้ังหมดใหเขากัน  แลวจึงใชไมโครปเปตดูดเอา TEMED ใสลงไปเปนข้ันตอนสุดทาย 
กอนจะเทสารลงในชองระหวางแผนกระจก 
 5.2.2.3  เม่ือเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวเทสารละลาย
ดังกลาวลงในชองระหวางแผนกระจกท่ีเตรียมเอาไวอยางรวดเร็วและระวังไมใหเกิดฟองอากาศ
ภายในแผนเจล  จากนั้นรีบเสียบหวี (comb) ลงไประหวางแผนกระจกท้ังสองกอนสารละลายจะ
แข็งตัวและระวังไมใหเกิดฟองอากาศในชองท่ีเสียบหวี  รอจนแผนเจลแข็งแลวจึงนําไปใชใน
ข้ันตอนตอไป 
 5.2.2.4  เตรียมตัวอยางท่ีผสมกับ bromophenol  blue ในอัตราสวน 
9:1 ลงในหลอดใสสารขนาด 1.5 มล  นําไปเขยาบนเคร่ืองเขยาสารเพ่ือใหสารรวมเปนเนื้อเดียวกัน
แลวนําไปเก็บไวในท่ีเย็น 
 5.2.2.5  เม่ือแผนเจลแข็งตัวดึงเอาหวีเสียบออก  จากน้ันตอชุดอิเล็ก
โทรโฟรีซิสท้ังหมดเขาดวยกัน เติม runnimg  buffer  ลงใน  chamber  แลวหยอดตัวอยางท่ีผสมกับ 
bromophenol  blue  ลงในชองของ  stacking gel  ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอชอง โดยไมใหตัวอยาง
แตละชองปนกัน  จากนั้นปดฝาครอบ chamber แลวตอข้ัวไฟเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟฟา เปด
สวิทชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร  ปดเคร่ืองจายกระแสไฟเมื่อสีของ 
bromophenol blue  เคลื่อนที่เกือบถึงปลายลางสุดของแผนเจล  จากนั้นนําแผนกระจกออกจาก 
chamber  แกะเจลท่ีอยูระหวางแผนกระจกท้ังสองออกมาวางในกลองพลาสติกใสที่ใสน้ํากล่ันเพียง
เล็กนอยเพื่อรอการยอมสีเอนไซมในข้ันตอนตอไป 

5.2.3  การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลท่ีไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

เอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, SKD, POX และ SOD 
(ภาคผนวก) 

5.2.4  การบันทึกขอมูล 
นําเจลที่ยอมสีแลวมาบันทึกตําแหนง  จํานวน  ขนาดของแถบ 

ไอโซไซม  และคาระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบสีบนแผนเจล แลวนําตําแหนงระยะการ
เคลื่อนที่ดังกลาวมาคํานวณหาคาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rf)  ตามสมการ  จากนั้นนําคาท่ีไดไปวาด
ไซโมแกรม 
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 แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยางหาคาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมจากแถบสีดวย  UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ Jaccard’s similarity coefficient  
โดยใชโปรแกรม  SPSS   

คาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ          = 
        ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

ระยะทางการเคล่ือนท่ีของ marker 


