
 
บทที่ 3 

 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะของกลวยไมสกุล Spathoglottis 2 ชนิด คือ บานดึกและเอื้องดินลาว      
ที่รวบรวมมาจากพื้นที่ปาทุงหญาและปาเต็งรังในเขตปาสงวนแหงชาติขุนแมกวง แลวนํามาปลูก
เล้ียงไวในพื้นที่รวบรวมพันธุกลวยไมปา  ภายในศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ  แบงออกเปน 4 การทดลอง คือ  การทดลองที่ 1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การทดลองที่ 2  การศึกษาลักษณะทางกายวิภาคศาสตร  การทดลองที่ 3  การศึกษาโครโมโซม และ 
การทดลองที่ 4  การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 
การทดลองที่ 1   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 การศึกษาล ักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืชทดลอง              
มีอุปกรณและวิธีการดังตอไปนี้ 

1.1  วัสดุและอุปกรณ 
1.1.1  พืชทดลอง ไดแก บานดึก และ เอื้องดินลาว ตนพืชที่ใชเปนตัวแทน

เพื่อการบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตน คือ ตนพืชที่คัดเลือกมาชนิดละ  
5  ตน  จากตนที่ปลูกเลี้ยงไวในแปลงรวบรวมพันธุ  

1.1.2  อุปกรณ  ไดแก ไมบรรทัด  สมุด  ดินสอ แวนขยาย  มีดผาตัด ปากคีบ 
และกระดาษสําหรับวาดภาพสวนประกอบของตนพืช   

1.2  วิธีการ  
1.2.1  บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของพืชทดลอง

แตละชนิด ไดแก  หัว  ใบ  ชอดอก  ดอก  และ ฝก  ในระยะที่สวนตางๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มที่
แลว และวาดภาพทางพฤกษศาสตรแสดงสวนประกอบของตนพืช  เพื่อเปนการแสดงลักษณะโดย
ละเอียด   สําหรับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตนพืชนี้นอกจากศึกษาลักษณะของอวัยวะ
ตาง ๆ ดังกลาวแลว  ยังไดศึกษาลักษณะของกลีบดอกของกลวยไมทั้ง 2 ชนิด  ในรายละเอียดอีก
ดวย  ทั้งนี้เปนการศึกษาที่สืบเนื่องมาจากการสังเกตพบในระยะที่ออกสํารวจและรวบรวมตนพืชวา 
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ตนพืชที่รวบรวมมาดังกลาวมีความผันแปรในลักษณะของกลีบดอก  จึงใชตัวอยางดอกจากตนพืช
มากกวา  5 ตนจากแตละชนิดนั้น  เพื่อบันทึกลักษณะของกลีบดอกที่มีรายละเอียดแตกตางกัน  การ
บันทึกนี้ทําใหไดขอมูลของการผันแปรของลักษณะทางสัณฐานของกลีบดอกในกลุมตนพืชที่
รวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุ 

1.2.2   บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้ 
1.2.2.1   หัว   จํานวนหัวตอตน  จํานวนปลองตอหัว  และขนาดเสนผาศูนย 

กลางหัว โดยวัดจากสวนที่กวางที่สุดของหัว 
1.2.2.2   ตน   ความสูงของตน โดยวัดความยาวจากโคนตนจนถึงปลาย

ใบของใบที่ยาวที่สุด 
1.2.2.3   ใบ   จํานวนใบตอตน และขนาดความกวางและความยาวของใบ

ในตําแหนงใบที่ 3 นับจากโคนตน 
1.2.2.4  ชอดอก ความกวางและความยาวของกานชอดอก และจํานวน

ดอกตอชอ  
1.2.2.5  ดอก ขนาดของดอก โดยวัดความยาวจากปลายของกลีบ

เล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก  ความกวางและความยาวของกลีบเลี้ยง  กลีบดอก และ กลีบปาก ของ 
ดอกที่บานเต็มที่ ความยาวของกานดอกยอย ความกวางและความยาวของเสาเกสร จํานวนกอนเรณู  
และ ความกวางและความยาวของฝาอับเรณ ู

1.2.2.6    ฝก   จํานวนฝกตอชอ และ ความกวางและความยาวของฝก 
 
การทดลองที่ 2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาคศาสตร       

ศึกษาลักษณะทางกายวิภาคศาสตรของเนื้อเยื่อของ ราก  ลําตน ใบ  ดอก และฝก 
ของพืชทดลอง  โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว   ตามวิธีการ
ศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding  ที่กลาวไวโดย  Johansen (1940) 

อุปกรณและวิธีการของการทดลองนี้มีดังนี้ 
2.1  วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1  พืชทดลอง คือ บานดึกและเอื้องดินลาว 
2.1.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ 

2.1.2.1   เครื่องดูดอากาศ 

2.1.2.2   ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ โดยประมาณ 
2.1.2.3   แผนใหความรอน 
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2.1.2.4   แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ที่ตม
จนอิ่มตัวในพาราฟน 

2.1.2.5   เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน  (rotary  microtome) พรอม
ใบมีด 

2.1.2.6  กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

2.1.2.7   เครื่องอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมเิปน 40   ํซ โดยประมาณ 
2.1.2.8   อุปกรณเครื่องแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจก 

สไลด (slide)  แผนกระจกปดสไลด (cover slip)  บีกเกอร กระบอกตวงสารเคมี ขวดยอมสี และหลอด
หยด 

2.1.2.9  อุปกรณอื่น  ๆ ไดแก กระดาษกาว ปายติดกาว ตะเกียง
แอลกอฮอล  เข็มเขี่ยปลายงอ  ปากคีบ  มีดผาตัด  พูกันขนออน และ กระดาษเยื่อ  

 
2.1.3  สารเคมี 

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

glacial  acetic  acid                 5        มล 
95%  ethyl  alcohol             50        มล 
formalin                               10        มล 
น้ํากลั่น                                 35        มล 
 

2.1.3.2 น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางที่ 1 

2.1.3.3  สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก
Paraplast 

2.1.3.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) โดย
เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของไขขาว 1 มล ตอน้ํากลั่น 49 มล เมื่อจะใชจึงนําน้ํายาเขมขนมา
เจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 50  มล 
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ตารางที่ 1   สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละขั้นตอน 
 

ขั้นตอน 

 
ปริมาณแอลกอฮอล 

ในน้ํายา (%) 

tertiary butyl 
alcohol (TBA) 

(มล) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

        (มล) 

 
น้ํากลั่น 

(มล) 

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

 
2.1.3.5   สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบดวย

สวนผสมดังนี้ 
 

                                         glycerol 100 มล 
 methyl  alcohol    100 มล 

95%  ethyl  alcohol     25 มล 

hematoxylin        4 กรัม 

aluminium sulfate   400 มล 

 

2.1.3.6   น้ํายาละลายพาราฟน คือ xylene 
2.1.3.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด คือ Canada  balsam 

2.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของชิ้นสวนพืชมีขัน้ตอนของวิธีการดังนี ้

2.2.1 เก็บตัวอยางชิ้นสวนของสวนประกอบของพืช ไดแก ราก ลําตน ใบ 
ดอก และ ฝก มาใสในขวดแกวที่มีน้ํายา FAA บรรจุอยูภายใน  นําขวดแกวดังกลาวใสในเครื่อง     
ดูดอากาศเพื่อไลอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  หลังจากนั้นนํามาเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  ระยะเวลาในการ
แชเนื้อเยื่อพืชในน้ํายา FAA  แตกตางกันไปตามลักษณะทางกายภาพของเนื้อเยื่อ กลาวคือช้ินสวน
พืชที่ออนนุม เชน ใบและดอก แชไวนาน 18-24 ช่ัวโมง  สําหรับชิ้นสวนพืชที่แข็ง คือ ราก ลําตน 
และ ฝก แชตัวอยางไวนาน 1-2 สัปดาห หรือนานกวา 

2.2.2  นําชิ้นสวนพืชมาผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล          
โดยใหผานน้ํายาที่มีระดับความเขมขนของแอลกอฮอลจาก 50 % ไปจนถึงระดับ 100 %   ทิ้งไวนาน  
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1 คืน  จากนั้นนําชิ้นสวนพืชไปผาน 100 % TBA   ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย TBA และพาราฟน
เหลวในอัตราสวน 1:1  แตละขั้นตอนแชช้ินสวนพืชทิ้งไวนาน 1 คืน  เปนอยางต่ําแลวนําเนื้อเยื่อไป
ผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ 

2.2.3  เทน้ํายาในขั้นตอนสุดทายของขอ 2.2.2 ออก แลวเติมพาราฟนที่
หลอมแลวลงไปแทนที่  จากนั้นนําขวดแกวไปเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ  56  ํซ  นานประมาณ              
1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระทั่งพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มที่ 

2.2.4   นํากระดาษที่พับเปนแมพิมพรูปสี่เหลี่ยมมาวางบนแผนใหความ
รอน  จากนั้นเทพาราฟนที่หลอมแลวลงในแมพิมพ  นําชิ้นสวนพืชฝงลงไปแลวคอยใชเข็มเขี่ยที่
ลนไฟจนรอนจุมลงไปในพาราฟนเพื่อไลฟองอากาศออกใหหมด จัดชิ้นสวนพืชใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบที่ตองการ 

2.2.5  นําแทงพาราฟนรูปสี่เหล่ียมที่มีเนื้อเยื่อฝงอยูนั้นมาตัดแตงใหเปนรูป
ส่ีเหล่ียมผืนผาที่เล็กลงและเหมาะสมกับขนาดของเนื้อเยื่อโดยใหช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง นํามาติด
กับแทงไม  จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน โดยตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตาม
ขวางใหหนา  10-15  ไมครอน 

2.2.6   ติดแถบชิ้นสวนพืช (paraffin ribbon) ซึ่งไดจากการตัดในขอ 2.2.5
ลงบนแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อ  นําแผนสไลดนั้นวางบนเครื่องอุนสไลดจนแถบชิน้สวน
พืชแหงและติดกับแผนสไลด 

2.2.7  นําแผนกระจกสไลดที่มีแถบชิ้นสวนพืชไปยอมสี โดยเริ่มจาก
การละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อดวย xylene  ตามดวยสวนผสมของ xylene กับ ethyl alcohol    
100 % ในอัตราสวน 1:1  จากนั้นนํามาผานน้ํายาที่มีระดับความเขมขนของ ethyl alcohol จาก 95%  
70%  50% ไปสู  30% ตามลําดับ  แลวนําไปแชในขวดยอมสีที่บรรจุสารละลายสี hematoxylin  
เสร็จแลวลางดวยน้ํา 1 คร้ัง  นํามาผาน ethyl alcohol จากระดับความเขมขนต่ําไปหาสูงคือ  30%  
50%  70% ไปหา  95%  ตามลําดับ  ตอดวยน้ํายาที่มีสวนผสมของ xylene กับ ethyl alcohol 100 % 
ในอัตราสวน 1:1  และสิ้นสุดดวยการผานในขวดแกวบรรจุ  xylene  โดยแตละขั้นตอนใชเวลา      
3-5 นาที 

2.2.8  ปดแผนกระจกสไลดที่มีแถบชิ้นสวนพืชที่ยอมสีแลวดวยแผนกระจก
ปดสไลดโดยใช Canada balsam  ยึด 

2.2.9   เมื่อแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อ
ใตกลองจุลทรรศน และบันทึกภาพ  
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การทดลองที่ 3   การศึกษาโครโมโซม 
ศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อปลายรากของพืชทดลอง ดวยวิธีขยี้เซลลตามเทคนิค  

Feulgen’s squash  ที่ดัดแปลงโดยจารุวรรณ (2550) 
3.1 วัสดุและอุปกรณ 

3.1.1  วัสดุ เคร่ืองมือ และ อุปกรณ   
3.1.1.1   ปลายรากของพืชทดลอง 
3.1.1.2   อางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิใหเปน 60   ํซ 
3.1.1.3   ปรอทวัดความรอน 
3.1.1.4   เครื่องกวนสารละลายดวยแทงแมเหล็ก 
3.1.1.5  กลองจุลทรรศนชนิด   compound  microscope  และ  

photomicroscope 
3.1.1.6   อุปกรณเครื่องแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจก 

สไลด  แผนกระจกปดสไลด  หลอดหยด  กระบอกตวงสารเคมี  และ บีกเกอร  
3.1.1.7   อุปกรณอื่น ๆ  ไดแก ปากคีบ มีดผาตัด เข็มเขี่ย ปายติดกาว  

กระดาษเยื่อ และน้ํายาเคลือบเล็บ 
3.1.2  สารเคมี 

3.1.2.1   สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล คือ para-dichlorobenzene 
(PDB) 

3.1.2.2   สารเคมีที่ใชเตรียมน้ํายารักษาสภาพเซลล คือ  95 % ethyl  
alcohol  และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3:1  

3.1.2.3  สารเคมีที่ใชสําหรับยอยแยกเซลล คือ กรดเกลือ เขมขน        
1 นอรมอล (1 N HCl) 

3.1.2.4    สีที่ใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
 3.2 วิธีการ 

3.2.1  เตรียมปลายรากโดยเลือกรากที่กําลังเจริญเติบโต คือ รากที่เพิ่งงอก
ออกมายาวประมาณ 1 ซม  ตัดมาเฉพาะสวนปลายเพียง  3-5  มม  เก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา
7.00,  8.00,  9.00,  10.00,  11.00,  15.00,  16.00  และ 17.00 น.  

3.2.2   แชปลายรากในสารละลาย PDB เพื่อหยุดวงชีพเซลล แลวนํามา
เก็บไวที่อุณหภูมิประมาณ  10   ํซ  เปนเวลา  2, 4, 6, 8, 10 และ 15 ช่ัวโมง   
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3.2.3   นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากลั่น 
แลวซับน้ําดวยกระดาษเยื่อ  จากนั้นนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล นาน  5  นาที  เพื่อหยุดการ
ทํางานของเซลล   ลางดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง 

3.2.4    ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1 N HCl  ที่อุณหภูมิ 60   ํซ 
นาน 5 นาที  แลวจึงลางออกดวยน้ํากลั่น 

3.2.5   ยอมเนื้อเยื่อปลายรากในสารละลายสี carbol fuchsin  แชเนื้อเยื่อไวใน
สีนาน 30 นาที, 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ช่ัวโมง  จากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวใชมีด
ตัดเอาเฉพาะสวนปลายรากเพียง 1 มม  ขยี้ปลายรากดวยเข็มเขี่ยแลวหยดสี 1 หยด ลงบนเนื้อเยื่อ ใช
เข็มเขี่ยเคาะเนื้อเยื่อเบา ๆ  เพื่อใหเซลลกระจาย   คีบเนื้อเยื่อสวนที่ไมตองการออก แลวปดแผน
กระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ ใชกระดาษซับวางบนแผนกระจกสไลด  กดแผนกระจกปด
สไลดดวยนิ้วหัวแมมือเพื่อใหเซลลกระจาย  ซับสีที่มากเกินไปออก 

3.2.6   นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลล
ที่มีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและเปนเซลลที่มีโครโมโซมขดแนนและกระจายตัวดี 
สามารถนับจํานวนโครโมโซมได  เมื่อไดเซลลที่ตองการแลวใชนิ้วกดลงบนแผนกระจกปดสไลด
อีกเพื่อใหโครโมโซมอยูในระนาบเดียวกัน ปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหงโดยการใชน้ํายาเคลือบเล็บทา
บริเวณขอบแผนกระจกปดสไลด  ตรวจแผนกระจกสไลดใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวน
โครโมโซม  และบันทึกภาพจากกลองจุลทรรศน 
 
การทดลองที่ 4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 

ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลอง โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อของใบใชเอนไซม 10 
ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, POX, SKD และ SOD  ตามวิธีการของพสุ 
(2546)  และสุทธินันท (2548) 

4.1  วัสดุและอุปกรณ 
4.1.1  วัสดุ เคร่ืองมือ และ อุปกรณ 

4.1.1.1   เนื้อเยือ่ใบของพชืทดลองซึ่งปลูกเลี้ยงในสภาพแวดลอมเดยีวกนั 
4.1.1.2   โกรงบดตัวอยางพืช 
4.1.1.3    เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 2 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง 
4.1.1.4    เครื่องวดัความเปนกรด/ดางของสารละลาย  
4.1.1.5    เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได  
4.1.1.6     หลอดใสสารขนาด 1.5 มล 
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4.1.1.7    ไนโตรเจนเหลวในถังบรรจุ 
4.1.1.8   ตูเย็นที่ปรับอุณหภมูิเปน 4   ํซ และตูแชแข็งที่ปรับอุณหภูมิเปน 

-20   ํ ซ   
4.1.1.9    ไมโครปเปตที่ปรับปริมาตรได 
4.1.1.10   เครื่องเขยาสารใหรวมเปนเนื้อเดยีว 
4.1.1.11   เครื่องจายกระแสไฟฟา  Model  1,000/500 
4.1.1.12  ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ slab gel (Mini Protein II ของ

บริษัท  Bio-Rad) 
4.1.1.13   อุปกรณเครื่องแกว ไดแก บีกเกอร  ปเปต  แทงแกว  กระบอก

ตวงสารเคมี และ ขวดสีชา 
4.1.1.14  อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กระติกน้ําแข็ง ถุงพลาสติก ชอนตัก

สาร แผนอลูมิเนียมฟอยล ถุงมือยาง กระดาษชั่งสาร กระดาษเยื่อ แผนพลาสติกใส ถาดพลาสติก  
กลองพลาสติก  กรรไกร ปายติดกาว  ปากกา  สมุด  ไมบรรทัด  และกลองถายรูปดิจิตอล 

4.1.2  สารเคมี 
4.1.2.1   สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ extraction buffer คือ 

4.1.2.1.1   0.5 M ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 
4.1.2.1.2   14.3 M β-mercaptoethanol (MSH) 
4.1.2.1.3   polyvinylpyrrolidone (PVP-10) 
4.1.2.1.4   0.5 M dithiothreitol (DTT) 
4.1.2.1.5   1.0 M tris-HCl  pH 7 

4.1.2.2   สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ gel  
4.1.2.2.1  30 % acrylamide stock solution (acrylation  

29.2  กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 100 มล  เกบ็ไวในขวดสีชาที่  
4    ํซ ) 
 4.1.2.2.2  1.5  M  tris-HCl  pH  8.8 

 4.1.2.2.3 10 % ammonium persulfate (APS)  เตรียมสารเมื่อ
ตองการใช 
 4.1.2.2.4                                               TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylene-
diamine) 
 4.1.2.2.5   น้ํากลั่น 
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4.1.2.3   สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ  loading dye   
 4.1.2.3.1   10 % glycerol   
 4.1.2.3.2   0.5 % bromophenol  blue   
4.1.2.4   สารเคมีที่ใชเปน  running  buffer 
 4.1.2.4.1   tris 
 4.1.2.4.2   glycine  pH 8.3 (100 มล  ในน้ํากลั่น 500  มล)  
4.1.2.5   สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม 
 4.1.2.5.1    0.05 M  acetate buffer  pH 4.8 
 4.1.2.5.2    fast ganet GBC diasonium salt 
 4.1.2.5.3    disodium α-naphthyl  phosphate 
 4.1.2.5.4    MgCl2 
 4.1.2.5.5    0.1 M tris-HCl  pH 8.0 

 4.1.2.5.6   β-nicotinamide adenine dinucleotide; reduced 
form (β-NADH) 
 4.1.2.5.7    2, 6-dichloroindophenol sodium (DCIP) 
 4.1.2.5.8   3[4,5-dimethyphiazol] 2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) 
 4.1.2.5.9    0.2 M phosphate buffer pH 6.0 
 4.1.2.5.10   fast  blue B-salt 
 4.1.2.5.11   α-naphthyl  acetate 

 4.1.2.5.12   0.1 M tris-HCl  pH 7.5 

 4.1.2.5.13   α-D glucose 

 4.1.2.5.14   β-nicotinamide adenine dinucleotide (β-NAD) 

 4.1.2.5.15   nitro blue tetrazolium (NBT) 

 4.1.2.5.16   phenazine methosulfate (PMS) 

 4.1.2.5.17   0.1 M tris-HCl  pH 7.4 

 4.1.2.5.18   α-ketoglutaric acid  

 4.1.2.5.19   aspartic acid 

 4.1.2.5.20   pyridoxal-5’-phosphate 

 4.1.2.5.21   fast blue BB salt 
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 4.1.2.5.22   0.1 M sodium phosphate buffer pH 6 

 4.1.2.5.23   L-leucine β–naphthylamide, HCl 
 4.1.2.5.24   O-dianisidine salt 
 4.1.2.5.25   L-malic acid 

 4.1.2.5.26   shikimic acid 

 4.1.2.5.27  β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(β-NADP) 

 4.1.2.5.28   0.1 M tris-HCl  pH 4.0 

 4.1.2.5.29   3-amino-9-ethylcarbazole 

 4.1.2.5.30   β-naphthol 
 4.1.2.5.31   3 % H2O2   

 4.1.2.5.32   0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.5 

 4.1.2.5.33   TEMED 

 4.1.2.5.34   riboflavin 

4.2  วิธีการ 
4.2.1   การสกัดเอนไซม 

นําใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ของพืชทดลองมาทําความสะอาดดวยน้ํา
กล่ัน  ใชกระดาษเยื่อเช็ดใหแหง  ช่ังใบตัวอยางละ 1.0 กรัม  หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรงแลวเท
ไนโตรเจนเหลวลงไปพอทวม  บดตัวอยางจนละเอียด  จากนั้นเติม extraction buffer ตามสูตร
ดัดแปลงของพสุ (2546)  ลงไป 3 มล  บดจนตัวอยางละลายเปนเนื้อเดียวกันแลวเทของเหลวที่
สกัดไดในหลอดใสสารขนาด 1.5 มล นําไปแยกสวนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000  
รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  2  ํซ  เปนเวลา 30 นาที  จากนั้นดูดสวนที่เปนของเหลวใสดานบนใสหลอด
ใหม เก็บไวที่อุณหภูมิ -20  ํซ  เพื่อนําไปผานขั้นตอนของการทําโพลีอคริลาไมดเจล อิเล็กโทรโฟรซิีส
ตอไป 

4.2.2   การทําโพลีอคริลาไมดเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 
 ประกอบชุดแผนกระจกของ  Mini-Protean®3 Cell Electrophoresis 
(Bio-Rad) เขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย separating gel  โดยผสมสารจากสวนผสมที่แสดง
ไวในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel สําหรับเจล 6 แผน (Smitamana and  
Kuntapanom, 1997)  

 

สาร 7.5%  separating gel 

1.5 M tris pH 8.8 7.5    มล 

30% acrylamide 7.5    มล 

10% APS 300.00    ไมโครลิตร 

TEMED 15.00    ไมโครลิตร 

น้ํากลั่น 14.55    มล 
 

เมื่อเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนํามาเทลงระหวางแผนกระจกที่เตรียมไวแลวเสียบ
หวีทันที  โดยไมใหเกิดฟองอากาศในชองหวีเสียบ  ทิ้งไวใหเจลแข็งตัว  จากนั้นประกอบชุดอิเล็ก
โทรโฟรีซิสทั้งหมดเขาดวยกัน  เติม running buffer  ลงใน chamber ประมาณ 500 มล  จากนั้นคอย ๆ 
หยอดตัวอยางที่ผสมกับ loading dye  ในอัตราสวน 9:1  ลงในชองของ separating gel ปริมาณ 20 
ไมโครลิตรตอชอง  โดยไมใหตัวอยางผสมปนกันในแตละชอง  ปดฝาครอบแลวตอขั้วบวกและ   
ขั้วลบเขากับ chamber  เปดสวิทชเครื่องจายกระแสไฟฟาใหกระแสไฟผานที่ 20 มิลลิแอมแปร    
ปดเครื่องจายกระแสไฟเมื่อ loading dye  เคลื่อนที่อยูหางจากขอบลางของแผนเจลประมาณ 1 ซม  
นําแผนกระจกออกจาก chamber  แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออกมาวางในกลองพลาสติก
ใสที่มีฝาปด 

4.2.3   การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลที่ไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

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

4.2.4   การบันทึกขอมูล 
นําเจลที่ยอมสีแลวมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี  คํานวณ

คาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf)   บันทึกจํานวนและรูปแบบการเกิดแถบสี   เขียนไซโมแกรม  บันทึก
การมีและไมมีแถบสี  คํานวณคาการเคลื่อนที่สัมพัทธตามสมการ 
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 แสดงผลในรูปแบบของเด็นโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยางหาคาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมจากแถบสีดวย UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ Jaccard’s similarity coefficient  
โดยใชโปรแกรม  SPSS   

การเคลื่อนที่สัมพัทธ        = 
        ระยะการเคลื่อนที่ของแถบสี 

ระยะการเคลื่อนที่ของ marker 


