
   บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 
 
พืชทดลอง 
  มะมวง (Mangifera indica L.) พันธุโชคอนันตอายุ 7-8 ป 

 

สารเคม ี

 1.  Acetic acid (LAB-SCAN ® , Thailand) 

 2.  Diethyl ether  (LAB-SCAN ® , Thailand) 

 3.  di-Potassium hydrogen orthophosphate anhydrous AR grade   
      (fisherScientific®, UK) 
 4.  Ethanol (MERCK ® , Germany) 

 5.  3-indolebutyric acid : IBA (Fluka ® ,Switzerland) 

 6.  Methanol HPLC grade (LAB-SCAN ® , Thailand) 

 7.  Paclobutrazol  

 8.  Potassium dihydrogen orthophosphate AR grade (fisher Scientific®, UK) 
 9.   Polyvinylpyrrolidon : PVP (Sigma ® ,Germany) 

  10.  Tissue freezing medium (Jung ® , Germany) 

 11.  Xylene (LAB-SCAN ® ,Thailand) 

 12. Nitrogen gas  
 

อุปกรณ 
 1. เครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid  

Chromatography : HPLC , SIMADZU ® ,SCL-10A VP, Fluorimeter detector, 

SIMADZU ® , RF-10A XL, JAPAN) 
 2. เครื่องกาซโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography : GC, SIMADZU ® ,14B,  

JAPAN) 
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 3. เครื่องตัดเนือ้เยื่อพืช (Freezing microtome, LEICA ® , CM1850, Germany) 
 4. เครื่องปนเหวี่ยง (Centifuge, HERMLE ® ,Z200A,Germany) 
 5. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH –meter, Sartorius PP-50®,Taiwan) 
 6. เครื่องปนเหวี่ยงอณุหภูมิต่าํ (Microcentifuge, KUBOTA ® , 6930, JAPAN) 
 7. กลองจุลทรรศน (Olympus ® , BX51, JAPAN) 

 8. กลองถายรูป (Olympus ® , BX51, JAPAN)  

วิธีการทดลอง 
1.การวางแผนการทดลอง 

 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely  randomized design)  4 ซํ้า (3 ตนตอ
ซํ้า)โดยมีกรรมวิธีดังตอไปนี้  
 กรรมวิธีที่ 1  ไมราดสาร (control)   

กรรมวิธีที่ 2  ราดสารพาโคลบิวทราโซลอัตรา  1.0  กรัมของสารออกฤทธิ์ตอตารางเมตร
ทรงพุม 

 สารพาโคลบิวทราโซล มีช่ือทางการคา คือ ฟารมอร 10 นําเขาและผลิตโดย บริษัท ลัดดา 
จํากัด อยูในรูปผง ซ่ึงมีเนื้อสารออกฤทธ 10 เปอรเซ็นต 
 
2. การเตรียมตนมะมวง 
 2.1 การเลือกตน ทําการทดลอง  ณ แปลงทดลองโครงการบานโปงอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ มหาวิทยาลัยแมโจ อ.สันทราย  จ.เชียงใหม  โดยใชตนมะมวงพันธุโชคอนันต อายุ 7-8 
ป เลือกเสนผาศูนยกลางทรงพุม 4-5 เมตร (ภาพที่ 6) และมีการแตกใบ 1 ชุดหลังการตัดแตงกิ่ง 
จํานวน 24 ตน  
 2.2 การบํารุงตน ใสปุยเคมีเพื่อบํารุงตน 200 กรัมตอตน ดังนี้ 
 - ปุยเคมีสูตร 46-0-0 
 - ปุยเคมีสูตร 15-15-15  

2.3  การใหน้ํา ในระยะการเตรียมตนทําการใหน้ําโดยระบบมินิสปริงเกอรสัปดาหละ 1 คร้ัง 
 2.4 การบังคับใหมะมวงแตกใบออน ใชไทโอยูเรีย 0.5 เปอรเซ็นต พนในระยะใบแกจัดเพื่อ
กระตุนใหมีการแตกตาใหม ซ่ึงจะสามารถกระตุนใหมะมวงแตกตาไดภายใน 2 สัปดาห เมื่อมะมวงมี
การแตกใบออนแลวตองดูแลใบออนใหอยูในสภาพสมบูรณ  
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  ภาพที่ 6 ลักษณะของตนมะมวงในแปลงทดลอง 
 
 
3. การราดสารพาโคลบิวทราโซล ทําการราดสารเมื่อใบมีอายุระหวาง 15-30 วัน ในอัตรา 1.0 กรัม
ของสารออกฤทธิ์ตอตารางเมตรทรงพุม โดยการละลายสารพาโคลบิวทราโซลกับน้ําประมาณ 10 
ลิตร และราดสารบริเวณโคนตน หางจากโคนตนมะมวงประมาณ 50 เมตร จากนั้นใหน้ําตามเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง 
4. การเก็บตัวอยาง  เก็บในวันที่ 7, 14, 21, 28, 31, 35, 38, 42, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 72, 78, 81, 
88, 92, 98, 110, 120 หลังกรรมวิธี 
 4.1  การเก็บตวัอยาง shoot diffusates ในแตละครั้งจะเก็บยอดมะมวงจํานวน 6 ยอดตอซํ้า
จากนั้นตัดยอดมะมวงยาว 5 เซนติเมตร (ภาพที่ 7) จุมโคนยอดลงในขวดพลาสติกที่มีสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร   10 มิลลิลิตร โดยที่จุม 1 ยอดตอขวดพลาสติก (ภาพที่ 8)  แลวนําขวดพลาสติก
วางในกลองพลาสติก โดยมีเยื่อกระดาษชุมน้ําสองชั้นวางที่กนกลองเพื่อรักษาความชื้นสัมพัทธให
ได 80-100 เปอรเซ็นต ปดฝากลองใหสนทิและปดผนกึดวยกระดาษกาวสีน้ําตาลอีกหนึ่งชั้น (ภาพที่ 
9) นําไปเก็บไวในที่มดื อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 20 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรจํานวน 60 มิลลิลิตร ใสขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร แลวนําไปเกบ็ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหปริมาณไอเอเอ ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบ
สมรรถนะสูง    (high performance liquid chromatography : HPLC)   
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    ภาพที่ 7  การตัดยอดมะมวง ยาว 5 เซนติเมตร  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

   ภาพที่ 8  การจุมยอดมะมวงในขวดพลาสติก 

                   ที่มีฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    ภาพที่ 9  การเก็บยอดมะมวง ในกลองพลาสติก 

      ที่มีการรักษาความชื้นสัมพทัธ  
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 4.2  การเก็บตัวอยาง leaf  diffusates เก็บใบบริเวณรอบๆ ปลายยอดของมะมวง   โดยการ

ใชใบมีดตัดที่กานใบ (ภาพที่ 10) จากนั้นนําใบมะมวงจํานวน 2 ใบจุมกานใบลงในถาดหลุม

พลาสติก (multi plate) ที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 2.5 มิลลิลิตร จํานวน 12 หลุมตอถาด 

(ภาพที่ 11) นําถาดหลุมวางในกลองพลาสติก ที่มีการรักษาความชื้นภายในกลองความชื้นสัมพัทธ

ใหได 80-100 เปอรเซ็นต โดยการวางเยื่อกระดาษที่ชุมน้ําจํานวนสองชั้นที่กนกลอง ปดฝากลองให

สนิทและปดผนึกบริเวณรอยตอของฝากลองดวยกระดาษกาวสีน้ําตาลอีกหนึ่งชั้น (ภาพที่ 12) แลว

เก็บไวในที่มืด อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 20 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร

ใสขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหปริมาณ

ไอเอเอ ดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง  (high performance liquid 

chromatography : HPLC)  

 4.3  การเก็บใบเพื่อวัดปริมาณเอทิลีน เก็บใบบริเวณรอบๆ ปลายยอดของมะมวง จํานวน 14 

ใบ ใสในกลองพลาสติกที่ทราบปริมาตร (ภาพที่ 13) ปดฝากลองใหสนิท และปดผนึกฝากลอง

พลาสติกดวยกระดาษกาวอีกหนึ่งชั้น (ภาพที่ 14) แลวเก็บในที่มืดอุณหภูมิหอง 4 ช่ัวโมง ใชเข็มฉีด

ยาขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดกาซจากกลองพลาสติก (ภาพที่ 15) ทําการวิเคราะหปริมาณเอทิลีนดวย

เครื่องกาซโครมาโตกราฟ  (gas chromatography)  
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

   ภาพที่ 10 การตัดใบบริเวณรอบๆ ปลายยอดของมะมวง    
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  ภาพที่ 11 การจุมกานใบมะมวงลงในถาดหลุมพลาสติก 

       ที่มีฟอสเฟตบัฟเฟอร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   ภาพที่ 12  การเก็บใบมะมวง ในกลองพลาสติก 

           ที่มีการรักษาความชื้นสมัพัทธ  
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   ภาพที่ 13  การเก็บใบมะมวง เพื่อวัดปริมาณเอทิลีน 

 

 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
   ภาพที่ 14  การบรรจุใบมะมวงในกลองพลาสติกที ่
          ทราบปริมาตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่ 15  การดูดกาซจากกลองพลาสติก   
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 4.4  การเก็บปลายยอดมะมวงเพื่อศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของตายอด เก็บปลาย
ยอดมะมวงหลังราดพาโคลบิวทราโซล  ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร และแกะสวนของกาบหุมตายอด 
(bud scale) ออกใหเหลือเพียงปลายยอดมะมวงเทานั้น (shoot tip) แชในน้ํายารักษาสภาพ 
(formalin-acetic acid alcohol; FAA) นาน 1-2 วัน เพื่อทํา freezing microtome section 

 4.5 การเก็บขอมูลทางกายภาพ เก็บขอมูลการออกดอก ไดแก จํานวนวันที่ออกดอก 
เปอรเซ็นตการออกดอก  และขนาดของชอดอก หลังราดพาโคลบิวทราโซล  เพื่อตรวจสอบการ
ตอบสนองตอการใหสาร  
 
5. ขั้นตอนการวิเคราะห 
 5.1 การวิเคราะหไอเอเอ 

  5.1.1 การทําใหบริสุทธิ์ (purification) ละลายตัวอยาง shoot diffusates และ 
leaf diffusates  ซ่ึงในแตละซ้ําจะใช ยอดมะมวง 6 ยอด (60 มิลลิลิตร) และใบ 8 ใบ (20 มิลลิลิตร) 
ใหเปนของเหลวแลวเติม internal standard (3-indolebutyric acid : IBA) ความเขมขน 100   
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากนั แลวเติม Polyvinylpyrrolidon  

(PVP) ประมาณ 20 มิลลิกรัม จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 4,000 รอบตอนาที ดวยเครื่อง 
centrifuge นาน 10 นาท ีแยกสารละลายที่ไดไปปรับ pH ใหอยูระหวาง 2.5-3.0 ดวย acetic acid 

ความเขมขน 4 โมล แลวจึงเติม diethyl ether  ½ สวนของปริมาณตัวอยาง เขยานาน 2 นาที ตั้งทิง้
ไว 5 นาที จะสังเกตเห็นสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายสวนบนเพื่อนําไประเหยแหง แลวเตมิ 
diethyl ether  ทําซ้ําอีกครั้ง จากนั้นนําสารละลายที่ไดไประเหยภายใตกาซไนโตรเจนจนแหง จึง
ทําละลายดวย methanol ความเขมขน 70% จํานวน 200 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง microcentifuge นาน 15 นาที 
เทสารละลายใสหลอดเก็บตวัอยางขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  
เพื่อวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง  

5.1.2  วิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ดัดแปลง
จากกรรมวิธีของ Koshita and Takahara (2004) ฉีดตัวอยางที่สกัดปริมาณ 20 ไมโครลิตร โดยตั้ง
คาดังตอไปนี้ 
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  Column : SC-150(150PU.O mm) 

Prontosil 120-5-C18 ace-EPS5.0 µm, BISCHOFF 

Chromatography ® 

  Mobile phase : A = 0.1M acetic acid in water 

     B = 0.1M acetic acid in methanol 

  Time Program : Time  Event  Value 

     0.01  B.Conc. 45.0 

     12.00  B.Conc. 85.0 

     15.00  B.Conc. 100.0 

     18.00  B.Conc. 45.0 

     22.00  B.Conc. 45.0 

  Flow rate : 1 ml/min 

  Detector : fluorimeter detector    
  

 5.2  การวิเคราะหปริมาณเอทิลีน  

  5.2.1 การวิเคราะหปริมาณเอทิลีน วัดดวยเครื่องกาซโครมาโตกราฟ ตามกรรมวิธี

ของ Sanyal and Bangerth (1998) โดยดูดกกาซในกลองตัวอยางที่เก็บในที่มืด ณ อุณหภูมิหอง 

นาน 4 ช่ัวโมง ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาเครื่องกาซโครมาโตกราฟ โดยตั้งคาเครื่องดังตอไปนี้ 

  Column : Parapak N 80/100 

  Condition : Injector temperature 150 ๐C 

    Detector temperature 150 ๐C 

    Oven temperature 55 ๐C 

  Carrier gas : N2 

  Flow rate : 70 ml/min. 

  Detector : Flame ionized detector (FID) 
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 5.3 การศึกษากายวิภาควิทยาของตายอด 

   การศึกษาโครงสรางของตายอด ดวยวิธี freezing microtome section  โดย
ดัดแปลงจากกรรมวิธีของ Johansen (1940) นําชิ้นสวนปลายยอดแชลงในน้ํายา (tissue freezing 

medium) นาน 5 นาที เพื่อยึดเนื้อเยื่อ   นําไปตัดดวยเครื่อง freezing microtome  ภายใตอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส ใหมี ช้ินสวนของเนื้อเยื่อมีความหนา 13-15 ไมครอน แลวนําไปยอมสี 
Delafied’s hematoxylin  ปดดวย cover slip บนกระจกสไลด โดยใช  permount   เพื่อยึด 

cover slip เปนการทําสไลดถาวร และบันทึกภาพภายใตกลองจุลทรรศน  


