
ภาคผนวก

ตารางภาคผนวกที่ 1. แสดงองคประกอบของอาหารสูตรตางๆ ท่ีใชเพาะเลี้ยงหนาวัว
สูตรอาหารองคประกอบ      (มก/ล)

MS MMS NN WPM
ธาตุอาหารหลัก
CaCl2 - - 25.00 -
CaCl21H2O - - - 96.00
CaCl22H2O 440.00 440.00 - -
Ca(NO3)24H2O - - - 55.60
KCl - - 1500.00 -
KH2PO4 170.00 85.00 - 170.00
KHO3 1900.00 950.00 2000.00 -
MgSO47H2O 370.00 - 250.00 -
NaH2PO4H2O - - 250.00 -
NH4NO3 1650.00 825.00 - 400.00
ธาตุอาหารรอง
CoCl26H2O 0.025 0.25 - -
CuSO45H2O 0.025 0.25 0.025 6.25
H3BO3 6.20 6.20 0.50 6.20
KI 0.83 0.83 - -
MnSO41H2O 22.30 22.30 - 16.90
MnSO44H2O - - 3.00 -
K2SO4 - - - 990.00
NaMoO42H2O 0.25 0.25 0.025 0.25
ZnSO47H2O 8.60 8.60 0.50 8.60
Adenine sulphate - 0.10 - -

ตารางภาคผนวกที่ 1. (ตอ)
สูตรอาหารองคประกอบ      

(มก/ล) MS MMS NN WPM



ธาตุเหล็ก
FeSO47H2O 27.80 13.90 - 27.80
N2EDTA 37.30 18.65 - 37.30
สารอินทรีย
Myo-inosital 100.00 100.00 2.00 100.00
Nicotinia acid 0.50 0.50 0.50 0.50
Pyridoxine HCl (B6) 0.50 0.50 0.50 0.50
Thiamine HCl (B1) 0.10 0.10 0.50 1.00
Glycine 2.00 2.00 5.00 2.00
Biotin - - 0.05 -
Folic acid - - 0.50 -



ตารางภาคผนวกที่ 2. สารเคมียอมสีเอนไซม 7 ระบบ
ระบบเอนไซม สวนประกอบ

เปอรออกซิเดส (peroxidase; PER) 3-Amino-9-ethylcarbazole, ß- Napthol, Acetone, Tris-
HCl, Acetic acid และ Hydrogen peroxide 3%

แอลฟาเอสเตอเรส (α-esterase; EST) Phosphate buffer (monobasic sodium phosphate และ
dibasic sodium phosphate), Fast blue B Salt และ ∝-
Napthyl acetate

แอซิคฟอสฟาเทส (acid phosphatase; ACP) Na acetate 50 mM (pH 5.5), MgCl2.6H2O 1 M, Fast black
K salt  และ α-napthyl acid phosphate

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส
(alcohol dehydrogenase; ADH)

Tris- HCl 0.1 M (pH 7.5), ß-nicotinamide adenine
dinucleotide monohydrate (NAD+), 3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-1)-2, 5- diphenyltetrazoliumbromide
(MTT), Phenazine methosulfate (PMS) และ Ethanol

ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ)
ระบบเอนไซม สวนประกอบ

แลคเตสดีไฮโดรจีเนส
(lactate dehydrogenase; LDH)

Tris- HCl 0.2 M (pH 8.0), DL- Lactic acid 0.5 M,
Nitroblue tetrazolium (NBT)  และ PMS

มาเลทดีไฮโดรจีเนส
(malate dehydrogenase; MDH)

Tris- HCl 0.1 M (pH 7.5), DL-Malate1 M pH 7.5, NAD+,
MTT และ PMS

ชิกิเมทดีไฮโดรจีเนส
(acid phosphatase; ACP)

Tris-Hcl 0.1 M (pH 7.5), Shikimic acid, NADP+, MTT
และ PMS



ตารางภาคผนวกที่ 3. สวนประกอบของเจลตอนบน (stacking gel) และเจลตอนลาง (separating gel)
สําหรับเจล 2 แผน

ความเขมขน(%)สารเคมี
เจลตอนลาง เจลตอนบน

      1. 30% acrylamide gel (ml.) 3 0.30
      2. 1.5 M Tris-HCl (pH 8.9) (ml.) 1.45 -
      3. 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) (ml.) - 0.375
      4. น้ํากลั่น (ml.) 4.435 2.265
      5. TEMED (µl) 5 5
      6. 10%APS (µl) 225 120
           ปริมาตรรวม 9.115 3.065
ที่มา: ดัดแปลงมาจากสุธีรา (2545)

ภาคผนวกที่ 1 สวนประกอบสารเคมี
1.1.    Extraction buffer

- Tris-HCl 0.5 M pH 7.5 6.05 กรัม
- PVP 2% 2 กรัม
- Na2EDTA 2Mm 0.074 กรัม
- น้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร
- 2 Mercapthoetanol 1% (เติมเมื่อบดตัวอยางพืช)

1.2.  Electrode buffer
- Tris-HCl 0.5 M pH 8.3 3.03 กรัม
- Glycine 14.04 กรัม

หมายเหตุ  นํา Tris-HCl และ Glycine ละลายในน้ํา 1000 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.3

1.3.  ระบบสียอมเอนไซด
1.3.1 เปอรออกซิเดส (Peroxydase) (Thom and Maretzki, 1970) (E .C . 1 . 11 .1. 7)
สารเคมี Stock A

1. 3-Amino-9-ethylcarbazole 210 มิลลิกรัม
2. ß- Napthol 145 มิลลิกรัม



3. Acetone 100 มิลลิกรัม
หมายเหตุ  ละลายสารเคมีขอ 1 และ 2 ใน ขอ 3 ใหเปนเนื้อเดียวกันและเก็บในขวดสีชา

สารเคมี Stock B
1. Tris-HCl 1.50 กรัม
2. Acetic acid 1.70 มิลลิลิตร
3. น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร

หมายเหตุ  ละลายสารเคมีขอ 1 และ 2 ในขอ 3 ใหเปนเนื้อเดียวกัน
สารเคมี Stock C

1. Hydrogen peroxide 3% (H2O2) 1 มิลลิลิตร
วิธีผสม  ผสม Stock A : B : C ในอัตราสวน 20 : 80 : 1 เทา ใหเปนเนื้อเดียวกัน
วิธียอม  เขยายอมในที่มืดเปนเวลา 30-60 นาทีที่อุณหภูมิหอง

1.3.2  แอลฟาเอสเตอเรส (α-Esterase) (Thom and Maretzki, 1970) (E .C . 3 . 1 .1. 2)
        1. Phosphate buffer 0.1 M pH 6.0 100 มิลลิลิตร
สารเคมี Stock A

- Solution of monobasic sodium phosphate 0.1 M 43.8 มิลลิลิตร
สารเคมี Stock B

- Solution of dibasic sodium phosphate 0.1 M 6.15 มิลลิลิตร
หมายเหตุ  นํา Stock A ผสม Stock B ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร และปรับ pH 6.0

        2. Fast blue B Salt 150 มิลลิกรัม
        3. α- Napthyl acetate in absolute alcohol 3 มิลลิลิตร

วิธีผสม  ละลายสารเคมีขอ 2 ในขอ 1 ใหเปนเนื้อเดียวกันกรองในที่มืดและเติมสารขอ 3 เมื่อยอมสี
วิธียอม  เขยายอมในที่มืดจนกวาเจลติดสีชัดเจน ที่อุณหภูมิหอง

1.3.3 มาเลทดีไฮโดรจีเนส (Malate dehydrogenase)
(Brown et al., 1978 อางโดย Tanksley and Orton, 1985) (E .C . 1 .1 .1 . 37)
        1. Tris- HCl 0.1 M pH 7.5 100 มิลลิลิตร
        2. DL-Malate 1 M pH 7.5 3 มิลลิลิตร
        3. NAD+ 30 มิลลิกรัม
        4. MTT 20 มิลลิกรัม
        5. PMS 4 มิลลิกรัม



วิธีผสม  ละลายสารเคมีขอ 3-5 ในขอ 1 ใหเปนเนื้อเดียวกัน และเติมสารขอ 2 เมื่อจะยอมสีเจล
วิธียอม  เขยายอมในที่มืดเปนเวลา 30-60 นาที ที่อุณหภูมิหอง

1.3.4 แอซิดฟอสฟาเทส (Acid phosphatase)
(Scandalios, 1969 อางโดย Tanksley and Orton, 1985) (E .C .3 .1 .3 . 2)
        1. Na acetate 50 Mm pH 5.5 100 มิลลิลิตร
        2. MgCl26H2O 1M 1 กรัม
        3. Fast black K salt หรือ Fast garnet GBC salt 100 มิลลิกรัม
        4. 1% Napthyl acid phosphate (in 50% acetone) 3 มิลลิลิตร

วิธีผสม  ละลายสารเคมีขอ 3 ในขอ 1 ใหเปนเนื้อเดียวกัน และเติมสารขอ 2 และ 4 เมื่อจะยอมสีเจล
วิธียอม  เขยายอมในที่มืดเปนเวลา 1-5 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง

1.3.5 ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนท (Shikimate dehydrogenase)
(Tanksley and Rick, 1980 อางโดย Tanksley and Orton, 1985) (E .C .1 . 1 .1 .25)
        1. Tris-Hcl 0.1 M pH 7.5 100 มิลลิลิตร
        2. Shikimic acid 100 มิลลิกรัม
        3. NADP+ 15 มิลลิกรัม
        4. MTT 20 มิลลิกรัม
        5. PMS 4 มิลลิกรัม

วิธีผสม  ละลายสารเคมีขอ 3-5 ในขอ 1 ใหเปนเนื้อเดียวกัน และเติมสารขอ 2 เมื่อยอมสีเจล
วิธียอม  เขยายอมในที่มืด เปนเวลา 30-60 ที่อุณหภูมิหอง

1.4. Marker dye solution
   - Bromophenol blue 125 มิลลิกรัม
   - Xylene cyanol FF 125 มิลลิกรัม
   - Glycerol 15 มิลลิลิตร

หมายเหตุ นํา Bromophenol blue  Xylene cyanol FF และ Glycerol ละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน ปรับ
ปริมาตร ใหได 50 มิลลิลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

ภาคผนวกที่  2 การเกิดปฏิกิริยาเคมีของสียอมแตละระบบเอนไซม
2.1. ระบบเปอรออกซิเดส (peroxidase; POX)



เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมีดังนี้
H2O2 + Donor                                             Oxidized donor + 2H2O

อาศัยหลักการเปลี่ยนสีของ aromatic amides เชน O- dianisidine เมื่อมี H2O2  และ
peroxidase เรงปฏิกิริยาในสภาพมืดเกิดแถบสีน้ําตาลสมบนแผนเจล

2.2 .ระบบแอลฟาเอสเตอเรส (α-esterase; EST)
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมีดังนี้

α-Naphthyl acetate + H2O                                               α-Naphthol + Acetate
 เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีมวงหรือมวงดําบนแผนเจล

2.3. ระบบแลคเตทดีไฮโดรจีเนส (lactate dehydrogenase; LDH)
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมีดังนี้
Lactate + NAD+                                             Pyruvate +NADH+

                           NADH++ NBT + PMS                                   Formazan
เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีน้ําเงินบนแผนเจล

2.4. ระบบมาเลทดีไฮโดรจีเนส (malate dehydrogenase; MDH)
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมีดังนี้

DL-Mlic acid + NAD+                                            Oxaloacetate+ NADH+

                           NADH+ + NBT + PMS                                   Formazan (blue precitate)
เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีน้ําเงินบนแผนเจล

2.5. ระบบแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase; ACP)
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมีดังนี้

Orthophosphomonoester + H2O                                               Alcohol + Orthophosphate
เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีแดงบนแผนเจล

2.6. ระบบชิกิเมทดีไฮโดรจีเนส (shikimic dehydrogenase; SKD)
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมีดังนี้

Shikimate + NADP+                                            3-Dehydroshikimate + NADPH
เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีน้ําเงินบนแผนเจล

peroxidase



ตารางภาคผนวกที่ 4. ผลของการชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนตางๆของหนาวัว 3 พันธุ บนอาหารสูตร
MMS ที่เติม TDZ และ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล

สายพันธุxชิ้นสวนพืช
Source Df SS MS F-Valus Pr>F

Model 8 13282.90 1660.36 15.46 0.0001
พันธุ 2 12866.13 6433.06 59.91 0.0001
ช้ินสวนพืช 2 268.43 134.21 1.25 0.2987
พันธุxช้ินสวนพืช 4 148.33 37.083 0.35 0.8455
Error 36 3865.60 107.37
Total 44 17148.50
C.V. (%) 14.94



ตารางภาคผนวกที่ 5. ผลสรางบาดแผลในชิ้นสวนใบตอการสรางแคลลัสของหนาวัว บนอาหาร
สูตร MMS ที่เติม TDZ และ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล

พันธุxการสรางบาดแผล
Source Df SS MS F-Valus Pr>F
Model 5 6422.24 1284.44 71.01 0.0001
พันธุ 2 1394.71 697.35 38.55 0.0001

การสรางบาดแผล 1 3466.87 3466.87 191.67 0.0001
พันธุxการสร า ง
บาดแผล

2 1560.65 780.32 43.14 0.0001

Error 24 434.10 18.08
Total 29 6856.34

C.V. (%) = 8.83



ตารางภาคผนวกที่ 6 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตางๆ ตอการสรางแคลลัสและ
    ลักษณะแคลลัสหนาวัวพันธุวาเลนติโน

6.1  ชิ้นสวนใบ
Source Df SS MS F-Valus Pr>F
ใบ 20 49914.61 3119.66 421.58 0.0001

Error 38 503.20 7.40
Total 58 50417.80

C.V.(%) = 22.21

6.2  ชิ้นสวนขอ
Source Df SS MS F-Valus Pr>F
ขอ 20 52650.05 2632.50 422 0.0001

Error 38 524.0 6.23
Total 58 53174.05

C.V.(%) = 21.26



ตารางภาคผนวกที่ 7 ผลของการชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสของในอาหารแข็งและอาหารเหลว
อาหารแข็งและอาหารเหลว

Source Df SS MS F-Valus Pr>F
Model 7 2788.90 309.87 36.63 0.0001
อาหาร 2 503.20 7.40 1.25 0.0001

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต

5 524.0 6.23 0.35 0.0001

Error 40 338.37 8.45
Total 54 4154.47

C.V.(%) = 29.99



ตารางภาคผนวกที่ 8 ผลของการอัตราการรอดชีวิตของโนดูลาแคลลัสที่จุมแชในสารละลาย EMS
ความเขมขนตางๆ

8.1 จุมแชนาน 90 นาที
Source Df SS MS F-Valus Pr>F
Model 4 27660.74 6915.18 196.88 0.0001
Error 20 702.47 35.12
Total 24 28363.21

C.V.(%) = 9.71

8.2 จุมแชนาน 60 นาที
Source Df SS MS F-Valus Pr>F
Model 4 5012.16 1253.04 55.73 0.0001
Error 20 449.70 22.48
Total 24 5461.86

C.V.(%) = 5.59


