
บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ อุปกรณ

1. วัสดุ
1.1 วัสดุพืช

1.1.1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
                 การทดลองนี้ใชหนาวัว 3 สายพันธุคือ พันธุเปลวเทียนภูเก็ต, วาเลนติโน และโซเน็ต
(ภาพที่ 2) โดยพันธุเปลวเทียนภูเก็ตเปนชิ้นสวนจากภายนอกหลอดทดลองจึงตองชักนําเปนตน
ภายในหลอดทดลองเสียกอนเพื่อใชช้ินสวนจากตนออน โดยใชกานใบออน และใบออน (อายุ 4
วัน หลังเกิดใบออนของตนภายนอกหลอดทดลอง) มาฟอกฆาเชื้อโดยแชเอทธานอลความเขมขน
70% นาน 30 วินาที ลางดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง แลวแชในสารละลายคลอร็อกซ เขมขน 20% นาน 20
นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง ภายในตูยายเลี้ยง แลวชักนําแคลลัสบนอาหารสูตร MMS
เติม BA รวมกับ TDZ ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล นําแคลลัสที่ไดมาชักนํายอดบนอาหารสูตรชัก
นํายอดและตนเชนเดียวกับพันธุวาเลนติโนและโซเน็ต แลวนําตนออนมาใชในการทดลอง

1.1.2 การชักนําการกลายพันธุ
    การศึกษานี้ใชแคลลัสของหนาวัวพันธุโซเน็ต ซ่ึงไดจากการชักนําแคลลัสจากชิ้นสวน
ใบอายุ 10 สัปดาห

1.2 สารเคมี
1.2.1 สารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

- สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ตารางภาคผนวกที่ 1)
- สารควบคุมการเจริญเติบโต เชน TDZ, BA, Dicamba, Picloram, NAA และ 2, 4-D
- น้ําตาลซูโครส
- วุนตรานางเงือก
- สารละลายคลอร็อกซ 20 %



1.2.2     สารเคมีท่ีใชชักนําการกลายพันธุและการตรวจสอบการกลายพันธุ
-      EMS
-    สารเคมีที่ใชสกัดเอนไซมและการทําอิเล็คโตรโฟริซีส ประกอบดวย Tris-HCl คา pH

8.6 และ 6.8 ความเขมขน 1.5 และ 0.5 โมลาร ตามลําดับ, PVP, 2-mercapthoethanol,
Na2EDTA, polyacrylamide gel (acrylamide เขมขน 30% และ bisacrylamide เขมขน
0.8%), N, N, N1, N1-tatramethylenediamine (TEMED), ammonium
peroxydisulsulphate (APS) เขมขน 10% และ glycine

- สารเคมียอมสีเอนไซม 7 ระบบ (ตารางภาคผนวกที่ 2)
2 อุปกรณในการทดลอง

- ตูยายเลี้ยงเนื้อเยื่อ
- เครื่องวัด pH
- เครื่องคนสารละลาย

ก ข

ค

ภาพที่ 2  ลักษณะหนาวัวที่ใชในการศึกษา (ก) พันธุโซเน็ต (ข) พันธุเปลวเทียนภูเก็ต
(ค) พันธุวาเลนติโน



- เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง
- เครื่องอิเล็กโตรโฟริซิสแนวตั้งและเครื่องจายกระแสไฟฟา
- เครื่องเขยาเลี้ยง
- ไมโครไปเปต
- หมอนึ่งความดันไอ
- ตูอบไมโครเวฟ
- ตูอบแหง
- กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ
- กลองถายรูป
- ปากคีบ ใบมีดผาตัดพรอมดามมีด
-  เครื่องแกว และภาชนะพลาสติกตางๆ เชน ขวดปรับปริมาตร กระบอกตวง

   บิกเกอร ฟลาสก ไปเปต จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

วิธีการ

1. การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

1.1 การศึกษาผลของสูตรอาหารตอการชักนําแคลลัส
ใชช้ินสวนขอ (ประกอบดวยตาและกานใบ) และใบหนาวัวพันธุโซเน็ตซึ่งเปนวัสดุภาย

ในหลอดทดลอง อายุ 2 สัปดาห ภายหลังการยายเลี้ยงในอาหารเพิ่มความแข็งแรงของตน มาเพาะ
เล้ียงบนอาหาร 4 สูตรคือ MS, MMS, WPM และ NN แตละสูตรเติม BA และ TDZ ความเขมขน
เทากัน 0.5 มก/ล น้ําตาลซูโครส 3% วุน 0.75% และปรับ pH 5.7 เพาะเลี้ยงภายในขวด 4 ออนซ ซ่ึง
บรรจุอาหาร 15 มล โดยวางใหหลังใบสัมผัสอาหาร ภายใตสภาพมืด อุณหภูมิ 26 + 2 °ซ ช้ินสวน
ใบทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 5 ช้ินสวน ช้ินสวนขอทดลอง 2 ซํ้า ซํ้าละ 5 ช้ินสวน บันทึกการทดลองภาย
หลังจากเพาะเลี้ยงไปแลว 8 สัปดาห เปรียบเทียบอัตราการสรางแคลลัสและชนิดของแคลลัส
แตละทรีตเมนต (treatment)



1.2 การศึกษาผลของสายพันธุและชนิดของชิ้นสวนตอการชักนําแคลลัส
  ใชหนาวัว 3 สายพันธุ (ปจจัยที่ 1) คือ พันธุเปลวเทียนภูเก็ต, วาเลนติโน และโซเน็ต ภาย

ในหลอดทดลองทั้ง 3 สายพันธุ ช้ินสวนที่ศึกษา 3 ชนิด (ปจจัยที่ 2) คือ ใบ ปลอง (ช้ินสวนระหวาง
ตา) และขอ อายุ 2 สัปดาห ภายหลังการยายเลี้ยงในอาหารเพิ่มความแข็งแรงของตน นําชิ้นสวนดัง
กลาวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MMS เติม BA รวมกับ TDZ ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล
น้ําตาลซูโครส 3% และวุน 0.75% ระดับ pH 5.7 เพาะเลี้ยงในขวด 4 ออนซ บรรจุอาหาร 15 มล.
แตละทรีตเมนตทํา 5 ซํ้า  ซํ้าละ 10 ช้ินสวน ภายหลังเพาะเลี้ยง 8 สัปดาห  ภายใตสภาพมืด อุณหภูมิ
26 + 2°ซ บันทึกอัตราการสรางโนดูลาแคลลัส (nodular callus) และลักษณะแคลลัสเปรียบเทียบ
กันในแตละทรีตเมนตจัดทรีตเมนตแบบ 3x2 factorial ในแผนการทดลองแบบ CRD (completely
randomized design) แตละทรีตเมนตเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s
multiple range test)

         นอกจากนี้ยังศึกษาผลของการสรางบาดแผลตอการชักนําแคลลัสที่บริเวณใบของหนาวัว
ทั้ง 3 สายพันธุ โดยกรีดใหเปนบาดแผลตามแนวขวางกับเสนกลางใบ 1 รอย แตละทรีตเมนตทํา 5
ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ิน ภายหลังเพาะเลี้ยง 8 สัปดาห ในสภาพมืดที่อุณหภูมิ 26 + 2°ซ  บันทึกอัตราการ
สรางแคลลัสในแตละทรีตเมนตเปรียบเทียบกันในแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความ
แตกตางคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT

1.3 การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการสรางแคลลัส
  ใชหนาวัวพันธุวาเลนติโน โดยเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบ และขอ (อายุ 2 สัปดาห ภายหลังการ

ยายเลี้ยงในอาหารเพิ่มความแข็งแรงของตน) บนอาหารสูตร MMS เติมน้ําตาลซูโครส 3% และวุน
0.75% สารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตางๆ คือ BA หรือ TDZ รวมกับ NAA, dicamba, picloram
และ 2, 4-D ที่ระดับความเขมขน 0.5 และ 1 มก/ล ปรับ pH 5.7 เพาะเลี้ยงภายในขวด 4 ออนซ ซ่ึง
บรรจุอาหาร 15 มล. แตละทรีตเมนตมี 5 ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ินสวน หลังเพาะเลี้ยง 8 สัปดาห ในสภาพ
มืด อุณหภูมิ 26 + 2 °ซ บันทึกอัตราการสรางแคลลัส และลักษณะของแคลลัสแตละทรีตเมนต

1.4  การศึกษาการชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสของหนาวัว
   ยายโนดูลาแคลลัสที่ไดจากพันธุวาเลนติโน (หั่นใหมีน้ําหนักเริ่มตนเทากัน 1.5 ก) มา

ศึกษาการชักนํายอดโดยนํามาเพาะเลี้ยงในอาหาร 2 แบบ (ปจจัยที่ 1) คืออาหารแข็งและอาหาร



เหลว สูตรอาหารที่ใชคือ MMS เติมน้ําตาลซูโครส 3% ปรับ pH 5.7 ในอาหารแข็งเติมวุนตรานาง
เงือก 0.75% ซ่ึงเพาะเลี้ยงในขวดขนาด 8 ออนซ ซ่ึงบรรจุอาหาร 20 มล สวนอาหารเหลวไมเติมวุน
เพาะเลี้ยงใน ฟลาสกขนาด 125 มล ปริมาตร 25 มล นอกจากนี้ศึกษาสารเติมอื่นๆ (ปจจัยที่ 2) ซ่ึง
ประกอบดวยทรีตเมนตดังนี้คือ

1). เคซีนไฮโดรไลเสท (caseinhydrolysate : CH) ความเขมขน 500 มก/ล
2). TDZ ความเขมขน 0.5 มก/ล และ BA ความเขมขน 0.5 มก/ล
3). NAA ความเขมขน 1 มก/ล และ BA ความเขมขน 1 มก/ล
4). TDZ ความเขมขน 0.5 มก/ล BA ความเขมขน 0.5 มก/ล และ CH ความเขมขน          

500   มก/ล
5). NAA ความเขมขน 1 มก/ล BA ความเขมขน 1 มก/ล และ CH ความเขมขน 500 มก/ล

        โดยแตละทรีตเมนตทํา 5 ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ินสวน ภายหลังการเพาะเลี้ยง 8 สัปดาห ที่
อุณหภูมิ 26 + 2°ซ ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ความเขมแสง 1,300 ลักซ บันทึกจํานวนยอด ความ
ยาวยอด จํานวนใบ และลักษณะอื่นๆที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบกันในแตละทรีตเมนต จัดหนวยทดลอง
แบบ 2x5 factorial ในแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT

2. การชักนําการกลายพันธุ

2.1 ศึกษาผลของความเขมขน EMS และระยะเวลาจุมแชตออัตราการรอดชีวิตโนดูลาแคลลัส
   ใชโนดูลาแคลลัสของหนาวัวพันธุโซเน็ตอายุ 5 วันหลังการยายเลี้ยงมาจุมแชดวย EMS

5 ระดับความเขมขน คือ 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.0% (ละลาย EMS ดวยอาหารเหลวสูตร MMS
ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตบรรจุใน ฟลาสกๆ ละ 30 มล) จุมแชนาน 60 และ 90 นาที
ในแตละทรีตเมนตใชโนดูลาแคลลัส 25 ช้ิน จุมแชบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที เมื่อ
ครบเวลาที่กําหนดกรองแยกโนดูลาแคลลัสออกจากสารละลาย EMS ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ
หลายๆครั้ง ซับดวยกระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อจนแหง จึงนําโนดูลาแคลลัสมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
ชักนํายอดสูตร MMS เติม BA และ TDZ ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล ภายหลังเพาะเลี้ยงนาน 14
วัน จึงเริ่มบันทึกอัตราการรอดชีวิตและการสรางยอดรวม ในแตละความเขมขนและระยะเวลา โดย
ใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ตรวจหาคาความ
เขมขนของ EMS ที่ยับยั้งอัตรารอดชีวิตได 50% หรือ LD50 และในการเพาะเลี้ยงโนดูลาแคลลัส
(M1) ที่ไดจากการจุมแช EMS ที่ระดับความเขมขนตางๆ มาเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํายอด นาน 4



สัปดาห ไดยอดในรุนที่ 1 (R1) ตัดยอดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํารากแลวตรวจสอบความแปร
ผัน จากนั้นนําโนดูลาแคลลัสกอนเดิมในแตละทรีตเมนตไปชักนํายอดใหมจํานวน 5 รุน (R1- R5)

2.2 การตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมของตนท่ีไดจากการจุมแช EMS
1) การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

                 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานของตนหนาวัวที่ชักนําการกลายพันธุโดยใช EMS
ซ่ึงนํามาชักนํารากบนอาหารสูตร 1/2MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต นาน 4 สัปดาห ใน
ชวงเวลาดังกลาวสังเกตลักษณะทางสัณฐานของใบ เชน สีและรูปรางใบ จํานวน 5 รุน (M1R1-
M1R5, M1: โนดูลาแคลลัสที่ชักนําการกลายพันธุคร้ังที่ 1 R5: ตนหนาวัวที่ชักนําไดจากโนดูลา
แคลลัสผานการชักนําการกลายพันธุคร้ังที่ 1รุนที่ 5)

 2)   การตรวจสอบโดยใชเทคนิคไอโซไซม
                เก็บรวบรวมใบที่ 3-6 นับจากยอด ของหนาวัวตนที่ไดจากการชักนํายอดจากโนดูลาแคล
ลัส ในทุกทรีตเมนตที่จุมแชดวย EMS จํานวน 5 รุน (M1R1- M1R5) มาบดรวมกับบัฟเฟอร
สําหรับสกัดเอนไซม (extraction buffer) (ภาคผนวกที่ 1.1 ปริมาตร 30 เทาของน้ําหนักพืช) ใน
โกรงเย็นจนละเอียด จากนั้นจึงนําของเหลวที่ไดเทใสเอฟเพนดอรฟแลวนํามาปนเหวี่ยงที่ 12,000
รอบตอนาที นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C ดูดสารละลายสวนใส (supernatant) สวนบนออกใส
เอฟเพนดอรฟที่สะอาด แลวนํามาแยกเอนไซมดวยเครื่องอิเลคโตรโฟริซิสแนวตั้ง โดยใชตัวกลาง
หรือตัวค้ําจุนเปนเจลโพลีอะคริลาไมด แบบไมตอเนื่อง ซ่ึงประกอบดวย stacking gel และสวน
separating gel (ตารางภาคผนวกที่ 3) ดูดสารละลายสวนใสที่สกัดจากตัวอยางใบหนาวัวมา 15
ไมโครลิตร ผสมกับ bromphenol blue 2 ไมโครลิตร หยอดใสรองหวีบนแผนเจลที่เตรียมไวซ่ึงแต
ละแผนเจลสามารถใสตัวอยางได 10 ชอง หรือ 10 ตัวอยาง ทดลองพรอมกันครั้งละ 2 แผน แลว
แยกเอนไซมในสารละลายอิเลคโตรดบัฟเฟอร (ภาคผนวกที่ 1.2) ภายใตกระแสไฟฟาคงที่ 100
โวลต (สุธีรา, 2545) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง หรือสังเกตจากแถบของ bromphenol blue เคลื่อนที่มาถึง
ขอบลางของเจลนําแผนเจลมายอมสีเพื่อตรวจสอบเอนไซม 7 ระบบ คือ

- ระบบเปอรออกซิเดส (peroxidase; PER)
- ระบบแอลฟาเอสเตอเรส (α-esterase; EST)
- ระบบแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase; ACP)



- ระบบแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase; ADH)
- ระบบแลคเตทดีไฮโดรจีเนส (lactate dehydrogenase; LDH)
- ระบบมาเลทดีไฮโดรจีเนส (malate dehydrogenase; MDH)
- ระบบชิกิเมทดีไฮโดรจีเนส (shikimic dehydrogenase; SKD)

   การยอมสีเอนไซมขางตนทําในสภาพมืด บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 80 รอบตอนาที รอ
จนเห็นไซโมแกรมชัดเจน คงที่ ไมเปลี่ยนแปลงจึงนํามาลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง เปรียบเทียบความ
แตกตางของไซโมแกรมในแตละะความเขมขนของ EMS กับการไมจุมแช


