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บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการ

การศึกษาลักษณะของกลวยไมวานจูงนางที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมา
จากพระราชดําริ อําเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม  แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1
การสํารวจและการศึกษาการเจริญเติบโต   การทดลองที่ 2   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
กายวิภาควิทยา  การศึกษาเซลลวิทยา  และรูปแบบไอโซไซม  และ การทดลองที่ 3  การผสมเกสร

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้

การทดลองที่ 1   การสํารวจและการศึกษาการเจริญเติบโต

การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอยดังนี้

การทดลองที่ 1.1   การสํารวจการกระจายพันธุของวานจูงนาง

การศึกษาทดลองนี้ เปนการสํารวจการกระจายพันธุและการรวบรวมพันธุ         
วานจูงนางที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติในปาในเขตพื้นที่ของศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไคร
อันเนื่องมาจากพระราชดําริ บันทึกสภาพทางนิเวศวิทยาของแหลงเจริญเติบโตและลักษณะทาง
สัณฐานวทิยาของวานจงูนางแตละตวัอยางทีแ่ตกตางกนั (accession) แลวนาํไปปลกูในแปลงรวบรวม
พันธุภายในศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ

1.1.1 วัสดุและอุปกรณ
1.1.1.1  อุปกรณในการสํารวจและเก็บตัวอยาง ไดแก เสียม ถุงพลาสติก

สีดําขนาด 20 × 30 นิ้ว   แผนปายพลาสติก   สมุดบันทึก  ดินสอ  ไมบรรทัด  ตลับเมตร  และกลอง
ถายภาพพรอมฟลม
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1.1.1.2   วัสดุปลูก  ไดแก  ดิน  ขี้เถาแกลบ  และเปลือกถ่ัว ในอัตราสวน  
2:2:1

1.1.2 วิธีการ
สํารวจและรวบรวมตนวานจูงนางในพื้นที่เปาหมาย แลวบันทึกขอมูล   

ดังตอไปนี้
1.1.2.1 สภาพนิเวศวิทยาของพื้นที่ที่พบวามีตนพืชทดลองเจริญเติบโต

ในสภาพธรรมชาติ
1.1.2.2  ลัก ษณะ เดน ของพืช ทดลองแตล ะตั ว อย า ง  ถายภาพ

เพื่ อ ประกอบการบันทึกลักษณะภายนอกของตนพืช ขุดตนพืชใสถุงดําและติดปายชื่อสถานที่ที่
สํารวจพบไวบนถุง

1.1.2.3  รวบรวมพืชทดลองจากพื้นที่สํารวจแตละแหลง แลวนําไปปลูก
ในแปลงรวบรวมพันธุ

การทดลองที่ 1.2   การศึกษาวงจรการเจริญเติบโต

การทดลองนี้เปนการศึกษาวงจรการเจริญเติบโตของพืชทดลองจํานวน 2 ตัวอยาง
ที่แตกตางกันโดยเลือกตัวอยางจากกลุมตนที่เก็บรวบรวมพันธุไวเพียง 2 ตัวอยาง ท่ีมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาแตกตางกันอยางเดนชัดแลวบันทึกการเจริญเติบโตในวงจรการเจริญเติบโต 1 วงจร 
คือ 1 ป ตั้งแตชวงเริ่มแทงชอดอกและบานดอก ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหมไปจน
กระทั่งหัวใหมพักตัว

1.2.1 วัสดุและอุปกรณ
1.2.1.1 พืชทดลอง  2  ตัวอยางที่แตกตางกัน คือ รหัส GE 001 และ

GE 002  ตัวอยางละ 5 ตน
1.2.1.2 วัสดุปลูก  ไดแก  ดิน  ขี้เถาแกลบ  และเปลือกถ่ัว ในอัตราสวน  

2:2:1
1.2.1.3 วัสดุอ่ืน ๆ  ไดแก  สมุด  ปากกา  ดินสอ  ไมบรรทัด แผนปาย

พลาสติก   เวอรเนียคาลิปเปอร และกลองถายภาพพรอมฟลม
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1.2.2 วิธีการ
ปลูกตนพืชทดลองทั้ง 2 ตัวอยาง ในแปลงทดลอง ติดตาม และบันทึกผล

การทดลองดังนี้
    1.2.2.1  ตดิตามการเจรญิเตบิโตของพชืทดลองจากระยะทีต่นเริม่แทงชอ

ดอกและบานดอก  ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหมไปจนกระทั่งหัวใหมพักตัว
1.2.2.2 บันทึกการเจริญเติบโตทางใบ ไดแก ความสูงของตนโดยวัด

จากโคนตนในระดับผิวดินจนถึงปลายใบของใบที่ยาวที่สุด จํานวนใบตอตน และขนาดของใบที่ 2
นับจากโคนตน

1.2.2.3   บันทึกจํานวนหัวใหมตอกอ
1.2.2.4 บันทึกการเจริญเติบโตทางดอก ไดแก บริเวณที่เกิดการสราง

ดอก ชวงของการสรางดอก  ความยาวชอดอก  จํานวนดอกตอชอ และขนาด (ความยาวจากปลาย
กลีบเลีย้งดานขางดานหนึง่ไปยงัอีกดานหนึง่ × ความยาวจากปลายกลบีเลีย้งดานบนไปยงัปลายกลบีปาก)
ของดอกที่ 2 นับจากโคนชอดอก

การทดลองที่ 2    การศึกษาลักษณะ

การศึกษาลักษณะของพืชทดลอง แบงออกเปน 4 การทดลองยอย คือ

การทดลองที่ 2.1   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

การทดลองนี้เปนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช 
ไดแก ราก  หัว  ใบ  และดอกโดยบันทึกขอมูลดังกลาวจากพืชทดลองรหัส GE 001 และ GE 002  
ในระยะที่สวนตางๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มที่แลว

2.1.1 วัสดุและอุปกรณ
2.1.1.1 พืชทดลอง คือวานจูงนาง รหัส GE 001 และ GE 002  รหัสละ 

5 ตน
2.1.1.2 วัสดุอ่ืน ๆ  ไดแก  สมุด  ปากกา  ไมบรรทัด แผนปายพลาสติก 

เวอรเนียคาลิปเปอร   มีดผาตัด ปากคีบ  ดินสอดําและกระดาษสําหรับวาดภาพสวนประกอบของ
ตนพืช   กลองจุลทรรศน  และกลองถายภาพพรอมฟลม
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2.1.2 วิธีการ
2.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองไดแก   ราก    หัว    ใบ  ดอก  และผล    ในระยะที่ตนและดอกเจริญเติบโตเต็มที่  โดยบันทึก
ลักษณะจากตัวอยางรหัสละ 5 ตน พรอมทั้งวาดภาพลายเสนประกอบ

2.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้
2.1.2.2.1 หัว  บันทึกจํานวนหัวเกาและหัวใหมตอกอ  จํานวน

ปลองตอหัว  ความยาวของหัวใหม  และเสนผาศูนยกลางของหัวใหม โดยวัดจากฐานของหัวบริเวณ
ที่กวางที่สุด

2.1.2.2.2 ใบ  บันทึกความกวางและความยาวใบ โดยวัดความ
กวางของใบจากขอบใบดานหนึ่งมายังขอบใบอีกดานหนึ่งที่ตําแหนงที่กวางที่สุด และความยาวของ
ใบโดยวัดจากฐานใบถึงปลายใบ  บันทึกจํานวนใบตอตน จํานวนใบประดับ และความสูงของตน
โดยวัดจากโคนตนเทียมสวนที่โผลพนดินจนถึงปลายใบที่ยาวที่สุด

2.1.2.2.3 ชอดอก  บันทึกจํานวนชอดอกตอตน  ความยาวกาน
ชอดอกโดยวัดจากโคนกานชอจนถึงกานดอกยอยแรกที่โคนของชอดอก เสนผาศูนยกลางกานชอ
ดอก ความยาวชอดอกโดยวัดจากกานดอกยอยแรกที่โคนชอดอกจนถึงปลายชอดอก และความกวาง
ชอดอกโดยวัดจากสวนที่กวางที่สุดของชอดอก

2.1.2.2.4 ดอก  บันทึกจํานวนดอกตอชอ  ความกวางและความ
ยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก และกลีบปากของดอกที่บานเต็มที่  ความกวางของดอกวัดจากตําแหนง
ที่กวางที่สุดของดอก ความยาวของดอกวัดจากกลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก ความยาวของ
กานดอกยอยที่ยาวท่ีสุดโดยวัดกานดอกยอยแรกที่โคนชอดอก และกานที่ส้ันที่สุดโดยวัดกานดอก
ยอยที่ปลายชอดอก  ขนาดของเสาเกสร จํานวนกอนเรณู และขนาดฝาอับเรณู

2.1.2.2.5 ผล บนัทกึความกวางและความยาวของผล และจาํนวน
ผลตอชอ

2.1.2.2.6 เมล็ด  บันทึกขนาดของเมล็ด
2.1.2.2.7 ราก  บนัทกึเสนผาศนูยกลางราก และจาํนวนรากตอหวั
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การทดลองที่ 2.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา

 การทดลองนีเ้ปนการศกึษาลกัษณะทางกายวภิาคของพชืทดลองรหสั GE 001 และ
GE 002 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามยาวและตามขวางของอวัยวะท่ีเปนสวนประกอบของ ตนพืช 
ไดแก ราก ลําตน ใบ ดอก และผล ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ของ Johansen 
(1940)

2.2.1 วัสดุและอุปกรณ
2.2.1.1 พืชทดลอง คือวานจูงนางรหัส GE 001 และ GE 002
2.2.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ

2.2.1.2.1 เครื่องดูดอากาศ
2.2.1.2.2 ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน 56 องศาเซลเซียส (° ซ)
2.2.1.2.3 แผนใหความรอน (hot plate)
2.2.1.2.4   กระดาษปอนดพับเปนกระทงสําหรับฝงเนื้อเยื่อ
2.2.1.2.5 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5 × 1.5 ลูกบาศกเซนตเิมตร

ที่ผานการตมใหอ่ิมตัวดวยพาราฟน
2.2.1.2.6 เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome)
2.2.1.2.7   กลองจลุทรรศนแบบ dissecting  microscope และ stereo

microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ
2.2.1.2.8   เครื่องอุนแผนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน 40° ซ
2.2.1.2.9  อุปกรณเครือ่งแกวไดแก ขวดแกวสําหรับเกบ็ตวัอยางพชื

ขวดแกวพรอมฝาปดสาํหรับยอมส ี (staining jar)  บกีเกอร  แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจก
ปดสไลด (cover slip)

2.2.1.2.10 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  ตะเกียงแอลกอฮอล  มีดผาตัด
พรอมใบมีด  หลอดหยด (dropper)   เข็มเขี่ยปลายงอ  ปากคีบ   ปายติดกาว   กระดาษกาว  และพูกัน
ขนออน

2.2.1.3 สารเคมี
2.2.1.3.1 น้าํยารักษาสภาพเซลล (fixative) ไดแก FAA (formalin-

acetic acid-alcohol) ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม ดังนี้
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95% ethyl alcohol 50 มิลลิลิตร (มล)
glacial acetic acid         5 มล
formalin 10 มล
น้ํากลั่น 35 มล

2.2.1.3.2  น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางที่ 1

2.2.1.3.3  สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก 
พาราฟนเหลว (paraffin oil) และ Paraplast

2.2.1.3.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด  (adhesive) ไดแก  
albumin  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมในการเตรียม stock solution  ดังนี้

ไขขาว 1    มล
น้ํากลั่น             49    มล

เมื่อจะใชนํา  stock solution  1  มล  มาเติมน้ํากล่ันใหปริมาณรวมเปน  50  มล

ตารางที่ 1   สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล
ระดับแอลกอฮอล (%)สารเคมี

(มิลลิลิตร) 50 70 85 95 100
น้ํากลั่น 50 30 15 - -
95% ethyl alcohol 40 50 50 45 -
tertiary butyl alcohol (TBA) 10 20 35 55 75
absolute ethyl alcohol - - - - 25

2.2.1.3.5  สียอมเนือ้เยือ่ใชสี Dalafied’s hematoxylin ซ่ึงประกอบ
ดวยสวนผสมดังนี้

aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O] 400 มล
hematoxylin (C6H14O6) 4     กรัม
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95% ethyl   alcohol 25 มล
methyl   alcohol 100 มล
glycerol 100 มล

2.2.1.3.6  น้าํยาทาํใหเนือ้เยือ่สะอาด (clearing reagent) คอื xylene
2.2.1.3.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media) 

คือ Canada balsam

2.2.2 วิธีการ
นําชิ้นสวนของอวัยวะพืชทดลองที่จะตัดเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการ

ทําสไลดถาวรโดยวิธีการฝงชิ้นสวนในพาราฟนซึ่งมีขั้นตอนของวิธีการดังนี้
2.2.2.1 เก็บตัวอยางชิ้นสวนของอวัยวะท่ีเปนสวนประกอบของตนพืช

ทดลอง ไดแก  ราก  หัว   ลําตน  ใบ  ดอก และผล แชใน FAA ที่บรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดดัง
กลาวไปใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  หลังจากนั้นนํามาเก็บไวที่
อุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง  กอนนําไปผานขั้นตอนตอไป

2.2.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนการดึงน้ําออกจากเซลล  โดยให
เนื้อเยื่อผานน้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายาจาก 50% ไปจนถึง 100% จากนั้น
นําเนื้อเยื่อไปผาน 100%  TBA  ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย TBA  และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 
1:1 แลวนําเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)

2.2.2.3 ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวที่บรรจุพาราฟนที่หลอมแลว นํา
ขวดแกวไปเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 56° ซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวาจนกระทั่งพาราฟน
แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อจนเต็มที่

2.2.2.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน จัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบที่ตองการ

2.2.2.5 นําแทงพาราฟนที่ตัดแตงเปนรูปสี่เหล่ียมผืนผามีชิ้นสวนพืชอยู
ตรงกลางมาติดกับแทงไม   จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  โดยตัดเนื้อเยื่อตาม
ยาวหรือขวางใหหนา 15-18 ไมครอน

2.2.2.6 ตดิแผนริบบอน (paraffin ribbon) ของเนือ้เยือ่กบัแผนสไลดดวย
adhesive วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลดจนแผนริบบอนแหงและติดกับแผนสไลด

2.2.2.7 นําแผนสไลดที่ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไปยอมสี
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2.2.2.8 ปดแผนสไลดดวยกระจกปดสไลดโดยใช Canada balsam ยึด
2.2.2.9 เมื่อแผนสไลดแหงสนิทนําแผนสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อใตกลอง

จุลทรรศน  และบันทึกภาพ

การทดลองที่ 2.3   การศึกษาเซลลวิทยา

การทดลองนี้เปนการศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อปลายรากของพืชทดลองรหัส 
GE 001 และ GE 002 ดวยวิธี Feulgen’s squash ที่ดัดแปลงโดยดวงทิพย (2539) และประภัสสร 
(2543)

2.3.1 วัสดุและอุปกรณ
2.3.1.1 ปลายรากของพืชทดลองรหัส GE 001 และ GE 002
2.3.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ

2.3.1.2.1 ขวดแกวขนาดความจุ 15 มล สําหรับเก็บตัวอยาง
ปลายราก

2.3.1.2.2 แผนสไลด และแผนปดสไลด
2.3.1.2.3 กลองจลุทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo

microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ
2.3.1.2.4 ปรอทวัดความรอน
2.3.1.2.5 อางควบคุมอุณหภูมิ
2.3.1.2.6 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  เขม็เขีย่  ปากคบี  มดีผาตดั หลอด

ทดลอง และตะเกียงแอลกอฮอล
2.3.1.3 สารเคมี

2.3.1.3.1  สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดวงชีพของเซลล (pretreatment
solution) ไดแก  para-dichlorobenzene ( PDB )

2.3.1.3.2 สารเคมีที่ใ ชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล
(fixative solution)  คือ 95% ethyl alcohol และ glacial acetic acid  ในอัตราสวน  3 :1

2.3.1.3.3  สารเคมีที่ใชยอยแยกเซลล คือ 1 N HCl
2.3.1.3.4 สีที่ใชยอมโครโมโซมคือ  carbol  fuchsin



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

33

2.3.2 วิธีการ
2.3.2.1 เตรียมปลายรากโดยเลือกปลายรากของรากที่กําลังเจริญเติบโต 

ที่บริเวณปลายมีสีขาวขุน  ใชปลายรากที่งอกใหมและมีความยาว 1 เซนติเมตร (ซม)   ตัดมาเฉพาะ
สวนปลายใหมีความยาว  1-2  มิลลิเมตร (มม)  เก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา  8.00-12.00 น.

2.3.2.2 หยุดวงชีพเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB เปน
เวลา 1-5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิประมาณ  10° ซ

2.3.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวย
น้ํากลั่น  แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล  นาน 5 นาที  จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น

2.3.2.4 แยกเซลลโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 1-5 นาที ที่อุณหภูมิ
60° ซ  แลวจึงลางออกดวยน้ํากลั่น

2.3.2.5 ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แชไวนาน 1, 3, 6, 12,
24  และ 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลด ใชมีดผาตัดเขี่ยเนื้อเยื่อที่หอหุม
รากไวออกและตัดเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 1 มม เขี่ยสวนเกินทิ้งไป หยดสียอม 1 หยดตรง
บริเวณ ปลายราก ใชเข็มเขี่ยเคาะเนื้อเยื่อเบา ๆ เพื่อแยกเนื้อเยื่อออกเปนชิ้นเล็ก ๆ และใหเซลล
กระจาย  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินทิ้ง ปดกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ ใชกระดาษซับวางบน
แผนสไลดเพื่อซับสีที่มากเกินไปออก  กดนิ้วหัวแมมือลงไปเพื่อใหเซลลกระจาย

2.3.2.6 นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลลที่
มีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี ไมทับกันและสามารถ
นับจํานวนโครโมโซมไดแมนยํา เมื่อไดเซลลที่ตองการแลวกดแผนกระจกปดสไลดเบา ๆ เพื่อให
เซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อ
ปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวน
โครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนแลวบันทึกภาพ

การทดลองที่ 2.4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม

การทดลองนี้เปนการศึกษารูปแบบไอโซไซมจากใบของพืชทดลองรหัส GE 001
และ GE 002  โดยใชเอนไซม 3 ชนิด คือ acid phosphatase (ACP)  esterase (EST) และ peroxidase 
(POX) วิธีการศึกษาใชเทคนิคการศึกษาโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสที่ดัดแปลงโดย         
อาภัสสรา (2537)  พสุ (2546)  เพิ่มพงษ (2531)  ชวนพิศ (2538)  และ Hiratsuka  et  al. (1986)  
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2.4.1   วัสดุและอุปกรณ
2.4.1.1 ใบออนและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ของพืชทดลอง
2.4.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ

2.4.1.2.1 กระตกิน้าํแขง็ทีบ่รรจนุ้าํแขง็สาํหรับแชตวัอยางใบทีเ่กบ็
จากแปลงทดลอง

2.4.1.2.2 เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนิยม 2 ตําแหนง
2.4.1.2.3 เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนิยม 4 ตําแหนง
2.4.1.2.4 โกรงบดตัวอยางพืช
2.4.1.2.5 เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็น
2.4.1.2.6 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH  meter)
2.4.1.2.7 ตูเย็นอุณหภูมิ 4° ซ  และตูแชอุณหภูมิ -20° ซ
2.4.1.2.8 ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ slab gel (Mini-Protean II  

ของบริษัท Bio-Rad)
2.4.1.2.9 เครื่องจายกระแสไฟฟา รุน POWER PAC 1000 (Bio-

Rad)
2.4.1.2.10 ไมโครปเปตชนิดที่ปรับปริมาตรได
2.4.1.2.11 หลอดทดลอง (eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล
2.4.1.2.12 เครื่องแกวแบบตาง ๆ
2.4.1.2.13 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กรรไกร ถุงพลาสตกิใส  ใบมดีโกน  

ชอนตักสาร  ปากกาเขียนแกว  กระดาษกรอง  ถาดพลาสติก  กลองพลาสติกใส  ปายติดกาว  ถุงมือ 
และกลองถายภาพพรอมฟลม

2.4.1.3 สารเคมี
2.4.1.3.1 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของสารสกัด (extraction

buffer)  มีดังนี้
2.4.1.3.1.1 0.2 M Tris-HCl    pH 8.4
2.4.1.3.1.2 PVPP (polyvinyl-polypyrrolidone)
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2.4.1.3.2 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของเจล  มีดังนี้
2.4.1.3.2.1 30% acrylamide stock solution (acryla- 

mide 29.2 กรัม และ N,N-Methylene-bis-acrylamide 0.8 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  
100  มล เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4° ซ)

2.4.1.3.2.2 1.0 M Tris-HCl   pH 8.8
2.4.1.3.2.3 10%ammonium persulfate (APS) เตรียม

ทันทีกอนใช
2.4.1.3.2.4 TEMED (N,N,N’,N’–tetramethyl-

ethylene-diamine)
2.4.1.3.3 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ Marker dye มีดังนี้

2.4.1.3.3.1 0.5 % bromophenol blue
2.4.1.3.3.2 10 % glycerol
2.4.1.3.3.3 0.1 M  Tris buffer  pH 6.7

2.4.1.3.4 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ electrode buffer 
มีดังนี้

2.4.1.3.4.1 0.025 M  Tris
2.4.1.3.4.2 0.192 M  glycine  pH 8.3

2.4.1.3.5 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม มีดังนี้
2.4.1.3.5.1 0.1 M  Tris-buffer  pH 4.0
2.4.1.3.5.2 3-amino-9-ethylcarbazol
2.4.1.3.5.3 β-naphthol
2.4.1.3.5.4 acetone
2.4.1.3.5.5 3% hydrogen  peroxide (H2O2)
2.4.1.3.5.6 0.2 M  phosphate buffer pH 6.0
2.4.1.3.5.7 fast  blue  B-salt
2.4.1.3.5.8 α-naphthyl  acetate
2.4.1.3.5.9 ethanol
2.4.1.3.5.10 0.2 M  acetate buffer pH 4.8
2.4.1.3.5.11 fast  ganet GBC  disodium salt
2.4.1.3.5.12 disodium  α - naphthyl  phosphate
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2.4.2 วิธีการ
2.4.2.1 การเตรียมตัวอยางพืช และการสกัดเอนไซม

นําใบออนและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ของพืชทดลองมาทํา
ความสะอาดดวยน้ํากลั่น  และเช็ดใหแหง  ชั่งใบมาตัวอยางละ 1 กรัม  ในกรรมวิธีที่เปนใบที่เจริญ
เติบโตเต็มที่ตองตัดเสนกลางใบทิ้งกอน  หั่นใบเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรงที่เย็นจัด  บดใหละเอียด 
ใส PVPP 0.05 กรัม และ extraction buffer 3 มล   เทสารของเหลวที่สกัดไดใสลงในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มล  แลวนาํไปแยกสวนดวยเครือ่งหมนุเหวีย่งดวยความเรว็ 14,000 รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภมูิ
2° ซ นาน 20 นาที  ดูดสวนที่เปนของเหลวใส (supernatant) ดานบนใสในหลอดทดลองอันใหม 
นํามาเขาเครื่องเหวี่ยงอีกครั้ง แลวจึงดูดสวนที่เปนของเหลวใสที่ไดใสไวในหลอดทดลองอันใหม 
เก็บไวที่อุณหภูมิ -20° ซ  เพื่อเตรียมการทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสตอไป

2.4.2.2 การทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส
ประกอบชดุแผนกระจกของ Mini-Protein ® II cell Electrophoresis

(Bio-rad) เขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย separating gel ดังแสดงในตารางที่ 2   นาํสารละลาย
เจลมาเทลงระหวางแผนกระจกพรอมกบัเสยีบหว ี (comb) ทิง้ไวประมาณ 1 ชัว่โมงเพื่อรอใหเจลเกิด 
polymerization และเมื่อเจลแข็งตัวจึงดึงหวีเสียบออกจะเห็นเปนชอง (well) สําหรับหยอดตัวอยางที่
ผสม marker dye แลว  จากนั้นประกอบชุดอิเล็คโทรโฟรีซิสเขาดวยกัน เติม electrode buffer ลงใน 
chamber   หยอดตัวอยางที่ผสมกับ marker dye ในอัตราสวน 9:1 ลงในชองของเจลปริมาตร 
20 ไมโครลิตร  ตอข้ัวบวกและขั้วลบเขากับ chamber   เปดสวิตซของเครื่องจายกระแสไฟฟาโดยใช
กระแสที่ 20 มิลลิแอมแปร   ปดเครื่องจายกระแสไฟฟาเมื่อระดับของ marker dye อยูหางจากขอบ
ลางของแผนเจล 2-3 มม   นําแผนกระจกออกจาก chamber แลวนําเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออก
มาวางบนจานแกว (plate) เพื่อรอการยอมสีเอนไซมตอไป

2.4.2.3 การยอมสีเอนไซม
เตรียม staining solution ของไอโซไซม 3 ชนิดคือ  ACP,  EST 

และ POX (ดูรายละเอียดการเตรียมจากภาคผนวก) เทลงบนจานแกวที่มีเจลอยู นํากรรมวธีิของ
เอนไซม POX และ EST ไปเก็บในที่มืด ทิ้งไว 20-30 นาที  สวนกรรมวิธีของเอนไซม ACP  ทิ้งไว 
2-12 ช่ัวโมง   เขยาเจลเปนระยะ ๆ รอจนเกิดแถบสีแลวจึงลางสีสวนเกินออก  หลังจากนั้นแชเจล
ดวย  7% acetic acid  เพื่อรักษาสภาพเจล
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     ตารางที่ 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel (สําหรับเจล 4 แผน)
       stock solution gel 8.5 %

acrylamide / Bis 5.66 มล
น้ํากลั่น 9.04 มล
1.0 M Tris-HCl  pH 8.8 5.00 มล
10% ammonium persulfate
(เตรียมโดยช่ังสาร 0.1 กรัมตอน้ํา 1 มล)

150.00 ไมโครลิตร

TEMED 10.00 ไมโครลิตร

2.4.2.4 การบันทึกผลและวิเคราะหขอมูล
นําเจลที่ เกิดแถบสีมาบันทึกคาระยะทางการเคลื่อนที่ของ 

marker dye และแถบสี  พรอมทั้งบันทึกตําแหนง   ขนาด   จํานวนแถบสี  และ รูปแบบการเกิด  
แถบสีของไอโซไซมแตละชนิด  ถายภาพเจลและคํานวณคาระยะทางการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) 
ตามสมการขางลางนี้แลวนําไปเขียนแผนภาพไซโมแกรม

ระยะการเคลื่อนที่ของแถบสี
การเคลื่อนที่สัมพัทธ  =

ระยะการเคลื่อนที่ของ marker dye

การทดลองที่ 3   การผสมเกสร

การทดลองนี้เปนการศึกษาการผสมเกสรของพืชทดลอง โดยการถายละอองเกสรดวยมือ
เพื่อใหเกิดการผสมเกสรในดอกเดียวกัน

3.1 วัสดุและอุปกรณ
3.1.1 พืชทดลองคือวานจูงนาง 2 รหัส  คือ  GE 001 และ GE 002
3.1.2 วัสดุและอุปกรณในการผสมเกสร ไดแก  แทงไมที่เหลาปลายแหลม แผน

ปายพลาสติกพรอมดาย  สมุดและดินสอ
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3.2 วิธีการ
3.2.1 การผสมเกสร

3.2.1.1 การเตรียมดอกของพืชทดลอง
เลือกตนพืชที่มีชอดอกที่กานชอแข็งแรง และมีดอกบานเต็มที่

3.2.1.2 การผสมเกสร
เมื่อเลือกดอกไดแลวเขี่ยกลุมเรณูใหลงไปในโคนของเสาเกสร

ของดอกเดยีวกนั  จากนัน้เขยีนปายตดิบอกคูผสม วนัทีผ่สม และเวลาทีผ่สมไวทีก่านดอกทีผ่สมแลว
ผสมเกสรในชวงเวลาแตกตางกัน 8 ชวง คือ ผสมเกสรทุก ๆ 1 ชั่วโมง ตั้งแตเวลา 7.00-11.00 น. 
และ 17.00-19.00 น. วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ กรรมวิธีละ 10 ซํ้า ๆ ละ 1 ดอก

3.2.1.3 การบันทึกขอมูล
3.2.1.3.1 จํานวนดอกที่ผสมติด
3.2.1.3.2 ระยะเวลาในการติดฝกจนถึงระยะฝกแก


