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บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการ

การศึกษาลักษณะของกลวยไมวานจูงนางที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมา
จากพระราชดําริ อําเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม  แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1
การสํารวจและการศึกษาการเจริญเติบโต   การทดลองที่ 2   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
กายวิภาควิทยา  การศึกษาเซลลวิทยา  และรูปแบบไอโซไซม  และ การทดลองที่ 3  การผสมเกสร

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้

การทดลองที่ 1   การสํารวจและการศึกษาการเจริญเติบโต

การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอยดังนี้

การทดลองที่ 1.1   การสํารวจการกระจายพันธุของวานจูงนาง

การศึกษาทดลองนี้ เปนการสํารวจการกระจายพันธุและการรวบรวมพันธุ         
วานจูงนางที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติในปาในเขตพื้นที่ของศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไคร
อันเนื่องมาจากพระราชดําริ บันทึกสภาพทางนิเวศวิทยาของแหลงเจริญเติบโตและลักษณะทาง
สัณฐานวทิยาของวานจงูนางแตละตวัอยางทีแ่ตกตางกนั (accession) แลวนาํไปปลกูในแปลงรวบรวม
พันธุภายในศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ

1.1.1 วัสดุและอุปกรณ
1.1.1.1  อุปกรณในการสํารวจและเก็บตัวอยาง ไดแก เสียม ถุงพลาสติก

สีดําขนาด 20 × 30 นิ้ว   แผนปายพลาสติก   สมุดบันทึก  ดินสอ  ไมบรรทัด  ตลับเมตร  และกลอง
ถายภาพพรอมฟลม
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1.1.1.2   วัสดุปลูก  ไดแก  ดิน  ขี้เถาแกลบ  และเปลือกถ่ัว ในอัตราสวน  
2:2:1

1.1.2 วิธีการ
สํารวจและรวบรวมตนวานจูงนางในพื้นที่เปาหมาย แลวบันทึกขอมูล   

ดังตอไปนี้
1.1.2.1 สภาพนิเวศวิทยาของพื้นที่ที่พบวามีตนพืชทดลองเจริญเติบโต

ในสภาพธรรมชาติ
1.1.2.2  ลัก ษณะ เดน ของพืช ทดลองแตล ะตั ว อย า ง  ถายภาพ

เพื่ อ ประกอบการบันทึกลักษณะภายนอกของตนพืช ขุดตนพืชใสถุงดําและติดปายชื่อสถานที่ที่
สํารวจพบไวบนถุง

1.1.2.3  รวบรวมพืชทดลองจากพื้นที่สํารวจแตละแหลง แลวนําไปปลูก
ในแปลงรวบรวมพันธุ

การทดลองที่ 1.2   การศึกษาวงจรการเจริญเติบโต

การทดลองนี้เปนการศึกษาวงจรการเจริญเติบโตของพืชทดลองจํานวน 2 ตัวอยาง
ที่แตกตางกันโดยเลือกตัวอยางจากกลุมตนที่เก็บรวบรวมพันธุไวเพียง 2 ตัวอยาง ท่ีมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาแตกตางกันอยางเดนชัดแลวบันทึกการเจริญเติบโตในวงจรการเจริญเติบโต 1 วงจร 
คือ 1 ป ตั้งแตชวงเริ่มแทงชอดอกและบานดอก ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหมไปจน
กระทั่งหัวใหมพักตัว

1.2.1 วัสดุและอุปกรณ
1.2.1.1 พืชทดลอง  2  ตัวอยางที่แตกตางกัน คือ รหัส GE 001 และ

GE 002  ตัวอยางละ 5 ตน
1.2.1.2 วัสดุปลูก  ไดแก  ดิน  ขี้เถาแกลบ  และเปลือกถ่ัว ในอัตราสวน  

2:2:1
1.2.1.3 วัสดุอ่ืน ๆ  ไดแก  สมุด  ปากกา  ดินสอ  ไมบรรทัด แผนปาย

พลาสติก   เวอรเนียคาลิปเปอร และกลองถายภาพพรอมฟลม
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1.2.2 วิธีการ
ปลูกตนพืชทดลองทั้ง 2 ตัวอยาง ในแปลงทดลอง ติดตาม และบันทึกผล

การทดลองดังนี้
    1.2.2.1  ตดิตามการเจรญิเตบิโตของพชืทดลองจากระยะทีต่นเริม่แทงชอ

ดอกและบานดอก  ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหมไปจนกระทั่งหัวใหมพักตัว
1.2.2.2 บันทึกการเจริญเติบโตทางใบ ไดแก ความสูงของตนโดยวัด

จากโคนตนในระดับผิวดินจนถึงปลายใบของใบที่ยาวที่สุด จํานวนใบตอตน และขนาดของใบที่ 2
นับจากโคนตน

1.2.2.3   บันทึกจํานวนหัวใหมตอกอ
1.2.2.4 บันทึกการเจริญเติบโตทางดอก ไดแก บริเวณที่เกิดการสราง

ดอก ชวงของการสรางดอก  ความยาวชอดอก  จํานวนดอกตอชอ และขนาด (ความยาวจากปลาย
กลีบเลีย้งดานขางดานหนึง่ไปยงัอีกดานหนึง่ × ความยาวจากปลายกลบีเลีย้งดานบนไปยงัปลายกลบีปาก)
ของดอกที่ 2 นับจากโคนชอดอก

การทดลองที่ 2    การศึกษาลักษณะ

การศึกษาลักษณะของพืชทดลอง แบงออกเปน 4 การทดลองยอย คือ

การทดลองที่ 2.1   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

การทดลองนี้เปนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช 
ไดแก ราก  หัว  ใบ  และดอกโดยบันทึกขอมูลดังกลาวจากพืชทดลองรหัส GE 001 และ GE 002  
ในระยะที่สวนตางๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มที่แลว

2.1.1 วัสดุและอุปกรณ
2.1.1.1 พืชทดลอง คือวานจูงนาง รหัส GE 001 และ GE 002  รหัสละ 

5 ตน
2.1.1.2 วัสดุอ่ืน ๆ  ไดแก  สมุด  ปากกา  ไมบรรทัด แผนปายพลาสติก 

เวอรเนียคาลิปเปอร   มีดผาตัด ปากคีบ  ดินสอดําและกระดาษสําหรับวาดภาพสวนประกอบของ
ตนพืช   กลองจุลทรรศน  และกลองถายภาพพรอมฟลม
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2.1.2 วิธีการ
2.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองไดแก   ราก    หัว    ใบ  ดอก  และผล    ในระยะที่ตนและดอกเจริญเติบโตเต็มที่  โดยบันทึก
ลักษณะจากตัวอยางรหัสละ 5 ตน พรอมทั้งวาดภาพลายเสนประกอบ

2.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้
2.1.2.2.1 หัว  บันทึกจํานวนหัวเกาและหัวใหมตอกอ  จํานวน

ปลองตอหัว  ความยาวของหัวใหม  และเสนผาศูนยกลางของหัวใหม โดยวัดจากฐานของหัวบริเวณ
ที่กวางที่สุด

2.1.2.2.2 ใบ  บันทึกความกวางและความยาวใบ โดยวัดความ
กวางของใบจากขอบใบดานหนึ่งมายังขอบใบอีกดานหนึ่งที่ตําแหนงที่กวางที่สุด และความยาวของ
ใบโดยวัดจากฐานใบถึงปลายใบ  บันทึกจํานวนใบตอตน จํานวนใบประดับ และความสูงของตน
โดยวัดจากโคนตนเทียมสวนที่โผลพนดินจนถึงปลายใบที่ยาวที่สุด

2.1.2.2.3 ชอดอก  บันทึกจํานวนชอดอกตอตน  ความยาวกาน
ชอดอกโดยวัดจากโคนกานชอจนถึงกานดอกยอยแรกที่โคนของชอดอก เสนผาศูนยกลางกานชอ
ดอก ความยาวชอดอกโดยวัดจากกานดอกยอยแรกที่โคนชอดอกจนถึงปลายชอดอก และความกวาง
ชอดอกโดยวัดจากสวนที่กวางที่สุดของชอดอก

2.1.2.2.4 ดอก  บันทึกจํานวนดอกตอชอ  ความกวางและความ
ยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก และกลีบปากของดอกที่บานเต็มที่  ความกวางของดอกวัดจากตําแหนง
ที่กวางที่สุดของดอก ความยาวของดอกวัดจากกลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก ความยาวของ
กานดอกยอยที่ยาวท่ีสุดโดยวัดกานดอกยอยแรกที่โคนชอดอก และกานที่ส้ันที่สุดโดยวัดกานดอก
ยอยที่ปลายชอดอก  ขนาดของเสาเกสร จํานวนกอนเรณู และขนาดฝาอับเรณู

2.1.2.2.5 ผล บนัทกึความกวางและความยาวของผล และจาํนวน
ผลตอชอ

2.1.2.2.6 เมล็ด  บันทึกขนาดของเมล็ด
2.1.2.2.7 ราก  บนัทกึเสนผาศนูยกลางราก และจาํนวนรากตอหวั
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การทดลองที่ 2.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา

 การทดลองนีเ้ปนการศกึษาลกัษณะทางกายวภิาคของพชืทดลองรหสั GE 001 และ
GE 002 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามยาวและตามขวางของอวัยวะท่ีเปนสวนประกอบของ ตนพืช 
ไดแก ราก ลําตน ใบ ดอก และผล ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ของ Johansen 
(1940)

2.2.1 วัสดุและอุปกรณ
2.2.1.1 พืชทดลอง คือวานจูงนางรหัส GE 001 และ GE 002
2.2.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ

2.2.1.2.1 เครื่องดูดอากาศ
2.2.1.2.2 ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน 56 องศาเซลเซียส (° ซ)
2.2.1.2.3 แผนใหความรอน (hot plate)
2.2.1.2.4   กระดาษปอนดพับเปนกระทงสําหรับฝงเนื้อเยื่อ
2.2.1.2.5 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5 × 1.5 ลูกบาศกเซนตเิมตร

ที่ผานการตมใหอ่ิมตัวดวยพาราฟน
2.2.1.2.6 เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome)
2.2.1.2.7   กลองจลุทรรศนแบบ dissecting  microscope และ stereo

microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ
2.2.1.2.8   เครื่องอุนแผนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน 40° ซ
2.2.1.2.9  อุปกรณเครือ่งแกวไดแก ขวดแกวสําหรับเกบ็ตวัอยางพชื

ขวดแกวพรอมฝาปดสาํหรับยอมส ี (staining jar)  บกีเกอร  แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจก
ปดสไลด (cover slip)

2.2.1.2.10 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  ตะเกียงแอลกอฮอล  มีดผาตัด
พรอมใบมีด  หลอดหยด (dropper)   เข็มเขี่ยปลายงอ  ปากคีบ   ปายติดกาว   กระดาษกาว  และพูกัน
ขนออน

2.2.1.3 สารเคมี
2.2.1.3.1 น้าํยารักษาสภาพเซลล (fixative) ไดแก FAA (formalin-

acetic acid-alcohol) ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม 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  น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางที่ 1

2.2.1.3.3  สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก 
พาราฟนเหลว (paraffin oil) และ Paraplast

2.2.1.3.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด  (adhesive) ไดแก  
albumin  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมในการเตรียม stock solution  ดังนี้

ไขขาว 1    มล
น้ํากลั่น             49    มล

เมื่อจะใชนํา  stock solution  1  มล  มาเติมน้ํากล่ันใหปริมาณรวมเปน  50  มล

ตารางที่ 1   สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล
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  สียอมเนือ้เยือ่ใชสี Dalafied’s hematoxylin ซ่ึงประกอบ
ดวยสวนผสมดังนี้

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  น้าํยาทาํใหเนือ้เยือ่สะอาด (clearing reagent) คอื xylene
2.2.1.3.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media) 

คือ Canada balsam

2.2.2 วิธีการ
นําชิ้นสวนของอวัยวะพืชทดลองที่จะตัดเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการ

ทําสไลดถาวรโดยวิธีการฝงชิ้นสวนในพาราฟนซึ่งมีขั้นตอนของวิธีการดังนี้
2.2.2.1 เก็บตัวอยางชิ้นสวนของอวัยวะท่ีเปนสวนประกอบของตนพืช

ทดลอง ไดแก  ราก  หัว   ลําตน  ใบ  ดอก และผล แชใน FAA ที่บรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดดัง
กลาวไปใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  หลังจากนั้นนํามาเก็บไวที่
อุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง  กอนนําไปผานขั้นตอนตอไป

2.2.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนการดึงน้ําออกจากเซลล  โดยให
เนื้อเยื่อผานน้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายาจาก 50% ไปจนถึง 100% จากนั้น
นําเนื้อเยื่อไปผาน 100%  TBA  ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย TBA  และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 
1:1 แลวนําเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)

2.2.2.3 ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวที่บรรจุพาราฟนที่หลอมแลว นํา
ขวดแกวไปเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 56° ซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวาจนกระทั่งพาราฟน
แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อจนเต็มที่

2.2.2.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน จัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบที่ตองการ

2.2.2.5 นําแทงพาราฟนที่ตัดแตงเปนรูปสี่เหล่ียมผืนผามีชิ้นสวนพืชอยู
ตรงกลางมาติดกับแทงไม   จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  โดยตัดเนื้อเยื่อตาม
ยาวหรือขวางใหหนา 15-18 ไมครอน

2.2.2.6 ตดิแผนริบบอน (paraffin ribbon) ของเนือ้เยือ่กบัแผนสไลดดวย
adhesive วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลดจนแผนริบบอนแหงและติดกับแผนสไลด

2.2.2.7 นําแผนสไลดที่ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไปยอมสี
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2.2.2.8 ปดแผนสไลดดวยกระจกปดสไลดโดยใช Canada balsam ยึด
2.2.2.9 เมื่อแผนสไลดแหงสนิทนําแผนสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อใตกลอง

จุลทรรศน  และบันทึกภาพ

การทดลองที่ 2.3   การศึกษาเซลลวิทยา

การทดลองนี้เปนการศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อปลายรากของพืชทดลองรหัส 
GE 001 และ GE 002 ดวยวิธี 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 ขวดแกวขนาดความจุ 15 มล สําหรับเก็บตัวอยาง
ปลายราก

2.3.1.2.2 แผนสไลด และแผนปดสไลด
2.3.1.2.3 กลองจลุทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo

microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ
2.3.1.2.4 ปรอทวัดความรอน
2.3.1.2.5 อางควบคุมอุณหภูมิ
2.3.1.2.6 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  เขม็เขีย่  ปากคบี  มดีผาตดั หลอด

ทดลอง และตะเกียงแอลกอฮอล
2.3.1.3 สารเคมี

2.3.1.3.1  สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดวงชีพของเซลล (pretreatment
solution) ไดแก  para-dichlorobenzene ( PDB )

2.3.1.3.2 สารเคมีที่ใ ชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล
(fixative solution)  คือ 95% ethyl alcohol และ glacial acetic acid  ในอัตราสวน  3 :1

2.3.1.3.3  สารเคมีที่ใชยอยแยกเซลล คือ 1 N HCl
2.3.1.3.4 สีที่ใชยอมโครโมโซมคือ  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 

ที่บริเวณปลายมีสีขาวขุน  ใชปลายรากที่งอกใหมและมีความยาว 1 เซนติเมตร (ซม)   ตัดมาเฉพาะ
สวนปลายใหมีความยาว  1-2  มิลลิเมตร (มม)  เก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา  8.00-12.00 น.

2.3.2.2 หยุดวงชีพเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB เปน
เวลา 1-5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิประมาณ  10° ซ

2.3.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวย
น้ํากลั่น  แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล  นาน 5 นาที  จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น

2.3.2.4 แยกเซลลโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 1-5 นาที ที่อุณหภูมิ
60° ซ  แลวจึงลางออกดวยน้ํากลั่น

2.3.2.5 ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แชไวนาน 1, 3, 6, 12,
24  และ 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลด ใชมีดผาตัดเขี่ยเนื้อเยื่อที่หอหุม
รากไวออกและตัดเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 1 มม เขี่ยสวนเกินทิ้งไป หยดสียอม 1 หยดตรง
บริเวณ ปลายราก ใชเข็มเขี่ยเคาะเนื้อเยื่อเบา ๆ เพื่อแยกเนื้อเยื่อออกเปนชิ้นเล็ก ๆ และใหเซลล
กระจาย  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินทิ้ง ปดกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ ใชกระดาษซับวางบน
แผนสไลดเพื่อซับสีที่มากเกินไปออก  กดนิ้วหัวแมมือลงไปเพื่อใหเซลลกระจาย

2.3.2.6 นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลลที่
มีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี ไมทับกันและสามารถ
นับจํานวนโครโมโซมไดแมนยํา เมื่อไดเซลลที่ตองการแลวกดแผนกระจกปดสไลดเบา ๆ เพื่อให
เซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อ
ปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวน
โครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนแลวบันทึกภาพ

การทดลองที่ 2.4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม

การทดลองนี้เปนการศึกษารูปแบบไอโซไซมจากใบของพืชทดลองรหัส GE 001
และ GE 002  โดยใชเอนไซม 3 ชนิด คือ acid phosphatase (ACP)  esterase (EST) และ peroxidase 
(POX) วิธีการศึกษาใชเทคนิคการศึกษาโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสที่ดัดแปลงโดย         
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 ใบออนและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ของพืชทดลอง
2.4.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ

2.4.1.2.1 กระตกิน้าํแขง็ทีบ่รรจนุ้าํแขง็สาํหรับแชตวัอยางใบทีเ่กบ็
จากแปลงทดลอง

2.4.1.2.2 เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนิยม 2 ตําแหนง
2.4.1.2.3 เครื่องชั่งแบบละเอียด ทศนิยม 4 ตําแหนง
2.4.1.2.4 โกรงบดตัวอยางพืช
2.4.1.2.5 เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็น
2.4.1.2.6 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH  meter)
2.4.1.2.7 ตูเย็นอุณหภูมิ 4° ซ  และตูแชอุณหภูมิ -20° ซ
2.4.1.2.8 ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ slab gel (Mini-Protean II  

ของบริษัท Bio-Rad)
2.4.1.2.9 เครื่องจายกระแสไฟฟา รุน POWER PAC 1000 (Bio-

Rad)
2.4.1.2.10 ไมโครปเปตชนิดที่ปรับปริมาตรได
2.4.1.2.11 หลอดทดลอง (eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล
2.4.1.2.12 เครื่องแกวแบบตาง ๆ
2.4.1.2.13 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กรรไกร ถุงพลาสตกิใส  ใบมดีโกน  

ชอนตักสาร  ปากกาเขียนแกว  กระดาษกรอง  ถาดพลาสติก  กลองพลาสติกใส  ปายติดกาว  ถุงมือ 
และกลองถายภาพพรอมฟลม

2.4.1.3 สารเคมี
2.4.1.3.1 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของสารสกัด (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 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของเจล  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  ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  
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

ทันทีกอนใช
2.4.1.3.2.4 TEMED (N,N,N’,N’–tetramethyl-

ethylene-diamine)
2.4.1.3.3 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ 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 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ 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 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม 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 การเตรียมตัวอยางพืช และการสกัดเอนไซม

นําใบออนและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ของพืชทดลองมาทํา
ความสะอาดดวยน้ํากลั่น  และเช็ดใหแหง  ชั่งใบมาตัวอยางละ 1 กรัม  ในกรรมวิธีที่เปนใบที่เจริญ
เติบโตเต็มที่ตองตัดเสนกลางใบทิ้งกอน  หั่นใบเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรงที่เย็นจัด  บดใหละเอียด 
ใส PVPP 0.05 กรัม และ extraction buffer 3 มล   เทสารของเหลวที่สกัดไดใสลงในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มล  แลวนาํไปแยกสวนดวยเครือ่งหมนุเหวีย่งดวยความเรว็ 14,000 รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภมูิ
2° ซ นาน 20 นาที  ดูดสวนที่เปนของเหลวใส (supernatant) ดานบนใสในหลอดทดลองอันใหม 
นํามาเขาเครื่องเหวี่ยงอีกครั้ง แลวจึงดูดสวนที่เปนของเหลวใสที่ไดใสไวในหลอดทดลองอันใหม 
เก็บไวที่อุณหภูมิ -20° ซ  เพื่อเตรียมการทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสตอไป

2.4.2.2 การทําโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส
ประกอบชดุแผนกระจกของ Mini-Protein ® II cell Electrophoresis

(Bio-rad) เขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย separating gel ดังแสดงในตารางที่ 2   นาํสารละลาย
เจลมาเทลงระหวางแผนกระจกพรอมกบัเสยีบหว ี (comb) ทิง้ไวประมาณ 1 ชัว่โมงเพื่อรอใหเจลเกิด 
polymerization และเมื่อเจลแข็งตัวจึงดึงหวีเสียบออกจะเห็นเปนชอง (well) สําหรับหยอดตัวอยางที่
ผสม marker dye แลว  จากนั้นประกอบชุดอิเล็คโทรโฟรีซิสเขาดวยกัน เติม electrode buffer ลงใน 
chamber   หยอดตัวอยางที่ผสมกับ marker dye ในอัตราสวน 9:1 ลงในชองของเจลปริมาตร 
20 ไมโครลิตร  ตอข้ัวบวกและขั้วลบเขากับ chamber   เปดสวิตซของเครื่องจายกระแสไฟฟาโดยใช
กระแสที่ 20 มิลลิแอมแปร   ปดเครื่องจายกระแสไฟฟาเมื่อระดับของ marker dye อยูหางจากขอบ
ลางของแผนเจล 2-3 มม   นําแผนกระจกออกจาก chamber แลวนําเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออก
มาวางบนจานแกว (plate) เพื่อรอการยอมสีเอนไซมตอไป

2.4.2.3 การยอมสีเอนไซม
เตรียม staining solution ของไอโซไซม 3 ชนิดคือ  ACP,  EST 

และ POX (ดูรายละเอียดการเตรียมจากภาคผนวก) เทลงบนจานแกวที่มีเจลอยู นํากรรมวธีิของ
เอนไซม POX และ EST ไปเก็บในที่มืด ทิ้งไว 20-30 นาที  สวนกรรมวิธีของเอนไซม ACP  ทิ้งไว 
2-12 ช่ัวโมง   เขยาเจลเปนระยะ ๆ รอจนเกิดแถบสีแลวจึงลางสีสวนเกินออก  หลังจากนั้นแชเจล
ดวย  7% acetic acid  เพื่อรักษาสภาพเจล
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     ตารางที่ 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel (สําหรับเจล 4 แผน)
       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 กรัมตอน้ํา 1 มล)

150.00 ไมโครลิตร

TEMED 10.00 ไมโครลิตร

2.4.2.4 การบันทึกผลและวิเคราะหขอมูล
นําเจลที่ เกิดแถบสีมาบันทึกคาระยะทางการเคลื่อนที่ของ 

marker dye และแถบสี  พรอมทั้งบันทึกตําแหนง   ขนาด   จํานวนแถบสี  และ รูปแบบการเกิด  
แถบสีของไอโซไซมแตละชนิด  ถายภาพเจลและคํานวณคาระยะทางการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) 
ตามสมการขางลางนี้แลวนําไปเขียนแผนภาพไซโมแกรม

ระยะการเคลื่อนที่ของแถบสี
การเคลื่อนที่สัมพัทธ  =

ระยะการเคลื่อนที่ของ marker dye

การทดลองที่ 3   การผสมเกสร

การทดลองนี้เปนการศึกษาการผสมเกสรของพืชทดลอง โดยการถายละอองเกสรดวยมือ
เพื่อใหเกิดการผสมเกสรในดอกเดียวกัน

3.1 วัสดุและอุปกรณ
3.1.1 พืชทดลองคือวานจูงนาง 2 รหัส  คือ  GE 001 และ GE 002
3.1.2 วัสดุและอุปกรณในการผสมเกสร ไดแก  แทงไมที่เหลาปลายแหลม แผน

ปายพลาสติกพรอมดาย  สมุดและดินสอ
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3.2 วิธีการ
3.2.1 การผสมเกสร

3.2.1.1 การเตรียมดอกของพืชทดลอง
เลือกตนพืชที่มีชอดอกที่กานชอแข็งแรง และมีดอกบานเต็มที่

3.2.1.2 การผสมเกสร
เมื่อเลือกดอกไดแลวเขี่ยกลุมเรณูใหลงไปในโคนของเสาเกสร

ของดอกเดยีวกนั  จากนัน้เขยีนปายตดิบอกคูผสม วนัทีผ่สม และเวลาทีผ่สมไวทีก่านดอกทีผ่สมแลว
ผสมเกสรในชวงเวลาแตกตางกัน 8 ชวง คือ ผสมเกสรทุก ๆ 1 ชั่วโมง ตั้งแตเวลา 7.00-11.00 น. 
และ 17.00-19.00 น. วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ กรรมวิธีละ 10 ซํ้า ๆ ละ 1 ดอก

3.2.1.3 การบันทึกขอมูล
3.2.1.3.1 จํานวนดอกที่ผสมติด
3.2.1.3.2 ระยะเวลาในการติดฝกจนถึงระยะฝกแก


