
บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการ

การศึกษาลักษณะของกลวยไมชางผสมโขลงที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่อง 
มาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1 การสํารวจและศึกษาการเจริญ
เติบโต การทดลองที ่ 2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และกายวิภาควิทยา การศึกษา 
เซลลวิทยา  และ รูปแบบไอโซไซม  และ การทดลองที่  3  การผสมเกสร

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดงัตอไปนี้

การทดลองที่  1   การสํารวจและการศึกษาการเจริญเติบโต
 

การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอยซ่ึงแตละการทดลองมีอุปกรณและวิธีการ 
ดังตอไปนี้

การทดลองที่  1.1   การสํารวจการกระจายพันธุของชางผสมโขลง

การศึกษาทดลองนี้เปนการสํารวจการกระจายพันธุของชางผสมโขลงโดยกําหนด
พื้นที่สํารวจเปนรัศมี 500 เมตร จากจุดที่พบวามีพืชทดลองเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติจุดแรก
ภายในศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ อําเภอดอยสะเก็ด จังหวัด
เชียงใหม   ดังกลาวไวในบทที่ 1 พรอมทั้งบันทึกสภาพทางนิเวศวิทยาของพื้นที่เจริญเติบโต

1.1.1  วัสดุและอุปกรณ
อุปกรณในการสํารวจ คือ ปายชื่อ ไมบรรทัด ตลับเมตร กลองถายภาพ

พรอมฟลม  สมุดบันทึก  ดินสอ และ ยางลบ
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1.1.2  วิธีการ
สํารวจพืชทดลองในพื้นที่เปาหมาย เมื่อพบตนพืชจึงบันทึกขอมูลทาง 

นิเวศวิทยาของพื้นที่ที่พบวามีตนพืชทดลองเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ นับจํานวนตนที่พบ 
ในแตละจุดและติดปายเพื่อติดตามการเจริญเติบโต และการกระจายพันธุในปตอไป

การทดลองที่ 1.2   การศึกษาการเจริญเติบโตของพืชทดลอง

ศึกษาวงจรการเจริญเติบโตของพืชทดลองโดยบันทึกการเจริญเติบโตใน 1 วงจร
 คือ 1 ป ตั้งแตชวงเริ่มแทงชอดอกและบานดอก ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหม
ไปจนกระทั่งหัวใหมพักตัว

1.2.1 วัสดุและอุปกรณ
1.2.1.1  พืชทดลองคือ  ชางผสมโขลง  จํานวน 10 ตน

   1.2.1.2 อุปกรณในการศึกษาการเจริญเติบโต คอื ปายช่ือ ไมบรรทดั
เวอรเนยีคาลปิเปอร   กลองถายภาพพรอมฟลม  และ สมดุบนัทกึ

1.2.1.3 วัสดุปลูก ไดแก  ดิน และใบไมแหง อัตราสวน 2 : 1

1.2.2   วิธีการ
     1.2.2.1 ตดิตามการเจรญิเตบิโตของพชืทดลองจาก ระยะเริม่แทงชอดอก

และบานดอก  ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหมไปจนกระทั่งหัวใหมพักตัว
1.2.2.2   บนัทกึการเจรญิเตบิโตทางใบ  จาํนวนใบตอตน  และขนาดใบ
1.2.2.3 บันทึกการเจริญเติบโตของหัว จํานวนปลองตอหัว  และ

เสนผาศูนยกลางหัว
1.2.2.4 บันทึกการเจริญเติบโต ในชวงที่มีการเจริญเติบโตของดอก

สังเกตบรเิวณทีเ่กดิการสรางดอก  บนัทกึชวงการเริม่สรางดอก การเจรญิเตบิโตของดอก  และผลผลิต
ของดอกในลกัษณะของจาํนวนชอดอกตอตน

1.2.2.5   บันทึกการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานของหัวตลอดชวงพักตัว
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การทดลองที่ 2   การศึกษาลักษณะ

การศึกษาลักษณะของพืชทดลองแบงออกเปน 4 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและ
วิธีการดังนี้

การทดลองที่  2.1   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานของสวนประกอบของตนพชื ไดแก ราก หวั ใบ และ ดอก
โดยบนัทกึขอมลูดงักลาวจากตนพชืทดลอง 5 ตน ในระยะทีส่วนตาง ๆ ของตนเจรญิเตบิโตเตม็ทีแ่ลว

2.1.1 วัสดุและอุปกรณ
2.1.1.1 พืชทดลอง
     คัดเลือกตนพืชทดลองจากตนที่ เก็บรวบรวมไวในแปลง  

รวบรวมพันธุ โดยคัดตนที่มีขนาดและระยะของการเจริญเติบโตใกลเคียงกันมาปลูกเลี้ยงไวใน 
แปลงทดลอง 5 ตน

           2.1.1.2  อุปกรณ  ไดแก  มีดผาตัด  ปากคีบ ไมบรรทัด สมุด  ปากกา
ดินสอดํา และ กระดาษสําหรับวาดภาพ

2.1.2 วิธีการ
2.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองไดแกราก หัว ใบ ดอก และ ผล ในระยะที่ตนและดอกเจริญเติบโตเต็มที่ โดยบันทึก
ลักษณะจากตัวอยาง  5  ตน  พรอมทั้งวาดภาพ

2.1.2.2 บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้
2.1.2.2.1  หัว บันทึกจํานวนหัวตอตน และ บันทึกขนาดของ

หัวในลักษณะของเสนผาศูนยกลางหัว และ นบัจํานวนปลองของหัว
2.1.2.2.2  ใบ บันทึกจํานวนใบตอตนและวัดขนาดของใบที่ 3

นับจากโคนตน
 2.1.2.2.3 ชอดอก บันทึกขนาดของชอดอก และ จํานวนดอก
ตอชอ

       2.1.2.2.4 ดอก  บันทึกขนาดของดอก
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        2.1.2.2.5    ผล  บันทึกขนาดของผล

การทดลองที่  2.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา

                ศกึษากายวภิาควทิยาของเนือ้เยือ่ของอวยัวะท่ีเปนสวนประกอบของตนพชืทดลอง โดย
ศกึษาจากเนือ้เยือ่ทีต่ดัตามยาวและตามขวางของราก ลําตน ใบ ดอก และ ผล ตามวธีิการศกึษาเนือ้เยือ่
แบบ  paraffin embedding ของ Johansen  (1940)

                     2.2.1  วัสดุและอุปกรณ
2.2.1.1  เครื่องมือและอุปกรณ

2.2.1.1.1 เครือ่งตดัช้ินสวนพชืแบบลอหมนุ  (rotary-microtome)
2.2.1.1.2   กลองจุลทรรศนแบบ dissecting  microscope และ  

stereo-microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ
2.2.1.1.3 ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน  56  ° ซ
2.2.1.1.4   แผนใหความรอน (hot plate)
2.2.1.1.5   เครื่องอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน 40 ° ซ
2.2.1.1. 6 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5× 1.5 ลูกบาศกเซนตเิมตร

ที่ตมใหอ่ิมตัวในพาราฟน
2.2.1.1.7 แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด

(cover slip)
2.2.1.1.8 อุปกรณเครื่องแกวไดแก ขวดสําหรับใสชิ้นสวนพืช  

บีกเกอร และ ขวดยอมสี
2.2.1.1.9 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล พูกัน

ขนออน ปากคีบ และ ปายติดกาว
2.2.1.2  สารเคมี

2.2.1.2.1 น้ํ า ย า รัก ษ าสภาพเซลล  ( f i x a t i ve )  ไดแ ก
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

 2.2.1.2.2  น้าํยาทีใ่ชดงึน้าํออกจากเซลล (dehydrating solution)
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางที่  1

ตารางที่ 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละขั้นตอน

ขั้นตอน

ปริมาณแอลกอฮอล
ในน้ํายาที่ใชดึงน้ํา
ออกจากเซลล (%)

95 % ethyl
alcohol

(มล)

100 % ethyl
alcohol

         (มล)

TBA
      (มล)

น้ํากลั่น
(มล)

1 50 40 - 10 50
2 70 50 - 20 30
3 85 50 - 35 15
4 95 45 - 55 -
5 100 - 25 75 -

2.2.1.2.3  สารตวักลางทีใ่ชฝงเนือ้เยือ่  (embedding  media) ไดแก
Paraplast

2.2.1.2.4 น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)
เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของ

ไขขาว 1  มล
      น้ํากลั่น             49  มล

เมื่อจะใชนําน้ํายาเขมขนมาเจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากล่ันใหปริมาตร
รวมเปน 50 มล

2.2.1.2.5  สียอมเนื้อเยื่อ ใชสี Dalafield’s hematoxylin ซ่ึง
ประกอบดวยสวนผสมดังนี้

       aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]         400         มล
                  hematoxylin  (C16H14O6)                                 4         กรัม

                                          95 %  ethyl  alcohol                                       25        มล
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                                          methyl  alcohol                                             100       มล
                                          glycerol                                                         100       มล

2.2.1.2.6 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing  reagent) คือ
xylene

2.2.1.2.7 สารตั ว กลางสํ าห รับ ปด แ ผน ก ระจกสไลด
(mounting  media) คือ Canada  balsam

2.2.2 วิธีการ
การเตรียมสไลดถาวรของชิ้นสวนพืชมีขั้นตอนของวิธีการดังนี้

2.2.2.1 เกบ็ตวัอยางของราก  หวั   ใบ    ดอก และ ผล มาแชใน  FAA   
ที่บรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดดังกลาวไปใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อหลังจากนั้นนํามาเก็บไวที่อุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ชั่วโมง กอนนําไปผานขั้นตอน
ตอไป
  2.2.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยให
เนื้อเยื่อผานขั้นตอนของน้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50 เปอรเซ็นต (%) 
ไปจนถึงระดับ 100 % จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผาน 100 % TBA   ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย  TBA
และพาราฟนเหลวอัตราสวน 1:1 แลวนําเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปใน
เนื้อเยื่อ (infiltration)

2.2.2.3 ถายเนื้อ เยื่อ ลงไปในขวดแกวที่บ รรจุพาราฟนที่หลอม   
แลว  นําขวดแกวไปเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 56 °ซ  นานประมาณ 1 สัปดาห หรือมากกวา
จนกระทั่งพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มที่

2.2.2.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน  แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อให
อยูในตําแหนงและระนาบที่ตองการ

2.2.2.5  นาํแทงพาราฟนทีไ่ดไปตดัแตงใหเปนรปูสีเ่หล่ียมผืนผาใหชิน้สวน
พืชอยูตรงกลาง แลวนาํมาติดกับแทงไมจากนั้นนาํไปตัดดวยเครือ่งตดัเนือ้เยือ่แบบลอหมนุ โดยตดั
เนือ้เยือ่ตามยาวหรอืตามขวางใหหนา  13 – 15  ไมครอน

2.2.2.6 นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin ribbon) ติดลงบนแผนกระจก 
สไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลดจนแถบชิ้นสวนพืชแหงและติดกับ
แผนสไลด
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2.2.2.7 นําแผนกระจกสไลดที่ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไป
ยอมสี

2.2.2.8 ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช  Canada
balsam ยึด
                        2.2.2.9 เมื่อแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษา
เนื้อเยื่อใตกลองจุลทรรศน และบันทึกภาพ

      
             การทดลองที่ 2.3   การศึกษาเซลลวิทยา

     ศกึษาโครโมโซมจากเนือ้เยือ่ปลายรากของพชืทดลองดวยวธีิ Feulgen’s squash ทีด่ดัแปลงโดย
ดวงทพิย (2539)  และ ประภสัสร (2543)

      2.3.1 วัสดุและอุปกรณ
2.3.1.1 ปลายรากของพืชทดลอง
2.3.1.2   ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางราก
2.3.1.3   แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด
2.3.1.4   ปรอทวัดความรอน
2.3.1.5   อางควบคุมอุณหภูมิ
2.3.1.6 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก ปากคีบ  เข็มเขี่ย  กระบอกตวงสารเคมี  และ

น้ํายาเคลือบเล็บ
2.3.1.7 กลองจลุทรรศนชนดิ  compound  microscope และ photomicroscope
2.3.1.8 สารเคมี

2.3.1.8.1 สารเคมทีีใ่ชสําหรับหยดุวงชพีเซลล  (pre-treatment)
ไดแก  para-dichlorobenzene  (PDB)

2.3.1.8.2  สารเคมีที่ใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล
(fixative) คือ  95 % ethyl  alcohol และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3 : 1

2.3.1.8.3 สารเคมีที่ใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic
solution) คือ กรดไฮโดรคลอริก (HCl)  เขมขน  1  นอรมอล (N)

2.3.1.8.4    สีที่ใชยอมโครโมโซม คือ carbol  fuchsin
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2.3.2  วิธีการ
2.3.2.1 เตรยีมปลายรากโดยเลอืกรากทีง่อกใหม  และมคีวามยาวประมาณ

1  ซม  ตดัมาเฉพาะสวนปลายเพยีง  1-2  มลิลิเมตร (มม)  เกบ็ตวัอยางปลายรากในชวงเวลา  8.00 , 9.00,
10.00, 11.00 และ 12.00 น.

2.3.2.2 หยุดวงชีพเซลลโดยแชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา
1-3  ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิประมาณ  10 ° ซ    

2.3.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวย
น้ํากลั่น  แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที  จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น

2.3.2.4 ยอยแยกเซลลโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 5 นาท ี ทีอุ่ณหภมูิ
60  ° ซ  แลวจึงลางออกดวยน้ํากลั่น

2.3.2.5   ยอมเนือ้เยือ่ปลายรากใน carbol  fuchsin  แชไวนาน 1 คนื หลังจาก

นัน้คบีเนือ้เยือ่วางบนแผนกระจกสไลดแลวใชมดีผาตดัตดัเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 1 มม เขีย่สวนเกนิ
ทิง้ไป  หยดสลีงไปอกี  1 หยด  ใชเขม็เขีย่เคาะเนือ้เยือ่เบา  ๆเพือ่ใหเซลลกระจาย คบีเนือ้เยือ่สวนเกนิทิง้แลว
ปดแผนกระจกปดสไลดบนบรเิวณทีม่เีนือ้เยือ่ วางกระดาษซบับนแผนกระจกสไลดเพือ่ซับสทีีม่ากเกนิไป
ออก   กดนิว้หวัแมมอืลงไปเพือ่ใหเซลลกระจาย

2.3.2.6 นาํแผนกระจกสไลดไปศกึษาภายใตกลองจลุทรรศน โดยเลอืก
เซลลทีม่กีารแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี เมื่อไดเซลลที่
ตองการแลวกดแผนกระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายา
เคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลด
ไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจาํนวนโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนแลวบันทึกภาพตาม
ความจําเปน

การทดลองที่  2.4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม

ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลองโดยศึกษาจากใบและใชเอนไซม 3 ชนิด
คือ esterase (EST) โดยดัดแปลงวิธีการศึกษาจากวิธีของรัติกาล (2543) และ เอนไซม peroxidase
(POX) และ acid  phosphatase  (ACP) โดยดัดแปลงวิธีการศึกษาจากวิธีของพสุ (2546)
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2.4.1  วัสดุและอุปกรณ
2.4.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ

2.4.1.1.1 ใบพืชทดลองในระยะการเจริญเติบโต 2 ระยะ คือ
ใบที่ยังออนอยู และ ใบที่เจริญเติบโตเต็มที่

2.4.1.1.2 เครื่องทําความเย็น ตูเย็น และ ตูแชแข็งที่ปรับ
อุณหภูมิเปน -20° ซ

2.4.1.1.3 ชุดอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ slab gel
2.4.1.1.4 เครื่องจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500
2.4.1.1.5 เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได
2.4.1.1.6 เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง
2.4.1.1.7 เครือ่งวดัความเปนกรด-ดางของสารละลาย
2.4.1.1.8 โกรงบดตัวอยางพืช
2.4.1.1.9 ไมโครปเปต
2.4.1.1.10 หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล
2.4.1.1.11 ชุดอานเจล (visible light  transilluminator)
2.4.1.1.12 เครื่องแกว
2.4.1.1.13 หลอดใสสารปรบัปรมิาตรได   ขนาด  50  ไมโครลติร
2.4.1.1.14 อุปกรณอ่ืน ๆ  เชน  ถุงมือ  ปากคีบ กระดาษชั่งสาร

ชอนตักสาร พลาสติกใส  ถาดพลาสติก  กระดาษติดปาย  แผนอลูมิเนียมฟอยล กลองถายรูป
ฟลมถายรูป กลองโฟม ฯลฯ

2.4.1.2  สารเคมี
2.4.1.2.1     สารเคมทีีใ่ชเปนสวนประกอบของ extraction buffer คอื

0.2  M  Tris-HCl  pH  8.4
2.4.1.2.2 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ gel

2.4.1.2.2.1     30 % acrylamide stock solution (acrylation 
29.2 กรมั และ bis-acrylamide  0.8 กรมั ละลายในน้าํกล่ันใหไดปริมาณ 100  มลิลิกรมั เกบ็ไวในขวดสชีาที ่
4 ° ซ )

2.4.1.2.2.2    คือ 1.5 M  Tris-HCl  pH  8.8
2.4.1.2.2.3    10 % ammonium persulfate (APS) ที่

เตรยีมทนัทกีอนใช
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2.4.1.2.2.4 TEMED (N,N,N’,N’– tetramethyl
ethylenediamine)

2.4.1.2.2.5 น้ํากลั่น
2.4.1.2.3 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ  sample  buffer

 2.4.1.2.3.1 10 % glycerol
 2.4.1.2.3.2 0.5 % bromophenol  blue

2.4.1.2.4 สารเคมีที่ใชเปน  electrode   buffer pH 8.3
 2.4.1.2.4.1 Tris
 2.4.1.2.4.2 Glycine   

2.4.1.2.5 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม
2.4.1.2.5.1 0.1 M Tris-HCl pH 4.0

 2.4.1.2.5.2 3 - amino - 9 - ethylcarbazole
2.4.1.2.5.3 β - naphthol

 2.4.1.2.5.4 3 % H2O2

 2.4.1.2.5.5 0.2 M phosphate buffer pH 6.0
 2.4.1.2.5.6 fast  blue B - salt
 2.4.1.2.5.7 α - naphthyl  acetate
 2.4.1.2.5.8 0.05 M  acetate buffer  pH 5.0
 2.4.1.2.5.9 fast garnet GBC diasodium salt
 2.4.1.2.5.10 disodium α - naphthyl  phosphate

2.4.2  วิธีการ
     2.4.2.1   การสกัดเอนไซม

นําใบพืชทดลองในระยะการเจริญเติบโต 2 ระยะ คือใบที่ยัง
ออนอยูและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่มาทําความสะอาดดวยน้ํากลั่น แลวเช็ดใหแหง ชั่งใบใหได 
น้ําหนัก 1.0 กรัม หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรงที่แชเย็นจัดแลวบดตัวอยางจนละเอียด จากนั้นเติม
extraction buffer ตามสูตรของ Gottlieb (1981 อางโดย  Kuntapanom and Smitamana, 1997) 3 มล 
และ PVPP 0.05 กรัม แลวบดจนตัวอยางละลายเปนเนื้อเดียวกัน  เทสารของเหลวที่ไดใสลงใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มล แลวนําไปปนดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภมู ิ  2 ° ซ เปน
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เวลา  30  นาท ี ดดูสวนทีเ่ปนของเหลวใสใสหลอดทดลองอนัใหม แลวนาํไปเกบ็ไวทีอุ่ณหภมู ิ–20 °ซ
เพือ่นาํไปทาํ  polyacrylamide  gel  electrophoresis  ตอไป

2.4.2.2   การทาํ  polyacrylamide gel electrophoresis
ประกอบชุดแผนกระจกของ  Mini-Protean®  3  Cell   

Electrophoresis (Bio-Rad) เขาดวยกนั จากนัน้เตรยีมสารละลายของเจล 8.5 % สําหรับ separating gel 
โดยผสมสารจากสวนผสมทีแ่สดงไวในตารางที ่ 2

ตารางที ่ 2    สวนผสมของสารเคมใีนการเตรยีม separating gel (Kuntapanom and Smitamana , 1997)

               Stock  solution 8.5 %  Separating gel
                 น้ํากลั่น                         9.7       มล
                 1.0 M Tris pH 8.8                         5.0       มล
                 30% Acrylamide                         5.0       มล
                 10% APS             200.0       ไมโครลิตร
                 TEMED               10.0       ไมโครลิตร

เมื่อเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนําสารละลายมาเทลงระหวางแผนกระจกที่เตรียมไว
จากนั้นตอชุดอิเลคโตรโฟรีซีสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม  running  buffer  ลงใน  chamber  แลวหยอด
ตัวอยางที่ผสมกับ bromophenol blue ในอัตราสวน 15:1 ลงในชองของ stacking gel 20 ไมโครลิตร
ตอชอง โดยไมใหตัวอยางผสมปนกันในแตละชอง ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟเขากับเครื่องจาย
กระแสไฟฟา เปดสวิทชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร ปดเครื่องจาย
กระแสไฟ  เมื่อสีของ  bromophenol  blue  เคลื่อนที่มาถึงปลายลางของเจล จากนั้นนําแผนกระจก
ออกจาก  chamber  แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออกมาวางบนจานแกว  เพื่อยอมสีเอนไซม
ตอไป

2.4.2.3 การยอมสีเอนไซมในเจล
นําเจลที่ไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตาม

ระบบเอนไซม 3 ชนิด คือ ACP, EST  และ POX (ภาคผนวก)
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2.4.2.4   การบันทึกขอมูล
                 นําเจลที่ยอมสีมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี คํานวณคา

การเคลือ่นทีสั่มพทัธ (Rf) บนัทกึจาํนวนและรปูแบบการเกดิแถบส ี วาด schematic zymogarm บนัทกึ
การมแีละไมมแีถบสใีนตาํแหนงเดยีวกนั

การทดลองที่ 3   การผสมเกสร
       

ศึกษาความเปนไปไดของการผสมเกสรของพืชทดลองโดยการถายละอองเกสรดวยมือ
เพื่อใหเกิดการผสมเกสรในดอกเดียวกัน
 
 3.1  วัสดุและอุปกรณ

3.1.1  พืชทดลอง คือ ชางผสมโขลง
3.1.2 วัสดุที่ใช  ไดแก  ไมปลายแหลม  พูกัน  ดินสอ  แผนปายพลาสติก  ลวด

และ คลิบหนีบกระดาษ

3.2  วิธีการ
 3.2.1 การผสมเกสร

ทดลองผสมเกสรในชวงเวลาที่แตกตางกัน 8 ชวง คือ ผสมเกสรทุก ๆ  
1 ชั่วโมง  ต้ังแตเวลา 7.00 – 11.00 น. และ 17.00 – 19.00 น. วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  
กรรมวธีิละ 10 ซํ้า  ซํ้าละ 1 ดอก ผสมเกสรใหดอกทีบ่านได 2 วนั  โดยใชไมปลายแหลมที่สะอาดเขี่ย
เกสรตัวเพศผูออกมา แลวนําไปใสยอดเกสรเพศเมียซ่ึงเปนแองที่มีน้ําเมือกเหนียว ใสคลายแปงเปยก
แลวติดปายบันทึกขอมูลการผสม

การเคลื่อนที่สัมพัทธ
     ระยะการเคลื่อนที่ของแถบสี

  ระยะทางการเคลื่อนที่ของ marker dye
=
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3.2.2  การบันทึกขอมูล
บันทึกจํานวนดอกที่ผสมเกสร จํานวนที่ผสมติด และบันทึกขนาดของฝก 

ตั้งแตระยะติดฝกจนถึงระยะฝกแก
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