
บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการ

การศึกษาลักษณะของกลวยไมชางผสมโขลงที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่อง 
มาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1 การสํารวจและศึกษาการเจริญ
เติบโต การทดลองที ่ 2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และกายวิภาควิทยา การศึกษา 
เซลลวิทยา  และ รูปแบบไอโซไซม  และ การทดลองที่  3  การผสมเกสร

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดงัตอไปนี้

การทดลองที่  1   การสํารวจและการศึกษาการเจริญเติบโต
 

การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอยซ่ึงแตละการทดลองมีอุปกรณและวิธีการ 
ดังตอไปนี้

การทดลองที่  1.1   การสํารวจการกระจายพันธุของชางผสมโขลง

การศึกษาทดลองนี้เปนการสํารวจการกระจายพันธุของชางผสมโขลงโดยกําหนด
พื้นที่สํารวจเปนรัศมี 500 เมตร จากจุดที่พบวามีพืชทดลองเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติจุดแรก
ภายในศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจากพระราชดําริ อําเภอดอยสะเก็ด จังหวัด
เชียงใหม   ดังกลาวไวในบทที่ 1 พรอมทั้งบันทึกสภาพทางนิเวศวิทยาของพื้นที่เจริญเติบโต

1.1.1  วัสดุและอุปกรณ
อุปกรณในการสํารวจ คือ ปายชื่อ ไมบรรทัด ตลับเมตร กลองถายภาพ

พรอมฟลม  สมุดบันทึก  ดินสอ และ ยางลบ
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1.1.2  วิธีการ
สํารวจพืชทดลองในพื้นที่เปาหมาย เมื่อพบตนพืชจึงบันทึกขอมูลทาง 

นิเวศวิทยาของพื้นที่ที่พบวามีตนพืชทดลองเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ นับจํานวนตนที่พบ 
ในแตละจุดและติดปายเพื่อติดตามการเจริญเติบโต และการกระจายพันธุในปตอไป

การทดลองที่ 1.2   การศึกษาการเจริญเติบโตของพืชทดลอง

ศึกษาวงจรการเจริญเติบโตของพืชทดลองโดยบันทึกการเจริญเติบโตใน 1 วงจร
 คือ 1 ป ตั้งแตชวงเริ่มแทงชอดอกและบานดอก ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหม
ไปจนกระทั่งหัวใหมพักตัว

1.2.1 วัสดุและอุปกรณ
1.2.1.1  พืชทดลองคือ  ชางผสมโขลง  จํานวน 10 ตน

   1.2.1.2 อุปกรณในการศึกษาการเจริญเติบโต คอื ปายช่ือ ไมบรรทดั
เวอรเนยีคาลปิเปอร   กลองถายภาพพรอมฟลม  และ สมดุบนัทกึ

1.2.1.3 วัสดุปลูก ไดแก  ดิน และใบไมแหง อัตราสวน 2 : 1

1.2.2   วิธีการ
     1.2.2.1 ตดิตามการเจรญิเตบิโตของพชืทดลองจาก ระยะเริม่แทงชอดอก

และบานดอก  ชวงการเจริญเติบโตของใบและหัวใหมไปจนกระทั่งหัวใหมพักตัว
1.2.2.2   บนัทกึการเจรญิเตบิโตทางใบ  จาํนวนใบตอตน  และขนาดใบ
1.2.2.3 บันทึกการเจริญเติบโตของหัว จํานวนปลองตอหัว  และ

เสนผาศูนยกลางหัว
1.2.2.4 บันทึกการเจริญเติบโต ในชวงที่มีการเจริญเติบโตของดอก

สังเกตบรเิวณทีเ่กดิการสรางดอก  บนัทกึชวงการเริม่สรางดอก การเจรญิเตบิโตของดอก  และผลผลิต
ของดอกในลกัษณะของจาํนวนชอดอกตอตน

1.2.2.5   บันทึกการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานของหัวตลอดชวงพักตัว
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การทดลองที่ 2   การศึกษาลักษณะ

การศึกษาลักษณะของพืชทดลองแบงออกเปน 4 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและ
วิธีการดังนี้

การทดลองที่  2.1   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานของสวนประกอบของตนพชื ไดแก ราก หวั ใบ และ ดอก
โดยบนัทกึขอมลูดงักลาวจากตนพชืทดลอง 5 ตน ในระยะทีส่วนตาง ๆ ของตนเจรญิเตบิโตเตม็ทีแ่ลว

2.1.1 วัสดุและอุปกรณ
2.1.1.1 พืชทดลอง
     คัดเลือกตนพืชทดลองจากตนที่ เก็บรวบรวมไวในแปลง  

รวบรวมพันธุ โดยคัดตนที่มีขนาดและระยะของการเจริญเติบโตใกลเคียงกันมาปลูกเลี้ยงไวใน 
แปลงทดลอง 5 ตน

           2.1.1.2  อุปกรณ  ไดแก  มีดผาตัด  ปากคีบ ไมบรรทัด สมุด  ปากกา
ดินสอดํา และ กระดาษสําหรับวาดภาพ

2.1.2 วิธีการ
2.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองไดแกราก หัว ใบ ดอก และ ผล ในระยะที่ตนและดอกเจริญเติบโตเต็มที่ โดยบันทึก
ลักษณะจากตัวอยาง  5  ตน  พรอมทั้งวาดภาพ

2.1.2.2 บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้
2.1.2.2.1  หัว บันทึกจํานวนหัวตอตน และ บันทึกขนาดของ

หัวในลักษณะของเสนผาศูนยกลางหัว และ นบัจํานวนปลองของหัว
2.1.2.2.2  ใบ บันทึกจํานวนใบตอตนและวัดขนาดของใบที่ 3

นับจากโคนตน
 2.1.2.2.3 ชอดอก บันทึกขนาดของชอดอก และ จํานวนดอก
ตอชอ

       2.1.2.2.4 ดอก  บันทึกขนาดของดอก
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        2.1.2.2.5    ผล  บันทึกขนาดของผล

การทดลองที่  2.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา

                ศกึษากายวภิาควทิยาของเนือ้เยือ่ของอวยัวะท่ีเปนสวนประกอบของตนพชืทดลอง โดย
ศกึษาจากเนือ้เยือ่ทีต่ดัตามยาวและตามขวางของราก ลําตน 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 เครือ่งตดัช้ินสวนพชืแบบลอหมนุ  (rotary-microtome)
2.2.1.1.2   กลองจุลทรรศนแบบ dissecting  microscope และ  

stereo-microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ
2.2.1.1.3 ตูอบที่ปรับอุณหภูมิเปน  56  ° ซ
2.2.1.1.4   แผนใหความรอน (hot plate)
2.2.1.1.5   เครื่องอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิเปน 40 ° ซ
2.2.1.1. 6 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5× 1.5 ลูกบาศกเซนตเิมตร

ที่ตมใหอ่ิมตัวในพาราฟน
2.2.1.1.7 แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด

(cover slip)
2.2.1.1.8 อุปกรณเครื่องแกวไดแก ขวดสําหรับใสชิ้นสวนพืช  

บีกเกอร และ ขวดยอมสี
2.2.1.1.9 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล พูกัน

ขนออน ปากคีบ และ ปายติดกาว
2.2.1.2  สารเคมี

2.2.1.2.1 น้ํ า ย า รัก ษ าสภาพเซลล  ( f i x a t i ve )  ไดแ ก
FAA (formalin – acetic acid – alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้

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



22

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

 2.2.1.2.2  น้าํยาทีใ่ชดงึน้าํออกจากเซลล (dehydrating solution)
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางที่  1

ตารางที่ 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละขั้นตอน

ขั้นตอน

ปริมาณแอลกอฮอล
ในน้ํายาที่ใชดึงน้ํา
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  สารตวักลางทีใ่ชฝงเนือ้เยือ่  (embedding  media) ไดแก
Paraplast

2.2.1.2.4 น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)
เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของ

ไขขาว 1  มล
      น้ํากลั่น             49  มล

เมื่อจะใชนําน้ํายาเขมขนมาเจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากล่ันใหปริมาตร
รวมเปน 50 มล

2.2.1.2.5  สียอมเนื้อเยื่อ ใชสี Dalafield’s hematoxylin ซ่ึง
ประกอบดวยสวนผสมดังนี้

       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 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing  reagent) คือ
xylene

2.2.1.2.7 สารตั ว กลางสํ าห รับ ปด แ ผน ก ระจกสไลด
(mounting  media) คือ Canada  balsam

2.2.2 วิธีการ
การเตรียมสไลดถาวรของชิ้นสวนพืชมีขั้นตอนของวิธีการดังนี้

2.2.2.1 เกบ็ตวัอยางของราก  หวั   ใบ    ดอก และ ผล มาแชใน  FAA   
ที่บรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดดังกลาวไปใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อหลังจากนั้นนํามาเก็บไวที่อุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ชั่วโมง กอนนําไปผานขั้นตอน
ตอไป
  2.2.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยให
เนื้อเยื่อผานขั้นตอนของน้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50 เปอรเซ็นต (%) 
ไปจนถึงระดับ 100 % จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผาน 100 % TBA   ตามดวยน้ํายาที่ประกอบดวย  TBA
และพาราฟนเหลวอัตราสวน 1:1 แลวนําเนื้อเยื่อไปผานขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปใน
เนื้อเยื่อ (infiltration)

2.2.2.3 ถายเนื้อ เยื่อ ลงไปในขวดแกวที่บ รรจุพาราฟนที่หลอม   
แลว  นําขวดแกวไปเก็บไวในตูอบที่อุณหภูมิ 56 °ซ  นานประมาณ 1 สัปดาห หรือมากกวา
จนกระทั่งพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มที่

2.2.2.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน  แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อให
อยูในตําแหนงและระนาบที่ตองการ

2.2.2.5  นาํแทงพาราฟนทีไ่ดไปตดัแตงใหเปนรปูสีเ่หล่ียมผืนผาใหชิน้สวน
พืชอยูตรงกลาง แลวนาํมาติดกับแทงไมจากนั้นนาํไปตัดดวยเครือ่งตดัเนือ้เยือ่แบบลอหมนุ โดยตดั
เนือ้เยือ่ตามยาวหรอืตามขวางใหหนา  13 – 15  ไมครอน

2.2.2.6 นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin ribbon) ติดลงบนแผนกระจก 
สไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลดจนแถบชิ้นสวนพืชแหงและติดกับ
แผนสไลด
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2.2.2.7 นําแผนกระจกสไลดที่ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไป
ยอมสี

2.2.2.8 ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช  Canada
balsam ยึด
                        2.2.2.9 เมื่อแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษา
เนื้อเยื่อใตกลองจุลทรรศน และบันทึกภาพ

      
             การทดลองที่ 2.3   การศึกษาเซลลวิทยา

     ศกึษาโครโมโซมจากเนือ้เยือ่ปลายรากของพชืทดลองดวยวธีิ Feulgen’s squash ทีด่ดัแปลงโดย
ดวงทพิย (2539)  และ ประภสัสร (2543)

      2.3.1 วัสดุและอุปกรณ
2.3.1.1 ปลายรากของพืชทดลอง
2.3.1.2   ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางราก
2.3.1.3   แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด
2.3.1.4   ปรอทวัดความรอน
2.3.1.5   อางควบคุมอุณหภูมิ
2.3.1.6 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก ปากคีบ  เข็มเขี่ย  กระบอกตวงสารเคมี  และ

น้ํายาเคลือบเล็บ
2.3.1.7 กลองจลุทรรศนชนดิ  compound  microscope และ photomicroscope
2.3.1.8 สารเคมี

2.3.1.8.1 สารเคมทีีใ่ชสําหรับหยดุวงชพีเซลล  (pre-treatment)
ไดแก  para-dichlorobenzene  (PDB)

2.3.1.8.2  สารเคมีที่ใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล
(fixative) คือ  95 % ethyl  alcohol และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3 : 1

2.3.1.8.3 สารเคมีที่ใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic
solution) คือ กรดไฮโดรคลอริก (HCl)  เขมขน  1  นอรมอล (N)

2.3.1.8.4    สีที่ใชยอมโครโมโซม คือ carbol  fuchsin
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2.3.2  วิธีการ
2.3.2.1 เตรยีมปลายรากโดยเลอืกรากทีง่อกใหม  และมคีวามยาวประมาณ

1  ซม  ตดัมาเฉพาะสวนปลายเพยีง  1-2  มลิลิเมตร (มม)  เกบ็ตวัอยางปลายรากในชวงเวลา  8.00 , 9.00,
10.00, 11.00 และ 12.00 น.

2.3.2.2 หยุดวงชีพเซลลโดยแชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา
1-3  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 ยอยแยกเซลลโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 5 นาท ี ทีอุ่ณหภมูิ
60  ° ซ  แลวจึงลางออกดวยน้ํากลั่น

2.3.2.5   ยอมเนือ้เยือ่ปลายรากใน carbol  fuchsin  แชไวนาน 1 คนื หลังจาก

นัน้คบีเนือ้เยือ่วางบนแผนกระจกสไลดแลวใชมดีผาตดัตดัเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 1 มม เขีย่สวนเกนิ
ทิง้ไป  หยดสลีงไปอกี  1 หยด  ใชเขม็เขีย่เคาะเนือ้เยือ่เบา  ๆเพือ่ใหเซลลกระจาย คบีเนือ้เยือ่สวนเกนิทิง้แลว
ปดแผนกระจกปดสไลดบนบรเิวณทีม่เีนือ้เยือ่ วางกระดาษซบับนแผนกระจกสไลดเพือ่ซับสทีีม่ากเกนิไป
ออก   กดนิว้หวัแมมอืลงไปเพือ่ใหเซลลกระจาย

2.3.2.6 นาํแผนกระจกสไลดไปศกึษาภายใตกลองจลุทรรศน โดยเลอืก
เซลลทีม่กีารแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี เมื่อไดเซลลที่
ตองการแลวกดแผนกระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายา
เคลือบเล็บทาบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลด
ไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจาํนวนโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนแลวบันทึกภาพตาม
ความจําเปน

การทดลองที่  2.4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม

ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลองโดยศึกษาจากใบและใชเอนไซม 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
ใบที่ยังออนอยู และ ใบที่เจริญเติบโตเต็มที่

2.4.1.1.2 เครื่องทําความเย็น ตูเย็น และ ตูแชแข็งที่ปรับ
อุณหภูมิเปน -20° ซ

2.4.1.1.3 ชุดอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ slab gel
2.4.1.1.4 เครื่องจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500
2.4.1.1.5 เครื่องหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได
2.4.1.1.6 เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตําแหนง
2.4.1.1.7 เครือ่งวดัความเปนกรด-ดางของสารละลาย
2.4.1.1.8 โกรงบดตัวอยางพืช
2.4.1.1.9 ไมโครปเปต
2.4.1.1.10 หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล
2.4.1.1.11 ชุดอานเจล (visible light  transilluminator)
2.4.1.1.12 เครื่องแกว
2.4.1.1.13 หลอดใสสารปรบัปรมิาตรได   ขนาด  50  ไมโครลติร
2.4.1.1.14 อุปกรณอ่ืน ๆ  เชน  ถุงมือ  ปากคีบ กระดาษชั่งสาร

ชอนตักสาร พลาสติกใส  ถาดพลาสติก  กระดาษติดปาย  แผนอลูมิเนียมฟอยล กลองถายรูป
ฟลมถายรูป กลองโฟม ฯลฯ

2.4.1.2  สารเคมี
2.4.1.2.1     สารเคมทีีใ่ชเปนสวนประกอบของ extraction buffer คอื

0.2  M  Tris-HCl  pH  8.4
2.4.1.2.2 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ gel

2.4.1.2.2.1     30 % acrylamide stock solution (acrylation 
29.2 กรมั และ bis-acrylamide  0.8 กรมั ละลายในน้าํกล่ันใหไดปริมาณ 100  มลิลิกรมั เกบ็ไวในขวดสชีาที ่
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

เตรยีมทนัทกีอนใช
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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 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของ  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 สารเคมีที่ใชเปน  electrode   buffer pH 8.3
 2.4.1.2.4.1 Tris
 2.4.1.2.4.2 Glycine   

2.4.1.2.5 สารเคมีที่ใชยอมเอนไซม
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
ออนอยูและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่มาทําความสะอาดดวยน้ํากลั่น แลวเช็ดใหแหง ชั่งใบใหได 
น้ําหนัก 1.0 กรัม หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรงที่แชเย็นจัดแลวบดตัวอยางจนละเอียด จากนั้นเติม
extraction buffer ตามสูตรของ Gottlieb (1981 อางโดย  Kuntapanom and Smitamana, 1997) 3 มล 
และ PVPP 0.05 กรัม แลวบดจนตัวอยางละลายเปนเนื้อเดียวกัน  เทสารของเหลวที่ไดใสลงใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มล แลวนําไปปนดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภมู ิ  2 ° ซ เปน
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เวลา  30  นาท ี ดดูสวนทีเ่ปนของเหลวใสใสหลอดทดลองอนัใหม แลวนาํไปเกบ็ไวทีอุ่ณหภมู ิ–20 °ซ
เพือ่นาํไปทาํ  polyacrylamide  gel  electrophoresis  ตอไป

2.4.2.2   การทาํ  polyacrylamide gel electrophoresis
ประกอบชุดแผนกระจกของ  Mini-Protean®  3  Cell   

Electrophoresis (Bio-Rad) เขาดวยกนั จากนัน้เตรยีมสารละลายของเจล 8.5 % สําหรับ separating gel 
โดยผสมสารจากสวนผสมทีแ่สดงไวในตารางที ่ 2

ตารางที ่ 2    สวนผสมของสารเคมใีนการเตรยีม 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

เมื่อเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนําสารละลายมาเทลงระหวางแผนกระจกที่เตรียมไว
จากนั้นตอชุดอิเลคโตรโฟรีซีสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม  running  buffer  ลงใน  chamber  แลวหยอด
ตัวอยางที่ผสมกับ bromophenol blue ในอัตราสวน 15:1 ลงในชองของ stacking gel 20 ไมโครลิตร
ตอชอง โดยไมใหตัวอยางผสมปนกันในแตละชอง ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟเขากับเครื่องจาย
กระแสไฟฟา เปดสวิทชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร ปดเครื่องจาย
กระแสไฟ  เมื่อสีของ  bromophenol  blue  เคลื่อนที่มาถึงปลายลางของเจล จากนั้นนําแผนกระจก
ออกจาก  chamber  แลวแกะเจลที่อยูระหวางแผนกระจกออกมาวางบนจานแกว  เพื่อยอมสีเอนไซม
ตอไป

2.4.2.3 การยอมสีเอนไซมในเจล
นําเจลที่ไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตาม

ระบบเอนไซม 3 ชนิด คือ ACP, EST  และ POX (ภาคผนวก)
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2.4.2.4   การบันทึกขอมูล
                 นําเจลที่ยอมสีมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี คํานวณคา

การเคลือ่นทีสั่มพทัธ (Rf) บนัทกึจาํนวนและรปูแบบการเกดิแถบส ี วาด schematic zymogarm บนัทกึ
การมแีละไมมแีถบสใีนตาํแหนงเดยีวกนั

การทดลองที่ 3   การผสมเกสร
       

ศึกษาความเปนไปไดของการผสมเกสรของพืชทดลองโดยการถายละอองเกสรดวยมือ
เพื่อใหเกิดการผสมเกสรในดอกเดียวกัน
 
 3.1  วัสดุและอุปกรณ

3.1.1  พืชทดลอง คือ ชางผสมโขลง
3.1.2 วัสดุที่ใช  ไดแก  ไมปลายแหลม  พูกัน  ดินสอ  แผนปายพลาสติก  ลวด

และ คลิบหนีบกระดาษ

3.2  วิธีการ
 3.2.1 การผสมเกสร

ทดลองผสมเกสรในชวงเวลาที่แตกตางกัน 8 ชวง คือ ผสมเกสรทุก ๆ  
1 ชั่วโมง  ต้ังแตเวลา 7.00 – 11.00 น. และ 17.00 – 19.00 น. วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  
กรรมวธีิละ 10 ซํ้า  ซํ้าละ 1 ดอก ผสมเกสรใหดอกทีบ่านได 2 วนั  โดยใชไมปลายแหลมที่สะอาดเขี่ย
เกสรตัวเพศผูออกมา แลวนําไปใสยอดเกสรเพศเมียซ่ึงเปนแองที่มีน้ําเมือกเหนียว ใสคลายแปงเปยก
แลวติดปายบันทึกขอมูลการผสม

การเคลื่อนที่สัมพัทธ
     ระยะการเคลื่อนที่ของแถบสี

  ระยะทางการเคลื่อนที่ของ marker dye
=
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3.2.2  การบันทึกขอมูล
บันทึกจํานวนดอกที่ผสมเกสร จํานวนที่ผสมติด และบันทึกขนาดของฝก 

ตั้งแตระยะติดฝกจนถึงระยะฝกแก
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