
 
บทท่ี 3 

 

อุปกรณและวิธีการ 

 
 

การศึกษาลักษณะและการผสมพันธุกลวยไมดินวานจูงนางท่ีศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไคร
อันเนื่องมาจากพระราชดําริ แบงออกเปน  5  การทดลอง  คือ  การทดลองท่ี 1 การศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา การทดลองที่ 2 การศึกษาลักษณะทางกายวิภาคศาสตร การทดลองที่ 3 การศึกษา
โครโมโซม   การทดลองท่ี  4  การศึกษารูปแบบไอโซไซม   และ  การทดลองท่ี  5  การผสมพันธุ 

 
อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
   

การทดลองท่ี  1    การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา   
   

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของวานจูงนางนี้เปนการศึกษากับตนพืชท่ีเก็บรวบรวม
มาจากแหลงกระจายพันธุหลายแหลงท่ีมีนิเวศวิทยาแตกตางกัน ซ่ึงแหลงกระจายพันธุดังกลาวอยูใน
พื้นท่ีปาประเภทปาเต็งรัง และปาผสมผลัดใบ/ไผ  ในเขตพื้นท่ีศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไคร 
อันเนื่องมาจากพระราชดําริ ตําบลปาเม่ียง อําเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม  โดยพื้นท่ีดังกลาวมี
ความสูงอยูระหวาง  350-800  เมตร  เหนือระดับน้ําทะเล 

วานจูงนางท่ีเปนพืชทดลองมีท้ังหมดรวม 7 อีโคไทป ซ่ึงใหรหัสประจําอีโคไทปเปน 
Ec 01   Ec 02   Ec 03   Ec 04   Ec 05   Ec 06  และ Ec 07   ดังแสดงภาพของตนพืชในแตละอีโคไทป
ไวในภาพท่ี 1-7 

บันทึกขอมูลของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืชทดลองอันไดแก ราก 
หัว ใบ   และ ดอก  ในระยะท่ีสวนตาง ๆ  ของตนพืชเจริญเติบโตเต็มท่ีแลว 

 
1.1  วัสดุและอุปกรณ  

1.1.1  พืชทดลอง คือ ตนวานจูงนาง  7  อีโคไทป  ซ่ึงคัดเลือกจากตนพืชท่ีปลูกเล้ียงไว
ในแปลงรวบรวมพันธุอีโคไทปละ  5  ตน   ติดปายประจําตนในแตละรหัสเพื่อการบันทึกขอมูล 
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  1.1.2  อุปกรณ  ไดแก  ดินสอ  ปากกา  ไมบรรทัด  สมุด  กระดาษสําหรับวาดภาพ
สวนประกอบของตนพืช  พูกัน  สี  มีดผาตัด  ปากคีบ  เวอรเนียคาลิปเปอร  และกลองถายภาพ 

 
1.2  วิธีการ 

1.2.1  บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของพืชทดลอง ไดแก ราก
หัว ใบ ดอก และฝก  ในระยะท่ีสวนตาง ๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มที่  โดยบันทึกลักษณะดังกลาว
จากตนพืชอีโคไทปละ  5  ตน  พรอมท้ังวาดภาพเพื่อแสดงลักษณะทางพฤกษศาสตรโดยละเอียด 

1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี้ 
   1.2.2.1  ราก   จํานวนรากตอหัว  และขนาดเสนผาศูนยกลางของราก 
   1.2.2.2  หัว    จํานวนหัวตอกอ  จํานวนปลองตอหัว  ขนาดของหัวใหม ซ่ึง
เกิดข้ึนในปปจจุบัน ในลักษณะของความยาวของหัว และเสนผาศูนยกลางของหัว ซ่ึงวัดจากสวนท่ี
กวางท่ีสุดของหัว 
   1.2.2.3   ใบ     จํานวนใบตอตน  ความกวางของใบจากขอบใบดานหนึง่มายงั
ขอบใบอีกดานหนึ่งในตําแหนงท่ีกวางท่ีสุดของใบ  และ  ความยาวใบจากฐานใบถึงปลายใบ 
   1.2.2.4  ชอดอก  จํานวนชอดอกตอตน  ขนาดเสนผาศูนยกลางของชอดอก
และความยาวของกานชอดอก 
   1.2.2.5  ดอก  จํานวนดอกตอชอ  ความกวางและความยาวของดอก  ความ
กวางและความยาวของกลีบเล้ียง  กลีบดอก  และกลีบปาก  
   1.2.2.6   ฝก      จํานวนฝกตอชอ  ความกวางและความยาวของฝก 
                         
การทดลองท่ี 2    การศึกษาลักษณะทางกายวิภาคศาสตร   
 

การทดลองนี้เปนการศึกษาลักษณะทางกายวิภาคศาสตรของเนื้อเยื่อของอวัยวะตาง ๆ ท่ี
เปนสวนประกอบของตนพืชทดลอง โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามยาวและตัดตามขวางตามวิธี 
paraffin embedding  ท่ีเสนอไวโดย  Johansen (1940)   

 
2.1  วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1   พืชทดลอง 
 พืชทดลองคือวานจูงนาง  7  อีโคไทป  ดังระบุในขอ 1.1.1 
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2.1.2   เคร่ืองมือและอุปกรณ 
2.1.2.1    เคร่ืองดูดอากาศ 

   2.1.2.2    เคร่ืองตัดช้ินสวนพชืแบบลอหมุน  (rotary  microtome) 

   2.1.2.3   กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo micro-
scope  พรอมอุปกรณถายภาพ 
    2.1.2.4    ตูอบท่ีปรับอุณหภมิูเปน  56  องศาเซลเซียส (   ํซ ) 
   2.1.2.5    แผนใหความรอน (hot plate) 
   2.1.2.6    เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน  40   ํซ 
   2.1.2.7  แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีตมให 
อ่ิมตัวในพาราฟน   

 2.1.2.8    แผนกระจกสไลด  (slide)  และแผนกระจกปดสไลด (cover  slip) 
 2.1.2.9  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร กระบอก

ตวง  กรวยกรอง  และ  ขวดยอมสี 
 2.1.2.10        อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  กระดาษสําหรับพับกระทงเพื่อการฝงเนื้อเยื่อ

ในพาราฟน กระดาษกรอง ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกันขนออน มีดผาตัด ใบมีดโกน และ 
ปากคีบ 

2.1.3  สารเคมี 
   2.1.3.1   น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก  FAA (formalin-acetic  
acid-alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้ 

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

  
  2.1.3.2  น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) ประกอบดวย

สวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 
   2.1.3.3    สารตัวกลางท่ีใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก Paraplast 

  2.1.3.4   น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  เตรียมน้ํายา
เขมขนจากสวนผสมของ 
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ไขขาว  1   มล 
          น้ํากล่ัน             49   มล 
 

เม่ือจะใชจงึนําน้ํายาเขมขนมาเจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล  เติมน้ํากล่ันลง
ไปใหไดปริมาตรรวม เปน  50  มล 

 
ตารางท่ี 1   สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลลในแตละข้ันตอน 

ข้ันตอน 
ปริมาณ 

แอลกอฮอล 
(%) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

         (มล) 

tertiary butyl 
alcohol 

(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 - 

   

 2.1.3.5 สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบดวย 
สวนผสมดังนี้ 

 
       aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]     400    มล 
                       hematoxylin  (C16H14O6)                              4        กรัม 
       95%  ethyl  alcohol                                    25        มล 
                                             methyl  alcohol                                         100      มล 
                                             glycerol                                                     100        มล 
 
   2.1.3.6   น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent)  คือ  xylene 
   2.1.3.7     สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media)  คือ
Canada  balsam 
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2.2    วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี ้
2.2.1  เก็บตัวอยางของพืชทดลอง ซ่ึงเปนช้ินสวนของ  ราก  ลําตน  ใบ  ดอก  และ

ฝก นํามาแชในน้ํายา FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศ 
เพื่อไลฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง
กอนนําไปผานข้ันตอนตอไป 

2.2.2   นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผานข้ันตอน
ของนํ้ายาท่ีใชในการดึงน้ําออกจากเซลล เร่ิมจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายาท่ี 
50  เปอรเซ็นต (%)  ไปจนถึงระดับ 100 %  โดยท่ีแตละข้ันตอนใชเวลา  6-24 ช่ัวโมง  จากน้ัน 
นําเนื้อเยื่อไปผาน  TBA เขมขน 100 %  แลวตามดวยสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลวใน
อัตราสวน 1:1  ตอมานําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration) 

2.2.3  ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟน (Paraplast)  ท่ีหลอมแลว นําขวด
แกวเหลานั้นไปเก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ  56   ํซ  นานประมาณ 1 สัปดาห หรือมากกวา   จนกระท่ัง
พาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อจนเต็มท่ี 

2.2.4  นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูในตําแหนง
และระนาบท่ีตองการ  

2.2.5 นําแทงพาราฟนท่ีไดไปตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียมผืนผาโดยใหมีช้ินสวนพืช 
อยูตรงกลาง แลวนํามาติดกับแทงไม จากน้ันนําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน โดยตัด
เนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางใหหนา  13-15  ไมครอน 

2.2.6  นําแถบช้ินสวนพืช (paraffin ribbon)  ท่ีไดจากการตัดไปติดลงบนแผนกระจก 
สไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนพืชแหงและติดกับ
แผนสไลด 

2.2.7  นําแผนกระจกสไลดท่ีติดเนื้อเยื่อท่ีแหงสนิทแลวไปละลายพาราฟนออกดวย
xylene  แลวนําไปยอมสี 

2.2.8  ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada balsam ยึด 
2.2.9 เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อใตกลอง

จุลทรรศน และบันทึกภาพ 
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การทดลองท่ี 3    การศึกษาโครโมโซม 
 

การทดลองนี้เปนการศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของพืชทดลองดวยวิธี  Feulgen's 
squash  ซ่ึงดัดแปลงโดย ศลิษา (2549) 

 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 

3.1.1   วัสดุทดลอง 
ปลายรากพืชทดลอง  7  อีโคไทป  ดังระบุในขอ 1.1.1 

3.1.2   เคร่ืองมือและอุปกรณ 
    3.1.2.1   ขวดแกวขนาด  15  มล  สําหรับเก็บตัวอยางปลายรากพืช 
   3.1.2.2   แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด 
   3.1.2.3   ปรอทวัดความรอน 
   3.1.2.4   อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
   3.1.2.5  อุปกรณอ่ืน ๆ  ไดแก  ดินสอ  ปายติดกาว  ปากคีบ  เข็มเข่ีย  มีด
ผาตัด  กระดาษเยื่อ  กระดาษกรอง  กรวยกรอง  กระบอกตวงสารเคมี  หลอดทดลอง  หลอดดดู และ 
น้ํายาเคลือบเล็บ 
   3.1.2.6   กลองจุลทรรศนชนิด compound  microscope และ photomicroscope 
   3.1.2.7   สารเคมี 
    3.1.2.7.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment) ไดแก 
para-dichlorobenzene (PDB)           
    3.1.2.7.2 สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixtative) 
คือ  95 % ethyl  alcohol  และ  glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน  3:1 โดยปริมาตร 
    3.1.2.7.3 สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) 
คือ กรดไฮโดรคลอริก (HCl)  เขมขน 1 นอรมอล 
    3.1.2.7.4  สีท่ีใชยอมโครโมโซม  คือ สารละลายสี carbol  fuchsin 

 

3.2  วิธีการ 
3.2.1 เตรียมปลายรากของพืชทดลองโดยเลือกรากที่กําลังเจริญเติบโตซ่ึงบริเวณ

ปลายมีสีขาวขุน  ใชปลายรากท่ีงอกใหมและมีความยาวประมาณ  1 ซม   ตัดมาเฉพาะสวนปลาย
ของรากเพียง  1-2  มิลลิเมตร (มม)  โดยเก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา  11.00 น. 
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3.2.2  หยุดวงชีพเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา 1-6 ช่ัวโมง 
ท่ีอุณหภูมิประมาณ  10    ํซ 

3.2.3  นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน แลว
นําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน  5  นาที   ลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง 

3.2.4  ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการนําปลายรากไปแชในสารละลาย  HCl  เขมขน  
1  นอรมอล  นาน 1-5 นาที  ท่ีอุณหภูมิ  60   ํซ  แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

3.2.5  ยอมเนื้อเยื่อในสี carbol fuchsin  โดยแชเนื้อเยื่อไวในสีนาน 6-12 ช่ัวโมง
หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อออกวางบนแผนกระจกสไลด ใชมีดผาตัดตัดเฉพาะสวนปลายรากใหยาว
ประมาณ 1 มม  เข่ียสวนเกินท้ิงไป  หยดสี 1 หยด ลงไปบนเน้ือเยื่อราก  ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเบา ๆ 
เพื่อใหเซลลกระจาย  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงแลวปดแผนกระจกปดสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อวาง
กระดาษซับบนแผนกระจกสไลดเพื่อซับสีท่ีมากเกินไปออกพรอมท้ังกดน้ิวหัวแมมือลงไปบนแผน
กระจกสไลดเพื่อใหเซลลกระจาย 

3.2.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  โดยเลือกเซลลท่ีมีการ
แบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี สามารถนับจํานวนโครโมโซม
ไดอยางแมนยํา  เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกดแผนกระจกปดสไลดเบา ๆ  เพื่อใหเซลลแบน และอยูใน
ระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาท่ีบริเวณขอบแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง
นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลองจุลทรรศน เพื่อนับจํานวนโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศน
พรอมท้ังบันทึกภาพ 

 

การทดลองท่ี 4    การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 

การทดลองนี้เปนการศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลองจากเน้ือเยื่อของใบ โดยใช
เทคนิคโพลีอคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ศึกษากับระบบเอนไซม 4 ระบบ ไดแก  ACP,  EST,  
POX  และ  SOD  ตามวิธีการของ พสุ (2546)   สุทธินันท (2548)  และ ศลิษา และ คณะ (2548)  

 

4.1 วัสดุและอุปกรณ 
  4.1.1   ใบของพืชทดลองดังระบุในขอ 1.1.1 

4.1.2    เคร่ืองมือและอุปกรณ 
   4.1.2.1    กระติกน้ําแข็งสําหรับแชตัวอยางจากแปลงทดลอง 
   4.1.2.2    เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนิยม  2  ตําแหนง 
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   4.1.2.3    เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนิยม  4  ตําแหนง 
   4.1.2.4     ตูแชแข็งท่ีปรับอุณหภูมิเปน  -20    ํ ซ  และตูเย็น 
   4.1.2.5    ชุดอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ slab gel 
   4.1.2.6    เคร่ืองจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500 
   4.1.2.7   เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได  (refrigerated 
centrifuge) 
   4.1.2.8    เคร่ืองวัดความเปนกรด–ดางของสารละลาย (pH  meter) 
   4.1.2.9   โกรงบดตัวอยางพืช 
   4.1.2.10  ไมโครปเปต 
   4.1.2.11  หลอดใสสาร (Eppendorf  tube)   ขนาด 1.5  มล 
   4.1.2.12  ชุดอานเจล (visible light  transilluminator) 
   4.1.2.13  เคร่ืองแกว 
   4.1.2.14  หลอดใสสารท่ีปรับปริมาตรได (syringe)  ขนาด  50  ไมโครลิตร 
   4.1.2.15 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน  กลองโฟม  แผนอลูมิเนียมฟอยล  ถุงมือ
กรรไกร  ใบมีดโกน  กระดาษเยื่อ  กระดาษช่ังสาร ปากคีบ  ชอนตักสาร  ถุงพลาสติกใส  กลอง
พลาสติกสําหรับใสเจล   ถาดพลาสติก   กระดาษติดปาย   แผนพลาสติกใส   กระดาษ A 4  ไม
บรรทัด   ดินสอ   สมุดบันทึก   และกลองถายรูป 

4.1.3   สารเคมี 
   4.1.3.1   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ extraction buffer  

   4.1.3.1.1    0.2 M  tris-HCl  buffer   pH 7  ประมาณ  3 มิลลิลิตร (มล)  
   4.1.3.1.2   0.5 M  ethylene  diamine  tetraacetate (EDTA)  0.06 มล  
   4.1.3.1.3   polyvinylpyrolidone-10 (PVP-10)   0.5 กรัม  
   4.1.3.1.4   0.5 M  dithiothreitol (DTT)   0.12 มล    
   4.1.3.1.5   14.3 M  β-mercaptoethanol  (MSH)  21 ไมโครลิตร 

   4.1.3.2   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ gel 
   4.1.3.2.1   30 %  acrylamide  stock  solution  (acrylation  29.2  กรัม 

และ  bis-acrylamide  0.8  กรัม   ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร  100  มล   เก็บไวในขวดสีชาท่ี  4    ํซ) 
   4.1.3.2.2   1.5  M  tris-HCl   pH 8.8 
   4.1.3.2.3   1.5 %  ammonium  persulfate (APS)   เตรียมทันทีกอนใช 
   4.1.3.2.4   TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl  ethylene-diamine) 
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   4.1.3.2.5   น้ํากล่ัน 
4.1.3.3   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ  loading dye   

   4.1.3.3.1   10 %  glycerol   
   4.1.3.3.2   0.5 %  bromophenol  blue   
   4.1.3.3.3   0.1 M  tris buffer  pH 6.7 

4.1.3.4   สารเคมีท่ีใชเปน  running  buffer   
   4.1.3.4.1   tris 
   4.1.3.4.2   glycine    

เตรียมโดยใช  tris  3  กรัม และ glycine  14.4  กรัม  ละลาย
ในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 500 มล  pH 8.3 เม่ือจะใชจึงนําน้ํายาเขมขนมาเจือจางโดยใชน้ํายาเขมขน 
1  สวน ตอ น้ํากล่ัน  4  สวน 

4.1.3.5   สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม 
   4.1.3.5.1    0.1 M  tris-HCl   pH 4.0 
   4.1.3.5.2    3-amino-9-ethylcarbazole 
   4.1.3.5.3    β-naphthol 
   4.1.3.5.4    3 %  H2O2   

   4.1.3.5.5    acetone 
   4.1.3.5.6    0.2 M  phosphate  buffer   pH 6.0 
   4.1.3.5.7    fast  blue B-salt 
   4.1.3.5.8    α-naphthyl  acetate 
   4.1.3.5.9    ethanol 
   4.1.3.5.10  0.05 M  acetate  buffer   pH 4.8 

   4.1.3.5.11  fast  ganet  GBC  diasonium  salt 
   4.1.3.5.12  disodium  α-naphthyl  phosphate 

   4.1.3.5.13  0.05 M  sodium  phosphate  buffer   pH 7.5  
   4.1.3.5.14  nitro  blue  tetrazolium (NBT) 
   4.1.3.5.15  riboflavin 
   4.1.3.5.16  TEMED 
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4.2 วิธีการ 
4.2.1   การเตรียมตัวอยางพืชและการสกัดเอนไซม 

   นําใบของพืชทดลองมาทําความสะอาดดวยน้ํากล่ัน เช็ดใหแหง  ช่ังใบ
ตัวอยางละ 1.0 กรัม  หั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ใสลงในโกรงพรอมท้ังเทไนโตรเจนเหลวใสแลวบดตัวอยางจน
ละเอียดจากนั้นเติม extraction  buffer 3 มล  แลวบดจนตัวอยางละลายเปนเนื้อเดียวกัน เทสารของเหลว
ท่ีไดใสลงในหลอดทดลองขนาด  1.5  มล  แลวนําไปปนดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ  
2   ํซ เปนเวลา  30  นาที  ดูดสวนท่ีเปนของเหลวใส (supernatant)  ท่ีอยูดานบนใสหลอดทดลอง 
อันใหมนํามาเขาเคร่ืองเหวี่ยงอีกคร้ัง แลวดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสท่ีไดใสไวในหลอดทดลองอันใหม 
นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ  20    ํซ   เพื่อเตรียมนําไป ทํา  polyacrylamide  gel  electrophoresis  ตอไป 

4.2.2   การทํา  polyacrylamide  gel  electrophoresis   
   ประกอบชุดแผนกระจกของ Mini-Protean® 3 Cell  Electrophoresis (Bio-
Rad)  เขาดวยกัน จากนั้นเตรียมสารละลายของเจล 8.5 %   สําหรับ separating gel   โดยผสมสารจาก
สวนผสมท่ีแสดงไวในตารางท่ี 2         

 

 ตารางท่ี 2   สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel (สําหรับเจล 4 แผน ) 
           stock  solution 8.5 %  separating  gel  
                 น้ํากล่ัน                         9.04       มล 
                 1.0 M  tris  pH 8.8                         5.0         มล 
                  30%  acrylamide                           5.66       มล   
                  10%  APS               150.0       ไมโครลิตร 
                  TEMED               10.0       ไมโครลิตร 

 
   เม่ือเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวนําสารละลายมาเทลงระหวางแผน
กระจกที่เตรียมไว พรอมกับเสียบหวี  (comb) ท้ิงไวประมาณ 1 ช่ัวโมง เพื่อรอใหเจลเกิด  
polymerization  และเม่ือเจลแข็งตัวจึงดึงหวีเสียบออกเห็นเปนชอง (well)  สําหรับหยอดตัวอยาง 
จากนั้นตอชุดอิเล็คโทรโฟรีซีสท้ังหมดเขาดวยกัน  เติม running buffer ลงใน chamber แลวหยอด
ตัวอยางท่ีผสมกับ  loading dye  ในอัตราสวน  9:1  ลงในชองของเจล  โดยใชปริมาตร  20 ไมโครลิตร
ตอชอง ระวังไมใหตัวอยางผสมปนกันในแตละชอง ปดฝาครอบแลวตอข้ัวไฟเขากับเคร่ืองจาย
กระแสไฟฟา  เปดสวิทชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร  เม่ือสีของ loading dye 
เคล่ือนท่ีมาถึงปลายลางของเจล  โดยหางจากขอบลาง  2-3  มม   ปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา จากนั้น
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นําแผนกระจกออกจาก chamber แลวแกะเจลท่ีอยูระหวางแผนกระจกออกมาวางบนจานแกว 
เพื่อยอมสีเอนไซมตอไป 

4.2.3   การยอมสีเอนไซม 
   เตรียม staining solution ของเอนไซมตามระบบเอนไซม 4 ชนิด คือ  
ACP,  EST,  POX   และ SOD  (รายละเอียดของการเตรียมแสดงไวในภาคผนวก)  แลวเทลงบน
จานแกวท่ีมีเจลอยู  สําหรับกรรมวิธีของ ACP หลังจากท่ีเท  staining  solution  แลวนําไปเก็บไวใน
ที่มืดเปนเวลา  2-12  ช่ัวโมง  สวนกรรมวิธีของ  EST  และ POX  เก็บไวในท่ีมืดเปนเวลา 20-30 นาที
และกรรมวิธี  SOD เก็บไวในท่ีมืดท่ีมีอุณหภูมิ 37   ํซ  เปนเวลา 20 นาที  หลังจากนั้นนําออกมา
เปล่ียน  staining  solution  แลวเก็บไวในท่ีมีแสง  4-12  ช่ัวโมง 

4.2.4   การบันทึกขอมูล 
นําเจลที่ยอมสีแลวมาบันทึกคาการเคลื่อนที่ของแถบสี คํานวณคาการ

เคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rf)   บันทึกจํานวนและรูปแบบการเกิดแถบสี  วาด  schematic  zymogram  
บันทึกการมีและไมมีแถบสีในตําแหนงเดียวกัน  โดยคํานวณคาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธตามสมการ
ขางลางนี้  

 

 
           

 

   แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยาง หาคา
ความสัมพันธจากแถบสีดวย UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ  Jaccard’s similarity 
coefficient  โดยใชโปรแกรม  SPSS     
  
การทดลองท่ี 5   การผสมพันธุ 
         

ศึกษาความเปนไปไดของการผสมเกสรแบบผสมตัวเองและผสมขามอีโคไทปของ 
พืชทดลอง  โดยการถายละอองเกสรดวยมือในระยะท่ีดอกพรอมผสม  

 

5.1  วัสดุและอุปกรณ 
5.1.1    พืชทดลอง คือ วานจูงนาง  7  อีโคไทป   ดังระบุไวในขอ 1.1.1 
5.1.2  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการผสมเกสร ไดแก ไมผสมเกสร สมุด ดินสอ

เข็ม  ดาย  และแผนปายพลาสติก   

การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ        = 
        ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

ระยะทางการเคล่ือนท่ีของ marker  
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 5.2  วิธีการ 
5.2.1    การผสมเกสร 

 ทดลองผสมเกสรแบบผสมตัวเองและผสมขามอีโคไทปใหกับพืชทดลอง
โดยการถายละอองเกสรดวยมือในระยะท่ีดอกพรอมผสม  ผสมเกสรในชวงเวลาที่แตกตางกัน 
 8  ชวง  คือ ผสมเกสรทุก ๆ 1 ช่ัวโมง  ต้ังแตเวลา 7.00-11.00 น.  และ  17.00-19.00 น.  วางแผน 
การทดลองแบบสุมสมบูรณ กรรมวิธีละ 5 ซํ้า  ซํ้าละ 1 ดอก  โดยใชไมผสมเกสรเข่ียเกสรเพศผู 
ออกมาแลวนําไปใสยอดเกสรเพศเมียแลวติดปายบันทึกขอมูลการผสม 

5.2.2    การบันทึกขอมูล 
   บันทึกจํานวนดอกท่ีผสมติด  
 


