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บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

การศึกษาลักษณะและการเพิ่มจํานวนโครโมโซมของกลวยไมเอ้ืองใบไผ แบงออกเปน 3 
การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 ศึกษาการเจริญเติบโตของตะเกียงในสภาพธรรมชาติ และการ
เจริญเติบโตของตนกลาในสภาพปลอดเช้ือ การทดลองท่ี 2 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา        
กายวิภาควิทยา และจํานวนโครโมโซม การทดลองท่ี 3 ศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมดวย
สารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเช้ือ  

 
อุปกรณและวธีิการทดลองมีดังตอไปนี ้

 
การทดลองท่ี 1 ศึกษาการเจริญเติบโตของตะเกียงในสภาพธรรมชาติและการเจริญเติบโตของตน
กลาในสภาพปลอดเชื้อ 
 การศึกษาการเจริญเติบโตของพืชทดลองแบงออกเปน 2 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและ
วิธีการดังนี้ คือ 
 
1.1 ศึกษาการเจริญเติบโตของตะเกียงในสภาพธรรมชาติ  
 1.1.1 วัสดุและอุปกรณ 

1.1.1 ตนเอ้ืองใบไผท่ีไดจากสวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิต์ิ โดยเก็บขอมูล
จากตัวอยางของพืชทดลองจํานวน 20 ตะเกียง   

1.1.2 อุปกรณในการบันทึกการเจริญเติบโต ไดแก สมุดบันทึก ไมบรรทัด ดินสอ ยางลบ 
กลองถายภาพดิจิตอล ปายช่ือ และกลองจุลทรรศน 

1.1.2 วิธีการทดลอง 
1.1.1 ติดตามการเจริญเติบโตของพืชทดลอง โดยบันทึกการเจริญเติบโตต้ังแตระยะแรก

ของการเกิดตะเกียงบนตนจนถึงระยะท่ีตะเกียงออกดอก 
1.1.2 บันทึกการเจริญของตนและใบในลักษณะความสูงตน จํานวนใบตอตน ความยาว  

และความกวางใบ 
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1.2 ศึกษาการเจริญเติบโตของตนกลาในสภาพปลอดเชื้อ  
1.2.1 วัสดุและอุปกรณ 

1.2.1.1 ฝกของเอ้ืองใบไผท่ีไดจาการผสมตัวเองมีอายุประมาณ 4 สัปดาห  
1.2.1.2 ตูกรองอากาศ (Air flow cabinet) 
1.2.1.3 ช้ันสําหรับวางขวดเล้ียงเนื้อเยื่อ 
1.2.1.4 เคร่ืองเขยา 
1.2.1.5 เคร่ืองช่ังชนิดละเอียด (analytical balance) 
1.2.1.6 เคร่ืองช่ังไฟฟา (electrical balance) 
1.2.1.7 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 
1.2.1.8 หมอนึ่งความดันไอ 
1.2.1.9 ขวดรูปชมพู ขนาด 25 50 125 และ 250 มิลลิลิตร 
1.2.1.10 ขวดปากกวางขนาดเสนผาศูนยกลาง 7.5 ซม สูง 12.5 เซนติเมตร 
1.2.1.11 ปเปต 
1.2.1.12 บีกเกอร 
1.2.1.13 กระบอกวัดปริมาตร 
1.2.1.14 กรวยแกว 
1.2.1.15 จานเพาะเช้ือ 
1.2.1.16 ชอนตักสาร 
1.2.1.17 ขวดใสสารละลายเขมขน 
1.2.1.18 วัสดุท่ีใชในตูกรองอากาศ ไดแก ดามมีดผาตัด เบอร 3 ใบมีดผาตัดเบอร 11      

ปากคีบ (forceps) ตะเกียงแอลกอฮอล แผนพลาสติก หลอดทดลอง  
1.2.1.19 วัสดุอ่ืนๆ เชน ยางรัด ไมขีดไฟ แผนปายเขียนกรรมวิธีและวนัท่ีทดลอง 

 1.2.2 สารเคมี 
1.2.2.1 สารท่ีใชทําความสะอาดและฆาเช้ือ  

1.2.2.1.1 เอทิลแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต 
 1.2.2.2 สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร 

1.2.2.2.1 เกลือใหธาตุอาหารหลักตางๆตามสูตร CMU 1 (ตารางภาคผนวกท่ี 1) 
1.2.2.2.2 เกลือใหธาตุอาหารรองตางๆตามสูตร CMU 1 (ตารางภาพปนวกท่ี 2) 
1.2.2.2.3 สารอินทรียตางๆตามสูตร CMU 1 (ตารางภาคผนวกท่ี 3) 
1.2.2.2.4 Ferrous sulphate 
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1.2.2.2.5 สารควบคุมการเจริญของพืช ไดแก napthalene acetic acid (NAA) และ           
6-benzyl amino purine (BAP)  

1.2.2.2.6 potassium hydroxide 1นอรมอล 
1.2.2.2.7 hydrochloric acid 1 นอรมอล 
1.2.2.2.8 น้ํากล่ัน 
1.2.2.2.9 น้ํามะพราว 
1.2.2.2.10 ผงวุน 
1.2.2.2.11 น้ําตาลซูโครส 

 
1.2.3 การเตรียมสารละลายเขมขน (Stock solution) 

1.2.3.1 เตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลักท่ีใชในสูตร CMU 1 ดัดแปลง
จากสูตร Vacin and Went (1949) โดยเตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของ
สารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 
มิลลิลิตร (ตารางภาคผนวกท่ี 1) 

1.2.3.2 เตรียมธาตุอาหารรองสูตร CMU 1 ดัดแปลงจากสูตรMurashige and Skoog 
(1962) โดยเตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของสารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 
100 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 มิลลิลิตร (ตารางภาคผนวกท่ี 2) 

1.2.3.3 เตรียมอินทรียสารสูตร CMU 1  เตรียมวิตามิน glycine และ myo-inositol โดย
เตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของสารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา 
และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 มิลลิลิตร (ตารางภาคผนวกท่ี 3) 

1.2.3.4 การเตรียมสารละลายเหล็กสูตร ในรูป FeNa2EDTA เตรียม FeNa2EDTA ใน
สูตรMS (1962) ซ่ึงประกอบดวย FeSO4.7H2O และ Na2EDTA.2H2O โดย
เตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของสารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา 
และปรับริมาตรสุดทายของแตละสวนเปน 500 มิลลิลิตร แลวนํามาผสมใน
ขวดเดียวกันเทลงในขวดสีชาหรือหุมขวดดวยกระดาษอะลูมิเนียมฟอยล     
ใหมิดชิดเพื่อปองกันแสง (ตารางภาคผนวกท่ี 4) 

1.2.3.5 การเตรียมสารกระตุนการเจริญเติบโต 
1.2.3.5.1 การเตรียม NAA โดยการช่ัง NAA 10 มิลลิกรัม ละลายดวย absolute ethanol 

เล็กนอย แลวปรับใหมีปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
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1.2.3.5.2 hgjhgjhgjghjการเตรียม BAP โดยการช่ัง BAP 22.5 มิลลิกรัม ละลายดวย 1 
นอรมอล KOH เล็กนอย แลวปรับใหมีปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํากล่ัน 

 
1.2.4 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง 

1.2.4.1 ใชปเปตดูดสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลักสูตร VW (1949) 250 
มิลลิลิตร ธาตุอาหารรองสูตร MS (1962) 50 มิลลิลิตร วิตามินสูตร MS (1962) 
50 มิลลิลิตร สารละลายเหล็กเขมขน 50 มิลลิลิตร และสารกระตุนการเจริญเติบโต 
NAA 2.5 มิลลิลิตร BA 1.25 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากันในขวดลูกชมพูขนาด 
1000 มิลลิลิตร 

1.2.4.2 ละลายน้ําตาล 100 กรัมดวยน้ํากล่ัน ผสมกับ น้ํามะพราว 500 มิลลิลิตร เทลงใน
ขวดผสมรวมกับสารละลายในขอ 1.2.4.1 และเติมน้ําใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

1.2.4.3 เทอาหารลงในหมอตมอาหาร นําไปวัดความเปนกรดเปนดางและปรับใหได 5.7  
1.2.4.4 เติมวุนลงในอาหาร40 กรัมใชแทงแกวคนใหเขากัน ใหวุนละลายจนหมด 
1.2.4.5 นําไปตนบนเตาแกสจนอาหารมีสีใส และวุนละลายจนหมด ประมาณ 5 – 10 

นาที  
1.2.4.6 บรรจุอาหารลงในขวดปากกวาง ขวดละ 25 มิลลิลิตร ตอขวด 
1.2.4.7 ปดปากขวดดวยพลาสติกใสและกระดาษสีขาวท่ีตัดเปนรูปส่ีเหล่ียมผืนผา แลว

รัดยางใหแนน 1 คร้ัง เขียนช่ือสูตรอาหารบนฝาปด 
1.2.4.8 นําอาหารไปนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ 120 ปอนด นาน 20 นาที ท้ิงไวให

เย็น นําไปจัดเรียงบนช้ันวาง 
 
1.2.5 วิธีการทดลอง 

1.2.5.1  นําฝกพืชทดลองท่ีมีอายุฝกหลังผสมประมาณ 4 สัปดาห มาทําความสะอาด
เบ้ืองตนดวยน้ํายาลางจาน และลางน้ําใหสะอาด ตัดแตงกาน ปลายฝก และ    
สันฝกออกแลวทําความสะอาดดวยเอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต จากนั้นใส
ฝกแชลงในขวดลูกชมพูท่ีมีสารฆาเช้ือคือ คลอร็อกซ 15 เปอรเซ็นตรวมกับ  
ทวิน 20 เขยา นาน 20 นาที ลางดวยน้ํากล่ัน 2 – 3 คร้ัง  

1.2.5.2 นําฝกท่ีทําการฟอกฆาเช้ือแลวยายลงในตูกรองอากาศ คีบฝกวางลงบนจานเพาะ
เช้ือท่ีมีแผนพลาสติกฆาเช้ือรองอยู ใชมีดผาตัดผาฝกออกตามแนวยาว โดยกรีด
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ระหวางแนวตะเข็บของฝก ใชปากคีบเหล็กคีบฝกใหอยูเหนือปากขวดและใช
ปลายมีดเข่ียเมล็ดลงบนอาหารสังเคราะหท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว  

1.2.5.3 นําขวดท่ีเพาะไปวางในสภาพมืดหรือคลุมดวยผาสีดําจนกวาเมล็ดเร่ิมงอกเปน   
โปรโตคอรมใชเวลานาน 45 วัน 

1.2.5.4 เม่ือเมล็ดเจริญเปนโปรโตคอรม นําขวดออกมาไวในสภาพใหแสงเปนเวลา 16 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 ±1 องศาเซลเซียส 

1.2.5.5 หลังจากโปรโตคอรมเจริญเปนตนออนมีใบจริง 1 – 2 ใบ จึงยายลงในอาหาร
ใหมสูตรเดียวกัน โดยเติมสารกระตุนการเจริญเติบโต ไดแก สารกระตุนการเกิด
ราก คือ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตรและสารกระตุนการเกิดยอด คือ 
BAP ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหารสังเคราะห สังเกตและ
บันทึกผลขอมูลการเจริญเติบโตทุกเดือน 

 
การทดลองท่ี 2 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา กายวิภาควิทยา และจํานวนโครโมโซม 

การศึกษาลักษณะของพืชทดลอง แบงออกเปน 3 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและวิธีการ
ดังนี้ 

 
การทดลองท่ี 2.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนเอ้ืองใบไผ ไดแก ตน ใบ ดอก 
ราก และฝก โดยบันทึกขอมูลดังกลาวจากตนพืชทดลองท่ีไดจากแหลงเดียวกันจํานวน 10 ตน      
ในระยะท่ีสวนตางๆของตนเจริญเติบโตเต็มท่ีแลว 

 
2.1.1 วัสดุและอุปกรณ  

2.1.1.1 ตนเอ้ืองไผท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยสุมเก็บตัวอยางจํานวน 10 ตน 
2.1.1.2 อุปกรณ ไดแก ไมบรรทัด สมุด ดินสอ มีดผาตัด และปากคีบ 
2.1.1.3 อุปกรณบันทึกภาพ กลองดิจิตอล 
2.1.1.4 กลองสองช้ินสวนพืชแบบหยาบ 

2.1.2 วิธีการทดลอง 
2.1.2.1    บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของเอ้ืองใบไผ ไดแก ลําตน  

ใบ ดอก ราก และฝก ในระยะท่ีสวนตางๆของพืชเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยบันทึก
ลักษณะกรรมวิธีละ 10 ตน  
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2.1.2.2    บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของเอ้ืองไผ ดังนี้ 
2.1.2.2.1 วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของตนและหัว นับจํานวนปลองของหัว   
2.1.2.2.2 ใบ นับจํานวนใบตอตน ความกวางและความยาวใบ 
2.1.2.2.3 ชอดอก วัดขนาดของชอดอกและนับจํานวนดอกตอชอ  
2.1.2.2.4 ดอก วัดขนาดความกวางและความยาวดอก บันทึกสีดอก 
2.1.2.2.5 ฝก วัดขนาดความกวางและความยาวของฝก  

  
การทดลองท่ี 2.2 การศึกษาลักษณะกายวิภาควิทยา  
 ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาจากเนื้อเยื่อของเอ้ืองใบไผ ไดแก ยอด ลําตน ใบ ดอก ราก 
และฝก โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว และศึกษากายวิภาค
วิทยาการแทงชอดอกของตะเกียงท่ีมีจํานวนใบ 6 7 8 9 และ 10 ใบ ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ 
paraffin embedding ตามวิธีการของ Johansen (1940) 
 2.2.1 วัสดุและอุปกรณ  

2.2.1.1 ช้ินสวนของเอ้ืองไผ ไดแก ยอด ลําตน ใบ ดอก ราก และฝก 
2.2.1.2 ช้ินสวนตะเกียงท่ีมีจํานวนใบ 6 7 8 9 และ 10 ใบ 

 2.2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
2.2.2.1 เคร่ืองตัดช้ืนสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome) 
2.2.2.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo microscope พรอม

อุปกรณถายภาพ 
2.2.2.3 ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56 ± 2 องศาเซลเซียส 
2.2.2.4 แผนใหความรอน (hot plate) 
2.2.2.5 เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40 องศาเซลเซียส 
2.2.2.6 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5 × 1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีตมใหอ่ิมตัวใน

พาราฟน 
2.2.2.7 แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด (cover slip)  
2.2.2.8 อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร และขวดยอมสี 
2.2.2.9 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกันขนออน มีดผาตัด และ

ปากคีบ 
 2.2.3 สารเคมี 

2.2.3.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative) (ตารางภาคผนวกท่ี 5) 
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2.2.3.2 น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) (ตารางภาคผนวกท่ี 6) 
2.2.3.3 สารตัวกลางท่ีใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก paraplast 
2.2.3.4 น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) (ตารางภาคผนวกท่ี 7) 
2.2.3.5 สียอมเน้ือเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin  
2.2.3.6 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ ไซลีน (xyline) 
2.2.3.7 สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) คือ Canada balsam 

โดยใชไซลีนเปนตัวทําละลายเพ่ือใหเกิดความเหลวมากยิ่งข้ึน 
    
2.2.4 วิธีการทดลอง 

การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี้ 
2.2.4.1 เก็บตัวอยางของใบ ลําตน ดอก รากและฝก มาแชในสารละลาย FAA ท่ีบรรจุอยู

ในขวดแกวขนาด 15 มิลลิลิตร เขียนปายช่ือและวันท่ีเก็บตัวอยาง แลวนําขวด
ดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพ่ือไลฟองอากาศออกจากเน้ือเยื่อ หลังจากนั้น
นํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานประมาณ 7 วัน กอนนําไปผานข้ันตอนตอไป  

2.2.4.2 นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผานข้ันตอนของ
น้ํายา จากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50 70 85 95 ไปจนถึง
ระดับ 100 เปอรเซ็นต แตละข้ันตอนใชเวลา 1 วัน ยกเวนแอลกอฮอลใช
เวลานาน 3 วัน จากน้ันนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอน 100 เปอรเซ็นต ของ TBA 
นาน 1 วัน ตามดวยน้ํายาท่ีประกอบดวยสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลว
ในอัตราสวน 1:1 นาน 1 วัน เทสารท่ีมีสวนผสมของ TBA และพาราฟนออกจน
หมด จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ 
(infiltration) 

2.2.4.3 เทพาราฟนเหลวท่ีอบไวในตูท่ีต้ังอุณหภูมิเปน 56 ± 2 องศาเซลเซียส ลงในขวด
แกวท่ีมีช้ินสวนพืชจากข้ันตอนท่ี 2.2.4.2 นําขวดแกวท่ีบรรจุช้ืนสวนพืชใน
พาราฟนเหลวไปเก็บไวในตูควบคุมอุณหภูมิ นาน ประมาณ 1 สัปดาห หรือ
มากกวานั้นจนกระท่ังพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

2.2.4.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงดวยพาราฟนท่ีบรรจุในกระดาษพับเปนรูปกระบะส่ีเหล่ียม แลว
จัดเนื้อเยื่อใหอยูในตําแหนงและระนาบที่ตองการ โดยไลฟองอากาศภายใน
กระบะออกใหหมด รอจนกระท่ังพาราฟนแหงและแข็งตัวดี 
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2.2.4.5 นําแทงพาราฟนท่ีไดไปตัดแตงใหเปนรูส่ีเหล่ียมตามขนาดความยาวของเนื้อเยื่อ 
ใหมีช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง แลวนํามาติดกับแทงไม จากนั้นนําไปตัดดวยเคร่ือง
ตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน โดยตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางหนาประมาณ 13-
15 ไมครอน 

2.2.4.6 นําแถบช้ินสวนพืช (paraffin ribbon) มาติดลงแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายึด
เนื้อเยื่อ วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลด และซับน้ํายายึดเนื้อเยื่อออกใหหมด   
จนแถบช้ินสวนพืชแหงและติดกับแผนสไลด ท้ิงไวนาน 3 วัน 

2.2.4.7 นําแผนกระจกสไลดท่ีมีแถบช้ินสวนพืชติดอยูมาผานข้ันตอนการลาง ละลาย
พาราฟนออกจากเนื้อเยื่อดวยน้ํายาท่ีมีสวนผสมของไซลีน และแอลกอฮอลตาม
ระดับความเขมขนของแอลกอฮอลจาก 50 เปอรเซ็นต ไปจนถึง 100 เปอรเซ็นต 
ในแตละข้ันตอนใชเวลา  3-5 นาที  พรอมกับผานข้ันตอนการยอมดวยสี 
Delafield’s hematoxylin เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปผานข้ันตอนของการ
ลางทําความสะอาดแผนกระจกสไลดอีกคร้ังเพื่อใหเนื้อเยื่อสะอาดมากข้ึน ต้ังท้ิง
ไวใหแหงและเก็บในกลองท่ีแหงสนิทและใสสารดูดความช้ืนปองกันการข้ึนรา 
เก็บไวนานไมเกิน 3 เดือน 

2.2.4.8 นําแผนกระจกสไลดท่ียอมสีแลว มาตรวจสอบสภาพเนื้อเยื่อภายใตกลอง
จุลทรรศนเพื่อใหไดเนื้อเยื่อท่ีมีความชัดเจนทุกสวน กอนนํามาทําความสะอาด
ดวยแอลกอฮอล 70 % รวมกับการเช็ดดวยไซลีนและปดกระจกสไลดดวย 
Canada balsam 1-2 หยด ลงบนแผนกระจกสไลด เพื่อยึดแผนกระจกปดสไลด
ทํา เปนสไลดถาวร ต้ังท้ิงไวใหแหงวางบนพื้นท่ีราบปองกันการไหลเล่ือนของ
แผนปดกระจกสไลด 

2.2.4.9 เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อภายใต
กลองจุลทรรศน และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพดิจิตอลยี่หอ Olympus ใช
กําลังขยาย 4 10 และ 100 เทา 

 
การทดลองท่ี 2.3 การศึกษาจํานวนโครโมโซม 

ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของเอ้ืองใบไผดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลง
โดยดวงทิพย (2539) และ ประภัสสร (2543)  
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2.3.1 วัสดุและอุปกรณ 
2.3.1.1 ปลายรากของเอ้ืองใบไผยาว 3-5 มิลลิเมตร 
2.3.1.2 ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
2.3.1.3 แผนกระจกสไลดและแผนกระจกปดสไลด 
2.3.1.4 ปรอทวัดความรอน 
2.3.1.5 อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
2.3.1.6 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก มีดผาตัด ปากคีบ เข็มเข่ีย กระบอกตวงสารเคมี น้ํายาเคลือบ

เล็บ กระดาษซับสี นาฬิกาจับเวลา 
2.3.1.7 กลองจุลทรรศนชนิด compound microscope และ photomicroscope 

2.3.2 สารเคมี 
2.3.2.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment) ไดแกสารละลายอ่ิมตัวของ  

(PDB) คือ PDB 500 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร วางบนเคร่ืองทํา
ความรอนจนเกิดการหลอมเหลว  

2.3.2.2 สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixative) คือ 95 เปอรเซ็นต       
เอทธิลแอลกอฮอล และกรดอะซีติกเขมขนในอัตราสวน 3:1 

2.3.2.3 สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ กรดไฮโดรคลอริค 
เขมขน 1 นอรมอล 

2.3.2.4 สารเคมีท่ีใชสําหรับการเก็บปลายรากท่ีผานข้ันตอนการหยุดวงชีพเซลลแตยังไม
ผานกรรมวิธีการยอยแยกเซลล คือ เอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 

2.3.2.5 สีท่ีใชยอมโครโมโซม คือ carbon fuchsin ท่ีเตรียมเปนสารละลายแลวบรรจุใน
ขวดสีชาและเก็บไวในตูเย็น 

 
2.3.2 วิธีการทดลอง 

2.3.2.1 เตรียมปลายราก โดยเลือกรากท่ีกําลังเจริญเติบโตซ่ึงบริเวณปลายมีสีขาวขุน ใช
ปลายรากท่ีงอกใหมและมีความยาว 0.5 เซนติเมตร ตัดเฉพาะสวนปลาย 1 - 2 
มิลลิเมตร เก็บตัวอยางปลายรากในเวลา 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 และ12.00 น. 

2.3.2.2 นําปลายรากมาหยุดวงชีพเซลล โดยแชปลายรากในสารละลาย PDB เปน
เวลานาน 1 3 5 และ 7 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

2.3.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง แลว
นําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที ลางดวยน้ํากล่ันอีก 3 คร้ัง 
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2.3.2.4 ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากในกรดไฮโดรคลอริคเขมขน 1 นอรมอล 
นาน 3 - 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

2.3.2.5 ยอมเน้ือเยื่อปลายรากในสียอม carbol fucshin แชไวนาน 30 นาที 1 และ 2 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางลงบนแผนกระจกสไลดแลวใชมีดผาตัดตัด
เอาเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 1 มิลลิเมตร เข่ียสวนเกินท้ิงไป หยดสี 1 หยด
ตรงบริเวณปลายราก ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเบาๆ เพื่อใหเซลลกระจาย คีบ
เนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงไปแลวปดกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ วาง
กระดาษซับบนแผนกระจกสไลดและ กดนิ้วหัวแมมือลงเพื่อใหเซลลกระจายซับ
สีสวนเกินออก และเคาะดวยปลายดามดินสอเบาๆเพื่อไลฟองอากาศออกจนหมด 

2.3.2.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลลท่ีมีการแบง
นิวเคลียสในระยะเมตาเฟตและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดีมากกวา 10 
เซลล สามารถนับจํานวนโครโมโซมไดแมนยํา เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกด
แผนกระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบนราบ และอยูในระนาบเดียวกัน ผ่ึงลม
ท้ิงไวระวังอยาใหอากาศเขา ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบนแผนกระจกปดสไลดเพื่อ
ปองกันไมใหเซลลแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศน 
เพื่อนับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภาพ 

 
การทดลองท่ี 3 ศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมดวยสารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเชื้อ 
 ศึกษาเทคนิคและวิธีการชักนําใหเกิดการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมของพืชทดลองดวย
สารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเช้ือ  

 
3.1 วัสดุและอุปกรณ 

3.1.1  พืชทดลอง คือ โปรโตคอรมของกลวยไมเอ้ืองใบไผท่ีไดจากการเล้ียงในสภาพ 
ปลอดเช้ือ เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1.2 

3.1.2  ขวดแกวลูกชมพูขนาด  25 50 125 และ 250 มิลลิลิตร  
3.1.3  กระบอกตวงขนาด 10 50 100 และ 250 มิลลิลิตร 
3.1.4  อาหารสังเคราะหสูตร CMU 1 เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1.2 
3.1.5  แผนกระดาษปดขวดแกว แผนพลาสติกใส ยางรัด  
3.1.6  เคร่ืองเขยาความเร็ว 100 รอบตอนาที 
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3.1.7 ปากคีบเหล็ก เข็มเข่ีย ใบมีดผาตัด ดามมีดผาตัด จานแกว หลอดทดลอง หลอดหยด 
ตะเกียงแอลกอฮอล ไมขีดไฟ ชอนเหล็กดามยาว และแผนปายเขียนกรรมวิธีและ
วันท่ีทดลอง  

3.1.8  น้ํากล่ัน 
3.1.9  หมอนึ่งความดันไอสําหรับฆาเช้ืออาหาร 
3.1.10  ผาขาวบางท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 

3.2 สารเคมี 
3.2.1 สารโคลชิซิน 0.25 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 25 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมสารละลาย

เขมขน 1 เปอรเซ็นต  
3.2.2 สารเคมีในธาตุอาหารหลักจากสูตร Vacin and Went (1949) ธาตุอาหารรองและ

วิตามินจากสูตร Murashige and Skoog (1962) 
3.2.3 น้ํามะพราวน้ําหอมท่ีผานการกรองดวยแผนกรอง 
3.2.4 คลอร็อกซ 15 เปอรเซ็นต 
3.2.5 ทวีน 20 

   
3.3 การเตรียมกรรมวิธีการทดลอง 

3.3.1  การเตรียมโปรโตคอรม โดยนําฝกกลวยไมเอ้ืองใบไผท่ีมีอายุประมาณ 30วันหลัง
ผสมมาเพาะลงในอาหารที่เตรียมในขอ 1.2.4 หลังเพาะเมล็ดนานประมาณ 2 เดือน 
เมล็ดเร่ิมเปล่ียนแปลงเปนโปรโตคอรมท่ีมีสีเขียวขนาดความยาว 2 - 3 มิลลิเมตร 
ท้ังหมดมี 5 กรรมวิธีๆละ 300 โปรโตคอรม ใชโปรโตคอรมท้ังหมด 1500 โปรโต-
คอรม 

3.3.2 การเตรียมปริมาตรของอาหารท้ังหมด โดยใชขวดแกวรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร 
บรรจุอาหารสังเคราะหรวมกับสารละลายโคลชิซิน 10 มิลลิลิตร ท้ังหมดมี 5 
กรรมวิธีๆ ละ 20 ซํ้าใชอาหารทั้งหมด 1000 มิลลิลิตร 

3.3.3 การเตรียมสารละลายโคลชิซินเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยการช่ังสารโคลชิซินชนิด
ผง 0.25 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน และปรับใหไดปริมาตรสุดทาย 25 มิลลิลิตร 

3.3.4 การเตรียมอาหารสังเคราะหรวมกับสารละลายโคลชิซิน โดยการใสอาหาร
สังเคราะหรวมกับปริมาตรของสารละลายโคลชิซิน 0 1 2 3 6 และ 12 มิลลิลิตร 
และปรับ ปริมาตรดวยอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง CMU 1 ใหไดปริมาตรสุดทาย 
10 มิลลิลิตร ในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร และปดดวยแผนพลาสติก   
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รัดยางใหแนน นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที ต้ังท้ิงไวจนเย็นกอนนําไปใช 

 
3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 ใชชอนดามยาวตักโปรโตคอรมท่ีไดจากข้ันตอนการเตรียมโปรโตคอรมออกจาก
ขวดภายใตตูกรองอากาศ และซับใหแหงดวยผาขาวบางที่นึ่งฆาเช้ือแลว จากน้ัน
ยายลงในอาหารเหลวสังเคราะหสูตรดัดแปลง CMU 1 ท่ีเติมสารละลายโคลชิซิน 
ความเขมขน 0 0.01 0.025 0.05 และ 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ปดฝาขวดดวยแผน
พลาสติกใส รัดยางใหแนน นําไปวางบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 100 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 วัน 

3.4.2 เม่ือครบ 10 วัน ทําการเปล่ียนยายโปรโตคอรมลงในอาหารใหมท่ีไมเติมโคลชิซิน 
โดยใชชอนดามยาวตักโปรโตคอรมใสลงในขวดท่ีมีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ และลางให
สะอาด 3 คร้ัง และซับดวยผาขาวบางจนแหง ใชปากคีบดามยาวคีบโปรโตคอรมลง
ในขวดปากกวางท่ีบรรจุอาหารแข็งสังเคราะหสูตรดัดแปลง CMU 1 และปดปาก
ขวดดวยแผนพลาสติกใส รัดยางใหแนน นําไปวางในสภาพใหแสง 16 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส 

3.4.3 เปล่ียนอาหารทุกๆ 1 เดือน พรอมกับการบันทึก ความสูงตน จํานวนใบ ความยาว
ใบ จํานวนราก ความยาวราก และอัตราการรอดของโปรโตคอรม 

3.4.4 ยายโปรโตคอรมท่ีเจริญเปนลักษณะตนออนท่ีมีสีเขียวลงในสูตรอาหารชักนําให
เกิดรากและยอด ดวยการเติม NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิลกรัมตอลิตร และ BAP 
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร 

3.4.5 หลังจากตนออนมีใบจริง 3 - 4 ใบแลว จึงยายออกปลูก เม่ือตนเจริญเติบโต
สมบูรณ เต็มท่ีและออกหนอใหม นําปลายรากของหนอใหมมาหาจํานวน
โครโมโซมตามวิธีการเหมือนกับการทดลองท่ี 2.3 เพื่อเปรียบเทียบจํานวน
โครโมโซมของตนปกติและตนท่ีมีจํานวนโครโมโซมเพิ่มข้ึน 

 


