
บทท่ี 3
อุปกรณและวิธีการ

การทดลองที่ 1  การงอกของละอองเรณูฟรีเซีย
วัสดุและอุปกรณ

1. ละอองเรณูฟรีเซีย 6 สายพันธุ  คือ  Gompey, Suzy, Calimero, Smarty, Fidelio, Popey
2. พูกัน
3. แผนสไลด
4.    น้ําตาลซูโครส

       5.    หลอดแกว
       6.    กลองพลาสติก

7. กลองจุลทรรศนชนิด compound microscope
อาหารเหลวเลี้ยงละอองเกสร(อดิศร, 2539) ประกอบดวย

Stock  mineral  solution
H3BO3 0.10  g.
Ca NO3.7H2O 0.30  g.
MgSo4.7H2O 0.20  g.
KNO3 0.10  g.
น้ํา 100    ml.

Culture  solution
Stock  solution 1.0     ml.
น้ําตาลซูโครส
น้ํา 9.0     ml.

ในการศึกษานี้ไดมีการศึกษา
1. ชวงระยะการบานของดอก  ไดแก  1) ระยะดอกตูม

        2) ระยะดอกบาน 1 วัน
                          3) ระยะดอกบาน 2-3 วัน
2. ระยะเวลาในการเก็บละอองเรณูทุกๆ 1 ชั่วโมงตั้งแตเวลา  6.00 – 15.00 น.
3. ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่ 0, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.10, 0.50, 1.00, และ

1.50  g.   ตอ  culture  solution  10  ml.
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วิธีการทดลอง
1    เก็บละอองเรณู นํามาเคาะบนแผสไลด  หยด  culture  solution
2 นําแผนสไลดนั้นใสลงในกลองที่มีความชื้น แลวปดฝา ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนําแผน 

สไลดนั้นมาสองดูการงอกของละอองเรณูทุกๆ 30  นาที  ภายใตกลองจุลทรรศน  โดย
สุมนับจํานวนละอองเรณูในแตละแผนสไลด 5 ตําแหนง  ที่มีละอองเรณู ตั้งแต 20 อัน
ขึ้นไป  นําคาที่ไดมาคํานวนเปอรเซ็นตความงอกเฉลี่ย

ภาพ 3   ชวงระยะการบานของดอ
             ระยะดอกบาน 1 วัน(ข)   

การทดลองที่ 2  ความมีชีวิตของล
วัสดุและอุปกรณ

1.  ละอองเรณูฟรีเซีย
2.  พูกัน

              3.  สไลด
       4.  กระบอกตวงสาร ขนา
       5.  หลอดแกว
       6.  กลองพลาสติก
       7.  แทงแกวคนสาร
       8.  ตะปูที่เปนสนิม
       9.  บีกเกอรขนาด 100 m
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       10.  เครื่องทําความรอน
       11.  กระดาษกรอง
       12.  เครื่องชั่งสารทศนิยม 2 ตําแหง

13.  กลองจุลทรรศนชนิด compound microscope
       14.  สารเคมีที่ใชในการยอมสีละอองเรณู

14.1 สี คารมีน (carmine) 1-2 กรัม
14.2 กรดกลาเซียล อซิติก(Glacial  Acetic  acid) 50 มิลลิลิตร
14.3 น้ํากลั่น 50  มิลลิลิตร

การเตรียมสียอม
เตรียมโดย  นํากรดกลาเซียล อะซีติก(glacial acetic acid)  ตั้งไฟใหเดือด ใสสีคารมีน

(carmine)ใหละลายจนหมด  ใสตะปูที่เปนสนิม  แกวงสักครูเพื่อชวยใหสีเขมขึ้น ประมาณ 10 นาที
ยกลงจากเตาไฟ  ตั้งทิ้งไวใหอุน แลวจึงเติมน้ํากลั่นลงไป  คนใหสีละลายเขากัน เมื่อเย็นแลวกรอง
ใสขวดสีชาปดฝาเก็บในตูเย็น

2.1  การเลือกละอองเรณู
คัดเลือกจากดอกที่บาน 2-3 วัน  อับละอองเรณูเปดออกเห็นละอองเรณูสีเหลือง

2.2  การยอมสีละอองเรณู
ใชพูกันรวบรวมละอองเรณู  มาวางบนแผนสไลด ใชสียอมหยดลงบนละอองเรณู 1-2 หยด 

แลวนําแผนสไลดไปวางในกลองพลาสติกที่มีความชื้น ปดฝากลองพลาสติกปองกันลม เพื่อไมให
แผนสไลดแหง คอยสังเกตดูแผนสไลดเปนระยะ ถาแผนสไลดแหง หยดสียอมลงบนละอองเรณู  
ใหมีความเปยกชุมอยูตลอดเวลา  นําแผนสไลดมาตรวจสอบดูการติดสียอม  ละอองเรณูที่มีชีวิตอยู
ภายใตกลองจุลทรรศน  การติดสียอมสามารถเห็นสีชมพูเขมถึงแดง

2.3  การบันทึกขอมูล
บันทึกจํานวนเรณูที่ติดสียอม นําขอมูลคํานวนเปอรเซ็นตความมีชีวิตเฉลี่ย
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การทดลองที่ 3  การศึกษาโครโมโซมของฟรีเซีย
วัสดุและอุปกรณ

1.   ปลายรากฟรีเซีย
2.   จานแกว (petri-dish)
3.   กรรไกร
4.   ปากคีบ
5.   ขวดแกวขนาดเล็กมีจุกปดสําหรับใสเนื้อเยื่อ
6.   เ ข็มเขี่ย
7.   ปากคีบ
8.   หลอดหยด
9.   สไลดและแผนปดสไลด
10.  หลอดทดลอง
11.  น้ํายาทาเล็บชนิดใสสําหรับทาขอบแผนปดสไลด
12.  กระดาษทิชชู
13.  แผนปาย (label), ปากกา
14.  water bath
15.  กระดาษเช็ดเลนส
16.  immersion oil
17.  ฟลมสี เทอรโมมิเตอร
18.  กลองจุลทรรศน  พรอมอุปกรณการถายภาพ
19.  สารเคมีที่ใชศึกษาโครโมโซม

19.1. สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดการสรางเสนใย spindle (pre-treatment solution)
สารละลายอิ่มตัว para dichlorobenzene (PDB)

19.2 สารเคมีสําหรับหยุดทํางานของเซลลและรักษาสภาพเซลล (fixative solution) 
ประกอบดวย แอลกอฮอลบริสุทธิ์ และ กลาเซียลอซีติก ในอัตราสวน 3 : 1 โดยปริมาตร

19.3 สารเคมีสําหรับทําใหเซลลแยกออกจากกัน (hydrolytic solution) คือ กรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล (1N  HCl)
               19.4 สารเคมีที่ใชยอมสีโครโมโซม คือ carbol fuchsin
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วิธีการทดลอง
นําหัวพันธุฟรีเซีย  มาวางในรูบนแผนโฟมที่เจาะรูไว แลวนําแผนโฟมไปวางในกลอง

พลาสติกที่มีน้ําสูงประมาณ 2 นิ้ว  วางไวที่มีแสง รอจนรากงอกใหมีความยาว 1-3 ซม. ตัดปลายนํา
ไปใชศึกษาจํานวนโครโมโซม
 การเตรียมตัวอยางปลายรากฟรีเซีย

1. เตรียมปลายราก โดยตัดเฉพาะสวนปลายมีสีขาวขุนที่กําลังเจริญเติบโตยาว 0.5 ซม.
โดยเก็บในเวลา 9.30 น.

2. หยุดการเจริญของเสนใยสปนเดิลของเซลลโดยการแชปลายรากในสารละลาย para 
dichlorobenzene เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที

3. รักษาสภาพเซลล นํารากออกมาจากสารละลาย  para dichlorobenzene  ลางน้ําให
สะอาดดวยน้ํากลั่น  แลวนํารากไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที  จากนั้น
ลางรากดวยน้ํากลั่น

4. นํารากออกจากน้ํายารักษาสภาพเซลลมาลางดวยน้ํากลั่น แลวแชใน 1 N HCl ใน water
bath ที่อุณหภูมิ 60  ˚ซ นานประมาณ 5 นาที

5. นํารากออกจาก 1N HCl ลางดวยน้ํากลั่นใหสะอาด แลวนําไปยอมสี carbol fuchsion
ที่อุณหภูมิ 15-18 ˚ซ  นาน  24 ชม.

6. นําราก จากขอ 5 ใชเข็มเขี่ยตัดเอาเฉพาะสวนของปลายรากยาวประมาณ 1 มม. แลว
หยดสี  carbol fuchsion  1 หยด ตรงบริเวณที่ปลายราก ใชเข็มเขี่ยเคาะเนื้อเยื่อปลายราก
ใหแยกออกเปนชิ้นเล็กๆ ปดแผนสไลด ใชกระดาษซับวางบนแผนสไลด บริเวณที่ปด
แผนสไลด กดนิ้วบนกระดาษใหเซลลกระจาย และเปนการซับสีที่มากเกินไป

7. นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน เลือกเซลลที่มีการแบงนิวเคลียสในระยะ
เมตาเฟส โดยเลือกเซลลที่มีโครโมโซมกระจายไมทับกัน นับจํานวนโครโมโซม และ
ทําการบันทึกภาพ

การทดลองที่ 4  การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของฟรีเซีย
วัสดุและอุปกรณ

1. หัวพันธุฟรีเซีย 6 สายพันธุ คือ Suzy, Fidelio, Smarty, Popey, Gompey, Calimero
2. พูกัน
3. ผาตาขายบางสีขาว
4. แผนปาย
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5. แอลกอฮอล
6. กระบะเพาะ
7. วัสดุปลูกที่มีสวนผสมของ ขุยมะพราว  แกลบเผา  ดินรวน อัตราสวน 1 : 1 : 2
8. ถุงดําปลูก ขนาด 4 × 6 นิ้ว
9. ปุยออสโมโคทสูตร 14 : 14 : 14
10. ลวด
11. ปากคีบ
12. กาวดักแมลง
13. แผนผลาสติกสีเหลือง
14. คีมตัดลวด
15. ทราย
16. แกลบเผา
17. ขุยมะพราว

Gompey Smarty Fidelio

Calimero Suzy Popey

ภาพ 4   สายพันธุฟรีเซีย ที่ใชเปนพอแมพันธุ
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วิธีการทดลอง
1.1 การผสมพันธุ
การเตรียมดอกที่ใชเปนตนแม
 ดอกที่ใชเปนตนแมพันธุ คัดเลือกดอกที่สมบูรณ ใชคีมดึงเกสรตัวผูออกซ่ึงในแตละดอกมี
เกสรตัวผู 2-4 ดอก จากนั้นคลุมถุงตาขายบาง บนโครงลวดดัด ที่ครอบตนไว เพื่อปองกันไมใหดอก
ไดรับความเสียหายจากถุงที่ครอบ

ภาพ 5   ดอกตนแมพันธุที่ดึงเกสรตัวผูออก

การเตรียมดอกที่ใชเปนตนพอ
คลุมดอกดวยถุงตาขายบาง ขณะดอกที่ยังตูมอยู รอจนกวา อับละอองเรณูแตกออกเห็น

ละอองเรณูสีเหลือง

ภาพ 6   ลักษณะละอองเรณูที่ใชในการผสมพันธุ
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1.2 วิธีการผสมพันธุ
ใชพูกันรวบรวมละอองเรณูที่แกเต็มที่เวลาเก็บที่เหมาะสม 9.00 - 12.00 น.ใสในภาชนะ

แลวนําละอองไปแตะบนยอดเกสรตัวเมียที่พรอมรับการผสมโดยสังเกตุไดจากปลายยอดเกสรแยก
ออกเปนแฉก มี 3-4 แฉก และมีน้ําเหนียวใส หลังจากถายละอองเรณูแลวบันทึกคูผสมและวันที่ผสม 
พรอมกับใชถุงตาขายครอบไวเพื่อปองกันการผสมซ้ํา  หลังจากนั้น ประมาณ 7 วัน สังเกตดู ที่
บริเวณรังไขถามีการผสมเกิดขึ้น สวนของรังไขมีการขยายออกเปนฝก  หลังจากมีการถายละออง
เรณู  30- 45 วัน ฝกของฟรีเซีย เร่ิมเปลี่ยนจากสีเขียวมาเปนสีน้ําตาล จึงทําการเก็บฝกและนําเมล็ด
ไปเพาะตอไปได

ก          ข
ภาพ 7   ก) ขั้นตอนการถายละอองเรณู     ข) คลุมตนดวยตาขายขาวบางหลังจากถายละอองเรณู

1.3 การเพาะเมล็ด
นําเมล็ดที่เก็บมาเก็บไว ใหพนระยะพักตัว ประมาณ 1 เดือน โดยเก็บไวที่อุณหภูมิหอง มา

เพาะในกระบะเพาะเมล็ด โดยใชวัสดุทรายรอน  ขุยมะพราวรอน  แกลบเผา ในอัตราสวน 1 : 1 : 1 
ที่มีแสงแดดรําไร รดน้ําสม่ําเสมอ

1.4 การปลูกและการดูแลรักษา
เมื่อตนกลามีใบจริง 2-3 ใบ ยายลงถุงดํา ขนาด 4 × 6 นิ้ว โดยปลูกในวัสดุปลูกที่มี ขุย

มะพราว  แกลบเผา  ดินรวน ในอัตราสวน 1 : 1 : 2 ดูแลรดน้ําอยางสม่ําเสมอไมใหดินแหง ใหปุย
ออสโมโคท 14 : 14 : 14 และใชกาวดักจับแมลงที่อาจมารบกวนตนไม
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       ภาพ 8   ตนฟรีเซียปลูกลงถุง ขนาด 4 × 6 นิ้ว

1.5 การบันทึกขอมูล
1.5.1 จํานวนเมล็ดที่ได
1.5.2 ความงอกของเมล็ด
1.5.3 จํานวนดอก
1.5.4 ความยาวกานชอดอก
1.5.5 ระยะเวลาการบานของดอก
1.5.6 ลักษณะสีของกลีบดอก

เวลาดําเนินงานทดลอง
พฤศจิกายน 2545 – มีนาคม 2547

สถานที่ดําเนินการทดลอง
สถานีวิจัยโครงการหลวงอินทนนท(ขุนกลาง)  อําเภอจอมทอง  จังหวัดเชียงใหม
หองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม
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