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บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

การศึกษาลักษณะและการเพิ่มจํานวนโครโมโซมของกลวยไมเอ้ืองใบไผ แบงออกเปน 3 
การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 ศึกษาการเจริญเติบโตของตะเกียงในสภาพธรรมชาติ และการ
เจริญเติบโตของตนกลาในสภาพปลอดเช้ือ การทดลองท่ี 2 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา        
กายวิภาควิทยา และจํานวนโครโมโซม การทดลองท่ี 3 ศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมดวย
สารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเช้ือ  

 
อุปกรณและวธีิการทดลองมีดังตอไปนี ้

 
การทดลองท่ี 1 ศึกษาการเจริญเติบโตของตะเกียงในสภาพธรรมชาติและการเจริญเติบโตของตน
กลาในสภาพปลอดเชื้อ 
 การศึกษาการเจริญเติบโตของพืชทดลองแบงออกเปน 2 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและ
วิธีการดังนี้ คือ 
 
1.1 ศึกษาการเจริญเติบโตของตะเกียงในสภาพธรรมชาติ  
 1.1.1 วัสดุและอุปกรณ 

1.1.1 ตนเอ้ืองใบไผท่ีไดจากสวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิต์ิ โดยเก็บขอมูล
จากตัวอยางของพืชทดลองจํานวน 20 ตะเกียง   

1.1.2 อุปกรณในการบันทึกการเจริญเติบโต ไดแก สมุดบันทึก ไมบรรทัด ดินสอ ยางลบ 
กลองถายภาพดิจิตอล ปายช่ือ และกลองจุลทรรศน 

1.1.2 วิธีการทดลอง 
1.1.1 ติดตามการเจริญเติบโตของพืชทดลอง โดยบันทึกการเจริญเติบโตต้ังแตระยะแรก

ของการเกิดตะเกียงบนตนจนถึงระยะท่ีตะเกียงออกดอก 
1.1.2 บันทึกการเจริญของตนและใบในลักษณะความสูงตน จํานวนใบตอตน ความยาว  

และความกวางใบ 
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1.2 ศึกษาการเจริญเติบโตของตนกลาในสภาพปลอดเชื้อ  
1.2.1 วัสดุและอุปกรณ 

1.2.1.1 ฝกของเอ้ืองใบไผท่ีไดจาการผสมตัวเองมีอายุประมาณ 4 สัปดาห  
1.2.1.2 ตูกรองอากาศ (Air flow cabinet) 
1.2.1.3 ช้ันสําหรับวางขวดเล้ียงเนื้อเยื่อ 
1.2.1.4 เคร่ืองเขยา 
1.2.1.5 เคร่ืองช่ังชนิดละเอียด (analytical balance) 
1.2.1.6 เคร่ืองช่ังไฟฟา (electrical balance) 
1.2.1.7 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 
1.2.1.8 หมอนึ่งความดันไอ 
1.2.1.9 ขวดรูปชมพู ขนาด 25 50 125 และ 250 มิลลิลิตร 
1.2.1.10 ขวดปากกวางขนาดเสนผาศูนยกลาง 7.5 ซม สูง 12.5 เซนติเมตร 
1.2.1.11 ปเปต 
1.2.1.12 บีกเกอร 
1.2.1.13 กระบอกวัดปริมาตร 
1.2.1.14 กรวยแกว 
1.2.1.15 จานเพาะเช้ือ 
1.2.1.16 ชอนตักสาร 
1.2.1.17 ขวดใสสารละลายเขมขน 
1.2.1.18 วัสดุท่ีใชในตูกรองอากาศ ไดแก ดามมีดผาตัด เบอร 3 ใบมีดผาตัดเบอร 11      

ปากคีบ (forceps) ตะเกียงแอลกอฮอล แผนพลาสติก หลอดทดลอง  
1.2.1.19 วัสดุอ่ืนๆ เชน ยางรัด ไมขีดไฟ แผนปายเขียนกรรมวิธีและวนัท่ีทดลอง 

 1.2.2 สารเคมี 
1.2.2.1 สารท่ีใชทําความสะอาดและฆาเช้ือ  

1.2.2.1.1 เอทิลแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต 
 1.2.2.2 สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร 

1.2.2.2.1 เกลือใหธาตุอาหารหลักตางๆตามสูตร CMU 1 (ตารางภาคผนวกท่ี 1) 
1.2.2.2.2 เกลือใหธาตุอาหารรองตางๆตามสูตร CMU 1 (ตารางภาพปนวกท่ี 2) 
1.2.2.2.3 สารอินทรียตางๆตามสูตร CMU 1 (ตารางภาคผนวกท่ี 3) 
1.2.2.2.4 Ferrous sulphate 
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1.2.2.2.5 สารควบคุมการเจริญของพืช ไดแก napthalene acetic acid (NAA) และ           
6-benzyl amino purine (BAP)  

1.2.2.2.6 potassium hydroxide 1นอรมอล 
1.2.2.2.7 hydrochloric acid 1 นอรมอล 
1.2.2.2.8 น้ํากล่ัน 
1.2.2.2.9 น้ํามะพราว 
1.2.2.2.10 ผงวุน 
1.2.2.2.11 น้ําตาลซูโครส 

 
1.2.3 การเตรียมสารละลายเขมขน (Stock solution) 

1.2.3.1 เตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลักท่ีใชในสูตร CMU 1 ดัดแปลง
จากสูตร Vacin and Went (1949) โดยเตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของ
สารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 
มิลลิลิตร (ตารางภาคผนวกท่ี 1) 

1.2.3.2 เตรียมธาตุอาหารรองสูตร CMU 1 ดัดแปลงจากสูตรMurashige and Skoog 
(1962) โดยเตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของสารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 
100 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 มิลลิลิตร (ตารางภาคผนวกท่ี 2) 

1.2.3.3 เตรียมอินทรียสารสูตร CMU 1  เตรียมวิตามิน glycine และ myo-inositol โดย
เตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของสารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา 
และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 มิลลิลิตร (ตารางภาคผนวกท่ี 3) 

1.2.3.4 การเตรียมสารละลายเหล็กสูตร ในรูป FeNa2EDTA เตรียม FeNa2EDTA ใน
สูตรMS (1962) ซ่ึงประกอบดวย FeSO4.7H2O และ Na2EDTA.2H2O โดย
เตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมของสารใหสูงกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา 
และปรับริมาตรสุดทายของแตละสวนเปน 500 มิลลิลิตร แลวนํามาผสมใน
ขวดเดียวกันเทลงในขวดสีชาหรือหุมขวดดวยกระดาษอะลูมิเนียมฟอยล     
ใหมิดชิดเพื่อปองกันแสง (ตารางภาคผนวกท่ี 4) 

1.2.3.5 การเตรียมสารกระตุนการเจริญเติบโต 
1.2.3.5.1 การเตรียม NAA โดยการช่ัง NAA 10 มิลลิกรัม ละลายดวย absolute ethanol 

เล็กนอย แลวปรับใหมีปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
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1.2.3.5.2 hgjhgjhgjghjการเตรียม BAP โดยการช่ัง BAP 22.5 มิลลิกรัม ละลายดวย 1 
นอรมอล KOH เล็กนอย แลวปรับใหมีปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํากล่ัน 

 
1.2.4 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง 

1.2.4.1 ใชปเปตดูดสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลักสูตร VW (1949) 250 
มิลลิลิตร ธาตุอาหารรองสูตร MS (1962) 50 มิลลิลิตร วิตามินสูตร MS (1962) 
50 มิลลิลิตร สารละลายเหล็กเขมขน 50 มิลลิลิตร และสารกระตุนการเจริญเติบโต 
NAA 2.5 มิลลิลิตร BA 1.25 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากันในขวดลูกชมพูขนาด 
1000 มิลลิลิตร 

1.2.4.2 ละลายน้ําตาล 100 กรัมดวยน้ํากล่ัน ผสมกับ น้ํามะพราว 500 มิลลิลิตร เทลงใน
ขวดผสมรวมกับสารละลายในขอ 1.2.4.1 และเติมน้ําใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

1.2.4.3 เทอาหารลงในหมอตมอาหาร นําไปวัดความเปนกรดเปนดางและปรับใหได 5.7  
1.2.4.4 เติมวุนลงในอาหาร40 กรัมใชแทงแกวคนใหเขากัน ใหวุนละลายจนหมด 
1.2.4.5 นําไปตนบนเตาแกสจนอาหารมีสีใส และวุนละลายจนหมด ประมาณ 5 – 10 

นาที  
1.2.4.6 บรรจุอาหารลงในขวดปากกวาง ขวดละ 25 มิลลิลิตร ตอขวด 
1.2.4.7 ปดปากขวดดวยพลาสติกใสและกระดาษสีขาวท่ีตัดเปนรูปส่ีเหล่ียมผืนผา แลว

รัดยางใหแนน 1 คร้ัง เขียนช่ือสูตรอาหารบนฝาปด 
1.2.4.8 นําอาหารไปนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ 120 ปอนด นาน 20 นาที ท้ิงไวให

เย็น นําไปจัดเรียงบนช้ันวาง 
 
1.2.5 วิธีการทดลอง 

1.2.5.1  นําฝกพืชทดลองท่ีมีอายุฝกหลังผสมประมาณ 4 สัปดาห มาทําความสะอาด
เบ้ืองตนดวยน้ํายาลางจาน และลางน้ําใหสะอาด ตัดแตงกาน ปลายฝก และ    
สันฝกออกแลวทําความสะอาดดวยเอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต จากนั้นใส
ฝกแชลงในขวดลูกชมพูท่ีมีสารฆาเช้ือคือ คลอร็อกซ 15 เปอรเซ็นตรวมกับ  
ทวิน 20 เขยา นาน 20 นาที ลางดวยน้ํากล่ัน 2 – 3 คร้ัง  

1.2.5.2 นําฝกท่ีทําการฟอกฆาเช้ือแลวยายลงในตูกรองอากาศ คีบฝกวางลงบนจานเพาะ
เช้ือท่ีมีแผนพลาสติกฆาเช้ือรองอยู ใชมีดผาตัดผาฝกออกตามแนวยาว โดยกรีด
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ระหวางแนวตะเข็บของฝก ใชปากคีบเหล็กคีบฝกใหอยูเหนือปากขวดและใช
ปลายมีดเข่ียเมล็ดลงบนอาหารสังเคราะหท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว  

1.2.5.3 นําขวดท่ีเพาะไปวางในสภาพมืดหรือคลุมดวยผาสีดําจนกวาเมล็ดเร่ิมงอกเปน   
โปรโตคอรมใชเวลานาน 45 วัน 

1.2.5.4 เม่ือเมล็ดเจริญเปนโปรโตคอรม นําขวดออกมาไวในสภาพใหแสงเปนเวลา 16 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 ±1 องศาเซลเซียส 

1.2.5.5 หลังจากโปรโตคอรมเจริญเปนตนออนมีใบจริง 1 – 2 ใบ จึงยายลงในอาหาร
ใหมสูตรเดียวกัน โดยเติมสารกระตุนการเจริญเติบโต ไดแก สารกระตุนการเกิด
ราก คือ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตรและสารกระตุนการเกิดยอด คือ 
BAP ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหารสังเคราะห สังเกตและ
บันทึกผลขอมูลการเจริญเติบโตทุกเดือน 

 
การทดลองท่ี 2 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา กายวิภาควิทยา และจํานวนโครโมโซม 

การศึกษาลักษณะของพืชทดลอง แบงออกเปน 3 การทดลองยอย โดยมีอุปกรณและวิธีการ
ดังนี้ 

 
การทดลองท่ี 2.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนเอ้ืองใบไผ ไดแก ตน ใบ ดอก 
ราก และฝก โดยบันทึกขอมูลดังกลาวจากตนพืชทดลองท่ีไดจากแหลงเดียวกันจํานวน 10 ตน      
ในระยะท่ีสวนตางๆของตนเจริญเติบโตเต็มท่ีแลว 

 
2.1.1 วัสดุและอุปกรณ  

2.1.1.1 ตนเอ้ืองไผท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยสุมเก็บตัวอยางจํานวน 10 ตน 
2.1.1.2 อุปกรณ ไดแก ไมบรรทัด สมุด ดินสอ มีดผาตัด และปากคีบ 
2.1.1.3 อุปกรณบันทึกภาพ กลองดิจิตอล 
2.1.1.4 กลองสองช้ินสวนพืชแบบหยาบ 

2.1.2 วิธีการทดลอง 
2.1.2.1    บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของเอ้ืองใบไผ ไดแก ลําตน  

ใบ ดอก ราก และฝก ในระยะท่ีสวนตางๆของพืชเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยบันทึก
ลักษณะกรรมวิธีละ 10 ตน  
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2.1.2.2    บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของเอ้ืองไผ ดังนี้ 
2.1.2.2.1 วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของตนและหัว นับจํานวนปลองของหัว   
2.1.2.2.2 ใบ นับจํานวนใบตอตน ความกวางและความยาวใบ 
2.1.2.2.3 ชอดอก วัดขนาดของชอดอกและนับจํานวนดอกตอชอ  
2.1.2.2.4 ดอก วัดขนาดความกวางและความยาวดอก บันทึกสีดอก 
2.1.2.2.5 ฝก วัดขนาดความกวางและความยาวของฝก  

  
การทดลองท่ี 2.2 การศึกษาลักษณะกายวิภาควิทยา  
 ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาจากเนื้อเยื่อของเอ้ืองใบไผ ไดแก ยอด ลําตน ใบ ดอก ราก 
และฝก โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว และศึกษากายวิภาค
วิทยาการแทงชอดอกของตะเกียงท่ีมีจํานวนใบ 6 7 8 9 และ 10 ใบ ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ 
paraffin embedding ตามวิธีการของ Johansen (1940) 
 2.2.1 วัสดุและอุปกรณ  

2.2.1.1 ช้ินสวนของเอ้ืองไผ ไดแก ยอด ลําตน ใบ ดอก ราก และฝก 
2.2.1.2 ช้ินสวนตะเกียงท่ีมีจํานวนใบ 6 7 8 9 และ 10 ใบ 

 2.2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
2.2.2.1 เคร่ืองตัดช้ืนสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome) 
2.2.2.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo microscope พรอม

อุปกรณถายภาพ 
2.2.2.3 ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56 ± 2 องศาเซลเซียส 
2.2.2.4 แผนใหความรอน (hot plate) 
2.2.2.5 เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40 องศาเซลเซียส 
2.2.2.6 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5 × 1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีตมใหอ่ิมตัวใน

พาราฟน 
2.2.2.7 แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด (cover slip)  
2.2.2.8 อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร และขวดยอมสี 
2.2.2.9 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกันขนออน มีดผาตัด และ

ปากคีบ 
 2.2.3 สารเคมี 

2.2.3.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative) (ตารางภาคผนวกท่ี 5) 
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2.2.3.2 น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) (ตารางภาคผนวกท่ี 6) 
2.2.3.3 สารตัวกลางท่ีใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก paraplast 
2.2.3.4 น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) (ตารางภาคผนวกท่ี 7) 
2.2.3.5 สียอมเน้ือเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin  
2.2.3.6 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ ไซลีน (xyline) 
2.2.3.7 สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) คือ Canada balsam 

โดยใชไซลีนเปนตัวทําละลายเพ่ือใหเกิดความเหลวมากยิ่งข้ึน 
    
2.2.4 วิธีการทดลอง 

การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี้ 
2.2.4.1 เก็บตัวอยางของใบ ลําตน ดอก รากและฝก มาแชในสารละลาย FAA ท่ีบรรจุอยู

ในขวดแกวขนาด 15 มิลลิลิตร เขียนปายช่ือและวันท่ีเก็บตัวอยาง แลวนําขวด
ดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพ่ือไลฟองอากาศออกจากเน้ือเยื่อ หลังจากนั้น
นํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานประมาณ 7 วัน กอนนําไปผานข้ันตอนตอไป  

2.2.4.2 นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผานข้ันตอนของ
น้ํายา จากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50 70 85 95 ไปจนถึง
ระดับ 100 เปอรเซ็นต แตละข้ันตอนใชเวลา 1 วัน ยกเวนแอลกอฮอลใช
เวลานาน 3 วัน จากน้ันนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอน 100 เปอรเซ็นต ของ TBA 
นาน 1 วัน ตามดวยน้ํายาท่ีประกอบดวยสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลว
ในอัตราสวน 1:1 นาน 1 วัน เทสารท่ีมีสวนผสมของ TBA และพาราฟนออกจน
หมด จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ 
(infiltration) 

2.2.4.3 เทพาราฟนเหลวท่ีอบไวในตูท่ีต้ังอุณหภูมิเปน 56 ± 2 องศาเซลเซียส ลงในขวด
แกวท่ีมีช้ินสวนพืชจากข้ันตอนท่ี 2.2.4.2 นําขวดแกวท่ีบรรจุช้ืนสวนพืชใน
พาราฟนเหลวไปเก็บไวในตูควบคุมอุณหภูมิ นาน ประมาณ 1 สัปดาห หรือ
มากกวานั้นจนกระท่ังพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

2.2.4.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงดวยพาราฟนท่ีบรรจุในกระดาษพับเปนรูปกระบะส่ีเหล่ียม แลว
จัดเนื้อเยื่อใหอยูในตําแหนงและระนาบที่ตองการ โดยไลฟองอากาศภายใน
กระบะออกใหหมด รอจนกระท่ังพาราฟนแหงและแข็งตัวดี 
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2.2.4.5 นําแทงพาราฟนท่ีไดไปตัดแตงใหเปนรูส่ีเหล่ียมตามขนาดความยาวของเนื้อเยื่อ 
ใหมีช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง แลวนํามาติดกับแทงไม จากนั้นนําไปตัดดวยเคร่ือง
ตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน โดยตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางหนาประมาณ 13-
15 ไมครอน 

2.2.4.6 นําแถบช้ินสวนพืช (paraffin ribbon) มาติดลงแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายึด
เนื้อเยื่อ วางแผนสไลดบนเคร่ืองอุนสไลด และซับน้ํายายึดเนื้อเยื่อออกใหหมด   
จนแถบช้ินสวนพืชแหงและติดกับแผนสไลด ท้ิงไวนาน 3 วัน 

2.2.4.7 นําแผนกระจกสไลดท่ีมีแถบช้ินสวนพืชติดอยูมาผานข้ันตอนการลาง ละลาย
พาราฟนออกจากเนื้อเยื่อดวยน้ํายาท่ีมีสวนผสมของไซลีน และแอลกอฮอลตาม
ระดับความเขมขนของแอลกอฮอลจาก 50 เปอรเซ็นต ไปจนถึง 100 เปอรเซ็นต 
ในแตละข้ันตอนใชเวลา  3-5 นาที  พรอมกับผานข้ันตอนการยอมดวยสี 
Delafield’s hematoxylin เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปผานข้ันตอนของการ
ลางทําความสะอาดแผนกระจกสไลดอีกคร้ังเพื่อใหเนื้อเยื่อสะอาดมากข้ึน ต้ังท้ิง
ไวใหแหงและเก็บในกลองท่ีแหงสนิทและใสสารดูดความช้ืนปองกันการข้ึนรา 
เก็บไวนานไมเกิน 3 เดือน 

2.2.4.8 นําแผนกระจกสไลดท่ียอมสีแลว มาตรวจสอบสภาพเนื้อเยื่อภายใตกลอง
จุลทรรศนเพื่อใหไดเนื้อเยื่อท่ีมีความชัดเจนทุกสวน กอนนํามาทําความสะอาด
ดวยแอลกอฮอล 70 % รวมกับการเช็ดดวยไซลีนและปดกระจกสไลดดวย 
Canada balsam 1-2 หยด ลงบนแผนกระจกสไลด เพื่อยึดแผนกระจกปดสไลด
ทํา เปนสไลดถาวร ต้ังท้ิงไวใหแหงวางบนพื้นท่ีราบปองกันการไหลเล่ือนของ
แผนปดกระจกสไลด 

2.2.4.9 เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อภายใต
กลองจุลทรรศน และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพดิจิตอลยี่หอ Olympus ใช
กําลังขยาย 4 10 และ 100 เทา 

 
การทดลองท่ี 2.3 การศึกษาจํานวนโครโมโซม 

ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของเอ้ืองใบไผดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลง
โดยดวงทิพย (2539) และ ประภัสสร (2543)  
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2.3.1 วัสดุและอุปกรณ 
2.3.1.1 ปลายรากของเอ้ืองใบไผยาว 3-5 มิลลิเมตร 
2.3.1.2 ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
2.3.1.3 แผนกระจกสไลดและแผนกระจกปดสไลด 
2.3.1.4 ปรอทวัดความรอน 
2.3.1.5 อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
2.3.1.6 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก มีดผาตัด ปากคีบ เข็มเข่ีย กระบอกตวงสารเคมี น้ํายาเคลือบ

เล็บ กระดาษซับสี นาฬิกาจับเวลา 
2.3.1.7 กลองจุลทรรศนชนิด compound microscope และ photomicroscope 

2.3.2 สารเคมี 
2.3.2.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment) ไดแกสารละลายอ่ิมตัวของ  

(PDB) คือ PDB 500 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร วางบนเคร่ืองทํา
ความรอนจนเกิดการหลอมเหลว  

2.3.2.2 สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixative) คือ 95 เปอรเซ็นต       
เอทธิลแอลกอฮอล และกรดอะซีติกเขมขนในอัตราสวน 3:1 

2.3.2.3 สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ กรดไฮโดรคลอริค 
เขมขน 1 นอรมอล 

2.3.2.4 สารเคมีท่ีใชสําหรับการเก็บปลายรากท่ีผานข้ันตอนการหยุดวงชีพเซลลแตยังไม
ผานกรรมวิธีการยอยแยกเซลล คือ เอทิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 

2.3.2.5 สีท่ีใชยอมโครโมโซม คือ carbon fuchsin ท่ีเตรียมเปนสารละลายแลวบรรจุใน
ขวดสีชาและเก็บไวในตูเย็น 

 
2.3.2 วิธีการทดลอง 

2.3.2.1 เตรียมปลายราก โดยเลือกรากท่ีกําลังเจริญเติบโตซ่ึงบริเวณปลายมีสีขาวขุน ใช
ปลายรากท่ีงอกใหมและมีความยาว 0.5 เซนติเมตร ตัดเฉพาะสวนปลาย 1 - 2 
มิลลิเมตร เก็บตัวอยางปลายรากในเวลา 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 และ12.00 น. 

2.3.2.2 นําปลายรากมาหยุดวงชีพเซลล โดยแชปลายรากในสารละลาย PDB เปน
เวลานาน 1 3 5 และ 7 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

2.3.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง แลว
นําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที ลางดวยน้ํากล่ันอีก 3 คร้ัง 
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2.3.2.4 ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากในกรดไฮโดรคลอริคเขมขน 1 นอรมอล 
นาน 3 - 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

2.3.2.5 ยอมเน้ือเยื่อปลายรากในสียอม carbol fucshin แชไวนาน 30 นาที 1 และ 2 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางลงบนแผนกระจกสไลดแลวใชมีดผาตัดตัด
เอาเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 1 มิลลิเมตร เข่ียสวนเกินท้ิงไป หยดสี 1 หยด
ตรงบริเวณปลายราก ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเบาๆ เพื่อใหเซลลกระจาย คีบ
เนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงไปแลวปดกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ วาง
กระดาษซับบนแผนกระจกสไลดและ กดนิ้วหัวแมมือลงเพื่อใหเซลลกระจายซับ
สีสวนเกินออก และเคาะดวยปลายดามดินสอเบาๆเพื่อไลฟองอากาศออกจนหมด 

2.3.2.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลลท่ีมีการแบง
นิวเคลียสในระยะเมตาเฟตและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดีมากกวา 10 
เซลล สามารถนับจํานวนโครโมโซมไดแมนยํา เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกด
แผนกระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบนราบ และอยูในระนาบเดียวกัน ผ่ึงลม
ท้ิงไวระวังอยาใหอากาศเขา ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบนแผนกระจกปดสไลดเพื่อ
ปองกันไมใหเซลลแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศน 
เพื่อนับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภาพ 

 
การทดลองท่ี 3 ศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมดวยสารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเชื้อ 
 ศึกษาเทคนิคและวิธีการชักนําใหเกิดการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมของพืชทดลองดวย
สารละลายโคลชิซินในสภาพปลอดเช้ือ  

 
3.1 วัสดุและอุปกรณ 

3.1.1  พืชทดลอง คือ โปรโตคอรมของกลวยไมเอ้ืองใบไผท่ีไดจากการเล้ียงในสภาพ 
ปลอดเช้ือ เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1.2 

3.1.2  ขวดแกวลูกชมพูขนาด  25 50 125 และ 250 มิลลิลิตร  
3.1.3  กระบอกตวงขนาด 10 50 100 และ 250 มิลลิลิตร 
3.1.4  อาหารสังเคราะหสูตร CMU 1 เชนเดียวกับการทดลองท่ี 1.2 
3.1.5  แผนกระดาษปดขวดแกว แผนพลาสติกใส ยางรัด  
3.1.6  เคร่ืองเขยาความเร็ว 100 รอบตอนาที 
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3.1.7 ปากคีบเหล็ก เข็มเข่ีย ใบมีดผาตัด ดามมีดผาตัด จานแกว หลอดทดลอง หลอดหยด 
ตะเกียงแอลกอฮอล ไมขีดไฟ ชอนเหล็กดามยาว และแผนปายเขียนกรรมวิธีและ
วันท่ีทดลอง  

3.1.8  น้ํากล่ัน 
3.1.9  หมอนึ่งความดันไอสําหรับฆาเช้ืออาหาร 
3.1.10  ผาขาวบางท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 

3.2 สารเคมี 
3.2.1 สารโคลชิซิน 0.25 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 25 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมสารละลาย

เขมขน 1 เปอรเซ็นต  
3.2.2 สารเคมีในธาตุอาหารหลักจากสูตร Vacin and Went (1949) ธาตุอาหารรองและ

วิตามินจากสูตร Murashige and Skoog (1962) 
3.2.3 น้ํามะพราวน้ําหอมท่ีผานการกรองดวยแผนกรอง 
3.2.4 คลอร็อกซ 15 เปอรเซ็นต 
3.2.5 ทวีน 20 

   
3.3 การเตรียมกรรมวิธีการทดลอง 

3.3.1  การเตรียมโปรโตคอรม โดยนําฝกกลวยไมเอ้ืองใบไผท่ีมีอายุประมาณ 30วันหลัง
ผสมมาเพาะลงในอาหารที่เตรียมในขอ 1.2.4 หลังเพาะเมล็ดนานประมาณ 2 เดือน 
เมล็ดเร่ิมเปล่ียนแปลงเปนโปรโตคอรมท่ีมีสีเขียวขนาดความยาว 2 - 3 มิลลิเมตร 
ท้ังหมดมี 5 กรรมวิธีๆละ 300 โปรโตคอรม ใชโปรโตคอรมท้ังหมด 1500 โปรโต-
คอรม 

3.3.2 การเตรียมปริมาตรของอาหารท้ังหมด โดยใชขวดแกวรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร 
บรรจุอาหารสังเคราะหรวมกับสารละลายโคลชิซิน 10 มิลลิลิตร ท้ังหมดมี 5 
กรรมวิธีๆ ละ 20 ซํ้าใชอาหารทั้งหมด 1000 มิลลิลิตร 

3.3.3 การเตรียมสารละลายโคลชิซินเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยการช่ังสารโคลชิซินชนิด
ผง 0.25 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน และปรับใหไดปริมาตรสุดทาย 25 มิลลิลิตร 

3.3.4 การเตรียมอาหารสังเคราะหรวมกับสารละลายโคลชิซิน โดยการใสอาหาร
สังเคราะหรวมกับปริมาตรของสารละลายโคลชิซิน 0 1 2 3 6 และ 12 มิลลิลิตร 
และปรับ ปริมาตรดวยอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง CMU 1 ใหไดปริมาตรสุดทาย 
10 มิลลิลิตร ในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร และปดดวยแผนพลาสติก   
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รัดยางใหแนน นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที ต้ังท้ิงไวจนเย็นกอนนําไปใช 

 
3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 ใชชอนดามยาวตักโปรโตคอรมท่ีไดจากข้ันตอนการเตรียมโปรโตคอรมออกจาก
ขวดภายใตตูกรองอากาศ และซับใหแหงดวยผาขาวบางที่นึ่งฆาเช้ือแลว จากน้ัน
ยายลงในอาหารเหลวสังเคราะหสูตรดัดแปลง CMU 1 ท่ีเติมสารละลายโคลชิซิน 
ความเขมขน 0 0.01 0.025 0.05 และ 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ปดฝาขวดดวยแผน
พลาสติกใส รัดยางใหแนน นําไปวางบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 100 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 วัน 

3.4.2 เม่ือครบ 10 วัน ทําการเปล่ียนยายโปรโตคอรมลงในอาหารใหมท่ีไมเติมโคลชิซิน 
โดยใชชอนดามยาวตักโปรโตคอรมใสลงในขวดท่ีมีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ และลางให
สะอาด 3 คร้ัง และซับดวยผาขาวบางจนแหง ใชปากคีบดามยาวคีบโปรโตคอรมลง
ในขวดปากกวางท่ีบรรจุอาหารแข็งสังเคราะหสูตรดัดแปลง CMU 1 และปดปาก
ขวดดวยแผนพลาสติกใส รัดยางใหแนน นําไปวางในสภาพใหแสง 16 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส 

3.4.3 เปล่ียนอาหารทุกๆ 1 เดือน พรอมกับการบันทึก ความสูงตน จํานวนใบ ความยาว
ใบ จํานวนราก ความยาวราก และอัตราการรอดของโปรโตคอรม 

3.4.4 ยายโปรโตคอรมท่ีเจริญเปนลักษณะตนออนท่ีมีสีเขียวลงในสูตรอาหารชักนําให
เกิดรากและยอด ดวยการเติม NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิลกรัมตอลิตร และ BAP 
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร 

3.4.5 หลังจากตนออนมีใบจริง 3 - 4 ใบแลว จึงยายออกปลูก เม่ือตนเจริญเติบโต
สมบูรณ เต็มท่ีและออกหนอใหม นําปลายรากของหนอใหมมาหาจํานวน
โครโมโซมตามวิธีการเหมือนกับการทดลองท่ี 2.3 เพื่อเปรียบเทียบจํานวน
โครโมโซมของตนปกติและตนท่ีมีจํานวนโครโมโซมเพิ่มข้ึน 

 


