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บทที่  3

อุปกรณและวิธีการ

การทดลองที่  1   วงจรการเจริญเติบโต

การทดลองนี้เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของตนวานมหาโชคและบัวดินสีขาวโดยติดตาม
การเจริญเติบโตของพืชทดลองตลอดระยะเวลา 1 ป

1.1 วัสดุและอุปกรณ
1.1.1   พืชทดลอง

                  พืชทดลอง   คือ  วานมหาโชคและบัวดินสีขาว   หัวที่ใชปลูกเพื่อ
การทดลองเปนหวัทีม่เีสนรอบวง  14.0 – 15.9  ซม ในวานมหาโชค และ หวัทีม่เีสนรอบวง 4.0 – 5.9  ซม 
ในบัวดินสีขาว

1.1.2   วัสดุปลูก คือ  ดิน  ขี้เถาแกลบ  และ เปลือกถ่ัว  ในอัตราสวน 2:1:1
1.1.3   ถุงพลาสติกสีดํา  ขนาด 4 X 6   นิ้ว
1.1.4  ยากันเชื้อรา (ชื่อการคา : Benlate  OD ;  ช่ือสามัญ  :  Benomyl)
1.1.5   สายยางรดน้ําพรอมฝกบัว
1.1.6  วัสดุอ่ืนๆ   ไดแก    ถุงมือยาง   แผนปายพลาสติก   ลวด   ดินสอ  

และ เวอรเนียคาลิเปอร
1.2  วิธีการวิจัย
       ปลูกหัวพันธุพืชทดลองในถุงพลาสติกที่บรรจุเครื่องปลูก วานมหาโชคปลูก

ในเดือนกุมภาพันธ และ บัวดินสีขาวปลูกในเดือนตุลาคม  เล้ียงไวใตโรงเรือนกรองแสงที่มีแสง
ประมาณ 70 %

1.3  การบันทึกขอมูล
บันทึกขอมูลดังนี้

1.31   ความยาวใบ โดยวานมหาโชควดัจากใบที ่ 2  ของตน  สวนบวัดนิสขีาว
วัดจากใบที่ยาวที่สุดของตน
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1.3.2  ชวงเวลาออกดอก
1.3.3   จํานวนชอดอกตอตน

                                  1.3.4  ลักษณะการสรางหัว
1.3.5  ตําแหนงของหัวยอย

                                  1.3.6  จํานวนหัวใหมตอตน
                                  1.3.7  ชวงเวลาพักตัว

การทดลองที่ 2 การเจริญเติบโตของดอก

การทดลองนี้เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของดอกวานมหาโชคและบัวดินสีขาว แบงออก
เปน  3  การทดลองยอย  ดังนี้

2.1  ผลของขนาดหัวท่ีมีตอการออกดอก
2.1.1  พืชทดลอง
        พืชทดลอง คือ วานมหาโชคที่ปลูกจากหัวท่ีมีขนาดตางกัน 6 ขนาด  

คือ  เสนรอบวง   10.0-11.9, 12.0-13.9, 14.0-15.9, 16.0-17.9, 18.0-19.9, และ  20.0-21.9  ซม และ
บวัดินสีขาวท่ีปลูกจากหัวที่มีขนาดตางกัน 3 ขนาด  คือ ขนาดเสนรอบวง  2.0 – 3.9, 4.0 – 5.9 และ  
6.0 –7.9  ซม

                     2.1.2  วัสดุและอุปกรณ
                                      วัสดุและอุปกรณที่ใชเหมือนกับในขอ 1.1.2 - 1.1.6

2.1.3  วิธีการวิจัย
                                                   ปลูกหัวพันธุของพืชทดลองทุกขนาด ในถุงพลาสติกสีดําที่บรรจุ
เครื่องปลูก  ขนาดละ 5 ตน เล้ียงไวใตโรงเรือนกรองแสงเชนเดียวกับในขอ 1.2  วางแผนการทดลอง
แบบสุมสมบูรณ   โดยมี  6  กรรมวิธี   บัวดินสีขาวมี 3 กรรมวิธี ในแตละกรรมมีวิธี  5 ซํ้า

2.1.4  การบันทึกขอมูล
             บันทึกขอมูล  ดังนี้

2.1.4.1  ชวงเวลาออกดอก
     2.1.4.2  จํานวนชอดอกหรือดอก/ตน/ป

              2.1.4.3 คุณภาพของชอดอกหรือดอกไดแก ความยาวกานชอดอก    
จํานวนดอกตอชอ    เสนผาศูนยกลางดอก    ความกวางและความยาวของกลีบดอก

                                2.1.4.4  ความยาวนานของการบานของดอกบนตน
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2.2   การเริ่มกําเนิดชอดอกหรือดอกและการเจริญของชอดอกหรือดอก
        การทดลองนี้เปนการศึกษาการเริ่มกําเนิดชอดอกหรือดอกของพืชทดลองที่

ปลูกจากหวัขนาดตาง ๆ  ดงัระบใุนขอ  2.1.1 โดยศกึษากายวภิาควทิยาของดอกจากเนือ้เยือ่ของตาดอก
ทีอ่ยูภายในหวัในชวงเวลาตาง ๆ ของการเจรญิเตบิโตของตน เตรยีมเนือ้เยือ่เพือ่การศกึษาดวยวธีิการ 
paraffin  embedding  (Johansen, 1940)  โดยเก็บตัวอยางตายอดและตาขางในชวงเวลาตาง ๆ ของ
การเจริญเติบโตของตนมาศึกษา

2.2.1 วัสดุและอุปกรณ
            2.2.1.1. อุปกรณ
                       2.2.1.1.1  ขวดพลาสติกขนาดเล็กและหลอดแกวสําหรับ

เก็บตัวอยางพืช
                       2.2.1.1.2   ตูควบคุมอุณหภูมิที่ระดับอุณหภูมิ   56๐   ซ

           2.2.1.1.3    เครือ่งตดัชิน้สวนพชืแบบลอหมนุ  (rotary   micro-       
tome)

                                                                        2.2.1.1.4    แผนใหความรอนสาํหรับอุนแผนกระจก      (slide)
         2.2.1.1.5   กลองจุลทรรศนสองตาแบบสเตอริโอ   (stereo

microscope)
                                                                        2.2.1.1.6   กลองจลุทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ (photo micro-
scope)
          2.2.1.1.7  แทงไมขนาด 1.5 X 1.5 X 1.5  ซม3  ที่ผานการตม
ใหอ่ิมตัวในพาราฟน

         2.2.1.1.8   แผนกระจกพรอมแผนปดกระจก  (cover slip)
         2.2.1.1.9   ขวดแกวสําหรับยอมสี   

                 2.2.1.1.10  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกยีงแอลกอฮอล  มีดผาตัด
ปากคีบ   และเข็มเขี่ย

            2.2.1.2   สารเคมีที่ใชในการเตรียมเนื้อเยื่อและแผนกระจกถาวร
                   2.2.1.2.1 น้ํายาสําหรับฆาและรักษาสภาพเซลล (killing and  

fixing  solution)  คือ FAA (formalin – acetic acid - alcohol) ซ่ึงประกอบดวยสารเคมีในอัตราสวน
ดังตอไปนี้
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ethyl  alcohol  (95%)              50 มล
glacial acetic  acid 5 มล
formalin 10 มล
น้ํากลั่น 35 มล

2.2.1.2.2 น้ํายาสําหรับดึงน้ําออกจากเซลล(dehydrating  
solution)  ซ่ึงมีสวนผสมของ  95 %  ethyl  alcohol,  absolute  alcohol,  tertiary  butyl  alcohol  
(TBA)  ในความเขมขนที่แตกตางกัน  5  ระดับ  ตามวิธีของ  Sass (1966)  ดังแสดงในตารางที่  1

ตารางที่ 2    สวนผสมและความเขมขนของน้ํายาที่ใชสําหรับดึงน้ําออกจากเซลล

                สารเคมี  ระดับแอลกอฮอล  (%)

50        70              85        95            100

   95  % ethyl  alcohol               40         50              50        45               -
   absolute    alcohol   -          -                -          -              25
   tertiary  butyl  alcohol 10         20               35         55              75
   น้ํากลั่น 50         30               15          -               -

2.2.1.2.3   พาราฟนเหลว
2.2.1.2.4   สารตัวกลางที่ใชสําหรับฝงเนื้อเยื่อเพื่อการตัด

(embedding  media)   ไดแก   Paraplast
2.2.1.2.5   น้ํายาสําหรับยึดเนื้อเยื่อใหติดบนแผนกระจก

(adhesive) ไดแก  albumin  ซ่ึง  stock  solution  ของน้ํายามีสวนผสมดังนี้

ไขขาว            1          มล
น้ํากลั่น           49         มล

 นํา  stock   solution  มา  1 มล  เติมน้ํากลั่นใหครบ  50  มล     แลวจึงนําไปใช
2.2.1.2.6 น้ํายาสําหรับทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing   

reagent )  ไดแก   xylol
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2.2.1.2.7  สีสังเคราะหสําหรับยอมเนื้อเยื่อคือ Dalafield,s
hematoxylin    เตรียมโดยใชสวนประกอบดังตอไปนี้

aluminium  sulfate  [Al2  (SO4)3. 16H2 O]  400 มล
                      hematoxylin   [C6H14O6]                           4      กรัม
                      95  % ethyl  alcohol                          25       มล
                      methyl  alcohol                        100       มล
                      glycerol           100       มล

2.2.1.2.8  สารตวักลางสาํหรับปดแผนกระจก คือ Canada
balsam  (Merck)

2.2.2  วิธีการวิจัย
2.2.2.1 เตรียมเนื้อเยื่อตัวอยางพืชโดยการนําหัวของตนพืช

ทดลองทีอ่ยูในระยะการเจรญิเตบิโตตาง ๆ มาแกะกาบหวัออกใหหมดแลวตดัเอาตาทีอ่ยูบริเวณกลาง
หัวและตาขางไปแชในน้ํายา  FAA  เปนเวลานานอยางนอย 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจงึนําไปผาน
กรรมวิธีการดึงน้ําออกจากเซลล

2.2.2.2  ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อดวยน้ํายาที่ใชดึงน้ําออก
จากเซลลโดยผานเนือ้เยือ่ลงไปในน้าํยาทัง้ 5 ระดบัจากระดบัทีม่คีวามเขมขนของแอลกอฮอลลต่าํทีสุ่ด
ไปจนถึงสูงที่สุด  ระดับละประมาณ  24  ชั่วโมง  จากนั้นนําเนื้อเยื่อลงแชใน  100 % TBA  นาน  
24  ช่ัวโมง แลวจึงนําไปแชในน้ํายาที่มีสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 1:1 เปน
เวลา  24  ช่ัวโมง

2.2.2.3 นําเนื้อเยื่อไปแชใน Paraplast ที่หลอมไวในขวดแกว
ขนาดเลก็ แลวนาํไปเกบ็ไวในตูทีค่วบคมุอณุหภมูไิวที ่ 56 ๐ซ   เพือ่ให  Paraplast  ซึมเขาไปในเนื้อเยื่อ 
เมื่อพรอมที่จะตัดเนื้อเยื่อจึงนําไปฝงใน Paraplast  ที่หลอมรอไว  ตอจากนั้นจึงนําไปตัดเนื้อเยื่อ

2.2.2.4  ตดัชิน้สวนของพชืใหชิน้สวนมคีวามหนา 13–15 ไมครอน   
โดยใชเครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน

2.2.2.5 นําชิ้นสวนของพืชที่ตัดไดมาติดบนแผนกระจก โดยใช
น้าํยายดึเนือ้เยือ่ใหตดิกับแผนกระจก

2.2.2.6  นาํเนือ้เยือ่ทีต่ดิบนแผนกระจกไปละลาย Paraplast ออก
โดยแชใน xylol หลังจากทําความสะอาดแผนกระจกแลวนําเนื้อเยื่อไปยอมดวยสี Dalafield,s  
hematoxylin  ปดแผนกระจกโดยใช   Canada  balsam   เปนตัวยึดแผนปดกระจกถาวร
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2.2.2.7   นาํเนือ้เยือ่ไปศกึษาใตกลองจลุทรรศนและบนัทกึภาพ
เนื้อเยื่อของอวัยวะตาง  ๆ  ของดอกภายใตกลองจุลทรรศนตามความเหมาะสม

2.3   การเจริญของเกสรเพศผูและเกสรเพศเมีย
2.3.1   การสรางและการเจริญของเกสรเพศผูและเกสรเพศเมีย

                                                    การศึกษานี้เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของดอกของพืชทดลอง
เพื่อติดตามการสรางและการเจริญของเกสรเพศผูและเกสรเพศเมียตลอดจนการเจริญของรังไข โดย
ศึกษาจากเนื้อเยื่อของดอกที่มีการเจริญเติบโตในระยะตางกัน

              การศกึษาทาํโดยนาํดอกยอยทีม่รีะยะการเจรญิเตบิโตตางกนั  ตัง้แต
ดอกขนาดเล็กที่สุดไปจนถึงดอกที่มีขนาดใหญที่สุดไปผานขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อเปน
แผนกระจกถาวรเพื่อการศึกษากายวิภาคของดอกตามขั้นตอนและวิธีการที่บรรยายไวในขอ 2.2.2 
แลวศกึษาเนือ้เยือ่ใตกลองจลุทรรศน     เพือ่บนัทกึการสรางและการเจรญิของเกสรเพศผูและเกสรเพศเมีย

2.3.2   ความสมบูรณและความมีชีวิตของละอองเรณู
                         การศึกษานี้เปนการนําดอกที่อยูในระยะของการปลอยละอองเรณู

มาศึกษาความสมบูรณและความมีชีวิตของละอองเรณู
2.3.2.1   วัสดุและอุปกรณ
           2.3.2.1.1    ละอองเรณูของพืชทดลอง
           2.3.2.1.2    กลองจลุทรรศนสองตาชนดิ compoumd micro-

scope
           2.3.2.1.3    ขวดบรรจุละอองเรณู

                                                                  2.3.2.1.4    silica   gel
           2.3.2.1.5    วัสดุอ่ืน  ๆ   ไดแก    จานแกว    กระดาษกรอง     

แทงแกวรูปสามเหลี่ยม   แผนกระจก    หลอดหยด   ปากคีบ  และ  เข็มเขี่ย
2.3.2.1.6   อาหารเหลวสําหรับเล้ียงละอองเรณูตามวิธี

การของ  Brewbaker  and  Beyong  (1963)  ซ่ึงประกอบดวย

stock  mimeral  solution
      H3BO3         0.10    กรัม
      Ca(NO3).4 H2O         0.30    กรัม



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

25

                                               MgSO4.  7 H2O         0.20    กรัม
      KNO3                                 0.10    กรัม
      น้ํา         100    มล

 culture   solution
      stock  mimeral  solution     1.0                 มล
      sucrose                        0.2 – 1.0        กรัม

                                               น้ํา 9.0                 มล

2.3.2.2  วิธีการศึกษา
            2.3.2.2.1  สุมเก็บตัวอยางละอองเรณูจากอับเรณูของดอก

ที่มีอายุตางกัน โดยเก็บจากอับเรณูของดอกที่บานแลว 1 วัน ซ่ึงเปนระยะที่อับเรณูยังไมแตก จาก
ดอกที่บานแลว 2 วัน  ซ่ึงเปนระยะที่อับเรณูเร่ิมแตก และจากดอกที่บานแลว 3 วัน  ซ่ึงเปนระยะที่
อับเรณูแตกเต็มที่

2.3.2.2.2 หยดอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงละอองเรณูบน
แผนกระจกแผนละ   2   หยดแลวนําละอองเรณูที่สุมมาใสลงบนหยดอาหารนั้น

2.3.2.2.3  นําแผนกระจกไปวางไวในจานแกวที่รองพื้น
ดวยกระดาษกรองชุมน้ําเพื่อใหความชื้นแกละอองเรณูในอาหารโดยมีแทงแกวรูปสามเหลี่ยมรอง
รับแผนกระจกไว ปดฝาจานแกวและตั้งไวที่อุณหภูมิหอง ติดตามการงอกของละอองเรณูภายใต
กลองจุลทรรศน  และบันทึกผลการงอกของละอองเรณู

การทดลองที่ 3  การศึกษาโครโมโซม 

การศึกษานี้เปนการศึกษาโครโมโซมรางกายของวานมหาโชคและบวัดินสีขาว จากเนื้อเยื่อ
ปลายราก ดวยวธีิ  Feulgen , s  squash  method   ซ่ึงดดัแปลงโดย ดวงทพิย (2539)  และศริิพร (2541)

3.1 วัสดุและอุปกรณ
3.1.1    ปลายรากของวานมหาโชคและบัวดินสีขาว
3.1.2    ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางราก
3.1.3    แผนกระจกพรอมแผนปดกระจก
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3.1.4    เข็มเขี่ยและปากคีบ
3.1.5    อางตมน้ําที่ปรับอุณหภูมิได
3.1.6    กลองจุลทรรศน พรอมอุปกรณถายภาพ
3.1.7    ปรอทวัดความรอน
3.1.8    สารเคมี

3.1.8.1  สารเคมีที่ใชสําหรับการหยุดวงชีพเซลล    (pretreatment)
ไดแก  PDB

3.1.8.2   สารเคมทีีใ่ชสําหรับเตรยีมน้าํยารกัษาสภาพเซลล(fixative)
คือ  95  %  ethyl  acohol  และ  glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน  3 : 1

3.1.8.3   สารเคมทีีใ่ชแยกเซลล (hydrolytic solution) คอื กรดไฮโดร
คลอริก    เขมขน  1  นอรมอล  (1 N  HCl )

3.1.8.4   สีที่ใชยอมโครโมโซม คือ  carbol  fuchsin
3.2  วิธีการวิจัย

3.2.1   เตรยีมรากพชืทดลองโดยนาํหวัมาตดัรากเกาทิง้แลวนาํไปชาํในกระบะ
ที่บรรจุวัสดุเพาะ  หลังจากนั้น  5 –7 วัน  รากจะงอกออกมาจากฐานของหัว

3.2.2   เก็บตัวอยางรากทุก ๆ  1  ช่ัวโมง  โดยเร่ิมจาก  7.30  ถึง  16.30  น. 
เลือกรากที่สมบูรณ  ตัดปลายรากมาเพียง  3 – 5  มม

3.2.3 หยุดวงชีพของเซลลโดยนําปลายรากที่ไดมาแชในสารละลาย     
PDB  ท่ีอ่ิมตัวในน้ํา   เก็บไวในที่ที่มีอุณหภูมิประมาณ15๐ซ  และไมเกิน 18 ๐ซ  เปนเวลา 6, 12, 24, 
48 และ 72  ช่ัวโมง

3.2.4   รักษาสภาพเซลลโดยนํารากที่ผานการแชในสารละลาย  PDB  แลว
มาลางใหสะอาดดวยน้ํากลั่น 2 –3  คร้ัง จากนั้นนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5  นาที แลว
ลางออกดวยน้ํากลั่น

3.2.5   ยอยแยกเซลลโดยการแชรากลงใน 1 N  HCl  ที่อุณหภูมิ 60๐ซ เปน
เวลานาน 5–10 นาที  แลวจึงลางออกดวยน้ํากลั่น

3.2.6   ยอมสีเนื้อเยื่อใน carbol  fuchsin  เปนเวลานาน  6,12, 24, 48  และ 
72  ช่ัวโมง

3.2.7  นําปลายรากที่ผานการยอมสีแลววางบนแผนกระจก  ขยี้แลวหยดสี 
carbol  fuchsin  1  หยด  ตรงบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ  ใชเข็มเขี่ยเคาะเนื้อเยื่อเบา ๆ ใหเซลลกระจาย  ใช
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ปากคีบคีบเนื้อเยื่อที่ไมตองการออก  แลวปดแผนปดกระจกบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ วางกระดาษซับ
บนแผนกระจกแลวกดแผนปดกระจกเพื่อใหเซลลกระจาย  ซับสีที่มากเกินไปออก

3.2.8 นําแผนกระจกไปศึกษาโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศนโดยเลือก
เซลลที่มีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและโครโมโซมกระจายดี สามารถนับจํานวน
โครโมโซมไดแมนยาํ  เมือ่ไดเซลลทีต่องการแลวกดเบา ๆ  เพือ่ใหเซลลแบนและอยูในระนาบเดยีวกัน  
ใชน้ํายาทาเล็บทาบริเวณขอบแผนปดกระจกเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกไปตรวจ
ใตกลองจุลทรรศนเพื่อนับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภาพ


