
 

บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 

 การศึกษานี้ แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ 

 การทดลองท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยาของเอ้ืองดินใบหมาก 

 การทดลองท่ี 2 การหาชวงเวลาท่ีเหมาะสมในการศึกษาจํานวนโครโมโซมปลายราก 

 การทดลองท่ี 3 การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิซิน 

 

 อุปกรณและวิธีการ  

การทดลองท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยาของตนเอ้ืองดินใบหมาก 

 การทดลองแบงออกเปน 3 การทดลองยอย คือ ศึกษาวงจรชีวิตของเอ้ืองดินใบหมาก ศึกษา
ลักษณะของตนท่ีเกิดจากเมล็ด และศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยา ซ่ึงแตละการ
ทดลองมีอุปกรณและวิธีการ ดังตอไปนี้ 

 การทดลองท่ี 1.1 วงจรชีวิตของเอ้ืองดินใบหมาก เร่ิมต้ังแตระยะการผสมเกสร การถือฝก ระยะ
การพัฒนาของเมล็ดใหเกิดเปนโปรโตคอรม การเจริญเติบโตของตนจนพืชโตเต็มท่ีสามารถยาย
ปลูกได และระยะเวลาการออกดอก 

  1.1.1 วัสดุและอุปกรณ 

   1.1.1.1 พืชทดลอง ไดแก ตนเอ้ืองดินใบหมาก จํานวน 5 ตน ซ่ึงคัดเลือกมาจากตนท่ี
เก็บรวบรวมและปลูกไวในแปลงรวบรวมพันธุ ตนพืชดังกลาวมีขนาดและระยะของการ
เจริญเติบโตใกลเคียงกัน และฝกกลวยไมอายุ  27 วัน 

   1.1.1.2 อุปกรณ ไดแก ไมบรรทัด สมุด ดินสอ ปายช่ือ กลองถายรูป เวอรเนีย  
คาลิเปอร (vernier caliper) 

   1.1.1.3 อุปกรณผสมฝกกลวยไม ไดแก ไมจิ้มฟน ปายช่ือ ดินสอ 

   1.1.1.4 ใบมีดคัตเตอร ขวดรูปชมพูขนาด 50 และ 150 มิลลิลิตร และขวดเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อ 
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   1.1.1.5 เคร่ืองเขยา (shaker) 

   1.1.1.6 ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar air-flow cabinet) 

   1.1.1.7 อุปกรณในตูยายเนื้อเยื่อ คือ ดามมีดเบอร 3 ใบมีดผาตัดเบอร 10 และ เบอร 11 
ปากคีบ ตะเกียงแอลกอฮอล หลอดทดลองสําหรับใสแอลกอฮอล จานเพาะเช้ือ และแผนพลาสติก
ปลอดเช้ือ 

  1.1.2 สารเคมี 

   การเตรียมสารละลาย เพื่อการเตรียมอาหารเพาะเล้ียงสูตร VW (1949) ดัดแปลง 
(CMU1 : Phornsawatchai and Apavatjrut, 2008) 

   1.1.2.1 สารละลายเขมขน 

    1.1.2.1.1 ธาตุอาหารหลัก ตามสูตร CMU1 เตรียมเปนสารละลายเขมขน โดยมี
ความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร โดย
ใชชนิดและปริมาตรของสาร ดังแสดงไวในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารหลักสูตร CMU1 

        ชนิด                ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)     ปริมาณในสารละลายเขมขน 20 เทา (ก/ล) 

    KNO3               525               10.50 

   (NH4)2SO4                                             500                10.00 

   KH2PO4                250                 5.00 

   MgSO4 .7H2O               250                 5.00 

   Ca(NO3)2.4H2O              151                 3.02 

  

 1.1.2.1.2 ธาตุอาหารรองตามสูตร Murashige and Skoog (1962) (MS) โดยใชชนิด 
และปริมาณ ของสาร ดังแสดงในตารางท่ี 2 การเตรียมสารละลายธาตุอาหารของสูตรนี้เตรียมโดย
ใหเปนสารละลายท่ีมีความเขมขนของสารมากกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา และเตรียมใหมีปริมาณ
สุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร ใชสารเคมีตามปริมาณ ดังแสดงในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2  ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุของสูตร MS 

          ชนิด          ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)    ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (มก/ล)        

 MnSO4.4H2O                 22.30                                               2,230.0 

 ZnSO4.7H2O                    8.60                                                 860.0 

 H3BO3                              6.20                                      620.0 

 KI                                 0.83                               83.0 

 Na2MoO4.2H2O          0.25                                                   25.0 

 CoCl2.6H2O                 0.025                                                   2.5 

 CoSO4.5H2O               0.025                                                     2.5 

  

 1.1.2.1.3 สารละลายเหล็กในรูป FeEDTA ในสูตร MS ประกอบดวย FeSO4.7H2O 
และ Na2EDTA ทําใหเปนสารละลายเขมขน รวมใหมีความเขมขนเปน 100 เทา และใหมีปริมาตร
สุดทาย 1,000 มิลลิลิตร โดยช่ังสารแตละชนิดมาละลายในน้ํากล่ันใหมีปริมาตรสุดทายแตละสวน
เปน 500 มิลลิลิตร แลวจึงนํามาผสมกันเก็บรักษาไวในขวดสีชา เพื่อปองกันแสง ใชสารเคมีตาม
ปริมาณ ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 3 ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเหล็กเขมขนสูตร MS 

          ชนิด         ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)      ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (ก/ล)        

    FeSO4 . 7H2O                  27.8            2.78 

     Na2EDTA                   37.3                            3.73 

   

 1.1.2.1.4 อินทรียสาร ซ่ึงประกอบ วิตามินชนิด glycine และ myo-inositol เตรียม
เปนสารละลายเขมขน ท่ีมีความเขมขนของสารเปน 100 เทา และเตรียมใหมีปริมาณสุดทายเปน 
1,000 มิลลิลิตร โดยใชปริมาณสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS ใชสารเคมีตามปริมาณ 
ดังแสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางท่ี 4 ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายอินทรียสาร 

          ชนิด        ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)      ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (มก/ล)        

  Myo-inositol           100.00            10,000 

  Glycine                 2.00                200 

  Thiamine.HCl      0.25                  25 

  Pyridoxin.HCl        0.25                  25 

  Nicotinic acid      0.25                  25 

 

1.1.2.1.5 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก ผงวุน น้ํามะพราว น้ําตาลซูโครส แผนปาย และ
วัสดุท่ีใชสําหรับทําความสะอาด และฆาเช้ือ ซ่ึงไดแก สบู น้ํายาลางจาน น้ํากล่ัน เอทิลแอลกอฮอล 
เขมขน 70 เปอรเซ็นต คลอร็อกซ (active ingredient : NaOCl 5.25 เปอรเซ็นต) ไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด (H2O2) และสารลดความตึงผิว (tween 20) จํานวน 2-3 หยด 

  1.1.3 วิธีการเตรียมอาหาร 

   เตรียมอาหารเหลวปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ดังข้ันตอนตอไปนี้ 

1.1.3.1 เติมน้ํากล่ันในบีกเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ประมาณ 500 มิลลิลิตร 

1.1.3.2 เติมสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร CMU1 ท่ีมีความเขมขน 20 เทา 
(เตรียมตามตารางท่ี 1) ลงไป 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

1.1.3.3 เติมสารละลายของธาตุอาหารของสูตร MS ท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียม
ตามตารางท่ี 2) ลงไป 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน  

1.1.3.4 เติมสารละลาย FeEDTA ท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตารางท่ี 3) ลงไป 
10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

1.1.3.5 เติมสารละลายอินทรียสารท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตารางท่ี 4) ลง
ไป 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

1.1.3.6 เติมน้ํามะพราวลงไป 150 มิลลิลิตร (15 เปอรเซ็นต) 

1.1.3.7 น้ําตาลซูโครส 20 กรัม ใชแทงแกวคนใหน้ําตาลละลาย (2 เปอรเซ็นต) 
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1.1.3.8 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 

1.1.3.9 ปรับคาความเปนกรด-ดาง (pH) ใหเปน 5.7 

1.1.3.10 ถาตองการเตรียมอาหารแข็งใหใสผงวุนลงไป 8 กรัม แลวนําไปอุนใน
ไมโครเวฟ ประมาณ 7  นาที หรือจนกระท่ังเดือด (วุนละลายจนหมด) 

1.1.3.11 บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร ขวดละ 10 มิลลิลิตร แตถาบรรจุ
ในขวดแกวขนาด 8 ออนซ ใหใสขวดละ 30 มิลลิลิตร ปดดวยพลาสติกทนความรอน ใชยางรัด 
และปดทับดวยกระดาษไขอีกคร้ัง รัดดวยยางรัด นําไปผ่ึงในหมอนึ่ง ความดันไอที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ต้ังท้ิงไวจนเย็นกอนนําไปใช 

 1.1.4 วิธีการศึกษาวงจรชีวิตของเอื้องดินใบหมาก 

          1.1.4.1 นําตนเอ้ืองดินใบหมากท่ีทําการคัดเลือก มาทําการผสมพันธุแบบผสมตัวเอง 
ซ่ึงดอกท่ีทําการผสมควรมีอายุการบานอยูในชวงท่ีเหมาะสม โดยสังเกตดูไดจากแองของเกสรเพศ
เมียมีน้ําเมือกเหนียวๆอยู เกสรเพศผูมีสีเหลืองออน ไมเปล่ียนเปนสีน้ําตาลหรือดํา ใชไมจิ้มฟน
ปลายแหลมสะอาดเข่ียฝาเปดเกสรเพศผู ใหเกสรเพศผูหลุดออกมาแลววางบนเกสรเพศเมียของตน
เดียวกัน ทําปายแขวนไวท่ีกานดอกยอย เขียนวันท่ี เดือน ป ท่ีทําการผสม บันทึกระยะการถือฝก 

          1.1.4.2 นําฝกกลวยไมท่ีมีอายุฝกหลังผสมประมาณ 27 วัน มาทําความสะอาดดวยสบู
และลางน้ําใหสะอาด  ตัดกาน ตัดดอกท่ีเหี่ยวแหงบริเวณปลายฝก และสันฝกออก ทําความสะอาด
ดวย แอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต จากนั้นใสฝกแชลงในขวดรูปชมพูท่ีมีสารฆาเช้ือ คือ  
คลอร็อกซ 25 เปอรเซ็นต รวมกับ tween 20 จํานวน 2-3 หยด นาน 25 นาที ลางดวยน้ํากล่ัน 2-3 คร้ัง 
ในตูยายเนื้อเยื่อ 

   นําฝกท่ีทําการฟอกฆาเช้ือเรียบรอยแลว วางลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีแผนพลาสติก 
ปลอดเช้ือรองอยู ใชมีดผาตัดผาฝกกลวยไมออกตามแนวยาว โดยกรีดระหวางแนวตะเข็บของฝก 
ใชปากคีบเหล็กคีบฝกใหอยูเหนือปลายขวดและใชปลายมีดเข่ียเมล็ดลงบนอาหาร ไดทําการศึกษา
ยอยเพื่อเปรียบเทียบการงอกของเมล็ดบนอาหารแข็งและอาหารเหลว โดยใชอาหารสูตร CMU 1 
โดยเมล็ดท่ีเพาะบนอาหารแข็ง ทําการทดลอง 5 ซํ้า โดยเพาะ 1 ฝก/1 ซํ้า เพาะเล้ียงเปนเวลา 4
สัปดาห สังเกตและบันทึกผลการพัฒนาของเมล็ดจนกระท่ังเกิดเปนโปรโตคอรม และหาเปอรเซ็นต
การงอกของเมล็ด ทุกๆสัปดาห 

เมล็ดท่ีเพาะในอาหารเหลว นําไปวางเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ท่ีความเร็ว 60 รอบ/นาที ใน
สภาพท่ีมีแสงเปนเวลา 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 5 ซํ้า โดยเพาะ  
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1 ฝก/1 ซํ้า เพาะเล้ียงเปนเวลา 4 สัปดาห โดยแตละสัปดาหนําเมล็ดไปดูภายใตกลองจุลทรรศน 
สังเกตและบันทึกผลการพัฒนาของเมล็ดและระยะของเมล็ดท่ีเกิดเปนโปรโตคอรม  และหา
เปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด 

          1.1.4.3 นําโปรโตคอรมท่ีเจริญเปนตนออนมีใบจริง 1-2 ใบ วางเล้ียงบนอาหารแข็ง
สูตร CMU1 วางเล้ียงในสภาพท่ีมีแสง 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ทําการบันทึก
ลักษณะของตนพืช โดยบันทึกชวงระยะเวลาตางๆของการเจริญเติบโต ไดแก ความสูงตน ความยาว
ใบ จํานวนใบ จํานวนราก ทุกๆ 2 สัปดาห เปนเวลา 12 สัปดาห 

          1.1.4.4  ทําการยายปลูกตนพืชลงในกระถาง จดบันทึกระยะวันท่ีแทงชอดอก และ
ระยะวันท่ีดอกแรกเร่ิมแยมบาน 

 

 การทดลองท่ี 1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยา 

  การทดลองท่ี 1.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของสวนประกอบของตนพืช ไดแก ราก ลําตน ใบ และดอก โดย
บันทึกขอมูลดังกลาวจากตนพืชทดลอง 10 ตน ในระยะท่ีสวนตางๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มท่ีแลว 

   1.2.1.1 วัสดุและอุปกรณ  

          1.2.1.1.1 พืชทดลอง  

                  คัดเลือกตนพืชทดลองจากตนท่ีเก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุ โดยคัดตน
ท่ีมีขนาดและระยะของการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน 

          1.2.1.1.2 อุปกรณ ไดแก มีดผาตัด ปากคีบ ไมบรรทัด สมุด ปากกา ดินสอ  
กลองถายรูป 

1.2.1.2 วิธีการ 

          1.2.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืชทดลอง 
ไดแก ราก ลําตน ใบ ดอก และฝก ในระยะท่ีตนและดอกเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยบันทึกลักษณะจาก
ตัวอยาง 10 ตน 

          1.2.1.2.2 บันทึกจํานวนดอกและขนาดของสวนประกอบของตน ดังนี้ 
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                  1.2.1.2.2.1 ลําตน บันทึกขนาดของหัวแรก ในลักษณะของเสนผาศูนยกลาง 
และความยาวของหัว 

                  1.2.1.2.2.2 ใบ บันทึกจํานวนใบตอตน และวัดขนาดของใบท่ี 2 นับจากโคน
ตน 

     1.2.1.2.2.3 ดอก บันทึกขนาดของดอก โดยวัดความยาวจากปลายของ 
กลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก ความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก และกลีบปาก 
ของดอกที่บานเต็มท่ี ความยาวของกานดอกยอย ความยาวของเสาเกสร จํานวนดอกตอชอ และ
ระยะเวลาการบานของดอก 

     1.2.1.2.2.4 ฝก บันทึกลักษณะของฝก และบันทึกความกวาง ความยาวของฝก  

 

การทดลองท่ี 1.2.2 การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 

  ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของราก ลําตน ใบ และดอก โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัด
ตามขวาง และตามยาวของอวัยวะดังกลาว ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ของ 
Johansen (1940) 

   1.2.2.1 วัสดุอุปกรณ 

          1.2.2.1.1 เคร่ืองดูดอากาศ และเคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน (rotary 
microtome) พรอมใบมีด 

          1.2.2.1.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo-microscope 
พรอม อุปกรณถายภาพ 

          1.2.2.1.3 ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56 องศาเซลเซียส 

          1.2.2.1.4 แผนใหความรอน 

          1.2.2.1.5 เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40 องศาเซลเซียส 

          1.2.2.1.6 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีตมในพาราฟน
จนอ่ิมตัว 

          1.2.2.1.7 แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด (cover slip) 
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          1.2.2.1.8 อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร ขวดยอมสี 
กระบอกตวงสารเคมี และหลอดหยด 

          1.2.2.1.9 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกันขนออน  
มีดผาตัด และปากคีบ 

   1.2.2.2 สารเคมี      

          1.2.2.2.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative) ไดแก FAA (formalin-acetic acid 
alcohol) ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมดังนี้ 

      95% Ethyl alcohol  50  มิลลิลิตร 

      Gracial acetic acid  5  มิลลิลิตร     

      Formalin    10  มิลลิลิตร   

      น้ํากล่ัน     35  มิลลิลิตร   

          1.2.2.2.2 น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) ประกอบดวย
สวนผสม ดังแสดงในตารางท่ี 5 

 

ตารางท่ี 5 สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 

                         ปริมาณแอลกอฮอล     95% Ethyl     100% Ethyl          Tertiary Butyl      

    ข้ันตอน         ในน้ํายาท่ีใชดึงน้ํา       alcohol           alcohol                 alcohol            น้ํากล่ัน  

                           ออกจากเซลล (%)          (มล)           (มล)                (TBA) (มล)           (มล) 

         1             50               40                -                  10           50    

     2                         70                          50                -                          20                 30 

         3                         85                          50                        -                35                 15 

   4        95                          45                -                55                  - 

         5                         100                          -               25                75                  -  
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          1.2.2.2.3 สารตัวกลางท่ีใชฝงตัวเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก paraplast 

          1.2.2.2.4 น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) เตรียมน้ํายาเขมขนจาก
สวนผสมของไขขาว 1 ฟอง และนํ้ากล่ัน 49 มิลลิลิตร เม่ือตองการใชจึงนําน้ํายายึดเนื้อเยื่อดังกลาว
นั้นมาเจือจาง โดยนํ้ายาเขมขน 1 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเปน 50 มิลลิลิตร 

1.2.2.2.5 สียอมเน้ือเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบไปดวย 

      Aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O] 400  มิลลิลิตร 

      Hematoxylin (C16H14O6)      4   มิลลิลิตร 

      95% Ethyl alcohol     25   มิลลิลิตร 

      Methyl alcohol      100  มิลลิลิตร 

      Glycerol       100  มิลลิลิตร 

    1.2.2.2.6 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene 

    1.2.2.2.7 สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด คือ canada balsam 

   1.2.2.3 วิธีการ 

   การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีวิธีการ ดังนี้ 

    1.2.2.3.1 เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของโปรโตคอรม  ราก ลําตน ใบ และดอก มาแชใน 
FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดนั้นไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อ หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง กอนนําไปผานข้ันตอน
ตอไป 

    1.2.2.3.2 นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผานน้ํายา
จากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50% ไปจนถึงระดับ 100%  และนํ้ายาท่ีเปน
สวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 1:1 เม่ือถึงข้ันตอนนี้แลวเนื้อเยื่อเหลานั้นก็
พรอมท่ีจะรับการซึมแทรกพาราฟน (infiltration) 

    1.2.2.3.3 ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีเติมพาราฟนท่ีหลอดแลว นําขวดแกวไป
เก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นานประมาณ 1 สัปดาห หรือมากกวา เพื่อใหพาราฟน
แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 
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    1.2.2.3.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบท่ีตองการ เก็บแทงเนื้อเยื่อไวในท่ีเย็น หรือในตูเย็น 

    1.2.2.3.5 เม่ือตองการตัดเนื้อเยื่อนําแทงพาราฟนท่ีเตรียมไว ไปตัดแตงใหเปนรูป
ส่ีเหล่ียมผืนผา จัดใหมีช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง นํามาติดกับแทงไม จากนั้นนําแทงไมนั้นไปบรรจุใน
ชองของเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน ตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางตามความเหมาะสมใหหนา 
13-15 ไมครอน เนื้อเยื่อท่ีผานการตัดจะอยูในลักษณะของแถบเน้ือเยื่อ (paraffin ribbon) 

    1.2.2.3.6 นําแถบเนื้อเยื่อติดลงบนแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วาง
แผน กระจกสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบเนื้อเยื่อแหง และติดแนนกับแผนกระจกสไลด 

    1.2.2.3.7 นําแผนกระจกสไลดท่ีละลายพาราฟน ออกจากเนื้อเยื่อแลวไปยอมสี 

    1.2.2.3.8 ปดแผนกระจกสไลด ดวยแผนปดกระจกสไลด โดยใช canada balsam 
ยึด 

    1.2.2.3.9 เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําไปศึกษาใตกลองจุลทรรศน และ
บันทึกภาพเนื้อเยื่อ 

 

การทดลองท่ี 2 การศึกษาจํานวนโครโมโซมปลายราก 

 ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของพืชทดลองดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลงโดย 
ดวงทิพย (2539) และประภัสสร (2543) 

 2.1 วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1 ปลายรากของพืชทดลอง 

2.1.2 ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางราก 

2.1.3 แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด 

2.1.4 เทอรโมมิเตอรวัดอุณหภูมิ 

2.1.5 อางควบคุมอุณหภูมิ 

2.1.6 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก ปากคีบ เข็มเข่ีย กระบอกตวงสารเคมี น้ํายาเคลือบเล็บ และมีดผาตัด 

2.1.7 กลองจุลทรรศนชนิด compound microscope และ photomicroscope 
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2.1.8 สารเคมี 

2.1.8.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment) ไดแก para-
dichlorobenzene (PDB) 

2.1.8.2 สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixative) คือ  
95% Ethyl alcohol และ Glacial acetic acid ในอัตราสวน 3:1 

2.1.8.3 สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ กรด 
ไฮโดรคลอริค (HCl) เขมขน 1 นอรมอล (N) 

2.1.8.4 สีท่ีใชยอมโครโมโซม คือ carbol fuchsin  

        2.2 วิธีการ 

2.2.1 เตรียมปลายรากโดยเลือกรากท่ีงอกใหม และมีความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ตัดมา
เฉพาะสวนปลายเพียง 1-2 มิลลิเมตร เก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา 7.00-8.00, 8.00-9.00 และ 
 9.00-10.00 น.  

2.2.2 หยุดวงชีพเซลลโดย แชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส  

2.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน แลวจึงนําไปแช
น้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที เพื่อหยุดการทํางานของเซลล จากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 

2.2.4 ยอยแยกเซลลโดยการแชรากใน HCl เขมขน 1 นอรมอล นาน 4 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

2.2.5 ยอมเน้ือเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แชไวนาน 30 นาที, 1 และ 2 ช่ัวโมง หลังจาก
นั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวจึงใชมีดผาตัด ตัดเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 
 1 มิลลิเมตร เข่ียสวนเกินท้ิงไป หยดสี 1 หยด ตรงบริเวณปลายราก ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเบาๆ
เพื่อใหเซลลกระจาย คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงไป แลวปดแผนกระจกสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ วาง
กระดาษซับบนแผนกระจกสไลด เพื่อซับสีท่ีมากเกินไปออก กดนิ้วหัวแมมือลงไปเพื่อใหเซลล
กระจาย และไลฟองอากาศออกใหหมด 

2.2.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลลท่ีมีการแบง
นิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลว กด
แผนกระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณ
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ขอบแผนปดกระจกสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลอง
จุลทรรศน เพื่อนับจํานวนโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศน แลวบันทึกภาพตามความจําเปน 

 

การทดลองท่ี 3  การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิซิน 

 การทดลองนี้เปนการชักนําใหเกิดการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมของเอ้ืองดินในหมาก โดยการ
เพาะเมล็ดใหเปนโปรโตคอรม แลวนําโปรโตคอรมท่ีไดมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร CMU 1 
รวมกับสารละลายโคลชิซิน  

 3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

  3.1.1 ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar air-flow cabinet) 

  3.1.2 ช้ันสําหรับวางขวดเพาะเล้ียง 

  3.1.3 เคร่ืองช่ังละเอียด 

  3.1.4 เคร่ืองเขยา 

  3.1.5 เคร่ืองวัดความเปนกรด/ดาง 

  3.1.6 หมอนึ่งความดันไอ 

  3.1.7 ขวดรูปชมพู ขนาดขนาด 25, 50 และ 125 มิลลิลิตร 

  3.1.8 ขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 

  3.1.9 ปเปตต หลอดหยด บีกเกอร และ กระบอกตวงขนาด 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร 

  3.1.10 แผนกรอง (Millpore filler) ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร และ ถุงมือ 

  3.1.11 หลอดแกว จานเพาะเช้ือ ชอนตักสาร ขวดใสสารละลายเขมขน  และกระดาษ
อลูมิเนียมฟอยล 

  3.1.12 อุปกรณท่ีใชในตูยายเนื้อเยื่อ คือ ดามมีดผาตัด เบอร 3 ใบมีดผาตัดเบอร 10 และ 11 
ปากคีบ ตะเกียงแอลกอฮอล แผนพลาสติกขนาด 70×90 มิลลิเมตร หลอดทดลอง และชอนตัก 
โปรโตคอรม 

  3.1.13 เตาไมโครเวฟ 
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 3.2 สารเคมี วัสดุ และวิธีการ 

3.2.1 อาหารเหลวสําหรับเพาะเล้ียงสูตร CMU 1  (ตามสูตรอาหาร CMU 1  ในการทดลอง 
ท่ี 1) 

  3.2.2 สบู น้ํากล่ัน แอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต คลอร็อกซเขมขน 25 เปอรเซ็นต และ 
tween 20 จํานวน 2-3 หยด 

  3.2.3 เตรียมสารละลายเขมขน 1 เปอรเซ็นต (w/v) นํามากรองฆาเช้ือโดยใชแผนกรอง
ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร  

 3.3 วิธีการชักนําใหเกิดโพลีพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิซิน 

  3.3.1 การเตรียมโปรโตคอรม โดยนําเมล็ดจากฝกกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากท่ีมีอายุ 27 วัน 
มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร CMU 1 ใหเปนโปรโตคอรมท่ีมีขนาด 2-3 มิลลิเมตร  

  3.3.2 การเตรียมอาหาร โดยใชขวดแกวรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเหลวสูตร
CMU 1 รวมกับสารละลายโคลชิซิน ความเขมขน 0.000, 0.005, 0.010, 0.025 และ 0.050 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ   

  3.3.3 นําโปรโตคอรมมาเล้ียงในอาหารเหลวสูตร CMU 1 รวมกับสารละลายโคลชิซิน 
จากน้ันปดฝาขวดดวยแผนพลาสติกใส รัดยางใหแนน และหุมดวยกระดาษอลูมิเนียมฟอยลให
มิดชิดปองกันไมใหถูกแสง วางเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ความเร็ว 60 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน 

  3.3.4 เม่ือครบ 5 วัน ทําการเปล่ียนยายโปรโตคอรมลงในอาหารใหมท่ีไมเติมสารละลาย
โคลชิซิน โดยใชชอนตักโปรโตคอรมใสลงในขวดน้ํากล่ันเพื่อลางใหสะอาด จากนั้นวางเล้ียง 
โปรโตคอรมบนอาหารแข็งสูตร CMU 1  ปดปากขวดดวยแผนพลาสติกใส รัดยางใหแนน วางเล้ียง
ในสภาพท่ีมีแสง 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส 

  3.3.5 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ มีท้ังหมด 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 8 ซํ้า ซํ้าละ 15 
ช้ิน บันทึกผลการทดลอง ไดแก อัตราการอยูรอดของโปรโตคอรม ทําการวัดความสูงของตน 
จํานวนใบ จํานวนราก ความยาวราก เปนจํานวน 5 ตนในแตละซํ้า ทุกๆสัปดาห เปนเวลา 12 
สัปดาห แลวยายปลูกในโรงเรือน จากนั้นนําปลายรากมาตรวจนับจํานวนโครโมโซม  

  


