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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
อุปกรณ  

 
1. วัสดุและอุปกรณ 

 
1.1 กุหลาบพันธุ Dallas สีแดง  
1.2 กรรไกรตัดแตงกิ่ง 
1.3 ขวดสําหรับปกแจกันกวาง 8 เซนติเมตร สูง 16 เซนติเมตร 
1.4 กระดาษกราฟ 
1.5 โกรงบด 
1.6 ตูเย็น 
1.7 กระดาษกรอง 
1.8 กระดาษกรอง Whatman No. 1 
1.9 กระดาษปรูพ 
1.10 กลองกระดาษ 
1.11 เครื่องแกว ไดแก 

- บีกเกอร (beaker) 
- ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 
- ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
- กระบอกตวง (cylinder)  
- กรวยกรอง (filtering glass funnel) 
- แทงแกวสําหรบัคนสาร (stirrer) 
- จานอาหารเลี้ยงเช้ือ (plate) 

1.12 เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BA 3100P ของบริษัท Sartorius 
และแบบทศนยิม 4 ตําแหนงรุน AB54 ของบริษัท Mettler Toledo 

1.13 เครื่องวัดสี (chromameter) รุน CR-300 ของบริษัท Minolta หวัวดัขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซ่ึงวัดสีออกมาเปนคา L* , a* , b* โดยมีรายละเอียดดังนี ้

L* แสดงความสวางเมื่อมีคาใกล 100 และแสดงความมืดเมื่อมีคาใกล 0 
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a* ถามีคาเปนบวกแสดงวามีสีคอนไปทางสีแดง และถามีคาเปนลบแสดงวามี
สีคอนไปทางสีเขียว 

b* ถามีคาเปนบวกแสดงวามีสีคอนไปทางสีเหลือง และถามีคาเปนลบแสดง
วามีสีคอนไปทางสีน้ําเงิน  

ทั้งนี้คา a* และ b* มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60 
1.14 แผนเทียบสี ของบริษัท Minolta 
1.15 เครื่องวัดการดดูกลืนแสง (spectrometer) รุน Spectronic +20 ของบริษัท Bausch 

and Lomb 
 

2. สารเคมีและวธีิการเตรียม 
 

2.1 สารละลายเคมีที่ใชในการเพิม่สารอาหารใหดอกไม (Pulsing) มี 4 สูตร ชนิดของ
สารและวิธีการเตรียมในแตละสูตรมีดังนี ้

  
 2.1.1 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ ลิตร และกรดซิตริก 30 

มก/ลิตร เตรยีมโดยการชั่ง น้ําตาลซูโครส 100 กรัม AgNO3 0.150 กรัม และกรดซิตริก 0.03 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากล่ัน 

  
 2.1.2  น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร 

และกรดซิตริก 30 มก/ลิตร เตรียมโดยการชั่ง AgNO3 0.150 กรัม 8-HQS 0.40 กรัม ละลายในน้ํากลัน่ 
ปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่น และชั่งน้ําตาลซูโครส 100 กรัม และกรดซิตริก 
0.03 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากล่ัน แลวนํามาผสมกัน 
ไดสารละลายที่มีความเขมขนที่ตองการในปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 
2.1.3 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต 8-HQS 200 มก/ลิตร และ CoCl2 260 มก/ลิตร 

เตรียมโดยการชั่งน้ําตาลซูโครส 100 กรัม 8-HQS 0.2 กรัม และ CoCl2 0.26 กรัม ละลายในน้ํากลัน่
และปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากลั่น 
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2.1.4 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต Al2(SO4)3 150 มก/ลิตร และกรดซิตริก 30 
มก/ลิตร เตรียมโดยการชั่งน้าํตาลซูโครส 100 กรัม Al2(SO4)3 0.15 กรัม และกรดซิตริก 0.03 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากล่ัน 

 
2.2 สารเคมีที่ใชในการปกแจกนั (Holding) มี 4 สูตร ชนดิของสารและวิธีการเตรียม

ในแตละสูตรมีดังนี ้
2.2.1 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร 

เตรียมโดยการชั่งน้ําตาลซูโครส 50 กรัม CaCl2 4 กรัม และ 8-HQS 0.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและ
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มลิลิลิตรโดยใชน้ํากลั่น 

 
2.2.2 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต AgNO3 50 มก/ลิตร และ8-HQS 200 มก/ลิตร 

เตรียมโดยการชั่งน้ําตาลซูโครส 50 กรัม AgNO3 0.05 กรัม และ 8-HQS 0.2 กรัมละลายในน้ํากลั่นและ
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มลิลิลิตร โดยใชน้ํากลั่น 

 
2.2.3 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และ AgNO3 20 มก/ลิตร เตรียมโดยการชัง่

น้ําตาลซูโครส 50 กรัม และ AgNO3 0.02 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
โดยใชน้ํากลั่น 

 
2.2.4 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และ CoNO3 200 มก/ลิตร เตรียมโดยการชัง่

น้ําตาลซูโครส 50 กรัม และ CoNO3 0.2 กรัม ละลายในน้าํกลั่นและปรบัปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
โดยใชน้ํากลั่น 

 
2.3 สารเคมีที่ใชในการหาปริมาณแอนโธไซยานินและวิธีการเตรียม 

 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1.5 นอรมอล เตรียมโดยใชกรดไฮโดรคลอริกปริมาตร 
62.107 มิลลิลิตร เติมลงในน้าํกลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร 

 เอทธาโนลิกไฮโดรคลอริก (เอทธานอล : กรดไฮโดรคลอริก) ใชเอทธานอล 95 
เปอรเซ็นต กรดไฮโดรคลอริก 1.5 นอรมอล ผสมกันในอตัราสวน 85 : 15 แลวเก็บในขวดสีชา 
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2.4 สารละลายเคมีที่ใชในการหาคลอโรฟลลและวิธีการเตรียม 
 สารละลายอะซิโตน ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชอะซิโตน 800 มิลลิลิตร 

ใสลงในขวดปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากลั่น 
 
3. วัสดุและอุปกรณในการศึกษาเนื้อเยื่อพืชตามวิธี Paraffin embedding  
  

3.1 วัสดุและอุปกรณ 
3.1.1 กานดอกกุหลาบตัดตามขวาง 3 สวน คือ บริเวณสวนโคนกานดอก บริเวณ

สวนกลางกานดอก และบริเวณสวนปลายกานดอก โดยแตละสวนตดัเปนทอนสั้นๆ ยาว 2-3 เซนตเิมตร 
3.1.2 ขวดแกวสําหรับเก็บตัวอยางพืช 
3.1.3 ขวดแกวสําหรับยอมสี (staining jar)  
3.1.4 แผนสไลดและกระจกปดสไลดขนาด 22×22 มิลลิเมตร 
3.1.5 เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome) 
3.1.6 ตะเกยีงแอลกอฮอล 
3.1.7 ตูควบคุมอุณหภูมิ (hot air oven) 
3.1.8 เครื่องอุนแผนสไลด (slide warmer) 
3.1.9 กลองจุลทรรศนติดตั้งกลองถายภาพ 
3.1.10 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก พูกัน มดีผาตัด และเข็มเขีย่ 

3.2 สารเคมี 
3.2.1 absolute alcohol 
3.2.2 Delafield’ s hematoxylin 
3.2.3 น้ํากลั่น 
3.2.4 formalin 
3.2.5 glacial acetic acid 
3.2.6 liquid paraffin 
3.2.7 paraffin 
3.2.8 permount 
3.2.9 tertiary butyl alcohol 
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วิธีการทดลอง  
 

การทดลองที่ 1  ผลของสารเคมีสําหรับการทําพัลซ่ิงตอคณุภาพกุหลาบตัดดอก 
 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 5 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
โดยแตละซ้ําใชกุหลาบพันธุ Dallas สีแดง จํานวน 10 ดอก แบงออกเปน 5 กรรมวิธี ดังนี ้

 
กรรมวิธีที่ 1 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร และกรดซิตริก 

30 มก/ลิตร  
กรรมวิธีที่ 3 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 

มก/ลิตร และกรดซิตริก 30 มก/ลิตร  
กรรมวิธีที่ 4 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต 8-HQS 200 มก/ลิตร และ CoCl2 

260 มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 5 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต Al2(SO4)3 150 มก/ลิตร และกรดซิตริก 

30 มก/ลิตร 
 

วิธีการทดลอง 
1. นํากุหลาบพนัธุ Dallas จากสวนหลังมหาวิทยาลัยแมโจ อําเภอสันทราย 

จังหวดัเชยีงใหม โดยคัดขนาด คุณภาพ และระยะการพฒันาของดอกใหใกลเคียงและสม่ําเสมอกัน  
2. ปลิดใบลางออกใหเหลือไวระดับเหนือน้ํายาเคมีที่ใชแช และตัดโคนกานดอก

ออก 2-3 เซนติเมตร โดยตัดเฉียง 45 องศา แลวแชกานดอกลงในน้ํายาเคมีตามกรรมวิธีตางๆ ที่
เตรียมไวขางตน ปกไวในขวดสําหรับปกแจกันกวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตรเปนเวลา 12 
ช่ัวโมง 

3. เมื่อครบ 12 ช่ัวโมง นํากุหลาบพันธุ Dallas ที่ผานการทําพลัซ่ิงแลวไปปกแจกนั
ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิหอง 

4.  บันทึกผลเกี่ยวกับคุณภาพและอายุการปกแจกัน 
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การบันทึกผลการทดลอง 
 

1. อายุการปกแจกัน 
 บันทึกอายุการปกแจกันโดยนับวันที่เร่ิมปกแจกันในกรรมวิธีตางๆ จนถึงวันที่เกิด

การโคงงอของคอดอกและ/หรือการเหีย่วของดอกมากกวา 50 เปอรเซ็นต มีหนวยเปนวัน 
 
2. อัตราการดูดน้าํ 
 บันทึกอัตราการดูดน้ําของกหุลาบระหวางการปกแจกัน โดยวัดปริมาณน้ําที่ดอก

กุหลาบดูดไปใชแตละวันตอดอก มีหนวยเปน มล/ดอก/วัน 
 
3. น้ําหนกัสดของกุหลาบ 
 บันทึกน้ําหนักสดของกุหลาบตั้งแตเร่ิมปกแจกนัจนกระทั่งหมดอายกุารปกแจกนั

โดยใหน้ําหนกัสดของดอกกุหลาบเริ่มตน ในแตละกรรมวิธีเทากับ 100 เปอรเซ็นต แลวคํานวณหา
เปอรเซ็นตน้ําหนักสดโดย 

 
 เปอรเซ็นตน้ําหนักสด = น้ําหนักดอกหลังปกแจกัน x 100 
                                                  น้ําหนกัดอกกอนปกแจกนั 
 
4. สีของใบและกลีบดอกกุหลาบ  

 วัดสีของใบและกลีบดอกกุหลาบ โดยใชเครื่องวัดสี Chromameter โดยสุม
ตัวอยางกลีบดอกจํานวน 15 กลีบ บันทกึคาในระบบ CIELAB (L* ,a* ,b*) แลวคํานวณหาคา 
Chroma และ hue angle จากสมการดังนี ้

 
  Chroma  =  (a* + b*)1/2

 
 Hue angle =  arctangent (a*) 
                                          b*  
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5. การหาปริมาณแอนโธไซยานนิของกลีบดอกกุหลาบ  
 นํากลีบดอกกหุลาบพันธุ Dallas สีแดงจํานวน 0.5 กรัมมาหั่นใหละเอยีด จากนัน้

เติม ethanolic HCl ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวในไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
คืน เมื่อครบ 1 คืนแลวนํามากรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 แลวปรับปริมาตรดวย 
ethanolic HCl ใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาวัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ที่ความยาว
คล่ืน 535 นาโนเมตร โดยใชสารละลาย ethanolic HCl เปน Blank แลวนําคา OD ที่ไดไปแทนคาใน
สูตรหาปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด มีหนวยเปน มิลลิกรัม/100 กรัม น้ําหนักสด โดยสูตรที่ใชใน
การคํานวณมดีังตอไปนี ้

 
Total absorbance = OD 535 x V x 100
                                   W 
 
Total anthocyanin content = Total absorbance
                                                        98.2 

 
โดยที่     V   =  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานนิ 
  W   =  น้ําหนกัของกลีบดอกกุหลาบที่นํามาปริมาณแอนโธไซยานิน 

OD =  คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครือ่งสเปคโตรนิค +20 ตามความยาว 
                                             คล่ืนที่กําหนด   

 
6. การหาปริมาณคลอโรฟลลของใบกุหลาบ  

นําใบกหุลาบพนัธุ Dallas สีแดงจํานวน 1 กรัม  มาบดในโกรงบด ขณะบดเตมิอะซีโตน 
80 เปอรเซ็นตลงไปเล็กนอย จากนั้นบดจนละเอียด แลวนํามากรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1 
จากนัน้นาํไปปรับปริมาตรดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 20 มิลลิลิตรโดยใชกระบอกตวง นําสารละลาย
ที่กรองไดแลวไปวัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร บันทึกคาที่
ไดแลวนําไปคาํนวณตามสูตร มีหนวยเปน มิลลิกรัม /100 กรัม น้ําหนักสด โดยสูตรที่ใชในการ
คํานวณมีดังตอไปนี ้
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      Chlorophyll a  =  [12.7 (OD 663) - 2.69 (OD 645] x            V 
            1,000 x W 
 
      Chlorophyll b  =  [22.9 (OD 645) - 4.68 (OD 663] x            V 
             1,000 x W 
 
  
      Total Chlorophyll  =  [20.2 (OD 645) - 8.02 (OD 663] x           V 
                   1,000 x W 
 
โดยที่     V   =  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานนิ 
  W   =  น้ําหนกัของกลีบดอกกุหลาบที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานนิ 

OD =  คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครือ่งสเปคโตรนิค +20 ตามความยาว 
           คล่ืนที่กําหนด  

 
7. การบานของดอก บันทึกการบานของดอกโดยการใหคะแนนดังนี ้

0  =  ดอกบาน 0-25 เปอรเซ็นต 
1  =  ดอกบาน 26-50 เปอรเซ็นต 
3  =  ดอกบาน 51-75 เปอรเซ็นต 
5  =  ดอกบาน 76-100 เปอรเซ็นต 

 
8. การโคงงอของคอดอก บันทกึการโคงงอของคอดอก โดยการใหคะแนนดังนี ้

0  =  คอดอกโคงงอ 0-25 เปอรเซ็นต 
1  =  คอดอกโคงงอ 26-50 เปอรเซ็นต 
3  =  คอดอกโคงงอ 51-75 เปอรเซ็นต 
5  =  คอดอกโคงงอ 76-100 เปอรเซ็นต 
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9. ความเหีย่วของดอก บันทึกความเหีย่วของดอก โดยการใหคะแนนดังนี ้
0  =  ดอกสดมาก  
1  =  ดอกเหีย่วเล็กนอย  
3  =  ดอกเหีย่วปานกลาง  
5  =  ดอกเหีย่วมาก  

 
10. ความเหีย่วของใบ บันทึกความเหี่ยวของใบ โดยการใหคะแนนดังนี ้

0  =  ใบไมเหลือง และไมเหีย่ว  
1  =  ใบเหลือง และเหีย่วเล็กนอย  
3  =  ใบเหลือง และเหีย่วปานกลาง  
5  =  ใบเหลือง และเหีย่วมาก  

 
11. สีน้ําเงินปนมวง (blueing) บันทึกการเกิดสนี้ําเงินปนมวงบนกลีบดอก โดยการ

ใหคะแนนดังนี้ 
0  =   กลีบดอกไมการเปลี่ยนสี  
1  =  กลีบดอกเปลี่ยนสีเล็กนอย  
3  =  กลีบดอกเปลี่ยนสีปานกลาง  
5  =  กลีบดอกเปลี่ยนสีมาก  
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การทดลองที่ 2  ผลของสารเคมีสําหรับการปกแจกันตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพกุหลาบตัด
ดอก 

 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 5 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 

โดยแตละซ้ําใชกุหลาบพันธุ Dallas สีแดง จํานวน 10 ดอก แบงออกเปน 5 กรรมวิธี ดังนี ้
 

กรรมวิธีที่ 1 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 

200 มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 3 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต AgNO3 50 มก/ลิตร และ 8-HQS 200 

มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 4 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และAgNO3 20 มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 5 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และ CoNO3 200 มก/ลิตร 

 
วิธีการทดลอง 
1. นํากุหลาบพนัธุ Dallas มาคัดขนาดและคณุภาพใหใกลเคียงกัน 
2. ปลิดใบลางออกใหเหลือไวระดับเหนือสารเคมีที่ใชแช และตัดโคนกานดอก

ออก 2-3 เซนติเมตร โดยตัดเฉียง 45 องศา แลวแชกานดอกลงในน้ํายาเคมีตามกรรมวิธีตางๆ ที่
เตรียมไวขางตน โดยแชในขวดสําหรับปกแจกนักวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตรตลอดอายุ
การปกแจกัน 

3. บันทึกผลเกี่ยวกับคุณภาพและอายุการปกแจกันเชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 
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การทดลองที่ 3 ผลของอุณหภูมิรวมกับสารเคมีสําหรับปกแจกันตอคุณภาพกุหลาบตดัดอก 
 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 5 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
โดยแตละซ้ําใชกุหลาบพันธุ Dallas จํานวน 10 ดอก 

 
นําสูตรสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดในการทดลองที่ 1 คือกรรมวิธีที่ 3 ที่ประกอบดวย 

น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซติริก 30 มก/ลิตร 
มาทําพัลซ่ิงกุหลาบพันธุ Dallas สีแดง แลวนํามาเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 2 หรือ 5 องศาเซลเซียส 
หลังจากนัน้นาํมาปกแจกันโดยใชสูตรสารละลายเคมีที่ใหผลดีที่สุดของการทดลองที่ 2 คือกรรมวธีิ
ที่ 2 ซ่ึงประกอบดวย น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร 
แบงออกเปน 4 กรรมวิธี ดังนี้ 

 
กรรมวิธีที่ 1  ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป

ปกแจกันในน้าํกลั่น 
กรรมวิธีที่ 2  ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป

ปกแจกันใน สารเคมี 
กรรมวิธีที่ 3   ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป 

ปกแจกันในน้าํกลั่น 
กรรมวิธีที่ 4   ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป

ปกแจกันในสารเคมี 
 

วิธีการทดลอง 
1. นํากุหลาบพนัธุ Dallas สีแดง มาคัดขนาดและคุณภาพใหใกลเคยีงกัน 
2.  ปลิดใบลางออกใหเหลือไวระดับเหนือสารเคมีที่ใชแช และตัดโคนกานดอก

ออก 2-3 เซนติเมตร โดยตดัเฉียง 45 องศา แลวแชกานดอกลงในสารละลายที่ประกอบไป
ดวยน้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซิตริก 
30 มก/ลิตร โดยปกไวในขวดสําหรับปกแจกันกวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตรเปน
เวลา 12 ช่ัวโมง 
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3.  นํากุหลาบพันธุ Dallas มาหอดวยกระดาษปรูพแลวบรรจุลงในกลองกระดาษ
ที่มีรูระบายอากาศและบรรจตุัวดูดซับเอทธลีินลงไปในกลอง จากนัน้นําไปเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 
2 หรือ 5 องศาเซลเซียส 

4. นํากุหลาบพนัธุ Dallas ที่เกบ็รักษาเปนเวลา 3, 6, 9 และ 12 วัน มาตัดโคน
กานดอกออก 2-3 เซนติเมตร แลวนํามาแชในสารละลายที่ประกอบดวย น้ําตาลซูโครส 5 
เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร โดยปกไวในขวดสําหรับปก
แจกนักวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตร จนหมดอายุการปกแจกนั 

5. บันทึกการทดลองเชนเดียวกบัการทดลองที่ 1 และ 2 
 
การทดลองที่ 4  ผลของสารเคมีตอปริมาณเชื้อจุลินทรียในน้ําปกแจกัน 

 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 4 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 2 ซํ้า 

โดยหาปริมาณจุลินทรียในกรรมวิธีตางๆ ดังนี้  
 

กรรมวิธีที่ 1 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 ทําพัลซ่ิงในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาล

ซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซิตริก 
30 มก/ลิตร เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนัน้นําไปปกแจกันในน้ํากลั่น  

กรรมวิธีที่ 3 ปกแจกันในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร  

กรรมวิธีที่ 4 ทําพัลซ่ิงในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซิตริก 
30 มก/ลิตร เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปกแจกนัในสารเคมีทีใ่หผลดี
ที่สุดจากการทดลองที่ 2 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 

0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร  
  

โดยทําการหาปริมาณเชื้อจุลินทรียพรอมกนัทุกกรรมวิธีในวนัที่ชุดควบคุมหมด 
อายุการปกแจกัน ซ่ึงมีวิธีการทดลองดังตอไปนี ้

1. เตรยีมอาหารโดยการนํา nutrient Agar ซ่ึงประกอบดวย gelatin peptone 5 กรัม 
beef extract 3 กรัม และ bacteroilogical agar 15 กรัม มาผสมกับน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
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จากนั้นคนใหเขากันและทิ้งไวจนกระทั่งเปนเนื้อเดยีวกัน จากนัน้คอยๆ ใหความรอนจนเดือดเปน
เวลา 1-2 นาทีหรือจนกระทั่งสารละลายอิ่มตัว นํามาแบงใสขวดและทําการฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 

2. นําน้ําทีใ่ชในการปกแจกนัในแตละกรรมวิธีมาเจือจางดวยน้ํากล่ัน จนไดความ
เขมขนตั้งแต 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5

3. ดูดตัวอยางแตละความเขมขนมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชือ้ 
4. เทอาหาร plate count agar ที่หลอมเหลวแลว ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ประมาณ 10-15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวทิ้งไวจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว 
5. นําไปบมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
6. นับจํานวนโคโลนีในจานอาหารเลีย้งเชือ้ที่มจีํานวนอยูระหวาง 30-300 โคโลนี 

แลวนํามาคํานวณหาจํานวนเชื้อจุลินทรียทัง้หมดตอปริมาณน้ําปกแจกนั 1 มิลลิลิตร โดยสูตรที่ใชใน
การคํานวณ คอื 

 
จํานวนเชื้อจุลินทรียทั้งหมดในน้ําปกแจกนั =                    จํานวนโคโลนีที่นับได 

                                                               ระดับความเขมขนของน้ําที่ใชในการปกแจกนั 
 
การทดลองที่ 5 การศึกษาลักษณะเนื้อเยื่อทอลําเลียงน้ําภายในกานดอกกหุลาบ 
 

การเปรียบเทียบลักษณะเนื้อเยื่อทอลําเลียงน้ําภายในกานดอกกุหลาบในกรรมวิธี
ควบคุม (น้ํากลั่น) และกรรมวิธีที่ใชสารเคมีโดยทําการพลัซ่ิงดวยสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลอง
ที่ 1 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และ
กรดซิตริก 30 มก/ลิตร เปนเวลา 12 ช่ัวโมงหลังจากนัน้นํามาปกแจกันในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจาก
การทดลองที่ 2 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 
มก/ลิตร โดยเปรียบเทียบกับกอนทําการปกแจกัน โดยนํากานดอกมาศึกษาลักษณะเนื้อเยื่อทอลําเลียง
น้ําในวันที่ชุดควบคุมหมดอายุการปกแจกนั โดยศึกษาลักษณะเนื้อเยือ่ทอลําเลียงน้ํา 3 สวน คือ 
บริเวณสวนโคนกานดอก บริเวณสวนกลางกานดอก และบริเวณสวนปลายกานดอกหรือคอดอก 
ตามวิธีการทําสไลดถาวรเนือ้เยื่อพืชโดยการฝงพาราฟน (paraffin embedding method) ตามเทคนคิ
ของ Johansen (1940) ซ่ึงมีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
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1. การรักษาสภาพเซลล 
 

นําช้ินสวนของพืชใสในน้ํายารักษาสภาพของเซลล (fixative) เพื่อฆาเซลลและรักษา
สภาพเซลล และเก็บรักษาเนื้อเยื่อไวในสภาพที่ใกลเคียงเซลลปกติ 

น้ํายาที่ใชในขัน้ตอน fixative คือน้ํายา FAA หรือ Formalin-Acetic acid Alcohol 
ซ่ึงมีสวนผสมดังตอไปนี ้

50 % หรือ 70 % ethyl alcohol 90 มิลลิลิตร 
glacial acetic acid 5 มิลลิลิตร 
formalin 5 มิลลิลิตร 
หรือ 
95 % ethyl alcohol 50 มิลลิลิตร 
glacial acetic acid 5 มิลลิลิตร 
formalin 10 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น 35 มิลลิลิตร 

 
แชเนื้อเยื่อไวนานประมาณ 18-24 ช่ัวโมง หรือนานกวานี้ 

 
2. การดึงน้าํออกจากเซลล (dehydration) 
 

นําเนื้อเยื่อจากขอ 1 มาผานน้ํายาดึงน้ําออกจากเซลลตามขั้นตอนโดยที่แตละขั้นตอนเปน
น้ํายาที่มีความเขมขนของ alcohol เพิ่มจาก 50% เปน 100% 
 

เตรียมน้ํายา dehydration สําหรับแตละขั้นตอนตามสูตรดังนี ้
ขั้นตอน 50% 70% 85% 95% 100%       (alcohol) 
น้ํากลั่น 50 30 15 - - 
95 % ethyl alcohol 40 50 50 45 - 
TBA 10 20 35 55 75 
absolute alcohol - - - - 25 
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เมื่อผานน้ํายาในขั้นตอนที่ 5 แลว น้ําเนื้อเยือ่ไปผาน TBA (100%) อีก 3 คร้ัง กอน
น้ําเนื้อเยื่อที่ผานการดึงน้ําออกหมดแลวไปสูขั้นตอนถัดไป 

 
3. การแทนที่ alcohol ดวย paraffin (Infiltration) 

 
นําเนื้อเยื่อจากขั้นตอนที่ 2 ไปผาน TBA + liquid paraffin ในอัตราสวน 1 : 1 นําไป

ไวในตูอบที่อุณหภูมิ 58-60 องศาเซลเซียส โดยเริ่มอบจากพาราฟนเกรดต่ําแลวเปลี่ยนเปนพาราฟน
เกรดสูงตามลําดับ โดยในการเปลี่ยนครั้งสุดทายนั้นใชพาราฟนบริสุทธิ์ซ่ึงมีช่ือการคาคือ Paraplast 
ทิ้งเนื้อเยื่อไวในตูอบนาน 1 สัปดาหเปนอยางต่ํากอนทีจ่ะดําเนินการในขั้นตอนตอไป 
 

 
4. การฝงชิ้นสวนในพาราฟน (embedding) 
 

นําเนื้อเยื่อจากขอ 3 มาฝงในพาราฟนทีห่ลอมไวในแมพมิพกอนทีพ่าราฟนจะแข็งตวั
พรอมกับจัดตาํแหนงของเนือ้เยื่อใหอยูในระนาบที่สามารถนําไปตัดไดตามวัตถุประสงคพรอมทั้งไล
ฟองอากาศที่อยูบริเวณชิ้นสวนเนื้อเยื่อออกใหหมดแลวปลอยใหพาราฟนแข็งตวั  

 
5. การตัดชิ้นสวนเนื้อเยื่อ (Sectioning)  

 
ตัดเนื้อเยื่อดวยไมโครโตมชนิดลอหมุนใหเนื้อเยื่อมีความหนา 10-15 ไมครอน โดย

การนําเนื้อเยื่อในพาราฟนจากขอ 4 ไปติดกับแทงไมส่ีเหล่ียมที่มีขนาด 1.5 x1.5x1.5 ลบ.ซม.ไปใส
บนเครื่องตัดแลวดัดเนื้อเยื่อโดยใชมือหมุนใหไดแผน ribbon ในลักษณะตรง และมีความยาวตอเนื่อง
ไมฉีกขาด เลือกเอาบริเวณทีต่องการไปวางบนแผนสไลดที่สะอาด 

 
6. การยึดแผน ribbon กับแผนสไลด (Mounting) 

 
ยึด ribbon ใหติดกับแผนสไลดโดยใชน้ํายายึดทีเ่ตรียมโดยการตีไขขาวจนขน ตัก

เอาฟองอากาศออกใหหมด นําไขขาวมาผสมกับน้ําในอตัราสวน 1 : 50 แลวผสมสารละลายดังกลาว 
100 มิลลิลิตรกับ sodium benzoate 0.5-1 กรัม หยดน้ํายายึดลงบนแผนสไลดที่วางบนแผนใหความ
รอนที่มีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พอน้ํายาแหงหมาดๆ นําแผน ribbon ที่แบงเปนชิ้นส้ันๆ นํามา
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วางลงไปโดยเรียงตามลําดับของ ribbon จากนั้นทิ้งไวใหแหงประมาณ 24 ช่ัวโมง หรือประมาณ 2-3 
วันจึงนําแผนสไลดไปผานขั้นตอนของการยอมสีเนื้อเยือ่   
 
7. การยอมสีเนื้อเยื่อ 

 
ยอมสีเนื้อเยื่อในสารละลายส ีDalafield’ s hematoxylin โดยการนาํสไลดที่ติด ribbon 

แลวไปละลายเอาพาราฟนออกในไซลีน จากนั้นจึงนําไปยอมสีโดยผานไปตามขั้นตอน จากนั้นจงึ
ปดเนื้อเยื่อดวยแผนปดสไลด  
 
8. การปดแผนปดสไลด 

 
ปดแผนสไลดโดยใช Canada balsam เปนตัวเชื่อม หยดสารตัวเชื่อมบนแผนสไลด 1-2 

หยด วางแผนปดสไลดลงไป ไลฟองอากาศดวยเข็มเขี่ย นําไปวางไวในที่ที่ปราศจากฝุน หรือเก็บใน
ตูอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ทิ้งไวจนแหงสนิท แลวนําไปเก็บไวในกลองเก็บสไลดเพื่อรอการตรวจ
เนื้อเยื่อ 
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สถานที่ท่ีทําการทดลอง 
หองปฏิบัติการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน และหองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

ระยะเวลาทําการทดลอง 
เร่ิมตน เมษายน 2547 
ส้ินสุด ธันวาคม 2548   




