
 

บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการ 

 การศึกษานี้ แบงออกเปน 3 การทดลอง คือ 

 การทดลองท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยาของเอ้ืองดินใบหมาก 

 การทดลองท่ี 2 การหาชวงเวลาท่ีเหมาะสมในการศึกษาจํานวนโครโมโซมปลายราก 

 การทดลองท่ี 3 การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิซิน 

 

 อุปกรณและวิธีการ  

การทดลองท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยาของตนเอ้ืองดินใบหมาก 

 การทดลองแบงออกเปน 3 การทดลองยอย คือ ศึกษาวงจรชีวิตของเอ้ืองดินใบหมาก ศึกษา
ลักษณะของตนท่ีเกิดจากเมล็ด และศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยา ซ่ึงแตละการ
ทดลองมีอุปกรณและวิธีการ ดังตอไปนี้ 

 การทดลองท่ี 1.1 วงจรชีวิตของเอ้ืองดินใบหมาก เร่ิมต้ังแตระยะการผสมเกสร การถือฝก ระยะ
การพัฒนาของเมล็ดใหเกิดเปนโปรโตคอรม การเจริญเติบโตของตนจนพืชโตเต็มท่ีสามารถยาย
ปลูกได และระยะเวลาการออกดอก 

  1.1.1 วัสดุและอุปกรณ 

   1.1.1.1 พืชทดลอง ไดแก ตนเอ้ืองดินใบหมาก จํานวน 5 ตน ซ่ึงคัดเลือกมาจากตนท่ี
เก็บรวบรวมและปลูกไวในแปลงรวบรวมพันธุ ตนพืชดังกลาวมีขนาดและระยะของการ
เจริญเติบโตใกลเคียงกัน และฝกกลวยไมอายุ  27 วัน 

   1.1.1.2 อุปกรณ ไดแก ไมบรรทัด สมุด ดินสอ ปายช่ือ กลองถายรูป เวอรเนีย  
คาลิเปอร (vernier caliper) 

   1.1.1.3 อุปกรณผสมฝกกลวยไม ไดแก ไมจิ้มฟน ปายช่ือ ดินสอ 

   1.1.1.4 ใบมีดคัตเตอร ขวดรูปชมพูขนาด 50 และ 150 มิลลิลิตร และขวดเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อ 
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   1.1.1.5 เคร่ืองเขยา (shaker) 

   1.1.1.6 ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar air-flow cabinet) 

   1.1.1.7 อุปกรณในตูยายเนื้อเยื่อ คือ ดามมีดเบอร 3 ใบมีดผาตัดเบอร 10 และ เบอร 11 
ปากคีบ ตะเกียงแอลกอฮอล หลอดทดลองสําหรับใสแอลกอฮอล จานเพาะเช้ือ และแผนพลาสติก
ปลอดเช้ือ 

  1.1.2 สารเคมี 

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

   1.1.2.1 สารละลายเขมขน 

    1.1.2.1.1 ธาตุอาหารหลัก ตามสูตร CMU1 เตรียมเปนสารละลายเขมขน โดยมี
ความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร โดย
ใชชนิดและปริมาตรของสาร ดังแสดงไวในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารหลักสูตร CMU1 

        ชนิด                ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)     ปริมาณในสารละลายเขมขน 20 เทา (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) โดยใชชนิด 
และปริมาณ ของสาร ดังแสดงในตารางท่ี 2 การเตรียมสารละลายธาตุอาหารของสูตรนี้เตรียมโดย
ใหเปนสารละลายท่ีมีความเขมขนของสารมากกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา และเตรียมใหมีปริมาณ
สุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร ใชสารเคมีตามปริมาณ ดังแสดงในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2  ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุของสูตร MS 

          ชนิด          ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)    ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (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 ประกอบดวย FeSO4.7H2O 
และ Na2EDTA ทําใหเปนสารละลายเขมขน รวมใหมีความเขมขนเปน 100 เทา และใหมีปริมาตร
สุดทาย 1,000 มิลลิลิตร โดยช่ังสารแตละชนิดมาละลายในน้ํากล่ันใหมีปริมาตรสุดทายแตละสวน
เปน 500 มิลลิลิตร แลวจึงนํามาผสมกันเก็บรักษาไวในขวดสีชา เพื่อปองกันแสง ใชสารเคมีตาม
ปริมาณ ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 3 ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเหล็กเขมขนสูตร MS 

          ชนิด         ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)      ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (ก/ล)        

    FeSO4 . 7H2O                  27.8            2.78 

     Na2EDTA                   37.3                            3.73 

   

 1.1.2.1.4 อินทรียสาร ซ่ึงประกอบ วิตามินชนิด glycine และ myo-inositol เตรียม
เปนสารละลายเขมขน ท่ีมีความเขมขนของสารเปน 100 เทา และเตรียมใหมีปริมาณสุดทายเปน 
1,000 มิลลิลิตร โดยใชปริมาณสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS ใชสารเคมีตามปริมาณ 
ดังแสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางท่ี 4 ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายอินทรียสาร 

          ชนิด        ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล)      ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (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 ไดแก ผงวุน น้ํามะพราว น้ําตาลซูโครส แผนปาย และ
วัสดุท่ีใชสําหรับทําความสะอาด และฆาเช้ือ ซ่ึงไดแก สบู น้ํายาลางจาน น้ํากล่ัน เอทิลแอลกอฮอล 
เขมขน 70 เปอรเซ็นต คลอร็อกซ (active ingredient : NaOCl 5.25 เปอรเซ็นต) ไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด (H2O2) และสารลดความตึงผิว (tween 20) จํานวน 2-3 หยด 

  1.1.3 วิธีการเตรียมอาหาร 

   เตรียมอาหารเหลวปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ดังข้ันตอนตอไปนี้ 

1.1.3.1 เติมน้ํากล่ันในบีกเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ประมาณ 500 มิลลิลิตร 

1.1.3.2 เติมสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร CMU1 ท่ีมีความเขมขน 20 เทา 
(เตรียมตามตารางท่ี 1) ลงไป 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

1.1.3.3 เติมสารละลายของธาตุอาหารของสูตร MS ท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียม
ตามตารางท่ี 2) ลงไป 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน  

1.1.3.4 เติมสารละลาย FeEDTA ท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตารางท่ี 3) ลงไป 
10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

1.1.3.5 เติมสารละลายอินทรียสารท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตารางท่ี 4) ลง
ไป 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

1.1.3.6 เติมน้ํามะพราวลงไป 150 มิลลิลิตร (15 เปอรเซ็นต) 

1.1.3.7 น้ําตาลซูโครส 20 กรัม ใชแทงแกวคนใหน้ําตาลละลาย (2 เปอรเซ็นต) 
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1.1.3.8 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 

1.1.3.9 ปรับคาความเปนกรด-ดาง (pH) ใหเปน 5.7 

1.1.3.10 ถาตองการเตรียมอาหารแข็งใหใสผงวุนลงไป 8 กรัม แลวนําไปอุนใน
ไมโครเวฟ ประมาณ 7  นาที หรือจนกระท่ังเดือด (วุนละลายจนหมด) 

1.1.3.11 บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร ขวดละ 10 มิลลิลิตร แตถาบรรจุ
ในขวดแกวขนาด 8 ออนซ ใหใสขวดละ 30 มิลลิลิตร ปดดวยพลาสติกทนความรอน ใชยางรัด 
และปดทับดวยกระดาษไขอีกคร้ัง รัดดวยยางรัด นําไปผ่ึงในหมอนึ่ง ความดันไอที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ต้ังท้ิงไวจนเย็นกอนนําไปใช 

 1.1.4 วิธีการศึกษาวงจรชีวิตของเอื้องดินใบหมาก 

          1.1.4.1 นําตนเอ้ืองดินใบหมากท่ีทําการคัดเลือก มาทําการผสมพันธุแบบผสมตัวเอง 
ซ่ึงดอกท่ีทําการผสมควรมีอายุการบานอยูในชวงท่ีเหมาะสม โดยสังเกตดูไดจากแองของเกสรเพศ
เมียมีน้ําเมือกเหนียวๆอยู เกสรเพศผูมีสีเหลืองออน ไมเปล่ียนเปนสีน้ําตาลหรือดํา ใชไมจิ้มฟน
ปลายแหลมสะอาดเข่ียฝาเปดเกสรเพศผู ใหเกสรเพศผูหลุดออกมาแลววางบนเกสรเพศเมียของตน
เดียวกัน ทําปายแขวนไวท่ีกานดอกยอย เขียนวันท่ี เดือน ป ท่ีทําการผสม บันทึกระยะการถือฝก 

          1.1.4.2 นําฝกกลวยไมท่ีมีอายุฝกหลังผสมประมาณ 27 วัน มาทําความสะอาดดวยสบู
และลางน้ําใหสะอาด  ตัดกาน ตัดดอกท่ีเหี่ยวแหงบริเวณปลายฝก และสันฝกออก ทําความสะอาด
ดวย แอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต จากนั้นใสฝกแชลงในขวดรูปชมพูท่ีมีสารฆาเช้ือ คือ  
คลอร็อกซ 25 เปอรเซ็นต รวมกับ tween 20 จํานวน 2-3 หยด นาน 25 นาที ลางดวยน้ํากล่ัน 2-3 คร้ัง 
ในตูยายเนื้อเยื่อ 

   นําฝกท่ีทําการฟอกฆาเช้ือเรียบรอยแลว วางลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีแผนพลาสติก 
ปลอดเช้ือรองอยู ใชมีดผาตัดผาฝกกลวยไมออกตามแนวยาว โดยกรีดระหวางแนวตะเข็บของฝก 
ใชปากคีบเหล็กคีบฝกใหอยูเหนือปลายขวดและใชปลายมีดเข่ียเมล็ดลงบนอาหาร ไดทําการศึกษา
ยอยเพื่อเปรียบเทียบการงอกของเมล็ดบนอาหารแข็งและอาหารเหลว โดยใชอาหารสูตร CMU 1 
โดยเมล็ดท่ีเพาะบนอาหารแข็ง ทําการทดลอง 5 ซํ้า โดยเพาะ 1 ฝก/1 ซํ้า เพาะเล้ียงเปนเวลา 4
สัปดาห สังเกตและบันทึกผลการพัฒนาของเมล็ดจนกระท่ังเกิดเปนโปรโตคอรม และหาเปอรเซ็นต
การงอกของเมล็ด ทุกๆสัปดาห 

เมล็ดท่ีเพาะในอาหารเหลว นําไปวางเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ท่ีความเร็ว 60 รอบ/นาที ใน
สภาพท่ีมีแสงเปนเวลา 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 5 ซํ้า โดยเพาะ  
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1 ฝก/1 ซํ้า เพาะเล้ียงเปนเวลา 4 สัปดาห โดยแตละสัปดาหนําเมล็ดไปดูภายใตกลองจุลทรรศน 
สังเกตและบันทึกผลการพัฒนาของเมล็ดและระยะของเมล็ดท่ีเกิดเปนโปรโตคอรม  และหา
เปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด 

          1.1.4.3 นําโปรโตคอรมท่ีเจริญเปนตนออนมีใบจริง 1-2 ใบ วางเล้ียงบนอาหารแข็ง
สูตร CMU1 วางเล้ียงในสภาพท่ีมีแสง 16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ทําการบันทึก
ลักษณะของตนพืช โดยบันทึกชวงระยะเวลาตางๆของการเจริญเติบโต ไดแก ความสูงตน ความยาว
ใบ จํานวนใบ จํานวนราก ทุกๆ 2 สัปดาห เปนเวลา 12 สัปดาห 

          1.1.4.4  ทําการยายปลูกตนพืชลงในกระถาง จดบันทึกระยะวันท่ีแทงชอดอก และ
ระยะวันท่ีดอกแรกเร่ิมแยมบาน 

 

 การทดลองท่ี 1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกายวิภาควิทยา 

  การทดลองท่ี 1.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานของสวนประกอบของตนพืช ไดแก ราก ลําตน ใบ และดอก โดย
บันทึกขอมูลดังกลาวจากตนพืชทดลอง 10 ตน ในระยะท่ีสวนตางๆ ของตนเจริญเติบโตเต็มท่ีแลว 

   1.2.1.1 วัสดุและอุปกรณ  

          1.2.1.1.1 พืชทดลอง  

                  คัดเลือกตนพืชทดลองจากตนท่ีเก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุ โดยคัดตน
ท่ีมีขนาดและระยะของการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน 

          1.2.1.1.2 อุปกรณ ไดแก มีดผาตัด ปากคีบ ไมบรรทัด สมุด ปากกา ดินสอ  
กลองถายรูป 

1.2.1.2 วิธีการ 

          1.2.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืชทดลอง 
ไดแก ราก ลําตน ใบ ดอก และฝก ในระยะท่ีตนและดอกเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยบันทึกลักษณะจาก
ตัวอยาง 10 ตน 

          1.2.1.2.2 บันทึกจํานวนดอกและขนาดของสวนประกอบของตน ดังนี้ 
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                  1.2.1.2.2.1 ลําตน บันทึกขนาดของหัวแรก ในลักษณะของเสนผาศูนยกลาง 
และความยาวของหัว 

                  1.2.1.2.2.2 ใบ บันทึกจํานวนใบตอตน และวัดขนาดของใบท่ี 2 นับจากโคน
ตน 

     1.2.1.2.2.3 ดอก บันทึกขนาดของดอก โดยวัดความยาวจากปลายของ 
กลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปาก ความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง กลีบดอก และกลีบปาก 
ของดอกที่บานเต็มท่ี ความยาวของกานดอกยอย ความยาวของเสาเกสร จํานวนดอกตอชอ และ
ระยะเวลาการบานของดอก 

     1.2.1.2.2.4 ฝก บันทึกลักษณะของฝก และบันทึกความกวาง ความยาวของฝก  

 

การทดลองท่ี 1.2.2 การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 

  ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของราก ลําตน ใบ และดอก โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัด
ตามขวาง และตามยาวของอวัยวะดังกลาว ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ของ 
Johansen (1940) 

   1.2.2.1 วัสดุอุปกรณ 

          1.2.2.1.1 เคร่ืองดูดอากาศ และเคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน (rotary 
microtome) พรอมใบมีด 

          1.2.2.1.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo-microscope 
พรอม อุปกรณถายภาพ 

          1.2.2.1.3 ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56 องศาเซลเซียส 

          1.2.2.1.4 แผนใหความรอน 

          1.2.2.1.5 เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40 องศาเซลเซียส 

          1.2.2.1.6 แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีตมในพาราฟน
จนอ่ิมตัว 

          1.2.2.1.7 แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด (cover slip) 
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          1.2.2.1.8 อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร ขวดยอมสี 
กระบอกตวงสารเคมี และหลอดหยด 

          1.2.2.1.9 อุปกรณอ่ืนๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกันขนออน  
มีดผาตัด และปากคีบ 

   1.2.2.2 สารเคมี      

          1.2.2.2.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixative) ไดแก FAA (formalin-acetic acid 
alcohol) ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมดังนี้ 

      95% Ethyl alcohol  50  มิลลิลิตร 

      Gracial acetic acid  5  มิลลิลิตร     

      Formalin    10  มิลลิลิตร   

      น้ํากล่ัน     35  มิลลิลิตร   

          1.2.2.2.2 น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) ประกอบดวย
สวนผสม ดังแสดงในตารางท่ี 5 

 

ตารางท่ี 5 สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 

                         ปริมาณแอลกอฮอล     95% Ethyl     100% Ethyl          Tertiary Butyl      

    ข้ันตอน         ในน้ํายาท่ีใชดึงน้ํา       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 สารตัวกลางท่ีใชฝงตัวเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก paraplast 

          1.2.2.2.4 น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) เตรียมน้ํายาเขมขนจาก
สวนผสมของไขขาว 1 ฟอง และนํ้ากล่ัน 49 มิลลิลิตร เม่ือตองการใชจึงนําน้ํายายึดเนื้อเยื่อดังกลาว
นั้นมาเจือจาง โดยนํ้ายาเขมขน 1 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเปน 50 มิลลิลิตร 

1.2.2.2.5 สียอมเน้ือเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบไปดวย 

      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 น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene 

    1.2.2.2.7 สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด คือ canada balsam 

   1.2.2.3 วิธีการ 

   การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีวิธีการ ดังนี้ 

    1.2.2.3.1 เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของโปรโตคอรม  ราก ลําตน ใบ และดอก มาแชใน 
FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดนั้นไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อ หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง กอนนําไปผานข้ันตอน
ตอไป 

    1.2.2.3.2 นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผานน้ํายา
จากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50% ไปจนถึงระดับ 100%  และนํ้ายาท่ีเปน
สวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 1:1 เม่ือถึงข้ันตอนนี้แลวเนื้อเยื่อเหลานั้นก็
พรอมท่ีจะรับการซึมแทรกพาราฟน (infiltration) 

    1.2.2.3.3 ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีเติมพาราฟนท่ีหลอดแลว นําขวดแกวไป
เก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นานประมาณ 1 สัปดาห หรือมากกวา เพื่อใหพาราฟน
แทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 
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    1.2.2.3.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูใน
ตําแหนงและระนาบท่ีตองการ เก็บแทงเนื้อเยื่อไวในท่ีเย็น หรือในตูเย็น 

    1.2.2.3.5 เม่ือตองการตัดเนื้อเยื่อนําแทงพาราฟนท่ีเตรียมไว ไปตัดแตงใหเปนรูป
ส่ีเหล่ียมผืนผา จัดใหมีช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง นํามาติดกับแทงไม จากนั้นนําแทงไมนั้นไปบรรจุใน
ชองของเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน ตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางตามความเหมาะสมใหหนา 
13-15 ไมครอน เนื้อเยื่อท่ีผานการตัดจะอยูในลักษณะของแถบเน้ือเยื่อ (paraffin ribbon) 

    1.2.2.3.6 นําแถบเนื้อเยื่อติดลงบนแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วาง
แผน กระจกสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบเนื้อเยื่อแหง และติดแนนกับแผนกระจกสไลด 

    1.2.2.3.7 นําแผนกระจกสไลดท่ีละลายพาราฟน ออกจากเนื้อเยื่อแลวไปยอมสี 

    1.2.2.3.8 ปดแผนกระจกสไลด ดวยแผนปดกระจกสไลด โดยใช canada balsam 
ยึด 

    1.2.2.3.9 เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําไปศึกษาใตกลองจุลทรรศน และ
บันทึกภาพเนื้อเยื่อ 

 

การทดลองท่ี 2 การศึกษาจํานวนโครโมโซมปลายราก 

 ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของพืชทดลองดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลงโดย 
ดวงทิพย (2539) และประภัสสร (2543) 

 2.1 วัสดุและอุปกรณ 

2.1.1 ปลายรากของพืชทดลอง 

2.1.2 ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางราก 

2.1.3 แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด 

2.1.4 เทอรโมมิเตอรวัดอุณหภูมิ 

2.1.5 อางควบคุมอุณหภูมิ 

2.1.6 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก ปากคีบ เข็มเข่ีย กระบอกตวงสารเคมี น้ํายาเคลือบเล็บ และมีดผาตัด 

2.1.7 กลองจุลทรรศนชนิด compound microscope และ photomicroscope 
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2.1.8 สารเคมี 

2.1.8.1 สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment) ไดแก para-
dichlorobenzene (PDB) 

2.1.8.2 สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixative) คือ  
95% Ethyl alcohol และ Glacial acetic acid ในอัตราสวน 3:1 

2.1.8.3 สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ กรด 
ไฮโดรคลอริค (HCl) เขมขน 1 นอรมอล (N) 

2.1.8.4 สีท่ีใชยอมโครโมโซม คือ carbol fuchsin  

        2.2 วิธีการ 

2.2.1 เตรียมปลายรากโดยเลือกรากท่ีงอกใหม และมีความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ตัดมา
เฉพาะสวนปลายเพียง 1-2 มิลลิเมตร เก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา 7.00-8.00, 8.00-9.00 และ 
 9.00-10.00 น.  

2.2.2 หยุดวงชีพเซลลโดย แชปลายรากในสารละลาย PDB เปนเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส  

2.2.3 นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน แลวจึงนําไปแช
น้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที เพื่อหยุดการทํางานของเซลล จากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 

2.2.4 ยอยแยกเซลลโดยการแชรากใน HCl เขมขน 1 นอรมอล นาน 4 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

2.2.5 ยอมเน้ือเยื่อปลายรากใน carbol fuchsin แชไวนาน 30 นาที, 1 และ 2 ช่ัวโมง หลังจาก
นั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวจึงใชมีดผาตัด ตัดเฉพาะสวนปลายรากใหยาว 
 1 มิลลิเมตร เข่ียสวนเกินท้ิงไป หยดสี 1 หยด ตรงบริเวณปลายราก ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเบาๆ
เพื่อใหเซลลกระจาย คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิงไป แลวปดแผนกระจกสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ วาง
กระดาษซับบนแผนกระจกสไลด เพื่อซับสีท่ีมากเกินไปออก กดนิ้วหัวแมมือลงไปเพื่อใหเซลล
กระจาย และไลฟองอากาศออกใหหมด 

2.2.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลลท่ีมีการแบง
นิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลว กด
แผนกระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบน และอยูในระนาบเดียวกัน ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบริเวณ
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ขอบแผนปดกระจกสไลดเพื่อปองกันไมใหเนื้อเยื่อแหง นําแผนกระจกสไลดไปตรวจใตกลอง
จุลทรรศน เพื่อนับจํานวนโครโมโซมภายใตกลองจุลทรรศน แลวบันทึกภาพตามความจําเปน 

 

การทดลองท่ี 3  การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิซิน 

 การทดลองนี้เปนการชักนําใหเกิดการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมของเอ้ืองดินในหมาก โดยการ
เพาะเมล็ดใหเปนโปรโตคอรม แลวนําโปรโตคอรมท่ีไดมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร CMU 1 
รวมกับสารละลายโคลชิซิน  

 3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

  3.1.1 ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar air-flow cabinet) 

  3.1.2 ช้ันสําหรับวางขวดเพาะเล้ียง 

  3.1.3 เคร่ืองช่ังละเอียด 

  3.1.4 เคร่ืองเขยา 

  3.1.5 เคร่ืองวัดความเปนกรด/ดาง 

  3.1.6 หมอนึ่งความดันไอ 

  3.1.7 ขวดรูปชมพู ขนาดขนาด 25, 50 และ 125 มิลลิลิตร 

  3.1.8 ขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 

  3.1.9 ปเปตต หลอดหยด บีกเกอร และ กระบอกตวงขนาด 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร 

  3.1.10 แผนกรอง (Millpore filler) ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร และ ถุงมือ 

  3.1.11 หลอดแกว จานเพาะเช้ือ ชอนตักสาร ขวดใสสารละลายเขมขน  และกระดาษ
อลูมิเนียมฟอยล 

  3.1.12 อุปกรณท่ีใชในตูยายเนื้อเยื่อ คือ ดามมีดผาตัด เบอร 3 ใบมีดผาตัดเบอร 10 และ 11 
ปากคีบ ตะเกียงแอลกอฮอล แผนพลาสติกขนาด 70×90 มิลลิเมตร หลอดทดลอง และชอนตัก 
โปรโตคอรม 

  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 แอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต คลอร็อกซเขมขน 25 เปอรเซ็นต และ 
tween 20 จํานวน 2-3 หยด 

  3.2.3 เตรียมสารละลายเขมขน 1 เปอรเซ็นต (w/v) นํามากรองฆาเช้ือโดยใชแผนกรอง
ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร  

 3.3 วิธีการชักนําใหเกิดโพลีพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิซิน 

  3.3.1 การเตรียมโปรโตคอรม โดยนําเมล็ดจากฝกกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากท่ีมีอายุ 27 วัน 
มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร CMU 1 ใหเปนโปรโตคอรมท่ีมีขนาด 2-3 มิลลิเมตร  

  3.3.2 การเตรียมอาหาร โดยใชขวดแกวรูปชมพู ขนาด 50 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเหลวสูตร
CMU 1 รวมกับสารละลายโคลชิซิน ความเขมขน 0.000, 0.005, 0.010, 0.025 และ 0.050 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ   

  3.3.3 นําโปรโตคอรมมาเล้ียงในอาหารเหลวสูตร CMU 1 รวมกับสารละลายโคลชิซิน 
จากน้ันปดฝาขวดดวยแผนพลาสติกใส รัดยางใหแนน และหุมดวยกระดาษอลูมิเนียมฟอยลให
มิดชิดปองกันไมใหถูกแสง วางเล้ียงบนเคร่ืองเขยา ความเร็ว 60 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน 

  3.3.4 เม่ือครบ 5 วัน ทําการเปล่ียนยายโปรโตคอรมลงในอาหารใหมท่ีไมเติมสารละลาย
โคลชิซิน โดยใชชอนตักโปรโตคอรมใสลงในขวดน้ํากล่ันเพื่อลางใหสะอาด จากนั้นวางเล้ียง 
โปรโตคอรมบนอาหารแข็งสูตร CMU 1  ปดปากขวดดวยแผนพลาสติกใส รัดยางใหแนน วางเล้ียง
ในสภาพท่ีมีแสง 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส 

  3.3.5 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ มีท้ังหมด 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 8 ซํ้า ซํ้าละ 15 
ช้ิน บันทึกผลการทดลอง ไดแก อัตราการอยูรอดของโปรโตคอรม ทําการวัดความสูงของตน 
จํานวนใบ จํานวนราก ความยาวราก เปนจํานวน 5 ตนในแตละซํ้า ทุกๆสัปดาห เปนเวลา 12 
สัปดาห แลวยายปลูกในโรงเรือน จากนั้นนําปลายรากมาตรวจนับจํานวนโครโมโซม  

  


