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วิธีดำเนินการดึกษา

1. การหาปริมาณรังสิแกมมาที่เหมาะสมต่อการเกิดมิวเตชันของดองดึง

นำหัวของดองดึงท่ีเร่ิมแตกยอด ไปอายรังสีแกมมาด้วยเครื่อง Gamma beam ท่ีม Co-60 
(cobalt 60) เป็นแหล่งกำเนิดรังสีแกมมา ณ สำนักงานพลังงานปรมาณูเพ่ือสันติ ใหัได้รับรังสีแกมมา 
ปริมาณต่างๆกัน9 ระดับๆละ2 0 หัว คือ 0 10 20 40 60 80 100 200 และ400 เกรย์

นำหัวดองดึงท่ีฉายรังสีแกมมาแล้ว ปลูกในกระถางๆละ 1 หัว ปักป้ายบอกปริมาณรังสีท่ีได้ 
รับทุกกระถางท้ังหมด 9 ทรีตเมนต์ จำนวน 5 ช้ํา รวม 180 กระถางวางในพ้ืนท่ีทดลองขนาด 8 เมตร/ 
15 เมตร โดยไซ้แผนการทดลองแบบ randomized complete block design ดูแลพืชทดลองโดยรด 
น้ําให้ซุ่ม ทำค้างไม้ไผ่และผูกเชือกเอ็นเพ่ือเป็นท่ียึดเกาะของใบและพยุงลำต้น กำจัดวัชพืชและดัตรูพืช 
อย่างลม่ําเสมอ ลังเกต บันทึกผลการทดลอง วิเคราะห์ผลการทดลองโดยการวิเคราะห์วาเรียนซ์และ 
เปรียบเทียบผลการทดลองด้วยวิธีอนทcan's multiple range test ท่ีระดับความเป็นไปได้ 0.05

1.1 การหาค่าL□ 50( lethal dose - 50 ) คืกษาเปอร์เซ็นต์การงอกของหัวดองดึงหลัง
ปลูกแล้วเป็นเวลา 1 2 และ 3 เดือน โดยนับจำนวนต้นท้ังหมดและหาเปอร์เซ็นต์การตายของ
ดองดึงเม่ือปลูกแล้วเป็นเวลา 3 เดือน เพ่ือหาค่า LDgQ ด้วยวิธี Typical sigmoid mortality และ 
คำนวณจากสูตร regression Y = ~ÿ+b( *50-วิ< )เพ่ือหาว่าปริมาณรังสีใดท่ีทำให้เกิดอัตราการตาย
50 เปอร์เซ็นต์

1.2 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดองดึงที่ได้รับรังสีแกมมาปริมาณแตกต่างกัน 
โดยการลังเกตความผิดปกติของลักษณะต่างๆ ได้แก่

1.2.1 ลำต้นเหนือตินท่ีงอกจากหัวท่ีได้รับการฉายรังสี ศึกษาความสูงของลำต้นโดย 
วัดจากระดับตินถึงข้อแรกท่ีปลายยอดเม่ือต้นดองดึงเจริญเติบโตเต็มท่ี

1 .2 .2ใบ ศึกษาความกว้างของใบ ความยาวของใบโดยหาค่าเฉลี่ยจำนวน6 ใบ
ต้ังแต่ใบท่ี 2 จากยอดถึงใบท่ี 7 และนับจำนวนใบจากโคนถึงยอดเม่ือเจริญเติบโตเต็มท่ี

1.2.3ดอก ศึกษาลักษณะสีของดอกหลังดอกบาน1 วัน โดยใช้วิธีบันทึกเทียบกับ 
ตารางเทียบสีของบริษัทไทยสกรีนลโตร์จำกัด

1.2.4 ลำต้น'ไต้ตินท่ีงอก'ใหม่ ศึกษาลักษณะของหัวดองดึงท่ีเกิดข้ึนใหม่ใต้ดิน
บริเวณโคนต้น

1.3 ศึกษาโครโมโซมใน meiosis ของ pollen mother cell โดยศึกษาจำนวนและลักษณะ 
โครโมโซมจากอับเรณูโดยวิธีการเตรียมเชลล์แบบ propionocarmine smear มวิธีการดังน้ีคือ

1.3.1 fixation เก็บดอกในช่วงเวลา 7.00น.-7.30น. เลือกดอกตูมท่ีมีความยาว
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ประมาณไ.7 เซนติเมตร นำมาแช่ในสารละลาย Carnoy หยด ferric chloride เข้มซ้น 2-3 
หยด แช่ไว้ประมาณ 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิห้อง

1.3.2 storage ล้างดอกให้สะอาดด้วย ethanol 95 เปอร์เซ็นต์ 3 คร้ังๆ  ละ 5 นาที 
เก็บใน ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ซ่ึงเก็บใต้นาน 6 -12 เดือน

1.3.3 staining และรกาear เม่ือต้องการตรวจสอบจำนวนโครโมโซม ใช้ปากคีบนำดอกท่ี
เก็บไว้ใน ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ออกมาตัดอับเรณู 1 อัน นำมาวางบนแผ่นสไลด์ หยด
propionocarmine 2 เปอร์เซ็นต์ลงไป 1-2 หยด ไข้เข็มเข่ียแบ่งอับเรณูออกเป็น 2 ส่วนและกด 
ผนังอับเรณูเทือให้ pollen mother cell หลุดออกจากอับเรณูมาลอยอยู่ในลี propionocarmine คีบ 
เศษเปลือกอับเรณูออก ปิดอับด้วยกระจกปิดสไลด์ตรงบริเวณท่ีย้อม แล้วใช้ปลายดินสอต้านท่ีมียาง 
ลบเรียบๆค่อยๆกดเบาๆเพ่ือให้เชลล์กระจาย และทุกเชลล์ถูกกดอับอยู่ในระนาบเคียวกันบนสไลด์ นำ 
กระดาษช้บวางบนแผ่นสไลด์บริเวณที่ปิดกระจกซับลีออกแล้วนำสไลดํใปตรวจดูต้วยกล้องจุลทรรศน์ 
ใช้เลนล์วัตถุกำลังขยาย X 10 หาเชลล์ท่ีมีการแบ่งนิวเคลียสในระยะเมทาเฟสและอนาเฟส เลือก 
เชลล์ท่ีมีโครโมโซมกระจายดืท่ีสุดมาตรวจนับจำนวนอย่างน้อย 20 เชลล์ โดยใช้เลนล์วัตถุกำลัง
ขยายX100 และถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์ Olympus BH 2 ด้วยทิเล์มขาวดำ T-max 100

2. การดึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดองดึงทีปลูกในแปลงทดลองก่อนฉายรังสิแกมมา

ปลูกหัวดองดืงจำนวน 200 หัว เพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาก่อนฉายร้งลีแกมมา ณ 
แปลงทดลองของภาควิชาพถุกษศาสตร์ โดยเตรียมแปลงปลูกขนาด 1 X 10 เมตร พลืกหน้าดินตาก 
แดดนาน7 วันใส่ดินผสมปุยคอก และปุยอันทรีย์ลงในดินแล้วขึ้นแปลงสูงประมาณ 1 5 เซนติเมตรนำ 
ลำต้นดองดืงท่ีเร่ิมแตกยอดลงปลูกโดยให้มิระยะปลูกระหว่างต้น 30 เซนติเมตร ระหว่างแถว 30 
เซนติเมตร สก 8 เซนติเมตร รดlin ให้'ซุ่ม ทำค้างไมิไผ่และผูกเชือกเอ็น เพ่ือเป็นท่ียึดเกาะของใบและ 
พยุงต้นพร้อมปักป้ายเลขลำตับต้น กำจัดวัขทืซและตัตรูทืชอย่างสม่ําเสมอ

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดองดึง โดยการลังเกตลักษณะและบันทีกผลการ 
ทดลองของทุกต้นตังต่อไปน้ี

2.1 ความสูงของต้นศึกษาความสูงของต้น โดยวัดจากระตับดินถึงส่วนของข้อแรกท่ี 
ปลายยอด เม่ือดองดืงมิการเจริญเติบโตเต็มท่ี

2.2 ใบ ศึกษาความกว้าง ความยาว อัตราส่วนระหว่างความยาวต่อความกว้างของใบ 
ท่ี 7 และจำนวนใบของต้น โดยนับจากโคนของลำต้นเม่ือเจริญเติบโตเต็มท่ี

2.3 ดอก ศึกษาความกว้าง ความยาว และลีของกลีบดอกโดยเทียบกับตารางเทียบลีของ 
บริษัทไทยลกรีนลโตร์จำกัด
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2.4 ผล ศึกษาความยาวและเล้นผ่าศูนย์กลางผล จำนวนผลต่อต้น และจำนวนเมล็ดต่อ 

ผล
2.5 ลำต้นใต้ดินท่ีเกิดใหม่ ช่ังน้ําหนักหัวใหม่ท่ีเกิดข้ึนเม่ือต้นดองดึงตาย นำหัวใต้ดินท่ีพัก 

ตัวฃึนจากดิน ติดสลากเลขลำดับหัว ดัดเลือกลำต้นใต้ดินของดองดึงท่ีมีความลมบูรณ์ กล่าวคือ มา 
จากต้นท่ีไม่เป็นโรค และมีน้ําหนักใกล้เคียงกัน เพ่ือเตรียมใชในการทดลองท่ี 3 ต่อไป

3. การดักษาผลของรังสิแกมมาต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยา เรณู และโครโมโซมของดองดึง

นำลำต้นใต้ดินดองดึงจากข้อ 2.5 ช่ึงมีลักษณะเป็นรูปตัว V หรือ L ท่ีมีความลมบูรณ์โดยมี 
น้ําหนัก 27.34-27.48 กรัม และเร่ิมแตกยอดท่ีปลายแล้วจำนวน 120 ลำต้น มาหักนำเพียงข้างเดียวไป 
ฉายรังสี ด้วยเครื่องGamma beam ท่ีมี Co-60 เป็นแหล่งกำเนิด ท่ี ลำนักงานปรมาณูเพ่ือสันติ โดยให้ 
รังสีแกมมาปริมาณต่างๆกัน5 ระดับ คือ0 2.5 5.0 7.5 และ 10.0 เกรย์ ระดับละ24 หัว แล้วนำ
ไปปลูกตามวิธีในข้อ2ในแปลงทดลอง โดยวางแผนการทดลองแบบ randomized complete block 
design ทีมี 4 ชำ

3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดองดึงท่ีฉายรังสีแกมมาปริมาณต่างๆเปรียบเทียบ 
กับต้นควบคุม

ศึกษาเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของส่วนต่างๆของต้นดองดึงท่ีเจริญจากหัว 
ท่ีใด้รับรังสีแกมมาปริมาณต่างๆ เก็บตัวอย่าง ทรีทเมนตํละ 20 ต้น โดยนำมาสังเกต กัดขนาดบันทีก 
ลักษณะและวิเคราะห์ผลการทดลองโดยการวิเคราะห์วาเรียนช์ และเปรียบเทียบผลการทดลองด้วยวิธี 
Duncan's multiple range test ทีระดับความเป็นไปได้ 0.05

3.1.1 ลำต้นเหนือดิน ศึกษาเปอร์เซ็นต์การงอกของหัวดองดึง ความสูงของลำต้นโดยกัด 
จากระดับดินถึงข้อแรกท่ีปลายยอดเม่ือเจริญเติบโตเต็มท่ี เปอร์เซ็นต์การตายของต้นเม่ือปลูกเป็นเวลา 
3 เดีอน จำนวนต้นท่ีงอกโดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของต้นเม่ืออายุ 1 2 และ3เดือน สังเกต 
และศึกษาลักษณะของลำต้น

3.1.2 กิ'ง ศึกษาระยะเวลาของการแตกกิ,ง ความยาวก่ิงเม่ือดองดึงเจริญเติบโตเต็มท่ีโดย 
ล่มกัด 1 ก่ิงของทุกต้นในแต่ละทรีทเมนต์สังเกตและศึกษาลักษณะของก่ิง

3.1.3ใบ ศึกษาความยาวและความกว้างของใบที่7 โดยนับจากโคนอัตราล่วนระหว่าง 
ความยาวต่อความกว้างใบ สังเกตและศึกษาลักษณะของใบ

3.1.4 ดอก ศึกษาระยะเวลาการออกดอกโดยนับจากกันปลูกจนกระท่ังดอกแรกบาน ศึกษา 
ลักษณะสีของดอกหลังจากดอกบาน 1 กัน โดยการเทียบสีกับตารางเทียบสีของบริษัทไทยสกรีนลโตร ์
จำกัด ศึกษาระยะเวลาดอกบานคือเม่ือกลืบดอกกระดกข้ึนมากกว่า 180 องศาจนกระท่ังลีฃองกลืบ
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ดอกเปล่ียนเป็นสีแดงแต่กลีบยังไม่โรย ความกว้างของกลีบดอก ความยาวชองกลีบดอก ศึกษา
จำนวนดอกต่อต้น เปอร์เซ็นต์การออกดอก หาความถ่ีของลักษณะผิดปกติของดอกโดยนับจำนวน
ดอกท่ีผิดปกติจากดอกท้ังหมดของ'VIกต้น และศึกษาลักษณะดอก

3.1.5ผล ศึกษาความยาวของผล เลันผ่าศูนย์กลางของผลจำนวนผลต่อต้น จำนวน 
เมล็ดต่อผล ศึกษาและลังเกตลักษณะของผล

3.1.6 ลำต้น'ไต้ดินท่ีเกิด'ใหม่ ศึกษาลักษณะและช่ังน้ําหนักหัวดองดึงท่ีเกิดข้ึนใหม่ใต้ดิน
บริเวณโคนต้น

3.2 การศึกษาเรณูของดองดึงจากต้นท่ีได้ริปรังลีแกมมาปริมาณต่างๆ
3.2.1 การหาเปอร์เซ็นต์ความลมบูรณ์ของเรณูดองดึง
นำเรณูดองดึงท่ีแตกใหม่ๆจากทุกทรีทเมนต์ๅละ 10 ต้น โดยเก็บในช่วงเวลา 7.00น.-

8.00 น.ทดลอบหาเปอร์เซ็นต์ความสมบูรณ์ของเรณู โดยย้อมลีด้วย 2 เปอร์เซ็นต์ propionocarmine 
บนสไลด์ แล้วนำไปตรวจนับใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ light microscope ใช้เลนลัวัตถุกำลังขยาย X 
10 นับจำนวนเรณู สไลด์ละ 5 ตำแหน่งท่ีไม่ช้ํากัน จำนวนเรณูท่ีมีความสมบูรณ์จะติดลีแดง และเรณูท่ี 
ไม่สมบูรณ์จะลีบเล็กไม่ติดลี (Delourme,1996) แล้วนำค่าท่ีนับได้มาหาค่าเฉล่ีย และคำนวณ
เปอร์เซ็นต์ความสมบูรณ์ของเรณู

3.2.2 การหาเปอร์เซ็นต์การงอกของเรณูดองดึง
นำเรณูดองดึงท่ีแตกใหม่  ๆ เช่นเดียวกับข้อร.2.1 มาทดสอบหาเปอร์เซ็นต์การงอก

โดยเล้ียงในสารละลาย,นาตาลซูโครส 20 เปอร์เซ็นต์ ( ลุมิตรา คงช่ืนสินและพรทิพย์ เศรษฐาวิวัฒน์ 
2533 ) บนลไลดํในสภาพความข้ึนสูงท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 6 ช่ัวโมง แล้วนำไปตรวจนับ
จำนวนเรณูท่ีงอกและไม่งอกหลอดเรณู สไลด์ละ 5 ตำแหน่งท่ีไม่ช้ํากัน แล้วนำค่าท่ีนับได้มาหาค่า
เฉล่ียและคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การงอกของเรณู

3.3 การศึกษาโครโมโซมใน meiosis ของ pollen mother cell
ศึกษาโครโมโซมของ pollen mother cell จากยับเรณูของดอกดองดึงจากต้นท่ีได้ริบ 

รังลีแกมมาปริมาณต่างๆ โดยวิธการเตริยมเชลล์แบบ propionocarmine smear เช่นเดียวกับการ 
ศึกษาโครโมโซมดังข้อ 1.3


	บทที่ 3 วัสดุอุปกรณ์และวิธีดำเนินการศึกษา

