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����� 2

�/,��	�.���

���.-
�	
���.�
   ������)�(���=2/�2�^��� (Nelumbo  nucifera  Gaertn.)  %��)�����  ..�2�=

��^� %.�;����  -�(��	.�P+�����'�(���������.�(2����.����  14  ���  ���;���K������0����
)��'�(� �,��  8�����

)���;��
1.  ���Q.�y���
	>.
      1.1 �.=���.�  70 ��.�/�60�,/
      1.2 ;�.�.�6/
      1.3 )��%��1� (tween 20)
2.  ����������>(��.0����-.
      2.1 )���;���������.�;/����.�.���)@,� MS  (Murashige  and  Skoog,

1962)
(&�;L��� �)

      2.2 )��;��;2�����%��7�,��-,'.��	
  8�����  BA  ��� NAA
      2.3 )���;�����1
�����;����������-����'.�.��� ;	.���8z-��;�.������

-6���(�8z��.�86�/  ;����'��'�� 0.1  ��� 1 �.�/�.�
      2.4 L��2��,�������	.� �2�� AA
3.   ���:��?�-;�-�-6�'.��	

      3.1 ;.�
�6��   ;����'��'�� 0.05  ��.�/�60�,/
      3.2 �������
�(�.�6�,�� (glacial  acetic  acid)
      3.3 �.=���.� 70  ��.�/�60�,/ ����.=���.� 95   ��.�/�60�,/
      3.4 ���8z-��;�.��� ;����'��'�� 1 �.�/�.�
      3.5 )�(�.�-;�-�-6� carbol  fuchsin
      3.6 oil  immersion
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4.  ���:��?����������.0��.
      4.1 ��Q�Q.�/  (Tris-MgCl2  filtered)
      4.2 �.�86�/ RNAse
      4.3 )�(�.����.0��.  propidium  iodide  (PI)

�-���"
1. �;�	�.�K�(���)����������K�(�����  (���.  Mark-I  �2�� 30  Irradiator    -�(
1
�

6��6�(�-137 ���������9��������)� %��:@�(/���������)� �����(���(��?,�:�),�/ ���(��',����'�
(&����� 2)

     

#	����  2    .2����/1����K�(���)������
                    (a)  �;�	�.�K�(���)������  (b) survey  meter   �����;�	�.��	.�,	.�;�����.�&�(   1�
                  ������������������8�'.����)�

2. �;�	�.�
���)���;��
������.�(� 2 ,9����� (���. Mettler  �2�� PJ 100
3. �;�	�.�
���)���;��
������.�(� 4 ,9����� (���. Mettler  �2�� PJ 400
4. �,���������0�8QQd� (stirring  heating  plate) (���. Heidolph �2�� MR 300
5. �;�	�.����;���������� - ���� (pH meter) (���. Horiba �2�� pH � METER F-13

a
a b
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6. ��.����.��8. (autoclave) (���. Eyela �2��  MAC - 601
7. �,�.�8�-;���Q  (���. Sharp �2�� Model R-245
8. �;�	�.�����
���,���B 8����� ����.�,�� ��������;� �����.�/ �p��,  '��

����
9. ,@�(��(���>(���	>.�(	�.��.��
	>. (laminar air flow cabinet) (���. Dwyer �2��  HS

124
10. .2����/���1
�1����(��(���>(���	>.�(	�. 8�����  ���L��,��  ���;��  %�����>(��
	>.
11. .2����/1����:��?�%9����-;�-�-6� 8�����  �L��)8��/  �L���p�)8��/

�'0�
�'��( 1���� ���).���(���(�

12. 
�>�)9�������'���������>(� ,���.�8QQ�@..��)�6�,/(���.  Philip TDL
36

W/54  �)���(/8��/ 6200 K ;���)����  2600 lm. 72 lm/w 1��.��������>(���	>.�(	�.���;��;2�
.2�&@�� 25 ± 2 .�:��6��6�() ;����'���)�  2,000 ���6/ ���1��)�  16 
���-��,�.���

13. ���.�%2����:�/(���.   Olympus   �2��  BX 51   ���.�.2����/*��(&��    (���.
Olympus  �2�� DP11

14. �;�	�.�������������.0��.      FACScalibur   Flow   Cytometer   (���.
Beckton

Dickinson (&����� 3) � :@�(/�;�	�.��	.���(�:�),�/  �����(���()�'���;�����/  ���-������
���;���/���������.0��. WinMDI

#	����  3   �;�	�.�������������.0��. FACScalibur  Flow  Cytometer  (Beckton Dickinson)

b



21

�/,��	�.���

����������.����� 4 ,.������>
1.   :��?�)&����������)�,�.����%��7�,��-,    '.�,������������)�(���=2/

�2�^���1�)&����.��
	>.
2. :��?�.�,�����.(@��.�'.��.0����-.������)�(���=2/�2�^���   ���%��8��

������)�1�)&����.��
	>.
3. :��?�;����������'.�����%��7�,��-,1�)&����.��
	>.    '.�,������

������)�(���=2/�2�^���  ���%��8��������)�
4. :��?�L�'.����)������,�.%9����-;�-�-6�    ������������.0��.'.����

���)�(���=2/�2�^���  ���%��8��������)�
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����� 1      !6��	�#	�������*	��*
7��	��/8�
/�%
    ���
�����	��������	&���,-"

               �-�9/�2��#	����.�'�0�

1.1  ����,��(����0�
��	.����0�������%��P+����   -�(;�����0��,��  8����� (&����� 4a)    �������9�

;���)�.�����(�>9�(��9�;���)�.��  ���%����>��������(�>9������1�)�.��
1.2  ���Q.�y���
	>.
�9����0���������Q.�y���
	>.���(;�.�.�6/  10  ��.�/�60�,/   ���L)�)��%��1�

(tween 20) %9���� 2 (� ��� 15 ����   ����..����(�>9�������������y���
	>.���� 3  ;��>� ���%����>�
%2��1��.=���.� 70 ��.�/�60�,/ �L����(����8Q-�(,�� 1
����L��,������)�����%2�'.����0� ���
���	.�2�����0�..����L���.����0�..���>������;���K���)����.0����-. (&����� 4b) �
���0�8��
1�'���>9�������������y���
	>.����-�(�9�1�,@���.��
	>.

  

#	���� 4      ������
                     (a) ���0�  (b) �.0����-. (:�
�>)

1.3  �9��.0����-.���������>(���.����'0�)@,� MS &�(1,�)&���,���B �����>
        1.3.1  .����'0�)@,� MS (
2�;��;2�)
        1.3.2  .����'0�)@,� MS �����������(�>9���������L������y���
	>.����
         1.3.3  .����'0�)@,� MS �����������(.������)@,����(����
������L�������.� ���%���������>(��������� 30 ��� -�(���������?�����

�%��7�,��-, ���%9����(.��������������'�>�����(����(����,��;��;2�  ����9�L�������.������
���)2�%��'���,����	�.
���9��������(.�,�.8�  1�;��������%��7�,��-, �����>

0   =  ,�(

a b
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1  =   �%��78����.(�,�(��8��,�(      ;���)@�   3 - 5   �6�,���,�
2  =   �%��78��                               ;���)@�    6 -  8    �6�,���,�
3  =   �%��78�����������              ;���)@�    9 - 11   �6�,���,�
4           =   �%��78�������                      ;���)@�  12 - 14   �6�,���,�
5 =   �%��78�������)2�                      ;���)@�  15 - 17   �6�,���,�

���;���/L����)*�,�-�(�9�'�.�@�'.�����%��7�,��-,  %9����(.�  %9�������
���8��%��������.� �,���
2�������.��9� 3 6>9� �,���6>9��9� 10 '�� '���� 2 ���0�   ���;���/
;����������'.�'�.�@����(��=�  One-Way Analysis of Variance (ANOVA) �������(����(�
;����,�,���'.�;���K���(-�(��=�'.�  Duncan�s Multiple Range Test  (DMRT)  ���(-������
;.�����,.�/  SPSS  ��.�/
��� 11

1.4  ���
���9�1�����(.�-�(1
� BA
      �������>(��.0����-.��.����'0�)@,� MS  ����,�� BA ;����'��'��   0   1   2

3  4 ���������,�.��,� �����������(.������)@,� MS ������:%��)��;��;2�����%��7�,��-,
.������
�>� �������>(���� 30 ��� ���������L�������.� -�(���������?������%��7�,��-,
%9����������(.��������'�>���	�.�;����'��'��'.� BA ����.0����-.)����*����(.����8��������
)2� -�(������L�������;���/L����)*�,�,��'�. 1.3

1.5  ���
���9�1��������-�(1
� NAA
      �9�(.����8��%�����
���9����( BA  1�'�.  1.4   ���>(���.����'0�)@,�   MS   

����,�� NAA  ;����'��'��   0  1  2  3  4  ���  5 ���������,�.��,� �����������(.������)@,�
MS ������:%��)��;��;2�����%��7�,��-,.������
�>�  ������L�������.�  ���%���������>(�
��� 30 ��� -�(���������?������%��7�,��-, %9����������(.��������'�>�  ��	�.�;����'��'��
'.� NAA ���(.�������)����*�������8��������)2�   ������L�������;���/L����)*�,�,��'�.
1.3


����� 2    !6��	��
	�	�&:7�.�����4*�/%���������	&���,-"�-�9/� �����	��.���

               ����  2��#	����.�'�0�
2.1  �9����0�������������  8�����    %������1)�*2����),�����%2*2���  60    ���0�

%9���� 15 *2�   �'���;�	�.�K�(���)������    1��,���*2�8��������)�������,��� B  �����> ;	.  0   1    2
3   4   5   6   8   10   20   30   40   50   60  ���  70 ��-����
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2.2 Q.�y���
	>.���0����L������K�(���)�,��'�>�,.�'�.  1.2  ����������>(��.0�-
���-. ��.����'0�)@,� MS ����,�� BA ;����'��'�� 2  ���������,�.��,�  �����������(.���
���)@,�  MS  ������:%��)��;��;2�����%��7�,��-,.������
�>�

2.3 ���%���������>(��.0����-.�������� 30 ��� ���%9����,�����.(@��.�  ����
;�� LD50 ;	.���������)�����9�1��	
����9���K�(���)�,�(8� 50 ��.�/�60�,/ )9������.�/�60�,/.�,��
���.(@��.�;9����%�� %9����,����������.�,�(�����(%9����,��������>������;@����(����
��.(  (Capella  and  Conger , 1967)


����� 3   !6��	)�	*;��������	��/8�
/�%
2��#	����.�'�0�  ���
�����	���

             �����	&���,-"�-�9/�  �����	��.�������
3.1 �9����0�������������    8�����    %������1)�*2����),�����%2*2���  60  ���0�

%9���� 6 *2�  �'���;�	�.�K�(���)������ 1��,���*2�8��������)�������,���B �����>;	.  0   2    4   6   8
���  10  ��-����

3.2 Q.�y���
	>.���0����L������K�(���)�,��'�>�,.�'�.  1.2   ����������>(��.0�-
���-.   ��.����'0�)@,� MS ����,�� BA ;����'��'�� 2  ���������,�.��,�  �����������(.���
���)@,�  MS  ������:%��)��;��;2�����%��7�,��-,.������
�>�

3.3 ���%���������>(��.0����-.�������� 60 ���  �9�(.��������'�>�8�(��(���>(���
.���)@,�������>��� 4 ;��>� ���%����>�(��(���>(���	�.
���9������.����'0�)@,�  MS  ����,��
NAA ;����'��'��  4  ���������,�.��,�   �����������(.������)@,�   MS   ������:%��)��
;��;2�����%��7�,��-,.������
�>�

  3.4 ������L�������.�  -�(������;��������%��7�,��-,  %9����������
(.� �����>����?��L����,��������'�>� ����(����(����,��;��;2� ������;���/L����)*�,�,��'�.
1.3


����� 4  !6��	<��������;�**	
7���	���%)%*%+*;���/*	�.���4�������������

            �	&���,-"�-�9/������	��.�������

   4.1  %9����-;�-�-6�  :  :��?�%9����-;�-�-6�'.�������%���6��/���(
���'.�,��;��;2����,�����L����,����%�����8��������)� -�(��0����%��'������������>(� ���
:��?����(��=�  Feulgen  squash  �����>  (�������%��  Sharma  and  Sharma,  1980)

         4.1.1  ����,��(����  (pretreatment)  : ��	.������������?��'��1)���('2��



25

��0���.(,�����
������� 9.00 - 11.00 �. (��������  1-2 �6�,���,� �
�1�)������(;.�
�6��
;����'��'�� 0.05 ��.�/�60�,/  �������� 4  
���-�� ���.2�&@�������� 10  .�:��6��6�()

         4.1.2 ���Qp�)/��� (fixation) :���>9�(�;.�
�6��;����'��'�� 0.05
��.�/�60�,/

��>�  ����1)��>9�(�Qp�)/��� 6�����)���L)�'.��.=���.� 95 ��.�/�60�,/����������
�(�.�6�,��
.�,��)��� 3 : 1 ��������   24   
���-��  ���.2�&@�������� 10  .�:��6��6�()

         4.1.3  �����0���� (storage) :����������Qp�)/8�����(�.=���.� 95
��.�/�60�,/

2-3  ;��>�  ������0����8��1��.=���.�  70 ��.�/�60�,/  ���.2�&@�� 10  .�:��6��6�()  ��	�.,�.����
%�:��?�-;�-�-6�  1��9�,��'�>�,.� '�. 4.1.4

         4.1.4  8z-��8�6�)  (hydrolysis)  : �9���������0�8�����������(�>9��������(
B

;��>����� �9�8�8z-��8�6/���(���8z-��;�.����'��'�� 1 �.�/�.�    ���.2�&@��  60 .�:�
�6��6�() ������  3 - 5  ����

         4.1.5  ���(�.�)��������,��(�)8��/  : ���%��8z-��8�6�)���� �9����
��

�����>9� 2 ;��>� 6�����(�����?��

@ �����
����1�)�(�.�  carbol  fuchsin  ��������  5  
���-��
��	�.)����,������(���,��)�������������� �9����(����K������������,��)�������� 6�������.�
���(��	>.�(	�.�%��7�������)8��/  (�)�  carbol  fuchsin  1-2 (�  �p����(�L�������p������;��
���(������(���).���(���(� ��	�.1��6��/���-;�-�-6����%�(�� ���%����>�1
���>�������	.
��������L�������p� ��	�.1�-;�-�-6�.(@�1���������(���� �9�)8��/8�,��%�@-;�-�-6����(
���.�%2����:�/1
����)/1�����,*2�9����'(�(  10  ���� ���  40 ����  ,���9����    ��	.��6��/��(���
���Q) �����-;�-�-6����%�(8��6�.����  ���%9����-;�-�-6�.(�����.(����� 10 �6��/ ���
*��(&���6��/�����-;�-�-6����%�(�����(���.�%2����:�/  -�(1
����)/1�����,*2�9����'(�(  100
����

4.2 ���������.0��.  : :��?����������.0��.'.����������%��8��������)�  -�(
�9�)���(.�'.�,������������?��L����,����(.�'.�,�����8��8��������)� (,��;��;2�)    ���1
�1�
.�.�'.�,��L������� (Raphanus  sativus)   ����,������(����(���,���� �9�������.� 3 6>9�
,����=����'.� Dolezel ���;�� (1992) �����>
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        4.2.1  �,����Q�Q.�/  (Tris-MgCl2  filtered) ������  500  8�-;���,�  1�
%��

�������>(�'�����0���>���%9���� 3 %��

        4.2.2  �
�1�.�.�'.�L�������    6�������,������(����(���,����   1�%��
�������>(�����,����Q�Q.�/��>� 3 %��

        4.2.3  �
�(.�'.�������%��,�����L����,���	�.����K�(���)�������  0   2
4  ��-����   1�%���������>(�'�. 4.2.2 ���������)��� 1 %�� -�(�'�(�K���,��8��

        4.2.4  �9�1�'.�L����������(.�����������
�1���Q�Q.�/ )��1����.�(�
1��.��	� ���%����>��,���.�86�/ RNAse ������ 50   8�-;���,� 1�%���������>(���>� 3  %��
�����  -�(,�>���>�8�������� 3-5 ����

        4.2.5 ��.�)������(��Q�Q.�/����.�86�/ RNAse ..�%��%���������>(�
��>� 3 %�� ��)������(1)��.�����'�����0�%9���� 3 �.�-�(1
������?��.�'��� 42
8�-;���,� ���,��K���,�����������)�
                                   4.2.6 �,��)�(�.����.0��. (PI) ������ 50 8�-;���,� 1��.�����'�����0�
��>��� ���,��%).����������.0��.-�(1
��;�	�.�������������.0��. (FACScalibur flow
cytometer)  ���;���/L�������.����(-������ WinMDI  ������;���/L����)*�,�,��'�. 1.3




