
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
 การศึกษาการขยายพันธุเอ้ืองน้ําตนในสภาพปลอดเช้ือ ประกอบดวยการทดลอง 4 การ
ทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 โครงสรางของเอ้ืองน้ําตน  การทดลองท่ี 2 การเพาะเมล็ดในสภาพ
ปลอดเชื้อ  การทดลองท่ี 3  ผลของสูตรอาหารตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู  และ  การทดลองท่ี 4  ผล
ของสารควบคุมการเจริญเติบโต   อุปกรณและวิธีการในแตละการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 
 การทดลองท่ี 1  โครงสรางของเอ้ืองน้ําตน   

การทดลองนี้มี 2 การทดลองยอย  คือ การศึกษาสัณฐานวิทยาของเอ้ืองน้ําตน และ 
การศึกษากายวิภาคศาสตรของชิ้นสวนท่ีนําไปเพาะเลี้ยง  อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังนี้ 
 1.1   การศึกษาสัณฐานวิทยาของเอ้ืองน้ําตน 
  1.1.1   วัสดุและอุปกรณ 
 1.1.1.1   พืชทดลองคือ ตนเอ้ืองน้ําตนท่ีอยูในระยะท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี 
 1.1.1.2   อุปกรณ  ไดแก   สมุด  ดินสอ ไมบรรทัด มีดผาตัด  ปากคีบ  และ
กระดาษสําหรับวาดภาพ  
 1.1.2   วิธีการทดลอง 

 1.1.2.1   บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช 
ไดแก หัว ใบ ดอก และฝก  พรอมท้ังวาดภาพทางพฤกษศาสตรแสดงลักษณะของสวนประกอบ
เหลานั้นโดยละเอียด 

 1.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตน จากตนพืช
ตัวอยาง 5 ตน  ดังนี้ 
 1.1.2.2.1   หัว  จํานวนหัวตอตน  ขนาดของหัว  จํานวนขอและ
ปลองของหัว  และ จํานวนสันของสันหัว 
 1.1.2.2.2   ใบ  จํานวนใบตอตน และขนาดของใบท่ี 3 จากโคนตน 
 1.1.2.2.3   ชอดอก  ขนาดของชอดอกและจํานวนดอกตอชอ 
 1.1.2.2.4   ดอก  ขนาดของดอก
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  1.1.2.2.5   ฝก  ขนาดของฝก   
1.2 การศึกษากายวิภาคศาสตรของชิ้นสวนท่ีนําไปเพาะเล้ียง 

1.2.1   วัสดุและอุปกรณ 
   1.2.1.1   วัสดุทดลอง คือ เนื้อเยื่อของใบ   กานชอดอก   และปลายยอด ของ
เอ้ืองน้ําตน 

  1.2.1.2   อุปกรณ 
    1.2.1.2.1   เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน 
    1.2.1.2.2   ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56   ซ โดยประมาณ 
    1.2.1.2.3 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 
    1.2.1.2.4   แผนใหความรอน  
    1.2.1.2.5   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40    ซ โดยประมาณ 
    1.2.1.2.6   แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5 × 1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร
ท่ีอ่ิมตัวในพาราฟน 
    1.2.1.2.7   แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด (cover 
slip) 
    1.2.1.2.8  อุปกรณเครื่องแกว ไดแก  ขวดใสชิ้นสวนพืช  บีกเกอร
และ  ขวดยอมสี 
    1.2.1.2.9   อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  ตะเกียงแอลกอฮอล มีดผาตัด ปากคีบ 
ปายติดกาว และ พูกันขนออน  

 1.2.1.3   สารเคมี 
1.2.1.3.1   น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก  FAA (formalin 

- acetic  acid - alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้  
 

95%  ethyl  alcohol             50        มล 
glacial  acetic  acid                 5        มล 
formalin                               10        มล 
น้ํากล่ัน                                 35        มล 
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1.2.1.3.2   น้ํายาสําหรับดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 
 

ข้ันตอน 
ปริมาณแอลกอฮอล 

ในน้ํายา (%) 
95% ethyl  

alcohol 
(มล) 

100% ethyl  
alcohol 

         (มล) 

tertiary butyl 
alcohol 

(TBA)(มล) 

 
น้ํากล่ัน 

(มล) 
1 50 40 - 10 50 
2 70 50 - 20 30 
3 85 50 - 35 15 
4 95 45 - 55 - 
5 100 - 25 75 - 

 
 1.2.1.3.3   สารตัวกลางท่ีใชในการฝงเนื้อเยื่อเพื่อการตัดช้ินสวนของ

พืชทดลอง  ไดแก  Paraplast    
 1.2.1.3.4    น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) 

      เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของ ไขขาว 1  มล และ 
น้ํากล่ัน 49  มล  เม่ือจะใชจึงนําน้ํายาเขมขนมาเจือจาง โดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากล่ันใหได
ปริมาตรรวมเปน 50 มล 

 1.2.1.3.5   น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene    
1.2.1.3.6    สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบดวย

สวนผสมดังนี้ 
aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]    400     มล 

 hematoxylin  (C16H14O6)                             4     กรัม 
            95%  ethyl  alcohol                                   25     มล 

methyl  alcohol                                       100     มล 
glycerol                                                   100     มล 
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 1.2.1.3.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media) 
คือ Canada  balsam 
    
   1.2.2   วิธีการ 

ศึกษาเนื้อเยื่อของวัสดุทดลอง โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามขวางและตามยาว
ตามวิธีการศึกษาเน้ือเยื่อแบบ  paraffin embedding  ท่ีบรรยายไวโดย Johansen (1940)  โดยการ
เตรียมเนื้อเยื่อใหอยูในลักษณะของเนื้อเยื่อในสไลดถาวร  มีข้ันตอนของการดําเนินการดังนี้ 

1.2.2.1    เก็บตัวอยางของใบ  กานชอดอก  และปลายยอด มาแชใน FAA เพื่อ
หยุดการทํางานของเซลลและรักษาสภาพเซล 

1.2.1.2    ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อ ดวยน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล
โดยการผานเนื้อเยื่อลงไปในนํ้ายา 5 ระดับเปนข้ันตอนไป แลวใหเนื้อเยื่ออยูในน้ํายาในแตละ
ข้ันตอนนาน 6-12 ช่ัวโมง  จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปแชใน TBA นาน 24 ช่ัวโมง แลวจึงถายลงไปแชใน
น้ํายาที่มีสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลว ในอัตราสวน 1:1  เปนเวลา 24 ช่ัวโมงเปนอยางตํ่า  
ตอจากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ  

1.2.1.3   นําเนื้อเยื่อไปแชใน Paraplast ท่ีหลอมไวในขวดแกวขนาดเล็ก นําไป
เก็บไวในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 56   ซ  นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟนแทรก
เขาไปในเนื้อเยื่อเต็มท่ี   เม่ือพรอมท่ีจะตัดเนื้อเยื่อจึงนําไปฝงใน Paraplast  เพื่อการตัดเนื้อเยื่อตอไป 

1.2.1.4   ตัดช้ินสวนพืชโดยใชเคร่ืองตัดช้ินสวนแบบลอหมุน  ตัดตามยาว
หรือขวางตามความเหมาะสม โดยใหช้ินสวนมีความหนา 13-15 ไมครอน 

1.2.1.5   นําแถบของช้ินสวนของเนื้อเยื่อพืชท่ีตัดได มาติดบนแผนกระจกสไลด 
ดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดกับแผนกระจกสไลด  วางแผนกระจกสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแหง
และติดแนนกับแผนกระจกสไลด 

1.2.1.6   นํากระจกสไลดท่ีติดแถบของชิ้นสวนแลวนั้นไปละลาย Paraplast 
ออกจากเนื้อเยื่อและทําความสะอาดเนื้อเยื่อ  โดยแชใน  xyleneแลวยอมดวยสี  Delafield’s 
hematoxylin   ปดกระจกสไลดโดยใช Canada balsam ยึด 

1.2.1.7   เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท จึงนําไปศึกษาเนื้อเยื่อ ภายใตกลอง
จุลทรรศน และบันทึกภาพ 
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การทดลองท่ี   2   การเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อ 
 การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอย  คือ ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 
และ ผลของ  NAA  และ BA ตอการงอกของเมล็ด  การทดลองท้ัง 2 มีอุปกรณและวิธีการทดลอง
ดังนี้ 
  
 2.1   ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 
  2.1.1   วัสดุทดลอง คือ  ฝกของเอ้ืองน้ําตนท่ีมีอายุตางกัน 5 กรรมวิธี คือ อายุ 2, 4, 
6, 8 และ 10  สัปดาห 
  2.1.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชทดลอง 
   2.1.2.1   อุปกรณและการเตรียมอาหารในสูตรอาหารหลักและอาหารรอง 
    2.1.2.1.1  อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ไดแก  
      2.1.2.1.1.1   เคร่ืองช่ังไฟฟาแบบหยาบและละเอียด 
      2.1.2.1.1.2   เคร่ืองวัดความเปนกรดเปนดาง  
      2.1.2.1.1.3   หมอนึ่งความดนั 
      2.1.2.1.1.4   ตูกรองอากาศ (air flow cabinet)  
    2.1.2.1.1.5   เตาไมโครเวฟ 
     2.1.2.1.1.6   หลอดทดลองขนาด 25 × 150 มม 
     2.1.2.1.1.7   ขวดวัดปริมาตร 
     2.1.2.1.1.8   กระบอกวดัปริมาตร 
     2.1.2.1.1.9   ขวดใสสารละลายเขมขน 
     2.1.2.1.1.10  ชอนตักสาร 
     2.1.2.1.1.11   แทงแกวคนสารเคมี 
     2.1.2.1.1.12   กรวยแกว 
     2.1.2.1.1.13   หลอดหยด 
  2.1.2.1.1.14   ขวดรูปชมพูขนาด 50 มล 
     2.1.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ    
      2.1.2.1.2.1   ดามมีดผาตัด เบอร 3  
      2.1.2.1.2.2   ใบมีดผาตัด เบอร 10 และ 11   
   2.1.2.1.2.3   ปากคีบ 
      2.1.2.1.2.4   ตะเกียงแอลกอฮอล   
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      2.1.2.1.2.5   จานเพาะเช้ือท่ีใสพลาสติกสําหรับรองตัด 
      2.1.2.1.2.6   จานเพาะเช้ือ    
    2.1.2.1.2.7   หลอดสําหรับใสแอลกอฮอล 
    2.1.2.1.3   สารเคมี 
 2.1.2.1.3.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือ 
  2.1.2.1.3.1.1   น้ํายาลางจาน 
 2.1.2.1.3.1.2   70%  ethyl  alcohol  
 2.1.2.1.3.1.3    Tween 20 
  2.1.2.1.3.1.4   คลอรอกซ  
  2.1.2.1.3.1.5   สารละลาย Strepto 
 2.1.2.1.3.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร 

      2.1.2.1.3.2.1  ในการเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุ
อาหารหลักของสูตร Vacin  and Went  (1949) ดัดแปลง หรือ VW (CMU1) นั้นไดเตรียมสารละลาย
เขมขนรวมใหมีความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทาของปริมาตรสุดทาย 1,000 มล ซ่ึงใช
ชนิดและปริมาณของสารเคมีท่ีเปนสวนประกอบดังแสดงในตารางท่ี  2   
 
ตารางท่ี 2  ชนิดและปริมาณของสารที่เปนสวนประกอบในการเตรียมธาตุอาหารหลักสูตร  VW 

(CMU1)   

 
 2.1.2.1.3.2.2  ในการเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุ

อาหารหลักสูตร  Murashige and Skoog (1962)  หรือ MS  นั้นไดเตรียมสารละลายเขมขนรวมใหมี

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
( มก/ล ) 

ปริมาณในสูตรเขมขน 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 
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ความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทาของปริมาตรสุดทาย 1,000 มล ซ่ึงใชชนิดและปริมาณ
ของสารเคมีท่ีเปนสวนประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3  ชนิดและปริมาณของสารที่เปนสวนประกอบในการเตรียมธาตุอาหารหลักสูตร  MS  

 
        2.1.2.1.3.2.3  ในการเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุ

อาหารรองสูตร  Murashige and Skoog (1962) หรือ MS นั้นใชวิธีการเตรียมใหเปนสารละลายเขมขน
รวม โดยใหมีความเขมขนเปน 100 เทา ของสูตรมาตรฐานในปริมาตรสุดทาย 1,000 มล ชนิดและ
ปริมาณของสารเคมีชนิดตาง ๆ  แสดงไวในตารางท่ี  4 

 
ตารางท่ี  4   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในอาหารรองสูตร MS   

 

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
( มก/ล ) 

ปริมาณในสูตรเขมขน 20 เทา 
( ก/ล ) 

CaCl2.2H2O      44      8.8 
  MgSO4.7H2O    370      7.4 

        KH2PO4    170      3.4 
        KNO3 1,900    38.0 
        NH4NO3 1,650    33.0 

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
 ( มก/ล ) 

ปริมาณในสูตรเขมขน100เทา  
( มก/ล ) 

MnSO4.4H2O 22.330 2,230.0 
ZnSO4.7H2O    8.600   860.0 

            H3BO3    6.200   620.0 
            KI    0.830      83.0 

    Na2MoO4.2H2O    0.250      25.0 
            CoCl2.6H2O    0.025        2.5 
            CuSO4.5H2O    0.025        2.5 
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2.1.2.1.3.2.4   การเตรียมสารละลายเหล็กในรูป 
FeEDTA ในสูตร MS นั้นสารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบคือ FeSO4.7H2O และ Na2EDTA โดย
เตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมใหมีความเขมขนเปน 100 เทาในปริมาตรสุดทาย 1,000 มล  สาร
แตละชนิดอยูในรูปของสารละลายในปริมาตรสุดทาย 500  มล  ซ่ึงตองมาเทรวมกันเก็บไวในขวดสี
ชากันแสง  สารเคมีท่ีใชมีปริมาณดังแสดงในตาราง ท่ี  5 

 
ตารางท่ี  5   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเหล็กสูตร MS 

 
2.1.2.1.3.2.5  การเตรียมอินทรียสาร ท่ีประกอบดวย  

วิตามินชนิด  glycine และ  myo - inositol  ใชวิธีการเตรียมใหเปนสารละลายเขมขนรวมท่ีมีความ
เขมขนของสารเปน 100 เทาในปริมาตรสุดทาย 1,000 มล สารเคมีท่ีใชมีชนิดและปริมาณ  ดังแสดง
ในตารางท่ี  6 
 
ตารางท่ี  6   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS 

  
      2.1.2.1.3.2.6   น้ํามะพราว 
     2.1.2.1.3.2.7   ผงวุนตราเฮลิคอปเตอร 
     2.1.2.1.3.2.8   น้ําตาลซูโครส    

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน  
( มก/ล ) 

ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา 
( ก/ล ) 

FeSO4.7H2O 27.8 2.78 
     Na2EDTA 37.3 3.73 

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
( มก/ล ) 

ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา 
 ( มก/ล ) 

 Myo -  inositol 1,000.00 10,000 
      Glycine        2.00      200 
      Thiamine.HCl        0.25       25 

      Pyridoxin.HCl        0.25      25 
      Nicotinic  acid        0.25      25 
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    2.1.3   วิธีการ 
    2.1.3.1  เตรียมอาหารแข็งสูตร VW (CMU1) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวดัง
ภาคผนวกท่ี 1  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design : CRD)  มี
กรรมวิธีรวมท้ังหมด 5  กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า ดังนี้ 
    กรรมวิธีท่ี 1   ฝกอายุ  2   สัปดาห 
   กรรมวิธีท่ี 2   ฝกอายุ  4   สัปดาห 
    กรรมวิธีท่ี 3   ฝกอายุ  6   สัปดาห 
    กรรมวิธีท่ี 4   ฝกอายุ  8   สัปดาห 
   กรรมวิธีท่ี 5   ฝกอายุ  10  สัปดาห 
   

    2.1.3.2   วิธีการเตรียมฝกออน  
    นําฝกออนท่ีมีอายุแตกตางกันโดยนับจากวันท่ีดอกไดรับการผสมเกสร
ดวยมือ  กรรมวิธีของอายุฝกออนคือ  2, 4, 6, 8 และ 10  สัปดาห  เมล็ดท่ีนํามาเพาะในแตละ
กรรมวิธีไดจากฝกท่ีมีอายุเทากัน 2  ฝก  เตรียมฝกเพื่อการเพาะโดยการทําความสะอาดฝกท้ังหมด
ดวยน้ํายาลางจาน จากนั้นลางใหสะอาดดวยน้ํา แลวเช็ดดวย ethyl alcohol 70%  กอนนํามาฟอกใน
สารละลายคลอรอกซ 15%  ท่ีเติม Tween 20  เขยาเปนเวลา 15 นาที  หลังจากนั้นนําเขาตูกรอง
อากาศ ลางดวยน้ํากล่ันซ่ึงนึ่งฆาเช้ือแลวอีก 3 คร้ัง  นําฝกวางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกท่ีนึ่งฆา
เช้ือแลว ใชมีดกรีดฝกตามแนวขวางออกเปนสองสวน  แลวใชปลายมีดคอย ๆ เข่ียเมล็ดลงในขวด
ลูกชมพูท่ีบรรจุน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวปริมาตร 10 มล  เขยาเบา ๆ ใหเขากัน จากน้ันใชหลอดหยด
ดูดเมล็ด  หยดเมล็ดท่ีแขวนลอยในนํ้ากล่ันของแตละกรรมวิธีลงในหลอดทดลองหลอดละ 1  หยด  
จากนั้นนําหลอดเพาะเล้ียงท้ังหมดไปเก็บไวในท่ีมืด  
   2.1.4   บันทึกผลการทดลอง ในแงของระยะเวลาท่ีใชในการงอกของเมล็ด รวมท้ัง
เปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด 
 

2.2 ผลของ NAA และ BA ตอการงอกของเมล็ด 
    2.2.1  วัสดุทดลอง คือ เมล็ดของเอ้ืองน้ําตนท่ีไดจากฝกท่ีมีอายุ 10 สัปดาห 

  2.2.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยงวัสดุทดลอง 
   2.2.2.1   อุปกรณ 
    2.2.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียงเมล็ด ใชอุปกรณเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.1   
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    2.2.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชอุปกรณเชนเดียวกับการทดลอง
ท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.2   
   2.2.2.2   สารเคมี 
 2.2.2.2.1   สารเคมีท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเชื้อและ
สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเล้ียงใชเชนเดียวกับการทดลองที่ 2.1 ขอ 2.1.2.1.3.1   
และ ขอ 2.1.2.1.3.2   ตามลําดับ 
    2.2.2.2.2   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ  NAA  และ BA   

2.2.3   วิธีการ 
2.2.3.1   การเตรียมอาหารเหลวสูตร VW (CMU1) ตามวิธีการที่บรรยายไวใน 

ภาคผนวกท่ี 2  ในอาหารเหลวน้ี มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ  NAA  เขมขน 4 
ระดับ คือ 0, 0.1, 1 และ 2  มก/ล  และ BA เขมขน 3 ระดับ คือ 0, 1 และ 2 มก/ล วางแผนการทดลอง
แบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD)  มีกรรมวิธีรวมท้ังหมด 12 กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 5 
ซํ้า  ดังนี้ 
   กรรมวิธีท่ี 1     NAA    0     มล/ล  +  BA    0    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 2     NAA    0.1  มล/ล  +  BA    0    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 3     NAA    1     มล/ล  +  BA    0    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 4     NAA    2     มล/ล  +  BA    0    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 5     NAA    0     มล/ล  +  BA    1    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 6     NAA    0.1  มล/ล  +  BA    1    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 7     NAA    1     มล/ล  +  BA    1    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 8     NAA    2     มล/ล  +  BA    1    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 9     NAA    0     มล/ล  +  BA    2    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 10   NAA    0.1  มล/ล  +  BA    2    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 11   NAA    1     มล/ล  +  BA    2    มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 12   NAA    2     มล/ล  +  BA    2    มล/ล 
    2.2.3.2   การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังภาคผนวกท่ี 12 
     2.2.3.3  การเตรียมเมล็ดจากฝกออนและวิธีการเพาะเมล็ดลงในอาหารใชวิธีการ
เชนเดียวกันกับขอ  2.1.3.2  แตฝกออนท่ีใชมีเพียงฝกท่ีมีอายุ 10 สัปดาหเทานั้น และ ใชเมล็ดจากฝก 3 
ฝก เพาะในอาหารเหลวสูตร VW (CMU1)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  2  ชนิดคือ  NAA  และ 
BA ในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน ดังระบุในขอ 2.2.3.1     
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2.2.4   การบันทึกผล 
  2.2.4.1   บันทึกการเปล่ียนแปลงของเมล็ดตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง 
   2.2.4.2   บันทึกระยะเวลาท่ีใชในการงอก และ เปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด  

 2.2.4.3  วัดขนาดความกวางและความยาวของเอมบริโอ และ โปรโตคอรม  
โดยการวัดจากเมล็ดจํานวน 3 เมล็ดตอซํ้า และ วัดขนาดใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสสองกลับ 
 
การทดลองท่ี 3   ผลของสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาผลท่ีมีตอการเพาะเล้ียงอับเรณูของเอ้ืองน้ําตนของสูตรอาหาร 2 
สูตร VW (CMU1) และสูตร MS รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 3 ชนิดคือ NAA 2 มล/ล, BA 
1 มล/ล และ 2, 4-D ท่ีความเขมขน 2 และ 4 มล/ล โดยแบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองยอย 
อุปกรณ และ วิธีการทดลองของการทดลองยอยท้ัง  2  มีดังนี้ 
 
  3.1   ผลของสูตรอาหาร VW (CMU1) รวมกับ NAA, BA และ 2, 4-D  
   3.1.1   วัสดุทดลอง คือ อับเรณูขนาด 0.05× 0.05 ซม   
   3.1.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยง   
   3.1.2.1   อุปกรณ 
   3.1.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียง ใชอุปกรณเชนเดียวกับการ
ทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.1    
     3.1.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชอุปกรณเชนเดียวกับการทดลอง
ท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.2    
   3.1.2.2   สารเคมี 
     3.1.2.2.1   สียอม Orcein 
 3.1.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเชื้อดอกตูมใช
เชนเดียวกับการทดลองท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.3.1    
 3.1.2.2.3   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร ใชเชนเดียวกับการทดลองที่ 2.1 
ขอ 2.1.2.1.3.2    
    3.1.2.2.4   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ NAA, BA และ 2, 4-D 
   3.1.3   วิธีการ 
    3.1.3.1   การเตรียมอาหารเพื่อเล้ียงอับเรณูทําโดย  เตรียมอาหารแข็งสูตร VW 
(CMU1) ตามวิธีการที่บรรยายไวในภาคผนวกท่ี 4 แลวเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 3 ชนิด คือ 



 26 

NAA, BA และ 2, 4-D ในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน คือ  NAA ท่ีความเขมขน 2  มล/ล   BA 
ท่ีความเขมขน 1  มล/ล  และ  2,4-D  ท่ีความเขมขน  3 ระดับ คือ 0, 2  และ 4  มล/ล  วางแผนการ
ทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ มีกรรมวิธีรวมท้ังหมด  6  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 10 ซํ้า  โดยมี
กรรมวิธีตางๆ ดังตอไปนี้  
     กรรมวิธีท่ี 1   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  0  มล/ล 
     กรรมวิธีท่ี 2   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  2  มล/ล 
     กรรมวิธีท่ี 3   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  4  มล/ล 
     กรรมวิธีท่ี 4   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  0  มล/ล 
     กรรมวิธีท่ี 5  NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  2   มล/ล 
      กรรมวิธีท่ี 6   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  4   มล/ล 
      3.1.3.2   การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 
     3.1.3.3   การเตรียมวัสดุทดลอง 
     3.1.3.3.1  ตรวจสอบระยะการเจริญของอับเรณู  เตรียมโดยนําดอกตูม  มา
วัดขนาดดอกแตละดอก  จากนั้นใชมีดกรีดกลีบดอกใหเหลือแตเสาเกสรแลวใชปากคีบคีบเอาอับ
เรณูท่ีอยูขางในดอก  มาวางบนแผนสไลด แลวหยดสียอม orcein ลงไป 1-2 หยด จากนั้นขยี้อับเรณู
ใหละเอียด  ท้ิงไวนาน 2-5 นาที ปดดวยกระจกปดสไลด แลวนําไปตรวจสอบ และ คัดเลือกขนาด
ดวยกลองจุลทรรศนเพื่อหาความสัมพันธระหวางขนาด และ ระยะการเจริญของละอองเกสรใหอยู
ระยะ uninucleate   
     3.1.3.3.2 ข้ันตอนการเตรียมอับเรณู นําดอกตูม 3 ขนาดท่ีไดจากการ
คัดเลือกในขอ3.1.3.3.1  ทําความสะอาดดอกตูมดวยน้ํายาลางจาน โดยใชแปรงขนออนถูเบาๆ
เนื่องจากดอกของน้ําตนมีขนปกคลุมไปท่ัวท้ังดอก จากนั้นลางน้ําใหสะอาด นําดอกตูมท้ัง 3 ขนาดไป
ฟอกฆาเช้ือในตูปลอดเช้ือ เขยาในสารละลาย ethyl alcohol  70%   นาน 5 นาที   กอนนํามาฟอกใน
สารละลายคลอรอกซ 15%  ท่ีเติม Tween 20  เขยาเปนเวลา 15 นาที  ลางดวยน้ํากล่ันซ่ึงนึ่งฆาเช้ือแลว
อีก 3 คร้ัง จากน้ันใชปากคีบคีบดอกตูม วางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือ  แลวใชมีด และ
ปากคีบดึงเอากลีบดอกออกใหเหลือแตเสาเกสร และใชปลายมีดแตะเบา ๆ เอาแตอับเรณูออกมา 
     3.1.3.3.3   นําอับเรณู 3 ขนาด คือ  0.01 ×0.01, 0.05 ×0.05 และ 0.1 ×0.1 
ซม  มาเล้ียงบนอาหารแข็ง VW (CMU1)ในท่ีมืด เปนเวลา 15 วัน คัดเลือกอับเรณูมาหน่ึงขนาด โดย
เลือกขนาดท่ีเจริญเติบโตดีท่ีสุดในอาหารเพาะเล้ียง 
     3.1.3.3.4    นําอับเรณู ท่ี เตรียมไดจากขอ  3.1.3.3.3 มาผานการทํา 
pretreatment โดยการเล้ียงในสารละลายซูโครสท่ีผานการฆาเช้ือแลว 2 ระดับ คือ ความเขมขน  3% 
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และ 6%  นําไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยาท่ีมีความเร็ว 100 รอบ/นาที อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 วัน ในท่ีมืด  

  3.1.3.4   วิธีการทดลอง นําอับเรณูท่ีเตรียมไดจากขอ 3.1.3.3.4 ยายลงสารละลาย
ซูโครสความเขมขน 2 ระดับ คือ 3 % และ 6 %  ท่ีเล้ียงในท่ีมืด ครบ 3 วัน ใชปากคีบคีบอับเรณูในทุก
ความเขมขนของสารละลายซูโครส  วางบนอาหารแข็งท่ีเตรียมในแตละกรรมวิธี ดังระบุในขอ 
3.1.3.1 จากนั้นนําไปเล้ียงในท่ีมืด  

3.1.4   การบันทึกผลการทดลอง 
  บันทึกการเปล่ียนแปลงของอับเรณูในชวง 4 สัปดาหหลังจากการเพาะ 
 

  3.2   ผลของสูตรอาหาร MS รวมกับ 2, 4-D  ตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู 
   3.2.1   วัสดุทดลอง คือ  อับเรณูขนาด  0.05 ×0.05 ซม 
   3.2.2   วัสดุอุปกรณ และ วิธีการในการเพาะเลี้ยง 
    3.2.2.1   อุปกรณ 
   3.2.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียง  ใชอุปกรณเชนเดียวกับการ
ทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.1    
    3.2.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชอุปกรณเชนเดียวกับการทดลองท่ี  
2.1  ขอ  2.1.2.1.2    
   3.2.2.2    สารเคมี 
 3.2.2.2.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.3.1    
 3.2.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 2.1 
ขอ 2.1.2.1.3.2   เพียงแตเปล่ียนจากการใชสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลัก สูตร VW(CMU1) 
เปนธาตุอาหารหลักสูตร MS  
                                          3.2.2.2.3   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ  NAA, BA และ 2, 4-D 
  3.2.3   วิธีการ   
    3.2.3.1    เตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 

   3.2.3.2  วิธีการทดลองใชวิธีการเดียวกับการทดลองในขอ 3.1 เพียงแตมีความ
แตกตางตรงท่ีอาหารเพาะเล้ียงในการทดลองน้ีเปนอาหารแข็งสูตร MSดัดแปลง วางแผนการ
ทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ มีกรรมวิธีรวมทั้งหมด 6 กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 10 ซํ้าเชนกัน 
โดยมีกรรมวิธีการทดลอง ดังนี้  
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    กรรมวิธีท่ี 1   NAA  2  มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  0  มล/ล 
   กรรมวิธีท่ี 2   NAA  2  มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  2  มล/ล 
     กรรมวิธีท่ี 3   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  4  มล/ล 

    กรรมวิธีท่ี 4   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  0  มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 5   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  2  มล/ล 

   กรรมวิธีท่ี 6   NAA  2   มล/ล  + BA  1  มล/ล  +  2,4-D  4  มล/ล 
  3.2.4   การบันทึกผลการทดลอง 

    บันทึกการเปล่ียนแปลงของอับเรณูในชวง 4 สัปดาหหลังจากการเพาะ 
 
การทดลองท่ี  4   ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิดคือ NAA และBA 
ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของช้ินสวนของก่ิงกานของเอ้ืองน้ําตน เม่ือเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ การ
ทดลองนี้ แบงออกเปน 3  ทดลองยอย  คือ ผลของ  BA และ NAA ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวน
ใบออน,  ผลของ NAA และ TDZ ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนกานชอดอกออน และ ผลของ 2, 
4-D และTDZ  ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนปลายยอด  การทดลองท้ัง 3  มีอุปกรณ และ วิธีการ
ทดลองดังนี้ 

 4.1   ผลของ  BA  และ  NAA  ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนใบออน 
  4.1.1   วัสดุทดลอง คือ  ช้ินสวนใบขนาด 1×1 ซม  
   4.1.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยง 
   4.1.2.1   อุปกรณ 
     4.1.2.1.1  อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเลี้ยงใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี  
2.1  ขอ 2.1.2.1.1    
     4.1.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชเชนเดียวกับการทดลองที่  2.1  
ขอ 2.1.2.1.2    
    4.1.2.2   สารเคมี 
 4.1.2.2.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.3.1    
 4.1.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 
2.1 ขอ 2.1.2.1.3.2    
    4.1.2.2.3   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ NAA และ BA   
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  4.1.3   วิธีการ 
   4.1.3.1   การเตรียมอาหารวุนสําหรับเลี้ยงชิ้นสวนใบออน เตรียมอาหารแข็ง
สูตร VW(CMU1) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวในภาคผนวกที่ 6  สวนในการทดลองนี้มีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงไปดวย คือ เติม BA เขมขน 0, 0.5, 1.0 และ 2.0 มก/ล และ NAA  
เขมขน 0 และ 0.1 มก/ล  วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ มีกรรมวิธีรวมทั้งหมด  
8  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 5 ซํ้า  ดังนี้ 
   กรรมวิธีท่ี 1   BA   0     มล  + NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 2   BA   0     มล  + NAA   0.1  มล 
   กรรมวิธีท่ี 3   BA   0.5  มล  + NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 4   BA   0.5  มล  + NAA   0.1  มล 
   กรรมวิธีท่ี 5   BA   1     มล  + NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 6   BA   1     มล  + NAA   0.1  มล 
   กรรมวิธีท่ี 7   BA   2     มล  + NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 8   BA   2     มล  + NAA   0.1  มล 
   4.1.3.2   เตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 
   4.1.3.3   เตรียมเนื้อเยื่อใบ คือ นําเนื้อเยื่อใบออนท่ีไดจากใบคูแรกของตน
ออนอายุ  4  เดือน ท่ีเจริญเติบโตจากเมล็ดท่ีเพาะเล้ียงไวในอาหารวุนสูตร  VW (CMU1) เลือกใบท่ี
สมบูรณ และ มีสีเขียว ใชมีดปลายแหลมตัดใบออกจากตนออนอยางระมัดระวัง ใชปากคีบคีบ
ช้ินสวนของใบออน วางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว ใชมีดปลายแหลมตัดเนื้อเยื่อ
ใบใหเปนรูปส่ีเหล่ียมขนาด 1×1 ซม  
   4.1.2.4   วิธีการทดลอง คือ นําช้ินสวนใบท่ีไดจากการเตรียมในขอ 4.1.2.3 
ไปเล้ียงบนอาหารท่ีเตรียมไวในขอ 4.1.2.1 โดยใสช้ินสวนใบ  1 ช้ินตอหลอด  ในแตละกรรมวิธี  
จากน้ันนําไปเล้ียงบนช้ัน โดยใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตท่ีมีความเขมแสงประมาณ 30 ไม
โครโมล/ตารางเมตร/วินาที  ตลอด 24 ช่ัวโมง 
  4.1.4   การบันทึกผลการทดลอง 
   4.1.3.1   จํานวนช้ินสวนท่ีเกิดแคลลัส 
   4.1.3.2   เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 
   4.1.3.3   จํานวนตนตอช้ินสวน 
   4.1.3.4   ความสูงตน 
   4.1.3.5   จํานวนราก 
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   4.1.3.6   เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของช้ินสวน 
 
 4.2   ผลของ NAA และ TDZ ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนกานชอดอกออน 
  4.2.1   พืชทดลอง คือ กานชอดอกออน ยาว 1 ซม 
  4.2.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชทดลอง 
  4.2.2.1   อุปกรณ 
    4.2.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียง ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 
2.1 ขอ 2.1.2.1.1   
    4.2.2.1.2    อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ  ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี  2.1 
ขอ 2.1.2.1.2 
    4.2.2.3   สารเคมี 
 4.2.2.3.1   สารที่ใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.3.1    
 4.2.2.3.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 2.1 
ขอ 2.1.2.1.3.2    
  4.2.2.3.3    สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ TDZ  และ  NAA  
  4.2.3   วิธีการ 
    4.2.3.1   การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงช้ินสวนกานชอดอกออน  เตรียมอาหาร
แข็งสูตร VW (CMU1) ตามวิธีการที่บรรยายไวในภาคผนวกท่ี 8  สวนในการทดลองนี้มีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงไปดวย คือ เติม TDZ  เขมขน 0,  0.5,  1.0 และ 2.0 มก/ล  และ  NAA  0 
และ 0.1 มก/ล  วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ มีกรรมวิธีรวมท้ังหมด  8  กรรมวิธี  
กรรมวิธีละ 5 ซํ้า  ดังนี้  
   กรรมวิธีท่ี 1   TDZ    0    มล  +  NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 2   TDZ    0    มล  +  NAA   0.1  มล 
   กรรมวิธีท่ี 3   TDZ   0.5  มล  +  NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 4   TDZ   0.5  มล  +  NAA   0.1  มล 
   กรรมวิธีท่ี 5   TDZ    1    มล  +  NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 6   TDZ    1    มล  +  NAA   1     มล 
   กรรมวิธีท่ี 7   TDZ    2    มล  +  NAA   0     มล 
   กรรมวิธีท่ี 8   TDZ    2    มล  +  NAA   0.1  มล 
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   4.2.3.2   เตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 
    4.2.2.3 วิธีการเตรียมกานชอดอก คือ เนื้อเยื่อของกานชอดอกท่ีใชเปนกานใน
ระยะท่ีดอกยังไมบาน  ตัดกานชอดอกมาทําความสะอาดเบ้ืองตน โดยลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่ง
ฆาเช้ือนาน 10 นาที  จากนั้นตัดสวนของดอกยอยภายในชอออกใหเหลือเฉพาะกานชอดอก นํามาทํา
ความสะอาดดวยน้ํายาลางจาน แลวใชฟองนํ้าถูบริเวณกานชอดอกเบาๆ  จากนั้นลางน้ําใหสะอาด  
แลวนําเขาตูปลอดเช้ือ เช็ดดวย ethyl alcohol 70%  กอนนํามาฟอกในสารละลายคลอรอกซ  20 % 
นาน 15 นาที   หลังจากนั้นลาง 3 คร้ังดวยน้ํากล่ันซ่ึงนึ่งฆาเช้ือแลว  ฟอกดวยสารละลาย Strepto 1 
กรัม/100 มล เปนเวลา 10 นาที   ลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง   นํากานชอดอกท่ีผานการเตรียมดังกลาวไป
วางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกรองตัดท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว  ใชมีดปลายแหลมตัดเอาบริเวณขอ
ของกานชอดอก โดยตัดสวนปลายกานชอดอกท้ัง 2 ขางใหปลายท้ัง 2 ขางหางจากตาประมาณ ½  ซม 
แลวนําไปเล้ียงบนอาหารวุนโดยวางช้ินสวนใหตําแหนงตาสัมผัสกับอาหารพอดี     
    4.2.2.4   วิธีการทดลอง  คือ นําช้ินสวนกานชอดอกออนท่ีไดจากการเตรียมใน
ขอ 4.2.2.3 ไปเล้ียงบนอาหารสูตร  VW (CMU1)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด ดังระบุ
ในขอ 4.2.3.1  เล้ียงในหลอดอาหารโดยใสหลอดละ 1 ขอ  ใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตท่ีมีความ
เขมแสงประมาณ  30  ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที   ตลอด  24  ช่ัวโมง  
  4.2.4   การบันทึกผลการทดลอง 
   บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับ การทดลองท่ี  4.1 
 
   4.3   ผลของ 2, 4-D และTDZ  ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนปลายยอด 
  4.3.1   วัสดุทดลอง คือ ปลายยอดขนาด  0.2  ซม  
  4.3.2   วัสดุอุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยง 
   4.3.2.1   อุปกรณ 
     4.3.2.1.1  อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ใชเชนเดียวกับการ
ทดลองท่ี  2.1 ขอ 2.1.2.1.1   
     4.3.1.2.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชเชนเดียวกับการทดลองที่  2.1  
ขอ 2.1.2.1.2    
   4.3.2.2   สารเคมี 
 4.3.2.2.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.3.1    
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 4.3.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 
2.1 ขอ 2.1.2.1.3.2    
   4.3.2.2.3   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ TDZ และ  NAA 
  4.3.3   วิธีการ 
   4.3.3.1   เตรียมอาหารวุนสําหรับเล้ียงช้ินสวนปลายยอด โดยการเตรียมอาหาร
แข็งสูตร VW (CMU1) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวในภาคผนวกท่ี 10  ในการทดลองน้ีมีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงไปในอาหารดวย คือ เติม 2, 4-D  เขมขน 0,  0.5,  1.0 และ 2.0 มก/ล  และ 
TDZ  เขมขน  0, 1.0  และ 2.0  มก/ล  วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ  มีกรรมวิธี
รวมท้ังหมด  12  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 5 ซํ้า  ดังนี้ 

    กรรมวิธีท่ี 1    2, 4-D   0    มล/ล  + TDZ    0    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 2    2, 4-D   0.1 มล/ล  + TDZ    0    มล/ล 
    กรรมวิธีที่ 3    2, 4-D   1    มล/ล  + TDZ    0    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 4    2, 4-D   2    มล/ล  + TDZ    0    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 5    2, 4-D   0    มล/ล  + TDZ    1    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 6    2, 4-D   0.1 มล/ล  + TDZ    1    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 7    2, 4-D   1    มล/ล  + TDZ    1    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 8    2, 4-D   2    มล/ล  + TDZ    1    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 9    2, 4-D   0    มล/ล  + TDZ    2    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 10  2, 4-D   0.1 มล/ล  + TDZ    2    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 11  2, 4-D   1    มล/ล  + TDZ    2    มล/ล 
    กรรมวิธีท่ี 12  2, 4-D   2    มล/ล  + TDZ    2    มล/ล 
   4.3.3.2   เตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังแสดงในภาคผนวกท่ี 12 
   4.3.3.3   เตรียมพืชทดลอง คือ ปลายยอดของเอ้ืองน้ําตนท่ีเกิดจากการนําฝก
อายุ 10 สัปดาห  ท่ีผานข้ันตอนการทําใหปลอดเช้ือ  โดยปฏิบัติเชนเดียวกับการทดลองท่ี 2.1  ขอท่ี  
2.1.2.2  มาเพาะในอาหารเหลวสูตร VW (CMU1) เปนเวลา 15 วัน  เม่ือเมล็ดเร่ิมงอกเปนโปรโตคอรม
เล็ก ๆ  ใชหลอดดูดดูดเมล็ดจากอาหารเหลวดังกลาว พนลงไปในอาหารวุนสูตร VW (CMU1) เล้ียง
จนกวาโปรโตคอรมเจริญเปนยอดขนาด 0.2 ซม  
   4.3.3.4 วิธีการเล้ียงช้ินสวนปลายยอด คือ นําปลายยอดท่ีระบุไวในขอ 4.3.3.3  
ไปเล้ียงบนอาหารสูตร  VW (CMU1)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ 2, 4-D  และ 
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TDZ  ท่ีระบุในขอ 4.3.3.1  เล้ียงในหลอดหลอดละ 1 ช้ิน ใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตท่ีมีความ
เขมแสงประมาณ  30  ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที  ตลอด  24  ช่ัวโมง   
  4.3.4   การบันทึกผลการทดลอง 
   บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับ การทดลองท่ี  4.1 
 
 
 
 
 
  

 
 

 
    

 
 
 
 
 
 

 
   

  
      
 
 
 
 


