
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
 การศึกษาการขยายพันธุเอ้ืองน้ําตนในสภาพปลอดเช้ือ ประกอบดวยการทดลอง 4 การ
ทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 โครงสรางของเอ้ืองน้ําตน  การทดลองท่ี 2 การเพาะเมล็ดในสภาพ
ปลอดเชื้อ  การทดลองท่ี 3  ผลของสูตรอาหารตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู  และ  การทดลองท่ี 4  ผล
ของสารควบคุมการเจริญเติบโต   อุปกรณและวิธีการในแตละการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 
 การทดลองท่ี 1  โครงสรางของเอ้ืองน้ําตน   

การทดลองนี้มี 2 การทดลองยอย  คือ การศึกษาสัณฐานวิทยาของเอ้ืองน้ําตน และ 
การศึกษากายวิภาคศาสตรของชิ้นสวนท่ีนําไปเพาะเลี้ยง  อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังนี้ 
 1.1   การศึกษาสัณฐานวิทยาของเอ้ืองน้ําตน 
  1.1.1   วัสดุและอุปกรณ 
 1.1.1.1   พืชทดลองคือ ตนเอ้ืองน้ําตนท่ีอยูในระยะท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี 
 1.1.1.2   อุปกรณ  ไดแก   สมุด  ดินสอ ไมบรรทัด มีดผาตัด  ปากคีบ  และ
กระดาษสําหรับวาดภาพ  
 1.1.2   วิธีการทดลอง 

 1.1.2.1   บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช 
ไดแก หัว ใบ ดอก และฝก  พรอมท้ังวาดภาพทางพฤกษศาสตรแสดงลักษณะของสวนประกอบ
เหลานั้นโดยละเอียด 

 1.1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตน จากตนพืช
ตัวอยาง 5 ตน  ดังนี้ 
 1.1.2.2.1   หัว  จํานวนหัวตอตน  ขนาดของหัว  จํานวนขอและ
ปลองของหัว  และ จํานวนสันของสันหัว 
 1.1.2.2.2   ใบ  จํานวนใบตอตน และขนาดของใบท่ี 3 จากโคนตน 
 1.1.2.2.3   ชอดอก  ขนาดของชอดอกและจํานวนดอกตอชอ 
 1.1.2.2.4   ดอก  ขนาดของดอก
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  1.1.2.2.5   ฝก  ขนาดของฝก   
1.2 การศึกษากายวิภาคศาสตรของชิ้นสวนท่ีนําไปเพาะเล้ียง 

1.2.1   วัสดุและอุปกรณ 
   1.2.1.1   วัสดุทดลอง คือ เนื้อเยื่อของใบ   กานชอดอก   และปลายยอด ของ
เอ้ืองน้ําตน 

  1.2.1.2   อุปกรณ 
    1.2.1.2.1   เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน 
    1.2.1.2.2   ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56   ซ โดยประมาณ 
    1.2.1.2.3 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 
    1.2.1.2.4   แผนใหความรอน  
    1.2.1.2.5   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40    ซ โดยประมาณ 
    1.2.1.2.6   แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5 × 1.5 × 1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร
ท่ีอ่ิมตัวในพาราฟน 
    1.2.1.2.7   แผนกระจกสไลด (slide) และแผนกระจกปดสไลด (cover 
slip) 
    1.2.1.2.8  อุปกรณเครื่องแกว ไดแก  ขวดใสชิ้นสวนพืช  บีกเกอร
และ  ขวดยอมสี 
    1.2.1.2.9   อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก  ตะเกียงแอลกอฮอล มีดผาตัด ปากคีบ 
ปายติดกาว และ พูกันขนออน  

 1.2.1.3   สารเคมี 
1.2.1.3.1   น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก  FAA (formalin 

- acetic  acid - alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  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) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 
 

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   สารตัวกลางท่ีใชในการฝงเนื้อเยื่อเพื่อการตัดช้ินสวนของ

พืชทดลอง  ไดแก  Paraplast    
 1.2.1.3.4    น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive) 

      เตรียมน้ํายาเขมขนจากสวนผสมของ ไขขาว 1  มล และ 
น้ํากล่ัน 49  มล  เม่ือจะใชจึงนําน้ํายาเขมขนมาเจือจาง โดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากล่ันใหได
ปริมาตรรวมเปน 50 มล 

 1.2.1.3.5   น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene    
1.2.1.3.6    สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซ่ึงประกอบดวย

สวนผสมดังนี้ 
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   สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media) 
คือ Canada  balsam 
    
   1.2.2   วิธีการ 

ศึกษาเนื้อเยื่อของวัสดุทดลอง โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามขวางและตามยาว
ตามวิธีการศึกษาเน้ือเยื่อแบบ  paraffin embedding  ท่ีบรรยายไวโดย Johansen (1940)  โดยการ
เตรียมเนื้อเยื่อใหอยูในลักษณะของเนื้อเยื่อในสไลดถาวร  มีข้ันตอนของการดําเนินการดังนี้ 

1.2.2.1    เก็บตัวอยางของใบ  กานชอดอก  และปลายยอด มาแชใน FAA เพื่อ
หยุดการทํางานของเซลลและรักษาสภาพเซล 

1.2.1.2    ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อ ดวยน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล
โดยการผานเนื้อเยื่อลงไปในนํ้ายา 5 ระดับเปนข้ันตอนไป แลวใหเนื้อเยื่ออยูในน้ํายาในแตละ
ข้ันตอนนาน 6-12 ช่ัวโมง  จากนั้นนําเนื้อเยื่อไปแชใน TBA นาน 24 ช่ัวโมง แลวจึงถายลงไปแชใน
น้ํายาที่มีสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลว ในอัตราสวน 1:1  เปนเวลา 24 ช่ัวโมงเปนอยางตํ่า  
ตอจากนั้นนําเนื้อเยื่อไปผานข้ันตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ  

1.2.1.3   นําเนื้อเยื่อไปแชใน Paraplast ท่ีหลอมไวในขวดแกวขนาดเล็ก นําไป
เก็บไวในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 56   ซ  นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟนแทรก
เขาไปในเนื้อเยื่อเต็มท่ี   เม่ือพรอมท่ีจะตัดเนื้อเยื่อจึงนําไปฝงใน Paraplast  เพื่อการตัดเนื้อเยื่อตอไป 

1.2.1.4   ตัดช้ินสวนพืชโดยใชเคร่ืองตัดช้ินสวนแบบลอหมุน  ตัดตามยาว
หรือขวางตามความเหมาะสม โดยใหช้ินสวนมีความหนา 13-15 ไมครอน 

1.2.1.5   นําแถบของช้ินสวนของเนื้อเยื่อพืชท่ีตัดได มาติดบนแผนกระจกสไลด 
ดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดกับแผนกระจกสไลด  วางแผนกระจกสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแหง
และติดแนนกับแผนกระจกสไลด 

1.2.1.6   นํากระจกสไลดท่ีติดแถบของชิ้นสวนแลวนั้นไปละลาย Paraplast 
ออกจากเนื้อเยื่อและทําความสะอาดเนื้อเยื่อ  โดยแชใน  xyleneแลวยอมดวยสี  Delafield’s 
hematoxylin   ปดกระจกสไลดโดยใช Canada balsam ยึด 

1.2.1.7   เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิท จึงนําไปศึกษาเนื้อเยื่อ ภายใตกลอง
จุลทรรศน และบันทึกภาพ 
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การทดลองท่ี   2   การเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อ 
 การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอย  คือ ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 
และ ผลของ  NAA  และ BA ตอการงอกของเมล็ด  การทดลองท้ัง 2 มีอุปกรณและวิธีการทดลอง
ดังนี้ 
  
 2.1   ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 
  2.1.1   วัสดุทดลอง คือ  ฝกของเอ้ืองน้ําตนท่ีมีอายุตางกัน 5 กรรมวิธี คือ อายุ 2, 4, 
6, 8 และ 10  สัปดาห 
  2.1.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชทดลอง 
   2.1.2.1   อุปกรณและการเตรียมอาหารในสูตรอาหารหลักและอาหารรอง 
    2.1.2.1.1  อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ไดแก  
      2.1.2.1.1.1   เคร่ืองช่ังไฟฟาแบบหยาบและละเอียด 
      2.1.2.1.1.2   เคร่ืองวัดความเปนกรดเปนดาง  
      2.1.2.1.1.3   หมอนึ่งความดนั 
      2.1.2.1.1.4   ตูกรองอากาศ (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   ขวดใสสารละลายเขมขน 
     2.1.2.1.1.10  ชอนตักสาร 
     2.1.2.1.1.11   แทงแกวคนสารเคมี 
     2.1.2.1.1.12   กรวยแกว 
     2.1.2.1.1.13   หลอดหยด 
  2.1.2.1.1.14   ขวดรูปชมพูขนาด 50 มล 
     2.1.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ    
      2.1.2.1.2.1   ดามมีดผาตัด เบอร 3  
      2.1.2.1.2.2   ใบมีดผาตัด 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   จานเพาะเช้ือท่ีใสพลาสติกสําหรับรองตัด 
      2.1.2.1.2.6   จานเพาะเช้ือ    
    2.1.2.1.2.7   หลอดสําหรับใสแอลกอฮอล 
    2.1.2.1.3   สารเคมี 
 2.1.2.1.3.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือ 
  2.1.2.1.3.1.1   น้ํายาลางจาน 
 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   คลอรอกซ  
  2.1.2.1.3.1.5   สารละลาย Strepto 
 2.1.2.1.3.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร 

      2.1.2.1.3.2.1  ในการเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุ
อาหารหลักของสูตร Vacin  and Went  (1949) ดัดแปลง หรือ VW (CMU1) นั้นไดเตรียมสารละลาย
เขมขนรวมใหมีความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทาของปริมาตรสุดทาย 1,000 มล ซ่ึงใช
ชนิดและปริมาณของสารเคมีท่ีเปนสวนประกอบดังแสดงในตารางท่ี  2   
 
ตารางท่ี 2  ชนิดและปริมาณของสารที่เปนสวนประกอบในการเตรียมธาตุอาหารหลักสูตร  VW 

(CMU1)   

 
 2.1.2.1.3.2.2  ในการเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุ

อาหารหลักสูตร  Murashige and Skoog (1962)  หรือ MS  นั้นไดเตรียมสารละลายเขมขนรวมใหมี

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
( มก/ล ) 

ปริมาณในสูตรเขมขน 20 เทา 
( 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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ความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทาของปริมาตรสุดทาย 1,000 มล ซ่ึงใชชนิดและปริมาณ
ของสารเคมีท่ีเปนสวนประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3  ชนิดและปริมาณของสารที่เปนสวนประกอบในการเตรียมธาตุอาหารหลักสูตร  MS  

 
        2.1.2.1.3.2.3  ในการเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุ

อาหารรองสูตร  Murashige and Skoog (1962) หรือ MS นั้นใชวิธีการเตรียมใหเปนสารละลายเขมขน
รวม โดยใหมีความเขมขนเปน 100 เทา ของสูตรมาตรฐานในปริมาตรสุดทาย 1,000 มล ชนิดและ
ปริมาณของสารเคมีชนิดตาง ๆ  แสดงไวในตารางท่ี  4 

 
ตารางท่ี  4   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในอาหารรองสูตร MS   

 

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
( มก/ล ) 

ปริมาณในสูตรเขมขน 20 เทา 
( 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 ) 

ปริมาณในสูตรเขมขน100เทา  
( 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 นั้นสารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบคือ FeSO4.7H2O และ Na2EDTA โดย
เตรียมเปนสารละลายเขมขนรวมใหมีความเขมขนเปน 100 เทาในปริมาตรสุดทาย 1,000 มล  สาร
แตละชนิดอยูในรูปของสารละลายในปริมาตรสุดทาย 500  มล  ซ่ึงตองมาเทรวมกันเก็บไวในขวดสี
ชากันแสง  สารเคมีท่ีใชมีปริมาณดังแสดงในตาราง ท่ี  5 

 
ตารางท่ี  5   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเหล็กสูตร MS 

 
2.1.2.1.3.2.5  การเตรียมอินทรียสาร ท่ีประกอบดวย  

วิตามินชนิด  glycine และ  myo - inositol  ใชวิธีการเตรียมใหเปนสารละลายเขมขนรวมท่ีมีความ
เขมขนของสารเปน 100 เทาในปริมาตรสุดทาย 1,000 มล สารเคมีท่ีใชมีชนิดและปริมาณ  ดังแสดง
ในตารางท่ี  6 
 
ตารางท่ี  6   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS 

  
      2.1.2.1.3.2.6   น้ํามะพราว 
     2.1.2.1.3.2.7   ผงวุนตราเฮลิคอปเตอร 
     2.1.2.1.3.2.8   น้ําตาลซูโครส    

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน  
( มก/ล ) 

ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา 
( ก/ล ) 

FeSO4.7H2O 27.8 2.78 
     Na2EDTA 37.3 3.73 

ชนิด ปริมาณในสูตรมาตรฐาน 
( มก/ล ) 

ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา 
 ( 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) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวดัง
ภาคผนวกท่ี 1  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design : CRD)  มี
กรรมวิธีรวมท้ังหมด 5  กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า ดังนี้ 
    กรรมวิธีท่ี 1   ฝกอายุ  2   สัปดาห 
   กรรมวิธีท่ี 2   ฝกอายุ  4   สัปดาห 
    กรรมวิธีท่ี 3   ฝกอายุ  6   สัปดาห 
    กรรมวิธีท่ี 4   ฝกอายุ  8   สัปดาห 
   กรรมวิธีท่ี 5   ฝกอายุ  10  สัปดาห 
   

    2.1.3.2   วิธีการเตรียมฝกออน  
    นําฝกออนท่ีมีอายุแตกตางกันโดยนับจากวันท่ีดอกไดรับการผสมเกสร
ดวยมือ  กรรมวิธีของอายุฝกออนคือ  2, 4, 6, 8 และ 10  สัปดาห  เมล็ดท่ีนํามาเพาะในแตละ
กรรมวิธีไดจากฝกท่ีมีอายุเทากัน 2  ฝก  เตรียมฝกเพื่อการเพาะโดยการทําความสะอาดฝกท้ังหมด
ดวยน้ํายาลางจาน จากนั้นลางใหสะอาดดวยน้ํา แลวเช็ดดวย ethyl alcohol 70%  กอนนํามาฟอกใน
สารละลายคลอรอกซ 15%  ท่ีเติม Tween 20  เขยาเปนเวลา 15 นาที  หลังจากนั้นนําเขาตูกรอง
อากาศ ลางดวยน้ํากล่ันซ่ึงนึ่งฆาเช้ือแลวอีก 3 คร้ัง  นําฝกวางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกท่ีนึ่งฆา
เช้ือแลว ใชมีดกรีดฝกตามแนวขวางออกเปนสองสวน  แลวใชปลายมีดคอย ๆ เข่ียเมล็ดลงในขวด
ลูกชมพูท่ีบรรจุน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวปริมาตร 10 มล  เขยาเบา ๆ ใหเขากัน จากน้ันใชหลอดหยด
ดูดเมล็ด  หยดเมล็ดท่ีแขวนลอยในนํ้ากล่ันของแตละกรรมวิธีลงในหลอดทดลองหลอดละ 1  หยด  
จากนั้นนําหลอดเพาะเล้ียงท้ังหมดไปเก็บไวในท่ีมืด  
   2.1.4   บันทึกผลการทดลอง ในแงของระยะเวลาท่ีใชในการงอกของเมล็ด รวมท้ัง
เปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด 
 

2.2 ผลของ NAA และ BA ตอการงอกของเมล็ด 
    2.2.1  วัสดุทดลอง คือ เมล็ดของเอ้ืองน้ําตนท่ีไดจากฝกท่ีมีอายุ 10 สัปดาห 

  2.2.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยงวัสดุทดลอง 
   2.2.2.1   อุปกรณ 
    2.2.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียงเมล็ด ใชอุปกรณเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.1   
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    2.2.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชอุปกรณเชนเดียวกับการทดลอง
ท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.2   
   2.2.2.2   สารเคมี 
 2.2.2.2.1   สารเคมีท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเชื้อและ
สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเล้ียงใชเชนเดียวกับการทดลองที่ 2.1 ขอ 2.1.2.1.3.1   
และ ขอ 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) ตามวิธีการที่บรรยายไวใน 

ภาคผนวกท่ี 2  ในอาหารเหลวน้ี มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ  NAA  เขมขน 4 
ระดับ คือ 0, 0.1, 1 และ 2  มก/ล  และ BA เขมขน 3 ระดับ คือ 0, 1 และ 2 มก/ล วางแผนการทดลอง
แบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ (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  การเตรียมเมล็ดจากฝกออนและวิธีการเพาะเมล็ดลงในอาหารใชวิธีการ
เชนเดียวกันกับขอ  2.1.3.2  แตฝกออนท่ีใชมีเพียงฝกท่ีมีอายุ 10 สัปดาหเทานั้น และ ใชเมล็ดจากฝก 3 
ฝก เพาะในอาหารเหลวสูตร VW (CMU1)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  2  ชนิดคือ  NAA  และ 
BA ในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน ดังระบุในขอ 2.2.3.1     
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2.2.4   การบันทึกผล 
  2.2.4.1   บันทึกการเปล่ียนแปลงของเมล็ดตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง 
   2.2.4.2   บันทึกระยะเวลาท่ีใชในการงอก และ เปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด  

 2.2.4.3  วัดขนาดความกวางและความยาวของเอมบริโอ และ โปรโตคอรม  
โดยการวัดจากเมล็ดจํานวน 3 เมล็ดตอซํ้า และ วัดขนาดใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสสองกลับ 
 
การทดลองท่ี 3   ผลของสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาผลท่ีมีตอการเพาะเล้ียงอับเรณูของเอ้ืองน้ําตนของสูตรอาหาร 2 
สูตร VW (CMU1) และสูตร MS รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 3 ชนิดคือ NAA 2 มล/ล, BA 
1 มล/ล และ 2, 4-D ท่ีความเขมขน 2 และ 4 มล/ล โดยแบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองยอย 
อุปกรณ และ วิธีการทดลองของการทดลองยอยท้ัง  2  มีดังนี้ 
 
  3.1   ผลของสูตรอาหาร VW (CMU1) รวมกับ NAA, BA และ 2, 4-D  
   3.1.1   วัสดุทดลอง คือ อับเรณูขนาด 0.05× 0.05 ซม   
   3.1.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยง   
   3.1.2.1   อุปกรณ 
   3.1.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียง ใชอุปกรณเชนเดียวกับการ
ทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.1    
     3.1.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชอุปกรณเชนเดียวกับการทดลอง
ท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.2    
   3.1.2.2   สารเคมี 
     3.1.2.2.1   สียอม Orcein 
 3.1.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเชื้อดอกตูมใช
เชนเดียวกับการทดลองท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.3.1    
 3.1.2.2.3   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร ใชเชนเดียวกับการทดลองที่ 2.1 
ขอ 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) ตามวิธีการที่บรรยายไวในภาคผนวกท่ี 4 แลวเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 3 ชนิด คือ 
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NAA, BA และ 2, 4-D ในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน คือ  NAA ท่ีความเขมขน 2  มล/ล   BA 
ท่ีความเขมขน 1  มล/ล  และ  2,4-D  ท่ีความเขมขน  3 ระดับ คือ 0, 2  และ 4  มล/ล  วางแผนการ
ทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ มีกรรมวิธีรวมท้ังหมด  6  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 10 ซํ้า  โดยมี
กรรมวิธีตางๆ ดังตอไปนี้  
     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 ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 
     3.1.3.3   การเตรียมวัสดุทดลอง 
     3.1.3.3.1  ตรวจสอบระยะการเจริญของอับเรณู  เตรียมโดยนําดอกตูม  มา
วัดขนาดดอกแตละดอก  จากนั้นใชมีดกรีดกลีบดอกใหเหลือแตเสาเกสรแลวใชปากคีบคีบเอาอับ
เรณูท่ีอยูขางในดอก  มาวางบนแผนสไลด แลวหยดสียอม orcein ลงไป 1-2 หยด จากนั้นขยี้อับเรณู
ใหละเอียด  ท้ิงไวนาน 2-5 นาที ปดดวยกระจกปดสไลด แลวนําไปตรวจสอบ และ คัดเลือกขนาด
ดวยกลองจุลทรรศนเพื่อหาความสัมพันธระหวางขนาด และ ระยะการเจริญของละอองเกสรใหอยู
ระยะ uninucleate   
     3.1.3.3.2 ข้ันตอนการเตรียมอับเรณู นําดอกตูม 3 ขนาดท่ีไดจากการ
คัดเลือกในขอ3.1.3.3.1  ทําความสะอาดดอกตูมดวยน้ํายาลางจาน โดยใชแปรงขนออนถูเบาๆ
เนื่องจากดอกของน้ําตนมีขนปกคลุมไปท่ัวท้ังดอก จากนั้นลางน้ําใหสะอาด นําดอกตูมท้ัง 3 ขนาดไป
ฟอกฆาเช้ือในตูปลอดเช้ือ เขยาในสารละลาย ethyl alcohol  70%   นาน 5 นาที   กอนนํามาฟอกใน
สารละลายคลอรอกซ 15%  ท่ีเติม Tween 20  เขยาเปนเวลา 15 นาที  ลางดวยน้ํากล่ันซ่ึงนึ่งฆาเช้ือแลว
อีก 3 คร้ัง จากน้ันใชปากคีบคีบดอกตูม วางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือ  แลวใชมีด และ
ปากคีบดึงเอากลีบดอกออกใหเหลือแตเสาเกสร และใชปลายมีดแตะเบา ๆ เอาแตอับเรณูออกมา 
     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 เปนเวลา 15 วัน คัดเลือกอับเรณูมาหน่ึงขนาด โดย
เลือกขนาดท่ีเจริญเติบโตดีท่ีสุดในอาหารเพาะเล้ียง 
     3.1.3.3.4    นําอับเรณู ท่ี เตรียมไดจากขอ  3.1.3.3.3 มาผานการทํา 
pretreatment โดยการเล้ียงในสารละลายซูโครสท่ีผานการฆาเช้ือแลว 2 ระดับ คือ ความเขมขน  3% 
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และ 6%  นําไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยาท่ีมีความเร็ว 100 รอบ/นาที อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 วัน ในท่ีมืด  

  3.1.3.4   วิธีการทดลอง นําอับเรณูท่ีเตรียมไดจากขอ 3.1.3.3.4 ยายลงสารละลาย
ซูโครสความเขมขน 2 ระดับ คือ 3 % และ 6 %  ท่ีเล้ียงในท่ีมืด ครบ 3 วัน ใชปากคีบคีบอับเรณูในทุก
ความเขมขนของสารละลายซูโครส  วางบนอาหารแข็งท่ีเตรียมในแตละกรรมวิธี ดังระบุในขอ 
3.1.3.1 จากนั้นนําไปเล้ียงในท่ีมืด  

3.1.4   การบันทึกผลการทดลอง 
  บันทึกการเปล่ียนแปลงของอับเรณูในชวง 4 สัปดาหหลังจากการเพาะ 
 

  3.2   ผลของสูตรอาหาร MS รวมกับ 2, 4-D  ตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู 
   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   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียง  ใชอุปกรณเชนเดียวกับการ
ทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.1    
    3.2.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชอุปกรณเชนเดียวกับการทดลองท่ี  
2.1  ขอ  2.1.2.1.2    
   3.2.2.2    สารเคมี 
 3.2.2.2.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.3.1    
 3.2.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 2.1 
ขอ 2.1.2.1.3.2   เพียงแตเปล่ียนจากการใชสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลัก สูตร VW(CMU1) 
เปนธาตุอาหารหลักสูตร MS  
                                          3.2.2.2.3   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ  NAA, BA และ 2, 4-D 
  3.2.3   วิธีการ   
    3.2.3.1    เตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 

   3.2.3.2  วิธีการทดลองใชวิธีการเดียวกับการทดลองในขอ 3.1 เพียงแตมีความ
แตกตางตรงท่ีอาหารเพาะเล้ียงในการทดลองน้ีเปนอาหารแข็งสูตร MSดัดแปลง วางแผนการ
ทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ มีกรรมวิธีรวมทั้งหมด 6 กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 10 ซํ้าเชนกัน 
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 

    บันทึกการเปล่ียนแปลงของอับเรณูในชวง 4 สัปดาหหลังจากการเพาะ 
 
การทดลองท่ี  4   ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิดคือ NAA และBA 
ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของช้ินสวนของก่ิงกานของเอ้ืองน้ําตน เม่ือเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ การ
ทดลองนี้ แบงออกเปน 3  ทดลองยอย  คือ ผลของ  BA และ NAA ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวน
ใบออน,  ผลของ NAA และ TDZ ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนกานชอดอกออน และ ผลของ 2, 
4-D และTDZ  ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนปลายยอด  การทดลองท้ัง 3  มีอุปกรณ และ วิธีการ
ทดลองดังนี้ 

 4.1   ผลของ  BA  และ  NAA  ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนใบออน 
  4.1.1   วัสดุทดลอง คือ  ช้ินสวนใบขนาด 1×1 ซม  
   4.1.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยง 
   4.1.2.1   อุปกรณ 
     4.1.2.1.1  อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเลี้ยงใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี  
2.1  ขอ 2.1.2.1.1    
     4.1.2.1.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชเชนเดียวกับการทดลองที่  2.1  
ขอ 2.1.2.1.2    
    4.1.2.2   สารเคมี 
 4.1.2.2.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ  2.1.2.1.3.1    
 4.1.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 
2.1 ขอ 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   การเตรียมอาหารวุนสําหรับเลี้ยงชิ้นสวนใบออน เตรียมอาหารแข็ง
สูตร VW(CMU1) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวในภาคผนวกที่ 6  สวนในการทดลองนี้มีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงไปดวย คือ เติม BA เขมขน 0, 0.5, 1.0 และ 2.0 มก/ล และ NAA  
เขมขน 0 และ 0.1 มก/ล  วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ 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 ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 
   4.1.3.3   เตรียมเนื้อเยื่อใบ คือ นําเนื้อเยื่อใบออนท่ีไดจากใบคูแรกของตน
ออนอายุ  4  เดือน ท่ีเจริญเติบโตจากเมล็ดท่ีเพาะเล้ียงไวในอาหารวุนสูตร  VW (CMU1) เลือกใบท่ี
สมบูรณ และ มีสีเขียว ใชมีดปลายแหลมตัดใบออกจากตนออนอยางระมัดระวัง ใชปากคีบคีบ
ช้ินสวนของใบออน วางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว ใชมีดปลายแหลมตัดเนื้อเยื่อ
ใบใหเปนรูปส่ีเหล่ียมขนาด 1×1 ซม  
   4.1.2.4   วิธีการทดลอง คือ นําช้ินสวนใบท่ีไดจากการเตรียมในขอ 4.1.2.3 
ไปเล้ียงบนอาหารท่ีเตรียมไวในขอ 4.1.2.1 โดยใสช้ินสวนใบ  1 ช้ินตอหลอด  ในแตละกรรมวิธี  
จากน้ันนําไปเล้ียงบนช้ัน โดยใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตท่ีมีความเขมแสงประมาณ 30 ไม
โครโมล/ตารางเมตร/วินาที  ตลอด 24 ช่ัวโมง 
  4.1.4   การบันทึกผลการทดลอง 
   4.1.3.1   จํานวนช้ินสวนท่ีเกิดแคลลัส 
   4.1.3.2   เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 
   4.1.3.3   จํานวนตนตอช้ินสวน 
   4.1.3.4   ความสูงตน 
   4.1.3.5   จํานวนราก 
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   4.1.3.6   เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของช้ินสวน 
 
 4.2   ผลของ NAA และ TDZ ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนกานชอดอกออน 
  4.2.1   พืชทดลอง คือ กานชอดอกออน ยาว 1 ซม 
  4.2.2   อุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชทดลอง 
  4.2.2.1   อุปกรณ 
    4.2.2.1.1   อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียง ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 
2.1 ขอ 2.1.2.1.1   
    4.2.2.1.2    อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ  ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี  2.1 
ขอ 2.1.2.1.2 
    4.2.2.3   สารเคมี 
 4.2.2.3.1   สารที่ใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.3.1    
 4.2.2.3.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหาร ใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 2.1 
ขอ 2.1.2.1.3.2    
  4.2.2.3.3    สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ TDZ  และ  NAA  
  4.2.3   วิธีการ 
    4.2.3.1   การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงช้ินสวนกานชอดอกออน  เตรียมอาหาร
แข็งสูตร VW (CMU1) ตามวิธีการที่บรรยายไวในภาคผนวกท่ี 8  สวนในการทดลองนี้มีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงไปดวย คือ เติม TDZ  เขมขน 0,  0.5,  1.0 และ 2.0 มก/ล  และ  NAA  0 
และ 0.1 มก/ล  วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ 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 ดังแสดงไวในภาคผนวกท่ี 12 
    4.2.2.3 วิธีการเตรียมกานชอดอก คือ เนื้อเยื่อของกานชอดอกท่ีใชเปนกานใน
ระยะท่ีดอกยังไมบาน  ตัดกานชอดอกมาทําความสะอาดเบ้ืองตน โดยลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่ง
ฆาเช้ือนาน 10 นาที  จากนั้นตัดสวนของดอกยอยภายในชอออกใหเหลือเฉพาะกานชอดอก นํามาทํา
ความสะอาดดวยน้ํายาลางจาน แลวใชฟองนํ้าถูบริเวณกานชอดอกเบาๆ  จากนั้นลางน้ําใหสะอาด  
แลวนําเขาตูปลอดเช้ือ เช็ดดวย ethyl alcohol 70%  กอนนํามาฟอกในสารละลายคลอรอกซ  20 % 
นาน 15 นาที   หลังจากนั้นลาง 3 คร้ังดวยน้ํากล่ันซ่ึงนึ่งฆาเช้ือแลว  ฟอกดวยสารละลาย Strepto 1 
กรัม/100 มล เปนเวลา 10 นาที   ลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง   นํากานชอดอกท่ีผานการเตรียมดังกลาวไป
วางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีพลาสติกรองตัดท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว  ใชมีดปลายแหลมตัดเอาบริเวณขอ
ของกานชอดอก โดยตัดสวนปลายกานชอดอกท้ัง 2 ขางใหปลายท้ัง 2 ขางหางจากตาประมาณ ½  ซม 
แลวนําไปเล้ียงบนอาหารวุนโดยวางช้ินสวนใหตําแหนงตาสัมผัสกับอาหารพอดี     
    4.2.2.4   วิธีการทดลอง  คือ นําช้ินสวนกานชอดอกออนท่ีไดจากการเตรียมใน
ขอ 4.2.2.3 ไปเล้ียงบนอาหารสูตร  VW (CMU1)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด ดังระบุ
ในขอ 4.2.3.1  เล้ียงในหลอดอาหารโดยใสหลอดละ 1 ขอ  ใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตท่ีมีความ
เขมแสงประมาณ  30  ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที   ตลอด  24  ช่ัวโมง  
  4.2.4   การบันทึกผลการทดลอง 
   บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับ การทดลองท่ี  4.1 
 
   4.3   ผลของ 2, 4-D และTDZ  ตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนปลายยอด 
  4.3.1   วัสดุทดลอง คือ ปลายยอดขนาด  0.2  ซม  
  4.3.2   วัสดุอุปกรณและวิธีการในการเพาะเลี้ยง 
   4.3.2.1   อุปกรณ 
     4.3.2.1.1  อุปกรณท่ีใชสําหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ใชเชนเดียวกับการ
ทดลองท่ี  2.1 ขอ 2.1.2.1.1   
     4.3.1.2.2   อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ ใชเชนเดียวกับการทดลองที่  2.1  
ขอ 2.1.2.1.2    
   4.3.2.2   สารเคมี 
 4.3.2.2.1   สารท่ีใชสําหรับทําความสะอาดและฟอกฆาเช้ือใชเชนเดียวกับ
การทดลองท่ี  2.1  ขอ 2.1.2.1.3.1    
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 4.3.2.2.2   สารท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารใชเชนเดียวกับการทดลองท่ี 
2.1 ขอ 2.1.2.1.3.2    
   4.3.2.2.3   สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช คือ TDZ และ  NAA 
  4.3.3   วิธีการ 
   4.3.3.1   เตรียมอาหารวุนสําหรับเล้ียงช้ินสวนปลายยอด โดยการเตรียมอาหาร
แข็งสูตร VW (CMU1) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวในภาคผนวกท่ี 10  ในการทดลองน้ีมีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลงไปในอาหารดวย คือ เติม 2, 4-D  เขมขน 0,  0.5,  1.0 และ 2.0 มก/ล  และ 
TDZ  เขมขน  0, 1.0  และ 2.0  มก/ล  วางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุมสมบูรณ  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 ปลายยอดของเอ้ืองน้ําตนท่ีเกิดจากการนําฝก
อายุ 10 สัปดาห  ท่ีผานข้ันตอนการทําใหปลอดเช้ือ  โดยปฏิบัติเชนเดียวกับการทดลองท่ี 2.1  ขอท่ี  
2.1.2.2  มาเพาะในอาหารเหลวสูตร VW (CMU1) เปนเวลา 15 วัน  เม่ือเมล็ดเร่ิมงอกเปนโปรโตคอรม
เล็ก ๆ  ใชหลอดดูดดูดเมล็ดจากอาหารเหลวดังกลาว พนลงไปในอาหารวุนสูตร VW (CMU1) เล้ียง
จนกวาโปรโตคอรมเจริญเปนยอดขนาด 0.2 ซม  
   4.3.3.4 วิธีการเล้ียงช้ินสวนปลายยอด คือ นําปลายยอดท่ีระบุไวในขอ 4.3.3.3  
ไปเล้ียงบนอาหารสูตร  VW (CMU1)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ 2, 4-D  และ 



 33 

TDZ  ท่ีระบุในขอ 4.3.3.1  เล้ียงในหลอดหลอดละ 1 ช้ิน ใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตท่ีมีความ
เขมแสงประมาณ  30  ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที  ตลอด  24  ช่ัวโมง   
  4.3.4   การบันทึกผลการทดลอง 
   บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับ การทดลองท่ี  4.1 
 
 
 
 
 
  

 
 

 
    

 
 
 
 
 
 

 
   

  
      
 
 
 
 


