
บทท่ี   3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
  

การศึกษาทดลองแบงออกเปน  5  การทดลองยอย คือ การทดลองที่ 1 การรวบรวมเทียน
พันธุปา  การทดลองที่ 2   ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญเติบโต  การทดลองที่ 3 
การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา    การทดลองที่ 4 การศึกษาดานเซลลวิทยา การทดลองที่ 5 
ศึกษาการสรางลูกผสม    
 

การทดลองที่  1   การรวบรวมเทียนพันธุปา  
สํารวจและรวบรวมพันธุเทียนพันธุปาที่พบในสภาพธรรมชาติ  ในเขตพื้นที่ดอยอินทนนท

และดอยเชียงดาว    นํามาทดลองปลูกเลี้ยงในโรงเรือน    ที่สถานีเกษตรหลวงอินทนนท    อําเภอ
จอมทอง  จังหวัดเชียงใหม 

1.1   วัสดุอุปกรณ 
 1.1.1 อุปกรณที่ใชในการเกบ็ตัวอยางพืชทดลองไดแก  กระดาษ ถุงพลาสติก  ปากกา  

ดินสอ ปายพลาสติก อุปกรณบันทึกภาพ  สมุดบันทึก 
1.1.2  วัสดุปลูก ไดแก ดนิ: ทราย : ขุยมะพราว:  ถานแกลบ: แกลบ อัตรา 2 :1 :1 :1 :1  

1.2   การบันทึกขอมูล 
1.2.1   บันทึกสภาพนิเวศนของพื้นที่ที่พบ  
1.2.2   บันทึกลักษณะประจาํพันธุ  ถายภาพ   นําตนพืชใสถุงพลาสติกพรอมทั้งติด  
ปายชื่อ  

 1.2.3   นําพันธุเทียนทั้งหมดที่รวบรวมได  ปลูกในโรงเรือนรวบรวมพันธุ 
1.2.4   สวนขยายพนัธุที่เปนเมล็ดนําไปเพาะในวัสดุที่ประกอบดวยทราย:ขุยมะพราว   
ถานแกลบ อัตรา 1: 1 :1  

 
การทดลองที่  2   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญเติบโต 
 2.1   ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ของเทียนจํานวน  8 หมายเลข ซ่ึงมีความแตกตางกัน
ทั้งหมด 
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  2.1.1 วัสดุอุปกรณ 
  2.1.1.1   พืชทดลอง   
   เมื่อไดตนเทียนทั้งหมดจํานวน  8 หมายเลขซึ่งมีลักษณะทาง

สัณฐานที่แตกตางกันอยางชัดเจนและกําหนดชื่อตามแหลงที่พบจากทั้ง  2 แหลงใหเปนหมายเลขดังนี้ 
   2.1.1.1.1   IN-RD1   (Inthanon – Redar1)  
   2.1.1.1.2   IN-RD2   (Inthanon – Redar2)   
   2.1.1.1.3   IN-SP1   (Inthanon – Siriphum1)   
   2.1.1.1.4   IN-SP2   (Inthanon – Siriphum2)   
   2.1.1.1.5   IN-SP3   (Inthanon – Siriphum3)   
   2.1.1.1.6   CD-HL1   (Chiang Dao - Huayluek1) 
   2.1.1.1.7   CD-HL2   (Chiang Dao - Huayluek2) 
   2.1.1.1.8   CD-HL3   (Chiang Dao - Huayluek3) 

(IN-RD1 – 2  พบที่บริเวณยอดดอยอินทนนท   อําเภอจอมทอง   จังหวดัเชียงใหม) 
(IN-SP1 – 3   พบที่บริเวณน้าํตกสิริภูม ิ  อําเภอจอมทอง   จังหวดัเชยีงใหม) 
(CD-HL1 – 3  พบที่บริเวณเชิงเขาหินปูน หมูบานหวยลึก  ต.ปงโคง  อําเภอเชียงดาว จังหวดัเชยีงใหม ) 
 

 2.1.2 วิธีการ 
   2.1.2.1  บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนไดแก  
ลําตน ใบ  ดอก ผล และราก ในระยะที่ตนและดอกเจริญเติบโตเต็มที่ 
 

2.2   ศึกษาการเจริญเติบโตและการพัฒนาดอก    บันทกึการเจริญเติบโตทุกๆ 2 สัปดาห 
 2.2.1   ความสูง 
 2.2.2   จํานวนใบตอตนโดย นับจาก คูใบที ่ 5 จากโคนตน 
 2.2.3   ลักษณะชอดอก ขนาดชอดอก  จํานวนดอกตอชอ   ลักษณะใบประดับ 

2.2.4   อุปกรณที่ใชในการบันทึกไดแก ตลับเมตร  เวอรเนียคาลิปเปอร   
2.2.5   วางแผนการทดลอง แบบ CRD / 3 ซํ้า   จํานวน  10  ตนตอซํ้า  
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การทดลองที่ 3   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 
ศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามยาวและตามขวางของ ราก ลําตน   ใบ  ดอก และผลของตนพืช       

ทดลองดังระบุในการทดลองที่ 2 โดยใช  paraffin  embedding  ของ  Johansen (1940 ) 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 
 3.1.1   พืชทดลอง ตนเทียน จํานวน  8 หมายเลข ดังนีI้N-RD1 ,   IN-RD2  ,   IN-SP1    

               IN-SP2  , IN-SP3  , CD-HL1 ,  CD-HL2   และ  CD-HL3    
 3.1.2   เครื่องมือและอุปกรณในการศึกษาเนื้อเยื่อ 
 3.1.3   เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary  microtome) 

3.1.4  กลองจุลทรรศนแบบ dissecting  microscope  และ stereo microscope พรอม
 อุปกรณ ถายภาพ 

 3.1.5   ตูอบที่ปรับอุณหภูมไิด 
 3.1.6   แผนใหความรอน ( hot  plate ) 
 3.1.7   เครื่องอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิได 
 3.1.6    แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด  1.5 x 1.5 x 1.5 ลบซม ที่ตมใหอ่ิมตวัใน พาราฟน 
 3.1.7   แผนสไลด และแผนปดสไลด  
 3.1.8   อุปกรณเครื่องแกว ไดแก ขวดสําหรับใสช้ินสวนพืช บิ๊กเกอร และ ขวดยอมสี 
 3.1.9   อุปกรณอ่ืนๆไดแก ตะเกยีงแอลกอฮอล พูกันขนออน ปากคบี และปายตดิกาว
 3.1.10  สารเคมีที่ใชในการเตรียมชิ้นสวนพืชและสไลดถาวร 

 3.1.11  สารละลายรักษาสภาพเซลล  (Fixative)ไดแก Formalin-Acetic acid -Alcohol       
 (FAA)    ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมดังนี้ 

   เอทธิลแอลกอฮอล 95 %     50   มล 
 glacial  acetic acid                5    มล 
 Formalin                             10    มล 
 น้ํากลั่น                                35    มล 

3.1.12   สารละลายที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating  solution)  ซ่ึงประกอบดวย
สวนผสมดังแสดงในตารางที่  1 
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ตารางที่  1   สวนผสมของในสารละลายที่ดึงน้ําออกจากเซลล 
 

ลําดับที่ เอทธิลแอลกอฮอล 
95 % 
(มล) 

เอทธิลแอลกอฮอล 
100% 
(มล) 

Tertiary butyl 
alcohol 

(มล) 

น้ํากลั่น 
(มล) 

1 40 - 10 50 
2 50 - 20 30 
3 50 - 35 15 
4 45 - 55 - 
5 - 25 75 - 

3.1.13 สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media)  ไดแก Paraplast 
3.1.14 สารละลายยืดเนื้อเยื่อพืชใหตดิแผนสไลด (adhesive) 

 เตรียมจากสวนผสมของ 
 ไขขาว      1  มล 
 น้ํากลั่น   49  มล 
เมื่อจะใช  ใชสารละลายเขมขน 1 มล เติมน้ํากลั่นใหปริมาตรรวมเปน  50 ม 

3.1.15   สียอมเนื้อเยื่อใชสี Dalafied s  hematoxylin  เตรียมสีโดยใช 
    aluminium  sulfate [Al2 (SO4 ) 3  , 16 H2O ]    400     มล 
    hematoxylin (C16H14O6)           4      กรัม 
    glycerol          100     มล 
    95%  เอทธิล แอลกอฮอร                                   25      มล 
    เมทธิล  แอลกอฮอร              100      มล 
  3.1.16   สารละลายทําใหเนือ้เยื่อสะอาด (clearing reagent) ใช  xylene 
  3.1.17   สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media)  คือ Canada  balsam 

3.2  วิธีการ 
  3.2.1   แชตัวอยางในสารละลาย FAA ที่บรรจุในขวดแกว  แลวนําขวดแกวเหลานั้น
ใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  หลังจากนั้นปดฝาขวดแลวนํามาเก็บไวใน
อุณหภูมิหองนานอยางนอย  24  ช่ัวโมงกอนนําไปผานขั้นตอนตอไป 
  3.2.2    นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนการดึงน้ําออกเซลล  โดยใหเนื้อเยื่อแชใน
สารละลายดึงน้ําออกจากเซลล  ลําดับที่ 1จนถึง 5(ในขอ3.1.12) จึงนําเนื้อเยื่อไปแช TBA  100 %  ตาม
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ดวยสารละลายที่ประกอบดวย TBA และพาราฟนเหลว อัตราสวน 1:1 นานขั้นตอนละ 24 ช่ัวโมง   
แลวนําเนื้อเยื่อไปแชขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration) 
  3.2.3   ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดบรรจุ  Paraplast ที่หลอมแลว  นําขวดแกวไปเก็บไว
ในตูอบอุณหภูมิ  56 ° ซ  นานประมาณ 1 สัปดาห เพื่อใหพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มที่ 
  3.2.4   นําเนื้อเยื่อพืชมาฝงในพาราฟน  แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูในตําแหนง
และระนาบที่ตองการ 

3.2.5   นําแทงพาราฟนที่ไดไปตัดแตงใหเปนรูปสี่เหล่ียมผืนผา  ใหช้ินสวนพืชอยู
ตรงกลางแลวนํามาติดกับแทงไม  จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุนโดยตัดเนื้อเยื่อ
ตามยาวหรือตามขวางใหหนา  15 – 18 ไมครอน 
  3.2.6   นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin  ribbon)  ติดลงบนแผนสไลดดวยสารละลายยืด
เนื้อเยื่อพืช  วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลดที่อุณหภูมิ 40 ° ซ จนแถบชิ้นสวนแหงและติดกับแผน
สไลด 
  3.2.7   ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวนําไปยอมสี  ปดแผนสไลดดวยแผนปด
สไลดโดยใช Canada  balsum   
  3.2.8   เมื่อสไลดแหงสนิท  นําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนและบันทึกภาพ 
 
การทดลองที่ 4   การศึกษาเซลลวิทยา 
 ศึกษาโครโมโซม จากเนื้อเยือ่ปลายรากของพืชทดลองที่ระบุไวในการทดลองที่ 2  ตามวิธีการ
ของ Chen (1992) 

4.1   วัสดุอุปกรณ 
4.1.1   ขวดแกวขนาดความจ ุ15 มล สําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
4.1.2   แผนสไลดและแผนปดสไลด 
4.1.3   เข็มเขี่ย 
4.1.4   ปากคีบ 
4.1.5   มีดผาตัด 
4.1.6 dissecting  microscope , stereo  microscope และ compound  microscope

พรอมอุปกรณถายภาพ 
4.1.7   ตะเกียงแอลกอฮอล 
4.1.8   สารเคมีที่ใชในการศึกษาโครโมโซม 
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4.1.8.1  สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pretreatment  solution)  ไดแก 
para- dichorobenzene (PDB) 

4.1.8.2  สารเคมีที่ใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixative solution)
คือ เอทธิล แอลกอฮอร 95 % และ glacial acetic  acid ในอัตราสวน 
3 : 1 โดยปริมาตร 

4.1.8.3  สารเคมีที่ใชยอยแยกเซลลออกจากกันคือ 1 N HCl 
4.1.8.4  สีที่ใชยอมโครโมโซมคือ  carbol  fuchsin 

4.2   วิธีการ 
 4.2.1  เก็บปลายรากโดยเลือกจากรากที่กําลังเจริญเติบโต  ตัดมาเฉพาะสวนปลายให

มีความยาว  0.5  ซม.  
  4.2.2  หยุดการทํางานของเสนใยสปนเดิลไฟเบอรโดยการแชปลายรากในสารละลาย 
PDB  ที่อุณหภูมิ  5 - 6  ° ซ  30  นาที   

   4.2.3  นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางดวยน้ํากลั่นแลวนําไปแชใน 
สารละลายรักษาสภาพเซลล นาน  5 นาที แลวลางดวยน้ํา 

 4.2.4  แยกเซลลโดยการแชรากใน 1 N HCl ที่อุณหภูมิ 60 ° ซ 5 นาที แลวลางดวยน้ํา 
 4.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol  fuchsin โดยแชไวนาน 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้น

คีบเนื้อเยื่อวางบนแผนสไลด  หยดสียอม 1 หยดตรงบริเวณปลายราก  ใชเข็มเขี่ยขยี้เนื้อเยื่อใหแยก
ออกเปนชิ้นเล็ก ๆ  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินทิ้ง  ปดกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ ใชกระดาษซับ
วางบนแผนสไลดเพื่อซับสีที่มากเกินไปออก  กดนิ้วหัวแมมือลงไปเพื่อใหเซลลอยูในระนาบ 

 4.2.6  นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  เลือกเซลลที่มีการแบง
นิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีโครโมโซมกระจายไมทับกัน  นับจํานวนโครโมโซม  แลว
บันทึกภาพ 
 
การทดลองที่  5  การสรางลูกผสม 
 5.1  วัสดุอุปกรณ 
  5.1.1 ตนเทียน  2   กลุม 
            5.1.1.1  ตนเทียนปา  8 หมายเลข ไดแก  หมายเลข IN-RD1 หมายเลข IN-RD2  
หมายเลข IN-SP1 หมายเลข IN-SP2 หมายเลข IN-SP3 หมายเลข CD-HL1หมายเลข และหมายเลข 
CD-HL3 
           5.1.1.2  ตนเทียนพันธุการคา 1 ชนิดไดแก   Impatiens   balsamina   
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5.2  การจัดคูผสม  
           5.2.1.  การผสมตัวเองของเทียนพนัธุปา 
                        5.2.2  การผสมขาม 
             5.2.2.1 ระหวางกลุมเทียนพนัธุปา 
             5.2.2.2 ระหวางเทียนพนัธุการคากับเทียนพนัธุปา 
 5.3 วิธีการผสมพันธุ 
  5.3.1.  การเตรียมดอกที่ใชเปนดอกเพศเมีย  เลือกดอกที่อยูในระยะ4.  คือระยะที่ดอก
มีการเจริญเติบโตเต็มที่  เฉลี่ยขนาดของดอกตั้งแต 0.3 – 0.5  ซม.  โดยใชใบมีดกรีดลงบนหลังกลีบ
ดอกบน จากนั้นใชกรรไกรปลายโคงตัดสวนปลายของกลีบดอกทั้ง  5 กลีบออก แลวจึงใชปากคีบดึง
กลีบดอก สวนที่เหลือออกทิ้ง   เนื่องจากเกสรเพศผูคลุมหุมปลายเกสรเพศเมียไว  ตองใชเข็มเขี่ย ปลาย
แหลมขนาดเล็กคอยๆแกะสวนซึ่งเปนกานชูเกสรเพศผูออก  เพื่อปองกันการผสมตัวเอง 

5.3.2  เมื่อปลายเกสรเพศเมียบานแยกออกปนแฉก  ซ่ึงเปนลักษณะที่พรอมรับการ
ผสม  นําเรณูของตนที่ตองการจะผสมมาแตะลงบนปลายเกสรเพศเมีย  ในชวงเวลา 8.30 – 10.00  น 
หลังจากนั้นคลุมดอกที่ไดรับการผสมดวยถุงที่ทําจากใยรีเมย  ติดปายเพื่อบอกวันที่ผสม  พรอมบันทึก
ขอมูล 

5.3.3  นําเมล็ดลูกผสมชั่วที่ 1 ไปเพาะและปลูกเพื่อทดสอบตอไป 
5.3.4  ศึกษาและคัดเลือกตนลูกผสมในรุนที่ 1  
 

 5.4   ศึกษาการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอในสภาพปลอดเชื้อ 
  5.4.1   สิ่งทดลอง  เอ็มบริโอจากตนเทยีนลูกผสม จํานวน 18   คูผสม 
   5.4.1.1   อุปกรณ 
    5.4.1.1.4   อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช  ไดแก บีกเกอร  ปเปตต  ขวดแกวพรอมฝา  กระบอกตวง  เครื่องชั่งหยาบและละเอียด   
เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง  (pH - meter)   หมอนึ่งความดัน (autoclave) 
    5.4.1.1.2   เครื่องมือที่ใชในการตัดถายเนื้อเยื่อไดแก  ตูปลอดเชื้อ  
มีดผาตัด ปากคีบ ตะเกียงแอลกอฮอล  และจานแกว 
    5.4.1.1.3   หองเล้ียงเนื้อเยื่อ  อุณหภูมิ  22 -26  องศาเซลเซียส  
ความเขมแสงประมาณ 1,000  ลักซ จากหลอดฟลูออเรสเซ็นต  ความยาววัน  16 ช่ัวโมง 
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  5.4. 2 วิธีการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ 
   5.4.2.1   นําผลของเทียนลูกผสมที่มี อายุตั้งแต  2 ,3,4 , และ 5 สัปดาหหลัง
การถายละอองเกสรมาลางน้ําสะอาดผสมน้ําสบู และลางดวยน้ําสะอาดอีก 2 คร้ัง  ฉีดพนฝกออนดวย
แอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต  
   5.4.2.2   นําฝกออนจุมในเอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ลนไฟ 2 - 3 
วินาที เพื่อทําความสะอาดผิวที่ปกคลุมดวยขนอีกครั้งเพื่อฆาเชื้อและปองกันการปนเปอน  วางฝกออน
ลงบนจานแกว ใชมีดกรีดผลออน นําสวนของเอ็มบริโอใสในขวด ที่ประกอบดวย อาหารสูตร         
MS (1962) ดัดแปลงสูตรจํานวน  6 สูตรดังนี้   

 1.     MS + 1 BA +  1 IAA   +    น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 2. ½ MS + 1 BA +  1 IAA   +    น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 3.     MS + 0.5 BA +  1 IAA  +  น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 4. ½ MS + 0.5 BA +  1 IAA  +  น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 5.     MS +  น้าํมะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม  
 6. ½ MS +  น้าํมะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม  
 7.  ชุดควบคุม (MS +  วุน 6 กรัม + น้ําตาล30 กรัม) 

 เล้ียงในหองควบคุมอุณหภมูทิี่  25  องศาเซลเซียส 
  
สถานที่ทําการวิจัย       หองปฏิบัติการทางสรีรวิทยา   ภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร  

มหาวิทยาลัยเขียงใหม 
   หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และโรงเรือนวิจัย  สถานีเกษตรหลวง            
อินทนนท   บานขุนกลาง  อําเภอจอมทอง  จังหวัดเชียงใหม  

 
ระยะเวลาในการดําเนินการวจัิย 

 เร่ิมวิจยัในเดือน มิ.ย.  2548 และสิ้นสุดการวิจยัในเดือน ก. ค . 2550 
 
 
 
 
 
 


