
บทท่ี 3 
 

อุปกรณ และวิธีการ 
 

การศึกษาลักษณะของเอื้องมรกต ที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ แบงออกเปน 4 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1  โครงสรางของตนเอื้องมรกต  การ
ทดลองท่ี 2  การขยายพันธุในสภาพปลอดเชื้อ  การทดลองท่ี 3  การเพาะเล้ียงอับเรณู และ  การ
ทดลองท่ี 4  ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 

 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 

การทดลองท่ี 1  โครงสรางของตนเอ้ืองมรกต 
การศึกษาโครงสรางของตนเอื้องมรกตแบงออกเปน 2 การทดลองยอยคือการศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตนพืช  และการศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของสวนประกอบ
ของตนพืช  ซ่ึงแตละการทดลองมีอุปกรณและวิธีการดังตอไปนี้ 

 

การทดลองท่ี 1.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตนพืชทดลอง มีอุปกรณ และวิธีการ

ดังตอไปนี้ 
1.1.1  วัสดุและอุปกรณ 

1.1.1.1  พืชทดลอง  ไดแก  ตนเอ้ืองมรกตจํานวน  5  ตน  ซ่ึงคัดเลือกมาจาก
ตนพืชท่ีเก็บรวบรวม และปลูกเล้ียงไวในแปลงรวบรวมพันธุ   ตนพืชดังกลาวมีขนาดและระยะของ
การเจริญเติบโตใกลเคียงกัน 

1.1.1.2  อุปกรณ  ไดแก มีดผาตัด ปากคีบ ไมบรรทัด สมุด  ปากกา ดินสอ
ดํา และ กระดาษสําหรับวาดภาพ 

1.1.2  วิธีการ 
1.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของสวนประกอบของตนพืช

ทดลอง ซ่ึงไดแก หัว ใบ ชอดอก ดอก และ ผล  ในระยะท่ีตนและดอกเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยบันทึก 
ลักษณะจากตัวอยาง  5  ตน  พรอมท้ังวาดภาพทางพฤกษศาสตรประกอบ 
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1.1.2.2   บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี ้
1.1.2.2.1   หัว  จํานวนหัวตอตน เสนผาศูนยกลางหัว และ จํานวน

ปลองตอหัว 
1.1.2.2.2   ใบ  จํานวนใบตอตน และ ขนาดของใบในตําแหนงใบ

ท่ี  2  จากโคนตน   
1.1.2.2.3   ชอดอก  ขนาดของชอดอก และ จํานวนดอกตอชอ 
1.1.2.2.4   ดอก  ขนาดของดอก 
1.1.2.2.5   ผล  ขนาดของผล 

 
การทดลองท่ี 1.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 

ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเน้ือเยื่อของ ยอด ใบ ดอก และ กานชอดอก 
โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ 
paraffin embedding  ท่ีบรรยายไวโดย  Johansen (1940)  

 
1.2.1  วัสดุและอุปกรณ 

1.2.1.1   เคร่ืองมือและอุปกรณ   
1.2.1.1.1  เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน   

1.2.1.1.2  กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ 
stereo microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

1.2.1.1.3  ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ 
1.2.1.1.4  แผนใหความรอน 
1.2.1.1.5  เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ 

1.2.1.1.6   แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร 
1.2.1.1.7 แผนกระจกสไลด (slide) และ แผนกระจกปดสไลด  

(cover  slip) 
1.2.1.1.8  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร 

และ ขวดยอมสี 
1.2.1.1.9  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว 

พูกันขนออน  มีดผาตัด  และปากคีบ  
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1.2.1.2   สารเคมี 
1.2.1.2.1  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 
 

1.2.1.2.2  น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล  (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1   สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 
 

ข้ันตอน 
ปริมาณแอลกอฮอล 
ในน้ํายาท่ีใชดงึน้ํา 
ออกจากเซลล (%) 

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 - 

 
1.2.1.2.3   สารตัวกลางท่ีใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก

Paraplast 
1.2.1.2.4   น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  เตรียม

น้ํายาเขมขนจากสวนผสมของไขขาว  1  มล และนํ้ากล่ัน  49  มล  เม่ือจะใชจึงนําน้ํายาเขมขนดังกลาว
นั้นมาเจือจางโดยนําน้ํายาเขมขน  1  มล  มาเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเปน  50  มล 

1.2.1.2.5 สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซึ่ง
ประกอบดวย 
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aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]     400    มล  
                 hematoxylin  (C16H14O6)                                 4      กรัม 

                                         95%  ethyl  alcohol                                       25      มล 
                                         methyl  alcohol                                         100      มล 
                                         glycerol                                                      100      มล 
 

1.2.1.2.6   น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene 
1.2.1.2.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด คือ Canada 

balsam 
1.2.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีวิธีการเปนข้ันตอนดังนี ้

1.2.2.1  เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของ ยอด ใบ ดอก และ กานชอดอก มาแชใน 
FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดนั้นไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อ หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง  กอนนําไปผานข้ันตอน
ตอไป 

1.2.2.2  นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผาน
น้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50% ไปจนถึงระดับ 100% TBA และนํ้ายาท่ี
เปนสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 1:1  เม่ือถึงข้ันตอนนี้แลวเนื้อเยื่อเหลานั้น 
ก็พรอมท่ีจะรับการซึมแทรกพาราฟน (infiltration) 

1.2.2.3  ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว นําขวด
แกวไปเก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56   ํซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  เพื่อใหพาราฟนแทรก
เขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

1.2.2.4  นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยู
ในตําแหนงและระนาบท่ีตองการ  เก็บแทงเนื้อเยื่อไวในท่ีเย็น หรือในตูเย็น 

1.2.2.5  เม่ือจะตัดเนื้อเยื่อจึงนําแทงพาราฟนไปตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียม 
ผืนผา  จัดใหมีช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง  นํามาติดกับแทงไม  จากน้ันนําแทงไมนั้นไปบรรจุในชอง
ของเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  ตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางตามความเหมาะสม ใหหนา  
13-15  ไมครอน  เนื้อเยื่อท่ีผานการตัดจะอยูในลักษณะของแถบเน้ือเยื่อ (paraffin ribbon) 

1.2.2.6  นําแถบเน้ือเยื่อติดลงบนแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายดึเนื้อเยือ่พืช  
วางแผนกระจกสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบเนื้อเยื่อแหง และติดแนนกับแผนกระจกสไลด 



 
 
 
 

19 

1.2.2.7  นําแผนกระจกสไลดท่ีละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไป 
ยอมสี 

1.2.2.8  ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada 
balsam  ยึด 

1.2.2.9  เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิทนําไปศึกษาใตกลองจุลทรรศน 
และบันทึกภาพเนื้อเยื่อ 

 
การทดลองท่ี 2   การขยายพนัธุในสภาพปลอดเชื้อ  

การทดลองนี้เปนการทดลองเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อของสวนประกอบของตนเอ้ืองมรกตใน
อาหารสูตร  Vacin and Went  (1949) ดัดแปลง ซ่ึงในท่ีนี้เรียกวาอาหารสูตร VW โดยศึกษาถึงผล
ของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใสลงไปในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีตอการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อท่ี
นําไปเล้ียง 

เนื้อเยื่อของพืชทดลองท่ีใชในการทดลอง คือ เนื้อเยื่อของอวัยวะ 3 สวนของตนพืช ไดแก 
เนื้อเยื่อปลายยอด  เนื้อเยื่อของใบ และ เนื้อเยื่อของกานชอดอก  สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใชใน
การทดลอง คือ ไซโตไคนิน 3 ชนิด ไดแก N6-benzyladenine (BA),  thidiazuron (TDZ)  และ zeatin  
สวนออกซินท่ีในการทดลองมีชนิดเดียว คือ napthalene acetic acid  (NAA) 

การทดลองขยายพันธุพืชทดลองในสภาพปลอดเช้ือนี้แบงการทดลองออกเปนการทดลอง
ยอย อีก 3 การทดลอง คือ 1) ผลของไซโตไคนินตอการเจริญเติบโตของช้ินสวนท่ีนําไปเพาะเล้ียง 
2) ผลของไซโตไคนินรวมกับ NAA ตอการเจริญเติบโตของตนหรือโปรโตคอรม และ 3) ผลของ
สภาพอาหารตอการเจริญเติบโตของตนหรือโปรโตคอรม โดยที่การทดลองท้ัง 3 การทดลองนี้มี
วิธีการเตรียมอาหารเพาะเล้ียงพื้นฐาน และการเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อการเพาะเล้ียงเหมือนกัน แตกตาง
กันตรงชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใสลงไปในอาหารเพาะเล้ียง
มาตรฐานตามระบุไวในกรรมวิธีตาง ๆ จึงใชอุปกรณ และวิธีการในการเตรียมอาหารเพาะเล้ียง
พื้นฐาน และในการเตรียมเนื้อเยื่อพืชแบบเดียวกัน ดังนี้ 

2.1  เคร่ืองมือ และอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
2.1.1   ตูกรองอากาศแบบ  air flow cabinet 
2.1.2   ช้ันสําหรับวางหลอดเล้ียงเนื้อเยื่อ 
2.1.3   เคร่ืองเขยา 
2.1.4   เคร่ืองช่ังละเอียด 
2.1.5   กลองจุลทรรศนชนิดเลนสสองกลับ 
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2.1.6   เคร่ืองวัดความเปนกรด/ดาง 
2.1.7   หมอนึง่ความดันไอ 
2.1.8   เตาไฟฟา 
2.1.9   ขวดรูปชมพู ขนาด 50 มล 
2.1.10 ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 และ 200 มล 

2.1.11 หลอดทดลองขนาด 25 × 150 มม 
2.1.12 ปเปต  หลอดหยด บีกเกอร และ กระบอกวัดปริมาตร 
2.1.13 กรวยแกว  จานเพาะเชื้อ  ชอนตักสาร  ขวดใสสารละลายเขมขน  และ 

กระดาษอะลูมิเนียมฟอยล 
2.1.14  อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ คือ ดามมีดผาตัด เบอร  3   ใบมีดผาตัดเบอร  

10  และ  11  ปากคีบ  ตะเกียงแอลกอฮอล  แผนพลาสติกขนาด 70 × 90 มม  และ หลอดทดลอง 
2.1.15  วัสดุอ่ืนๆ  ไดแก  ยางรัด และ แผนปาย 

2.2  สารเคมี วัสดุ และวิธีการ สําหรับเตรียมสารละลายตาง ๆ เพื่อการเตรียมอาหารเพาะเล้ียง
สูตร  VW  

2.2.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารเพาะเล้ียง  
2.2.1.1  สารละลายเขมขน  

2.2.1.1.1 ธาตุอาหารหลัก ตามสูตร VW เตรียมเปนสารละลาย
เขมขน  โดยมีความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1,000 
มล   โดยใชชนิดและปริมาณของสารดังแสดงไวในตารางท่ี 2 
 

ตารางท่ี  2   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารหลักสูตร  VW 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเข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 

 
2.2.1.1.2  ธาตุอาหารหลักตามสูตร MS เตรียมใหเปนสารละลาย

เขมขนท่ีมีความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา  และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1,000 มล  ชนดิ
และปริมาณของสารที่ใชแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี  3   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารหลักสูตร  MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 20 เทา (ก/ล) 
CaCl2.2H2O 44  8.8 
KNO3 370 38.0 
KH2PO4 170   3.4 
MgSO4.7H2O 1,900   7.4 
NH4NO3 1,650 33.0 

 
2.2.1.1.3  ธาตุอาหารรองตามสูตร MS (Murashige and Skoog ; 

1962) โดยใชชนิด และปริมาณของสารดังแสดงใน ตารางท่ี 4   การเตรียมสารละลายธาตุอาหารรอง
สูตรนี้เตรียมโดยใหเปนสารละลายท่ีมีความเขมขนของสารมากกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา และ
เตรียมใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล  

 

ตารางท่ี  4   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารรองสูตร MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (มก/ล) 
MnSO4.4H2O 22.33 2,230.0 
ZnSO4.7H2O 8.60 860.0 
H3BO3 6.20 620.0 
KI 0.83 83.0 
Na2MoO4.2H2O 0.25 25.0 
CoCl2.6H2O 0.25 2.5 
CuSO4.5H2O 0.25 2.5 

 
2.2.1.1.4 สารละลายเหล็กในรูป  FeEDTA ในสูตร  MS 

ประกอบดวย FeSO4.7H2O และ Na2EDTA  ทําใหเปนสารละลายเขมขนรวมใหมีความเขมขนเปน 
100 เทา  และใหมีปริมาตรสุดทาย 1,000 มล โดยช่ังสารแตละชนิดมาละลายในน้ํากล่ันใหมีปริมาตร
สุดทายแตละสวนเปน 500 มล แลวจึงนํามาผสมกันเก็บรักษาไวในขวดสีชา เพื่อปองกันแสง ใช
สารเคมีตามปริมาณดังแสดงในตารางท่ี  5 
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ตารางท่ี  5   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเหล็กเขมขนสูตร MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (มก/ล) 
FeSO4.7H2O 27.8 2.78 
Na2EDTA 37.3 3.73 

 
2.2.1.1.5 อินทรียสาร ซ่ึงประกอบดวย วิตามินชนิด glycine และ 

myo-inositol  เตรียมเปนสารละลายเขมขนท่ีมีความเขมขนของสารเปน 100 เทา และเตรียมใหมี
ปริมาตรสุดทาย เปน 1,000 มล โดยใชปริมาณของสารตามระบุไวในตารางท่ี  6 
 

ตารางท่ี  6   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (มก/ล) 
Myo - inositol 100.00 10,000 
Glycine 2.00 200 
Thiamine.HCl 0.25 25 
Pyridoxin.HCl 0.25 25 
Nicotinic acid 0.25 25 

 
2.2.1.1.6  วัสดุอ่ืน ๆ ไดแก  ผงวุนตราเฮลิคอปเตอร  น้ํามะพราว 

น้ําตาลซูโครส  ยางรัด แผนปาย และ วัสดุท่ีใชสําหรับทําความสะอาด และฆาเช้ือ ซ่ึง ไดแก น้ํายา
ลางจาน  เอทิลแอลกอฮอล เขมขน 70%  คลอร็อกซ (active ingredient : NaOCl 5.25%) ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (H2O2) และ สารลดแรงตึงผิว (Tween 20) 

 

2.3  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW  
เตรียมอาหารเหลวปริมาตร 1,000 มล ดังข้ันตอนตอไปนี้ 
2.3.1  เติมน้ํากล่ันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล ประมาณ 200 มล 
2.3.2  เติมสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร VW ท่ีมีความเขมขน 20 เทา  

(เตรียมตามตาราง 2)  ลงไป 50 มล เขยาใหเขากัน 
2.3.3  เติมสารละลายของธาตุอาหารรองสูตร MS ท่ีมีความเขมขน 100 เทา  (เตรียม

ตามตาราง 4)  ลงไป 10 มล เขยาใหเขากัน 
2.3.4  เติมสารละลาย FeEDTA ท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตาราง 5)  ลง

ไป 10 มล เขยาใหเขากัน 
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2.3.5   เติมสารละลายอินทรียสารที่มีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตาราง 6)  
ลงไป 10 มล เขยาใหเขากัน 

2.3.6   เติมน้ํามะพราวลงไป 150 มล  (15%) 
2.3.7   น้ําตาลซูโครส 20 ก เขยาใหน้ําตาลละลาย (2%) 
2.3.8   ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล 
2.3.9   ปรับคาความเปนกรด-ดาง (pH) ใหเปน 5.7 
2.3.10  บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มล ขวดละ 10 มล ปดดวยแผนพลาสติก

ทนรอน ใชยางรัด นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอที่ ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
ต้ังท้ิงไวจนเย็นกอนนําไปใช 

2.4  วิธีการเตรียมอาหารสูตร MS เตรียมเหมือนการเตรียมอาหารสูตร VW ในขอ 2.3  แต
เปล่ียนเปนสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร Murashige and Skoog (1962) 20 เทา  (เตรียม
ตามตาราง 3)  

2.5  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW โดยใสสารควบคุมการเจริญเติบโต  
2.5.1 วิธีการเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีดังนี้ 

2.5.1.1 ไซโตไคนิน 3 ชนิดท่ีใชในการทดลอง ไดแก BA, TDZ และ zeatin   
2.5.1.1.1  การเตรียม BA โดยช่ัง BA 1 มก ละลายดวย 1N KOH 

เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
2.5.1.1.2  การเตรียม TDZ โดยช่ัง TDZ 0.5 มก ละลายดวย 1N 

KOH เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
2.5.1.1.3  การเตรียม zeatin โดยช่ัง zeatin 2 มก ละลายดวย 1N 

KOH เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล นําสารละลาย zeatin มากรอง
ภายในตูปลอดเช้ือ โดยใชกระบอกฉีดยาดูดสารละลายแลวฉีดผานเยื่อกรอง โดยมีขวดรูปชมพู
ขนาด 50 มล มารองรับสารละลายท่ีปลอดเช้ือท่ีผานออกมา อุปกรณตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของตองผานการ
ฆาเช้ือแลว 

2.5.1.2   ออกซิน 2 ชนิด ไดแก NAA และ 2,4-D  
2.5.1.2.1  เตรียม NAA โดยช่ัง NAA 1 มก ละลายดวย absolute 

ethanol เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
2.5.1.2.2  เตรียม 2,4-Dโดยช่ัง 2,4-D 8 มก ละลายดวย absolute 

ethanol เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
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 2.5.2 วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW ท่ีใสสารควบคุมการเจริญเติบโตตาม
กรรมวิธีตาง ๆ นั้นข้ันตอนการเตรียมอาหารพ้ืนฐานเตรียมตามข้ันตอนขอ 2.3 (2.3.1-2.3.10)  
จากการท่ีอาหารพื้นฐานท่ีจะตองใชในการทดลองนั้นใชในปริมาณมาก คือ รวมเปน 400 มล จึงมี
ข้ันตอนของการเตรียมอาหารพื้นฐานเขมขนตามข้ันตอนดังนี้ 

2.5.2.1 ปรับปริมาตรอาหารพื้นฐานดวยน้ํากล่ันใหปริมาตรสุดทายเปน 
200 มล 

2.5.2.2  แบงอาหารพื้นฐานอยางละ 50 มล 4  กรรมวิธี ลงในบีกเกอร 
2.5.2.3 ใสสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเตรียมไวในแตละการทดลอง 

โดยปรับความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ตามกรรมวิธีในแตละการทดลองโดยใช
ปริมาตรของสวนผสมตามตารางท่ี 7-9 และปรับปริมาตรสุดทายในแตละกรรมวิธีดวยน้ํากล่ันอยาง
ละ 50 มล  ใสลงในอาหารพื้นฐานท่ีแบงไวในแตละกรรมวิธี 

2.5.2.4  นําแตละกรรมวิธี มาปรับความเปนกรด-ดาง (pH) เทากับ 5.7 
2.5.2.5  ใสวุนกรรมวิธีละ 0.8 ก 
2.5.2.6  นําไปตมในไมโครเวฟใหเดือดแลวเทลงในหลอดทดลองหลอด

ละ 10 มล ในแตละกรรมวิธี 
2.5.2.7  หุมดวยพลาสติก และกระดาษ รัดยาง นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยหมอนึ่ง

ความดันไอที่ 15  ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  นํามาต้ังท้ิงไวจนอาหารวุนเย็นและแข็ง จึง
นําไปทดลอง 
 

ตารางท่ี 7  การเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ BA ตางกัน 
 

ความเขมขนของ BA (มก/ล) 
สารละลาย (มล) 

0 0.1 1.0 2.0 
อาหารพ้ืนฐาน + สารประกอบอินทรีย 50 50 50 50 
ปริมาตรสารละลาย BA 0 2 20 40 

 

ตารางท่ี 8  การเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ TDZ ตางกัน 
 

ความเขมขนของ TDZ (มก/ล) 
สารละลาย (มล) 

0 0.01 0.1 1.0 
อาหารพ้ืนฐาน + สารประกอบอินทรีย 50 50 50 50 
ปริมาตรสารละลาย TDZ 0 5 25 50 
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ตารางท่ี 9  การเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ zeatin ตางกัน 
 

ความเขมขนของ zeatin (มก/ล) 
สารละลาย (มล) 

0 0.1 5.0 10.0 
อาหารพ้ืนฐาน + สารประกอบอินทรีย 50 50 50 50 
ปริมาตรสารละลาย zeatin 0 0.2 2.0 20 

 

2.5.3  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW ท่ีใสไซโตไคนิน รวมกับ NAA  
ใชอาหารวุนสูตร VW ซ่ึงใหปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล และเตรียมตาม

ข้ันตอนขอ 2.5.2 แตปรับความเขมขนของไซโตไคนิน (BA, TDZ หรือ zeatin) รวมกับ NAA 5 
ระดับคือ 0, 0.05, 0.5, 1.0 และ 2.0 มก/ล ตามกรรมวิธีดังกลาว แลวใชปริมาตรของสวนผสมตาม
ตารางท่ี 10    
 

ตารางท่ี 10  ปริมาตรของอาหารความเขมขนของไซโตไคนิน (BA, TDZ หรือ zeatin) และ NAA 
ในกรรมวิธีตางกัน 

 

ไซโตไคนิน (มก/ล) NAA 
มก/ล 0 0.1 1.0 2.0 

อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล 
ไซโตไคนิน 0  มล ไซโตไคนิน 0.5  มล ไซโตไคนิน 5  มล ไซโตไคนิน 10  มล 

 
0 

NAA 0  มล   NAA 0  มล NAA 0  มล NAA 0  มล 
อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล 
ไซโตไคนิน 0  มล ไซโตไคนิน 0.5  มล ไซโตไคนิน 5  มล ไซโตไคนิน 10  มล 

 
0.05 

NAA 0.25  มล NAA 0.25  มล NAA 0.25  มล NAA 0.25  มล 
อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล 
ไซโตไคนิน 0  มล ไซโตไคนิน 0.5  มล ไซโตไคนิน 5  มล ไซโตไคนิน 10  มล 

 
0.5 

NAA 2.5  มล NAA 2.5  มล NAA 2.5  มล NAA 2.5  มล 
อาหารพ้ืนฐาน  25 มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล 
ไซโตไคนิน 0  มล ไซโตไคนิน 0.5  มล ไซโตไคนิน 5  มล ไซโตไคนิน 10  มล 

 
1.0 

NAA 5  มล NAA 5  มล NAA 5  มล NAA 5  มล 
อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล อาหารพ้ืนฐาน 25  มล 
ไซโตไคนิน 0  มล ไซโตไคนิน 0.5  มล ไซโตไคนิน 5  มล ไซโตไคนิน 10  มล 

 
2.0 

NAA 10  มล NAA 10  มล NAA 10  มล NAA 10  มล 
 

เตรียมอาหารปริมาตรสุดทายกรรมวิธีละ 50 มล 
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2.5.4  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW ท่ีใสไซโตไคนิน (BA) และ 2,4-D  
ใชอาหารวุนสูตร VW ซ่ึงใหปริมาตรสุดทายเปน 1,200 มล และเตรียมตามข้ันตอน  

แตปรับความเขมขนของ BA และ 2,4-D ตามกรรมวิธี แลวใชปริมาตรของสวนผสมตามตาราง 11 
และใชวุน 0.4 % 
 
ตารางท่ี  11  ระดับของอุณหภูมิ ปริมาตรของอาหาร ความเขมขนของ BA และ 2,4-Dในกรรมวิธี

ตางกัน ใชอาหารวุนสูตร VW 
 

อุณหภูมิ  (  ํซ) VW 
 2,4-D (มก/ล) 

 0 2 4 
7 0 มล 30 มล 60 มล 

25 0 มล 30 มล 60 มล 
35 0 มล 30 มล 60 มล 

 
2.6  การเตรียมเนื้อเยื่อท่ีใชเปนวัสดุทดลอง 

เนื้อเยื่อท่ีใชในการเพาะเล้ียงเตรียมดังนี้ 
2.6.1  เนื้อเยื่อปลายยอด  

การไดมาของเนื้อเยื่อปลายยอดของพืชทดลอง คือ การนําฝกออนท่ีมีอายุ  
8 สัปดาห ไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร VW  เม่ือไดตนออนจากเมล็ดแลวจึงนําตนออนเหลานั้น
มาตัดเอาปลายยอดโดยตัดมาเฉพาะสวนปลายใหมีความยาวจากปลายเปน 2-3 มม   

2.6.2  เนื้อเยื่อใบ  
เนื้อเยื่อใบท่ีใชทดลองเปนเนื้อเยื่อของใบคูแรกของตนออน โดยท่ีการ

ไดมาของตนออนนี้ไดมาจากวิธีการเดียวกับท่ีระบุไวในขอ 2.6.1  การเตรียมเนื้อเยื่อของใบ เพื่อการ

ทดลองทําโดยการตัดเนื้อเยื่อของใบคูแรกของตนออนนั้นใหมีขนาด 0.5 × 0.5 มม  โดยเลือกใบท่ี
สมบูรณ และมีสีเขียว 

2.6.3  เนื้อเยื่อกานชอดอก  
กานชอดอกท่ีนํามาเปนวัสดุทดลองน้ี เปนกานชอดอกของตนพืชทดลอง

ท่ีเจริญเติบโต และออกดอกในแปลงทดลอง  ชอดอกท่ีนํามาตัดเอาเน้ือเยื่อของกานชอดอกนี้เปนชอ
ดอกออนท่ีดอกทุกดอกยังอยูในระยะดอกตูม  วิธีการเตรียมกานชอดอกเพื่อการนี้ คือ การตัดชอ
ดอกท้ังชอมาแลวตัดดอกออนออกใหหมด  นํากานชอมาทําความสะอาดเบ้ืองตน โดยลางใหสะอาด
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ดวยน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว  จากนั้นเช็ดดวยแอลกอฮอล  70%  นําไปเขยาในสารละลายคลอร็อกซ  
10%  นาน 10 นาที  ลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง  ฟอกฆาเช้ือคร้ังท่ี  2  โดยใหน้ํากล่ันไหลผานเปนเวลา 
15 นาที  นํามาลางดวยน้ํายาลางจานเจือจางแลวลางอีกคร้ังดวยน้ํากล่ันใหสะอาด นําไปเขยาใน
สารละลายแอลกอฮอล  70%  เปนเวลา 5 นาที  แลวฟอกดวยคลอร็อกซ  20  % นาน 15 นาที  ตาม
ดวยการนําไปเขยาในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  5%  เปนเวลา 1 นาที  ตอมาลางดวยน้ํา
กล่ันอีก 3 คร้ัง  กานชอดอกท่ีผานการทําความสะอาดแลวนี้จะตองมีการลอกเอากาบใบยอยซ่ึงหุม
ตาซ่ึงปรากฏอยูท่ีซอกของกานชอดอกยอยอยูออกเสียกอน จากนั้นจึงนํากานชอดอกยายไปฟอกฆา
เช้ือดวยสารละลาย  Strepto  เขมขน 1 กรัม/100 มล  เปนเวลา 10 นาที  ลางดวยน้ํากล่ันอีก 3 คร้ัง 
ตัดเอาบริเวณขอของกานชอดอกโดยใหปลายท้ัง 2 ขางหางจากขอประมาณ 0.5 ซม ซ่ึงช้ินสวนของ
กานชอท่ีตัดไปเพาะเล้ียงนี้ใชเฉพาะเนื้อเยื่อเพียง 2 ใน 3 ของกานชอดอกจากโคนชอข้ึนมาเทานั้น  
สวนปลายของกานชอดอกเปนสวนท่ีไมเหมาะสม  เนื่องจากในสวนนี้จะมีการเรียงของขอถ่ีเกินไป  
เม่ือตัดช้ินสวนไดแลวนําช้ินสวนเหลานั้นไปเพาะลงในหลอดบรรจุอาหารแข็งสูตร VW ภายในตู
ปลอดเช้ือ  จากนั้นนําไปเล้ียงในหองเพาะเล้ียงท่ีมีอุณหภูมิ 27±1   ํซ  ไดรับแสงจากหลอดฟลูออเรส
เซนต ความเขมแสงประมาณ 30 ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที  ตลอด 24 ช่ัวโมง 
 

2.7  การกําหนดกรรมวิธีการทดลอง 
การกําหนดกรรมวิธีการทดลองในแตละการทดลองยอย 3 การทดลองดังกลาวไว

ขางตน  มีดังนี้ 
2.7.1  ผลของไซโตไคนินตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนท่ีนําไปเพาะเลี้ยง    

ในการทดลองยอยนี้ศึกษาผลของไซโตไคนิน 3 ชนิด คือ BA, TDZ และ 
zeatin ในความเขมขนตาง ๆ ท่ีมีตอเนื้อเยือ่ 3 รูปแบบ โดยวางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุม
สมบูรณ (Factorial in CRD) ในแตละชนิดของไซโตไคนิน โดยมีกรรมวิธีการทดลองในแตละ
สวน ดังนี้ 

2.7.1.1 ผลของ  BA  ตอเนื้อเยื่อปลายยอด ใบ และกานชอดอก 
ในการทดลองนี้ใชความเขมขนของ BA 4 ระดับ คือ 0, 0.1, 1.0 และ 2.0 มก/ล  

กรรมวิธีการทดลองมี 12 กรรมวิธี  กรรมวธีิละ 8 ซํ้า  ดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี  1    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   BA   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  2    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   BA   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  3    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   BA   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  4    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   BA   2.0   มก/ล 
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กรรมวิธีท่ี  5    เนื้อเยื่อใบ   +   BA   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  6    เนื้อเยื่อใบ   +   BA   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  7    เนื้อเยื่อใบ   +   BA   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  8    เนื้อเยื่อใบ   +   BA   2.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  9    เนื้อเยื่อกานชอดอก    +   BA   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  10   เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   BA   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11   เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   BA   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12   เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   BA   2.0   มก/ล 

หลังจากการเพาะเล้ียงตามกรรมวิธีดังระบุแลวนั้น  นําไปเล้ียงในหองเพาะเล้ียงท่ีมี
สภาพของหองเพาะเล้ียงดังกลาวแลวขางตน  บันทึกการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อทุกสัปดาห และ 
ถาหากการเพาะเล้ียงกรรมวิธีใดไดผลก็บันทึก ระยะเวลาในการเกิดยอด ใบ และราก  รวมท้ังความ
ยาวของยอด ใบ และรากดวย  

2.7.1.2   ผลของ  TDZ  ตอเนื้อเยื่อปลายยอด ใบ และ กานชอดอก 
การทดลองนี้ใชความเขมขนของ TDZ 4 ระดับ คือ 0, 0.01, 0.1 และ 1.0 มก/ล  

กรรมวิธีการทดลองมี 12 กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 8 ซํ้า ดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี  1    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   TDZ   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  2    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   TDZ   0.01   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  3    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   TDZ   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  4    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   TDZ   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  5    เนื้อเยื่อใบ   +   TDZ   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  6    เนื้อเยื่อใบ   +   TDZ   0.01   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  7    เนื้อเยื่อใบ   +   TDZ   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  8    เนื้อเยื่อใบ   +   TDZ   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  9    เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  10  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   0.01   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   1.0   มก/ล 

เม่ือเพาะเสร็จแลวนําไปเล้ียงในสภาพเดียวกับการทดลองในขอ 2.7.1.1 และ
บันทึกผลเชนเดียวกัน 
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2.7.1.3  ผลของ  zeatin  ตอเนื้อเยื่อปลายยอด ใบ และกานชอดอก 
การทดลองนี้ใช zeatin 4 ระดับความเขมขน คือ 0, 1.0, 5.0 และ 10.0  มก/ล 

กรรมวิธีการทดลองมี 12 กรรมวิธี  ใชกรรมวิธีละ 8 ซํ้า ดังนี้  
กรรมวิธีท่ี  1    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   zeatin   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  2    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   zeatin   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  3    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   zeatin   5.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  4    เนื้อเยื่อปลายยอด   +   zeatin   10.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  5    เนื้อเยื่อใบ   +   zeatin   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  6    เนื้อเยื่อใบ   +   zeatin   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  7    เนื้อเยื่อใบ   +   zeatin   5.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  8    เนื้อเยื่อใบ   +   zeatin   10.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  9    เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  10  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   5.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   10.0   มก/ล 

สภาพของการเพาะเล้ียงตลอดจนวิธีการบันทึกเหมือนกับขอ 2.7.1.1 
 

2.7.2   ผลของไซโตไคนิน รวมกับ NAA ตอการเจริญเติบโตของตนออน 
การทดลองยอยนี้เปนการทดลองซึ่งสืบเนื่องมาจากผลการทดลองยอยท่ี

ไดทดสอบผลของไซโตไคนิน 3 ชนิดดังระบุใน 2.7.1  โดยท่ี  เม่ือทดสอบไดชนิดของไซโตไคนิน
ที่ใหผลดีตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแลวจึงเลือกชนิดที่ใหผลดีที่สุดมาทดสอบรวมกับ NAA เพื่อ
ศึกษาถึงผลท่ีมีตอการเจริญเติบโตของตนออนท่ีไมตัดเอาสวนปลายยอดออกและตนออนเหลานั้น
มีขนาด 2-3 × 0.5-0.7 มม ไซโตไคนินที่เลือกมานั้นใชความเขมขน 4 ระดับคือ 0, 0.1, 1.0 และ 
2.0  มก/ล  สวน NAA ใชความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 0.05, 0.5 และ 10.0  มก/ล โดยมีกรรมวิธี
รวม 20 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซํ้า ดังนี้  

กรรมวิธีท่ี  1 ไซโตไคนิน  0  มก/ล +    NAA   0       มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  2 ไซโตไคนิน  0  มก/ล +    NAA   0.05  มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  3 ไซโตไคนิน  0  มก/ล +    NAA  0.5    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  4 ไซโตไคนิน  0  มก/ล +    NAA   1.0   มก/ล/ 
กรรมวิธีท่ี  5 ไซโตไคนิน  0  มก/ล +    NAA   2.0    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  6 ไซโตไคนิน 0.1  มก/ล +    NAA    0      มก/ล 
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กรรมวิธีท่ี  7  ไซโตไคนิน  0.1  มก/ล +    NAA   0.05  มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  8  ไซโตไคนิน  0.1  มก/ล +    NAA   0.5    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  9  ไซโตไคนิน  0.1  มก/ล +    NAA   1.0   มก/ล/ 
กรรมวิธีท่ี  10  ไซโตไคนิน 0.1  มก/ล +    NAA   2.0    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11  ไซโตไคนิน  1.0  มก/ล +    NAA   0       มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12  ไซโตไคนิน  1.0  มก/ล +    NAA   0.05  มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  13  ไซโตไคนิน  1.0  มก/ล +    NAA   0.5    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  14  ไซโตไคนิน  1.0  มก/ล +    NAA   1.0   มก/ล/ 
กรรมวิธีท่ี  15  ไซโตไคนิน  1.0  มก/ล +    NAA  2.0    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  16  ไซโตไคนิน  2.0  มก/ล +    NAA   0       มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  17  ไซโตไคนิน  2.0  มก/ล +    NAA  0.05  มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  18  ไซโตไคนิน  2.0  มก/ล +    NAA  0.5    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  19  ไซโตไคนิน  2.0  มก/ล +    NAA  1.0    มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  20  ไซโตไคนิน  2.0  มก/ล +    NAA  2.0    มก/ล 

 
เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงตามกรรมวิธีท่ีระบุไวขางตนแลว นําไปเล้ียงไวในสภาพ

เดียวกันกับการทดลองท่ีระบุไวในขอ 2.7.1.1  วิธีการบันทึกผลใชวิธีเดียวกัน 
 

2.7.3   ผลของสภาพอาหารตอการเจริญเติบโตของตนออน 
การทดลองยอยนี้เปนการศึกษาสภาพทางกายภาพของอาหารเพาะเล้ียง 

VW ท่ีใชในการเพาะเล้ียงตนออนของพืชทดลอง  กรรมวิธีการทดลอง คือ การเพาะเล้ียงตนออนใน
อาหารเล้ียง VW 2 สภาพคืออาหารแข็งซ่ึงมีวุนเปนสวนประกอบและอาหารเหลวซ่ึงไมมีวุนเปน
สวนประกอบ รวมเปน 2 กรรมวิธี โดยมีกรรมวิธีละ 8 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบ T-Test บันทึก
ผลการทดลองเชนเดียวกับท่ีระบุไวในขอ 2.7.1.1  

 
การทดลองท่ี 3   การเพาะเลี้ยงอับเรณู  

การเพาะเล้ียงอับเรณูของพืชทดลองเปนการนําเอาอับเรณูของดอกตูม 3 ขนาด มาเพาะเล้ียง
ในอาหารวุนสูตร VW และ MS หลังจากนั้นศึกษาผลของการบมหลอดอาหารท่ีบรรจุอับเรณูจาก
ดอกตูม 3 ขนาดนั้นในตูท่ีควบคุมอุณหภูมิ 2 ระดับ ตามดวยการศึกษาผลของการยายเนื้อเยื่ออับเรณู
ไปเล้ียงในอาหารสูตรเดิมท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต คือ ไซโตไคนิน 1 ชนิด ไดแก BA 
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รวมกับออกซิน 1 ชนิด ไดแก 2,4-D อุปกรณ วิธีการ กรรมวิธี และวิธีการบันทึกผลการทดลองท่ี 3 
นี้ มีไดดังนี้ 

 
การทดลองท่ี 3.1  ผลของขนาดของอับเรณูท่ีมีตอการเพาะเลี้ยง  

ในการศึกษาผลของขนาดของอับเรณูท่ีมีตอความสําเร็จในการเพาะเล้ียงนี้ มี
ข้ันตอนของการศึกษาเปน 3 ข้ัน คือ การบันทึกระยะของการเจริญของเรณูซ่ึงอยูภายในอับเรณูท่ีมี
อายุ 3 ระดับ คือ อับเรณูท่ีนํามาจากดอกตูมขนาดเล็ก ขนาดกลาง  และ ขนาดใหญ  โดยท่ีดอกท่ีมี

อายุ 3 ขนาดน้ัน มีความยาวของดอกเปน 0.15×0.3, 0.2×0.5 และ 0.3×0.8 มม ตามลําดับ ตอจากนั้น
จึงนําอับเรณูที่มีขนาดตามกรรมวิธีไปศึกษาเนื้อเยื่อตามวิธีการที่ระบุไวในการทดลองท่ี 1.2  สวน
การศึกษาการเพาะเลี้ยงอับเรณูนั้นเปนการนําอับเรณู 3 ขนาด ดังระบุขางตนไปเพาะเล้ียงในอาหาร
เล้ียงสูตร VW โดยมีวัสดุอุปกรณและวิธีการทดลองดังตอไปนี้ 
  3.1.1  การศึกษาระยะของการเจริญของเรณูจากอับเรณู 3 ขนาด 

3.1.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ  ท่ีใชในการศึกษา  คือ  ปากคีบ  แผน
กระจกสไลด  แผนกระจกปดสไลด และ กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope    

3.1.1.2  สารเคมีท่ีใชในการยอมเรณู คือ สี orcein 
3.1.1.3  การเตรียมอับเรณูเพื่อนําเรณูมายอมสีนั้นทําโดยนําดอกตูม 3 

ขนาด ท่ีระบุไวในขอ 3.1.1 มาวัดขนาดแลวใชปากคีบนําอับเรณูมาวางบนแผนกระจกสไลด  หยดสี 
orcein ลงไป 1-2 หยด  หลังจากนั้นขยี้อับเรณูใหละเอียดแลวแชท้ิงไว 2-5 นาที  ปดดวยแผนกระจก
ปดสไลด ตรวจ และบันทึกระยะการเจริญของเรณูใตกลองจุลทรรรศน  สวนหนึ่งของอับเรณูจาก
ดอกตูมแตละขนาดนําไปศึกษาเนื้อเยื่อเหมือนกับท่ีระบุไวในการทดลองท่ี 1.2  

3.1.1.4  สารเคมีสําหรับทําความสะอาด และฆาเช้ือ เหมือนกับท่ีระบุไว
ใน ขอ 2.2 

3.1.2  การศึกษาเนื้อเยื่อของอับเรณู  
วัสดุ  อุปกรณ  และวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อของอับเรณู 3 ขนาดน้ันใชวิธีการ

เตรียมสไลดถาวรดังเสนอไวในการทดลอง 1.2  
3.1.3  การเพาะเล้ียงอับเรณู  

วัสดุ  อุปกรณ  และวิธีการเล้ียงเนื้อเยื่ออับเรณู 3 กรรมวิธีมีดังนี้ 
3.1.3.1  เคร่ืองมือ และอุปกรณท่ีใชในการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช

ทดลองเหมือนกับท่ีระบุไวในขอ  2.1.1.6 
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3.1.3.2   สารเคมี และวิธีการเตรียมอาหารสูตร VW เหมือนกับท่ี
ระบุไวในขอ2.1 ถึง 2.3 

3.1.3.3   วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อท่ีใชเปนวัสดุทดลอง คือ การเตรียม
ดอกตูม 3 กรรมวิธี  แลวนําไปฟอกฆาเช้ือในตูปลอดเช้ือ โดยการฟอกดอกดวยคลอร็อกซ 15% 
นาน 15 นาที แลวนําไปเขยาในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 2% เปนเวลา 1 นาที  จากนั้น
ลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง  นําดอกมาวางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีแผนพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือแลววางอยู ใชมีด
และปากคีบดึงเอากลีบดอกออกใหเหลือแตเสาเกสร  แลวใชปลายมีดแตะเอาเฉพาะอับเรณูมาวาง
บนอาหาร  เล้ียงอับเรณูท้ัง 3 กรรมวิธีในท่ีมืด  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณโดยมีกรรมวิธี
การทดลอง 3 กรรมวิธี  ตามขนาดของดอกตูม  ในแตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า  แตละซํ้ามีอับเรณู 2 อับ 
บันทึกการเปล่ียนแปลงของอับเรณู  ในชวง 12 สัปดาหหลังจากเพาะเล้ียง โดยการสังเกต และติดตาม
การเกิดแคลลัส หรือการเกิดตน  

 
การทดลองท่ี  3.2  ผลของอุณหภูมิ  ไซโตไคนิน  และ  2,4-D ตอการเจริญเติบโตของอับเรณู

ในอาหารสูตร VW 
การทดลองนี้เปนการทดลองโดยมีข้ันตอนของการดําเนินการเปน 3 ข้ันตอน

ดังกลาวไวแลวขางตน โดยเร่ิมจากข้ันตอนของการเพาะเล้ียงอับเรณูในอาหารเล้ียงสูตร VW ตาม
วิธีการที่ระบุไวในขอ 3.1 โดยใชอับเรณูขนาดท่ีไดผลดีท่ีสุดจากการทดลอง 3.1 โดยท่ีในข้ันตอนท่ี
หนึ่งนี้เพาะเล้ียงอับเรณูไวเปนเวลา 1 สัปดาห โดยเพาะอับเรณูจํานวน 1 อับในหลอดทดลองแตละ
หลอด ทําท้ังหมด 90 หลอด จากนั้นเปนข้ันตอนท่ี 2 ซ่ึงเปนข้ันตอนของการนําหลอดเพาะเล้ียง
ท้ังหมดไปบมในตูอบท่ีควบคุมอุณหภูมิ 3 ระดับ คือ 25   ํซ  35   ํซ  และ 7   ํซ  กรรมวิธีละ 30 หลอด
ทดลอง  จากนั้นเปนข้ันตอนท่ี 3  คือ  ยายอับเรณูในแตละกรรมวิธีจากข้ันตอนท่ี 2  ยายลงในอาหาร
วุนสูตร VW  ท่ีเติม BA เขมขน 1 มก/ล  และ  2,4-D  เขมขน  0, 2  และ  4 มก/ล  เปนสวนประกอบ  
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  โดยมีกรรมวิธีการทดลองในข้ันตอนท่ี 3 เปน 3 กรรมวิธี  
กรรมวิธีละ 10 ซํ้า ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 BA 1 มก/ล  + 2,4-D  0  มก/ล 
กรรมวิธีท่ี 2 BA 1 มก/ล  + 2,4-D  2  มก/ล 
กรรมวิธีท่ี 3 BA 1 มก/ล  + 2,4-D  4  มก/ล 

บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี 3.1   
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การทดลองท่ี 3.3  ผลของอุณหภูมิ  ไซโตไคนิน และ 2,4-D ตอการเจริญเติบโตของอับเรณู
ในอาหารสูตร MS 

ในการทดลองนี้วัสดุ  อุปกรณ  ข้ันตอนของวิธีการดําเนินงาน และ  การบันทึกผล
การทดลองเหมือนกับท่ีบรรยายไวในการทดลองท่ี 3.2  เพียงแตสูตรอาหารท่ีใชเพาะเล้ียงนั้นเปน
สูตร MS แทนท่ีจะเปนสูตร VW 
การทดลองท่ี 4  ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 

การทดลองน้ีเปนการศึกษาถึงผลของอายุของฝกท่ีมีตอการงอกของเมล็ด โดยการ
นําเมล็ดซ่ึงมีระยะการเจริญเติบโตท่ีตางกันเนื่องจากเปนเมล็ดท่ีอยูภายในฝกท่ีมีอายุแตกตางกัน คือ 
อายุ 3, 4, 5, 6, 7 และ 8  สัปดาหมาเพาะเล้ียงในอาหารสูตร VW  การทดลองนี้มีวัสดุและอุปกรณซ่ึง
ใชในการเพาะเล้ียงเชนเดียวกับที่ระบุไวในขอ 2.1 , 2.2 และ 3.1 

สําหรับวิธีการทดลองนั้น ในข้ันตอนแรกเปนการเตรียมฝกท่ีจะนํามาเพาะเล้ียง
โดยการผสมเกสรตนเอ้ืองมรกตในตอนเชา ซ่ึงผสมเกสรดวยมือ และเปนการผสมแบบผสมตัวเอง
ภายในดอกเดียวกัน หรือผสมขามดอกในชอดอกเดียวกัน การผสมเกสรนั้นตองเลือกดอกท่ีพรอม
ผสมโดยสังเกตจากการที่ดอกมีเกสรเพศผูสีเหลืองออนและแองเกสรตัวเมียมีเมือกเหนียว ใชไม
ปลายเรียวแหลมเข่ียกลุมเรณูใหตกลงท่ีแองเกสรเพศเมียของดอกเดียวกันหรือตางดอกกัน  กดเบา ๆ 
ลงบนแองดังกลาวเพ่ือไมใหกลุมเรณูเล่ือนหลุดไป  แขวนปายระบุ วัน เดือน ป ท่ีผสมเกสรไวท่ี
กานดอกแตละดอก 

 เม่ือไดฝกท่ีมีอายุตาง ๆ ตามระบุไวขางตนแลว นําฝกเหลานั้นมาผานข้ันตอนของ
การเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือโดยการนําฝกแตละฝกมา  ตัดสวนท่ีแหงบริเวณปลายฝกออก  ทํา
ความสะอาดเบ้ืองตน โดยลางดวยน้ํายาลางจานและใชแปรงขัดตามซอกของฝกใหตลอดฝก  แลว
ลางน้ําใหสะอาด  เช็ดดวย 70 % ethyl alcohol  จากนั้นนําไปเขยาในสารละลายคลอร็อกซ 15 % 
นาน 15 นาที  แลวลางออกดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 3 คร้ัง นําฝกไปวางบนจานเพาะเล้ียงท่ีมี
แผนพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือแลววางอยู ใชมีดกรีดฝกตามขวาง จากน้ันใชปลายมีดเข่ียเมล็ดลงในขวด
เพาะซ่ึงบรรจุอาหารเหลวสูตร VW ปริมาตร 10 มล  เพาะเมล็ดจากฝก 1 ฝก ลงในขวดเพาะ 1 ขวด  
เล้ียงไวนาน 1 สัปดาห เพื่อใหเมล็ดจมในอาหาร 

หลังจากเพาะเล้ียงเมล็ดได 1 สัปดาห นําเมล็ดจากขวดเพาะแตละขวดหรือแตละ
กรรมวิธีมาหยดลงบนอาหารเหลวขวดใหม ขวดละ 5 หยด แลวนําขวดไปวางไวบนเคร่ืองเขยาท่ีมี
ความเร็วประมาณ 100 รอบตอนาที ในท่ีมืด 

 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ โดยมีกรรมวิธีท้ังหมด 6 กรรมวิธี  กรรมวิธี
ละ 5 ซํ้า ดังนี้ 
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กรรมวิธีท่ี 1   เมล็ดจากฝกอายุ 3 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 2   เมล็ดจากฝกอายุ  4 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 3   เมล็ดจากฝกอายุ  5 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 4   เมล็ดจากฝกอายุ  6 สัปดาห  
กรรมวิธีท่ี 5   เมล็ดจากฝกอายุ  7 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 6   เมล็ดจากฝกอายุ  8 สัปดาห 

บันทึกความกวาง และความยาวของเอ็มบริโอ และโปรโตคอรมซ่ึงเกิดจากเมล็ด
ในแตละกรรมวิธี โดยการสุมวัด 5 หนวยตอซํ้า  ระยะเวลาท่ีใชในการงอกของเมล็ด และเปอรเซ็นต
การงอกของเมล็ด 
 
 
 
 


