
บทท่ี 3 
 

อุปกรณ และวิธีการ 
 

การศึกษาลักษณะของเอื้องมรกต ที่ศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ แบงออกเปน 4 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1  โครงสรางของตนเอื้องมรกต  การ
ทดลองท่ี 2  การขยายพันธุในสภาพปลอดเชื้อ  การทดลองท่ี 3  การเพาะเล้ียงอับเรณู และ  การ
ทดลองท่ี 4  ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 

 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 

การทดลองท่ี 1  โครงสรางของตนเอ้ืองมรกต 
การศึกษาโครงสรางของตนเอื้องมรกตแบงออกเปน 2 การทดลองยอยคือการศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตนพืช  และการศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของสวนประกอบ
ของตนพืช  ซ่ึงแตละการทดลองมีอุปกรณและวิธีการดังตอไปนี้ 

 

การทดลองท่ี 1.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตนพืชทดลอง มีอุปกรณ และวิธีการ

ดังตอไปนี้ 
1.1.1  วัสดุและอุปกรณ 

1.1.1.1  พืชทดลอง  ไดแก  ตนเอ้ืองมรกตจํานวน  5  ตน  ซ่ึงคัดเลือกมาจาก
ตนพืชท่ีเก็บรวบรวม และปลูกเล้ียงไวในแปลงรวบรวมพันธุ   ตนพืชดังกลาวมีขนาดและระยะของ
การเจริญเติบโตใกลเคียงกัน 

1.1.1.2  อุปกรณ  ไดแก มีดผาตัด ปากคีบ ไมบรรทัด สมุด  ปากกา ดินสอ
ดํา และ กระดาษสําหรับวาดภาพ 

1.1.2  วิธีการ 
1.1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของสวนประกอบของตนพืช

ทดลอง ซ่ึงไดแก หัว ใบ ชอดอก ดอก และ ผล  ในระยะท่ีตนและดอกเจริญเติบโตเต็มท่ี โดยบันทึก 
ลักษณะจากตัวอยาง  5  ตน  พรอมท้ังวาดภาพทางพฤกษศาสตรประกอบ 
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1.1.2.2   บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบของตนดังนี ้
1.1.2.2.1   หัว  จํานวนหัวตอตน เสนผาศูนยกลางหัว และ จํานวน

ปลองตอหัว 
1.1.2.2.2   ใบ  จํานวนใบตอตน และ ขนาดของใบในตําแหนงใบ

ท่ี  2  จากโคนตน   
1.1.2.2.3   ชอดอก  ขนาดของชอดอก และ จํานวนดอกตอชอ 
1.1.2.2.4   ดอก  ขนาดของดอก 
1.1.2.2.5   ผล  ขนาดของผล 

 
การทดลองท่ี 1.2   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 

ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเน้ือเยื่อของ ยอด ใบ ดอก และ กานชอดอก 
โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ 
paraffin embedding  ท่ีบรรยายไวโดย  Johansen (1940)  

 
1.2.1  วัสดุและอุปกรณ 

1.2.1.1   เคร่ืองมือและอุปกรณ   
1.2.1.1.1  เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน   

1.2.1.1.2  กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ 
stereo microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

1.2.1.1.3  ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ 
1.2.1.1.4  แผนใหความรอน 
1.2.1.1.5  เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ 

1.2.1.1.6   แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร 
1.2.1.1.7 แผนกระจกสไลด (slide) และ แผนกระจกปดสไลด  

(cover  slip) 
1.2.1.1.8  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร 

และ ขวดยอมสี 
1.2.1.1.9  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว 

พูกันขนออน  มีดผาตัด  และปากคีบ  
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1.2.1.2   สารเคมี 
1.2.1.2.1  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 
 

1.2.1.2.2  น้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล  (dehydrating solution) 
ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1   สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลล 
 

ข้ันตอน 
ปริมาณแอลกอฮอล 
ในน้ํายาท่ีใชดงึน้ํา 
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   สารตัวกลางท่ีใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก

Paraplast 
1.2.1.2.4   น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  เตรียม

น้ํายาเขมขนจากสวนผสมของไขขาว  1  มล และนํ้ากล่ัน  49  มล  เม่ือจะใชจึงนําน้ํายาเขมขนดังกลาว
นั้นมาเจือจางโดยนําน้ํายาเขมขน  1  มล  มาเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเปน  50  มล 

1.2.1.2.5 สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ซึ่ง
ประกอบดวย 
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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   น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene 
1.2.1.2.7   สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด คือ Canada 

balsam 
1.2.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีวิธีการเปนข้ันตอนดังนี ้

1.2.2.1  เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของ ยอด ใบ ดอก และ กานชอดอก มาแชใน 
FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกว แลวนําขวดนั้นไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจาก
เนื้อเยื่อ หลังจากนั้นนํามาเก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนานอยางนอย 24 ช่ัวโมง  กอนนําไปผานข้ันตอน
ตอไป 

1.2.2.2  นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยใหผาน
น้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50% ไปจนถึงระดับ 100% TBA และนํ้ายาท่ี
เปนสวนผสมของ TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 1:1  เม่ือถึงข้ันตอนนี้แลวเนื้อเยื่อเหลานั้น 
ก็พรอมท่ีจะรับการซึมแทรกพาราฟน (infiltration) 

1.2.2.3  ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว นําขวด
แกวไปเก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56   ํซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  เพื่อใหพาราฟนแทรก
เขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มท่ี 

1.2.2.4  นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยู
ในตําแหนงและระนาบท่ีตองการ  เก็บแทงเนื้อเยื่อไวในท่ีเย็น หรือในตูเย็น 

1.2.2.5  เม่ือจะตัดเนื้อเยื่อจึงนําแทงพาราฟนไปตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียม 
ผืนผา  จัดใหมีช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง  นํามาติดกับแทงไม  จากน้ันนําแทงไมนั้นไปบรรจุในชอง
ของเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  ตัดเนื้อเยื่อตามยาวหรือตามขวางตามความเหมาะสม ใหหนา  
13-15  ไมครอน  เนื้อเยื่อท่ีผานการตัดจะอยูในลักษณะของแถบเน้ือเยื่อ (paraffin ribbon) 

1.2.2.6  นําแถบเน้ือเยื่อติดลงบนแผนกระจกสไลดดวยน้ํายายดึเนื้อเยือ่พืช  
วางแผนกระจกสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบเนื้อเยื่อแหง และติดแนนกับแผนกระจกสไลด 
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1.2.2.7  นําแผนกระจกสไลดท่ีละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวไป 
ยอมสี 

1.2.2.8  ปดแผนกระจกสไลดดวยแผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada 
balsam  ยึด 

1.2.2.9  เม่ือแผนกระจกสไลดแหงสนิทนําไปศึกษาใตกลองจุลทรรศน 
และบันทึกภาพเนื้อเยื่อ 

 
การทดลองท่ี 2   การขยายพนัธุในสภาพปลอดเชื้อ  

การทดลองนี้เปนการทดลองเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อของสวนประกอบของตนเอ้ืองมรกตใน
อาหารสูตร  Vacin and Went  (1949) ดัดแปลง ซ่ึงในท่ีนี้เรียกวาอาหารสูตร VW โดยศึกษาถึงผล
ของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใสลงไปในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีตอการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อท่ี
นําไปเล้ียง 

เนื้อเยื่อของพืชทดลองท่ีใชในการทดลอง คือ เนื้อเยื่อของอวัยวะ 3 สวนของตนพืช ไดแก 
เนื้อเยื่อปลายยอด  เนื้อเยื่อของใบ และ เนื้อเยื่อของกานชอดอก  สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใชใน
การทดลอง คือ ไซโตไคนิน 3 ชนิด ไดแก N6-benzyladenine (BA),  thidiazuron (TDZ)  และ zeatin  
สวนออกซินท่ีในการทดลองมีชนิดเดียว คือ napthalene acetic acid  (NAA) 

การทดลองขยายพันธุพืชทดลองในสภาพปลอดเช้ือนี้แบงการทดลองออกเปนการทดลอง
ยอย อีก 3 การทดลอง คือ 1) ผลของไซโตไคนินตอการเจริญเติบโตของช้ินสวนท่ีนําไปเพาะเล้ียง 
2) ผลของไซโตไคนินรวมกับ NAA ตอการเจริญเติบโตของตนหรือโปรโตคอรม และ 3) ผลของ
สภาพอาหารตอการเจริญเติบโตของตนหรือโปรโตคอรม โดยที่การทดลองท้ัง 3 การทดลองนี้มี
วิธีการเตรียมอาหารเพาะเล้ียงพื้นฐาน และการเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อการเพาะเล้ียงเหมือนกัน แตกตาง
กันตรงชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใสลงไปในอาหารเพาะเล้ียง
มาตรฐานตามระบุไวในกรรมวิธีตาง ๆ จึงใชอุปกรณ และวิธีการในการเตรียมอาหารเพาะเล้ียง
พื้นฐาน และในการเตรียมเนื้อเยื่อพืชแบบเดียวกัน ดังนี้ 

2.1  เคร่ืองมือ และอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
2.1.1   ตูกรองอากาศแบบ  air flow cabinet 
2.1.2   ช้ันสําหรับวางหลอดเล้ียงเนื้อเยื่อ 
2.1.3   เคร่ืองเขยา 
2.1.4   เคร่ืองช่ังละเอียด 
2.1.5   กลองจุลทรรศนชนิดเลนสสองกลับ 
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2.1.6   เคร่ืองวัดความเปนกรด/ดาง 
2.1.7   หมอนึง่ความดันไอ 
2.1.8   เตาไฟฟา 
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 ปเปต  หลอดหยด บีกเกอร และ กระบอกวัดปริมาตร 
2.1.13 กรวยแกว  จานเพาะเชื้อ  ชอนตักสาร  ขวดใสสารละลายเขมขน  และ 

กระดาษอะลูมิเนียมฟอยล 
2.1.14  อุปกรณท่ีใชในตูกรองอากาศ คือ ดามมีดผาตัด เบอร  3   ใบมีดผาตัดเบอร  

10  และ  11  ปากคีบ  ตะเกียงแอลกอฮอล  แผนพลาสติกขนาด 70 × 90 มม  และ หลอดทดลอง 
2.1.15  วัสดุอ่ืนๆ  ไดแก  ยางรัด และ แผนปาย 

2.2  สารเคมี วัสดุ และวิธีการ สําหรับเตรียมสารละลายตาง ๆ เพื่อการเตรียมอาหารเพาะเล้ียง
สูตร  VW  

2.2.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับเตรียมอาหารเพาะเล้ียง  
2.2.1.1  สารละลายเขมขน  

2.2.1.1.1 ธาตุอาหารหลัก ตามสูตร VW เตรียมเปนสารละลาย
เขมขน  โดยมีความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1,000 
มล   โดยใชชนิดและปริมาณของสารดังแสดงไวในตารางท่ี 2 
 

ตารางท่ี  2   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารหลักสูตร  VW 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 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 

 
2.2.1.1.2  ธาตุอาหารหลักตามสูตร MS เตรียมใหเปนสารละลาย

เขมขนท่ีมีความเขมขนมากกวาสูตรมาตรฐาน 20 เทา  และเตรียมใหมีปริมาตรสุดทาย 1,000 มล  ชนดิ
และปริมาณของสารที่ใชแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี  3   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารหลักสูตร  MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 20 เทา (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) โดยใชชนิด และปริมาณของสารดังแสดงใน ตารางท่ี 4   การเตรียมสารละลายธาตุอาหารรอง
สูตรนี้เตรียมโดยใหเปนสารละลายท่ีมีความเขมขนของสารมากกวาสูตรมาตรฐาน 100 เทา และ
เตรียมใหมีปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล  

 

ตารางท่ี  4   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายธาตุอาหารรองสูตร MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (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 

ประกอบดวย FeSO4.7H2O และ Na2EDTA  ทําใหเปนสารละลายเขมขนรวมใหมีความเขมขนเปน 
100 เทา  และใหมีปริมาตรสุดทาย 1,000 มล โดยช่ังสารแตละชนิดมาละลายในน้ํากล่ันใหมีปริมาตร
สุดทายแตละสวนเปน 500 มล แลวจึงนํามาผสมกันเก็บรักษาไวในขวดสีชา เพื่อปองกันแสง ใช
สารเคมีตามปริมาณดังแสดงในตารางท่ี  5 
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ตารางท่ี  5   ชนิดและปริมาณของสารเคมีในสารละลายเหล็กเขมขนสูตร MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (มก/ล) 
FeSO4.7H2O 27.8 2.78 
Na2EDTA 37.3 3.73 

 
2.2.1.1.5 อินทรียสาร ซ่ึงประกอบดวย วิตามินชนิด glycine และ 

myo-inositol  เตรียมเปนสารละลายเขมขนท่ีมีความเขมขนของสารเปน 100 เทา และเตรียมใหมี
ปริมาตรสุดทาย เปน 1,000 มล โดยใชปริมาณของสารตามระบุไวในตารางท่ี  6 
 

ตารางท่ี  6   ชนิดและปริมาณของสารในสารละลายเขมขนของอินทรียสารสูตร MS 
 

ชนิด ปริมาณตามสูตรมาตรฐาน (มก/ล) ปริมาณในสารละลายเขมขน 100 เทา (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 ไดแก  ผงวุนตราเฮลิคอปเตอร  น้ํามะพราว 

น้ําตาลซูโครส  ยางรัด แผนปาย และ วัสดุท่ีใชสําหรับทําความสะอาด และฆาเช้ือ ซ่ึง ไดแก น้ํายา
ลางจาน  เอทิลแอลกอฮอล เขมขน 70%  คลอร็อกซ (active ingredient : NaOCl 5.25%) ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (H2O2) และ สารลดแรงตึงผิว (Tween 20) 

 

2.3  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW  
เตรียมอาหารเหลวปริมาตร 1,000 มล ดังข้ันตอนตอไปนี้ 
2.3.1  เติมน้ํากล่ันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล ประมาณ 200 มล 
2.3.2  เติมสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร VW ท่ีมีความเขมขน 20 เทา  

(เตรียมตามตาราง 2)  ลงไป 50 มล เขยาใหเขากัน 
2.3.3  เติมสารละลายของธาตุอาหารรองสูตร MS ท่ีมีความเขมขน 100 เทา  (เตรียม

ตามตาราง 4)  ลงไป 10 มล เขยาใหเขากัน 
2.3.4  เติมสารละลาย FeEDTA ท่ีมีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตาราง 5)  ลง

ไป 10 มล เขยาใหเขากัน 
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2.3.5   เติมสารละลายอินทรียสารที่มีความเขมขน 100 เทา (เตรียมตามตาราง 6)  
ลงไป 10 มล เขยาใหเขากัน 

2.3.6   เติมน้ํามะพราวลงไป 150 มล  (15%) 
2.3.7   น้ําตาลซูโครส 20 ก เขยาใหน้ําตาลละลาย (2%) 
2.3.8   ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล 
2.3.9   ปรับคาความเปนกรด-ดาง (pH) ใหเปน 5.7 
2.3.10  บรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 50 มล ขวดละ 10 มล ปดดวยแผนพลาสติก

ทนรอน ใชยางรัด นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอที่ ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
ต้ังท้ิงไวจนเย็นกอนนําไปใช 

2.4  วิธีการเตรียมอาหารสูตร MS เตรียมเหมือนการเตรียมอาหารสูตร VW ในขอ 2.3  แต
เปล่ียนเปนสารละลายของธาตุอาหารหลักในสูตร Murashige and Skoog (1962) 20 เทา  (เตรียม
ตามตาราง 3)  

2.5  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW โดยใสสารควบคุมการเจริญเติบโต  
2.5.1 วิธีการเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีดังนี้ 

2.5.1.1 ไซโตไคนิน 3 ชนิดท่ีใชในการทดลอง ไดแก BA, TDZ และ zeatin   
2.5.1.1.1  การเตรียม BA โดยช่ัง BA 1 มก ละลายดวย 1N KOH 

เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
2.5.1.1.2  การเตรียม TDZ โดยช่ัง TDZ 0.5 มก ละลายดวย 1N 

KOH เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
2.5.1.1.3  การเตรียม zeatin โดยช่ัง zeatin 2 มก ละลายดวย 1N 

KOH เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล นําสารละลาย zeatin มากรอง
ภายในตูปลอดเช้ือ โดยใชกระบอกฉีดยาดูดสารละลายแลวฉีดผานเยื่อกรอง โดยมีขวดรูปชมพู
ขนาด 50 มล มารองรับสารละลายท่ีปลอดเช้ือท่ีผานออกมา อุปกรณตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของตองผานการ
ฆาเช้ือแลว 

2.5.1.2   ออกซิน 2 ชนิด ไดแก NAA และ 2,4-D  
2.5.1.2.1  เตรียม NAA โดยช่ัง NAA 1 มก ละลายดวย absolute 

ethanol เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
2.5.1.2.2  เตรียม 2,4-Dโดยช่ัง 2,4-D 8 มก ละลายดวย absolute 

ethanol เล็กนอยแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากล่ันใหเปน 100 มล 
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 2.5.2 วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW ท่ีใสสารควบคุมการเจริญเติบโตตาม
กรรมวิธีตาง ๆ นั้นข้ันตอนการเตรียมอาหารพ้ืนฐานเตรียมตามข้ันตอนขอ 2.3 (2.3.1-2.3.10)  
จากการท่ีอาหารพื้นฐานท่ีจะตองใชในการทดลองนั้นใชในปริมาณมาก คือ รวมเปน 400 มล จึงมี
ข้ันตอนของการเตรียมอาหารพื้นฐานเขมขนตามข้ันตอนดังนี้ 

2.5.2.1 ปรับปริมาตรอาหารพื้นฐานดวยน้ํากล่ันใหปริมาตรสุดทายเปน 
200 มล 

2.5.2.2  แบงอาหารพื้นฐานอยางละ 50 มล 4  กรรมวิธี ลงในบีกเกอร 
2.5.2.3 ใสสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเตรียมไวในแตละการทดลอง 

โดยปรับความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ตามกรรมวิธีในแตละการทดลองโดยใช
ปริมาตรของสวนผสมตามตารางท่ี 7-9 และปรับปริมาตรสุดทายในแตละกรรมวิธีดวยน้ํากล่ันอยาง
ละ 50 มล  ใสลงในอาหารพื้นฐานท่ีแบงไวในแตละกรรมวิธี 

2.5.2.4  นําแตละกรรมวิธี มาปรับความเปนกรด-ดาง (pH) เทากับ 5.7 
2.5.2.5  ใสวุนกรรมวิธีละ 0.8 ก 
2.5.2.6  นําไปตมในไมโครเวฟใหเดือดแลวเทลงในหลอดทดลองหลอด

ละ 10 มล ในแตละกรรมวิธี 
2.5.2.7  หุมดวยพลาสติก และกระดาษ รัดยาง นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยหมอนึ่ง

ความดันไอที่ 15  ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  นํามาต้ังท้ิงไวจนอาหารวุนเย็นและแข็ง จึง
นําไปทดลอง 
 

ตารางท่ี 7  การเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ BA ตางกัน 
 

ความเขมขนของ 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  การเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ TDZ ตางกัน 
 

ความเขมขนของ 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  การเตรียมอาหารที่มีความเขมขนของ zeatin ตางกัน 
 

ความเขมขนของ 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 ท่ีใสไซโตไคนิน รวมกับ NAA  
ใชอาหารวุนสูตร VW ซ่ึงใหปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล และเตรียมตาม

ข้ันตอนขอ 2.5.2 แตปรับความเขมขนของไซโตไคนิน (BA, TDZ หรือ zeatin) รวมกับ NAA 5 
ระดับคือ 0, 0.05, 0.5, 1.0 และ 2.0 มก/ล ตามกรรมวิธีดังกลาว แลวใชปริมาตรของสวนผสมตาม
ตารางท่ี 10    
 

ตารางท่ี 10  ปริมาตรของอาหารความเขมขนของไซโตไคนิน (BA, TDZ หรือ zeatin) และ NAA 
ในกรรมวิธีตางกัน 

 

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 
 

เตรียมอาหารปริมาตรสุดทายกรรมวิธีละ 50 มล 
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2.5.4  วิธีการเตรียมอาหารสูตร VW ท่ีใสไซโตไคนิน (BA) และ 2,4-D  
ใชอาหารวุนสูตร VW ซ่ึงใหปริมาตรสุดทายเปน 1,200 มล และเตรียมตามข้ันตอน  

แตปรับความเขมขนของ BA และ 2,4-D ตามกรรมวิธี แลวใชปริมาตรของสวนผสมตามตาราง 11 
และใชวุน 0.4 % 
 
ตารางท่ี  11  ระดับของอุณหภูมิ ปริมาตรของอาหาร ความเขมขนของ BA และ 2,4-Dในกรรมวิธี

ตางกัน ใชอาหารวุนสูตร 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  การเตรียมเนื้อเยื่อท่ีใชเปนวัสดุทดลอง 

เนื้อเยื่อท่ีใชในการเพาะเล้ียงเตรียมดังนี้ 
2.6.1  เนื้อเยื่อปลายยอด  

การไดมาของเนื้อเยื่อปลายยอดของพืชทดลอง คือ การนําฝกออนท่ีมีอายุ  
8 สัปดาห ไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร VW  เม่ือไดตนออนจากเมล็ดแลวจึงนําตนออนเหลานั้น
มาตัดเอาปลายยอดโดยตัดมาเฉพาะสวนปลายใหมีความยาวจากปลายเปน 2-3 มม   

2.6.2  เนื้อเยื่อใบ  
เนื้อเยื่อใบท่ีใชทดลองเปนเนื้อเยื่อของใบคูแรกของตนออน โดยท่ีการ

ไดมาของตนออนนี้ไดมาจากวิธีการเดียวกับท่ีระบุไวในขอ 2.6.1  การเตรียมเนื้อเยื่อของใบ เพื่อการ

ทดลองทําโดยการตัดเนื้อเยื่อของใบคูแรกของตนออนนั้นใหมีขนาด 0.5 × 0.5 มม  โดยเลือกใบท่ี
สมบูรณ และมีสีเขียว 

2.6.3  เนื้อเยื่อกานชอดอก  
กานชอดอกท่ีนํามาเปนวัสดุทดลองน้ี เปนกานชอดอกของตนพืชทดลอง

ท่ีเจริญเติบโต และออกดอกในแปลงทดลอง  ชอดอกท่ีนํามาตัดเอาเน้ือเยื่อของกานชอดอกนี้เปนชอ
ดอกออนท่ีดอกทุกดอกยังอยูในระยะดอกตูม  วิธีการเตรียมกานชอดอกเพื่อการนี้ คือ การตัดชอ
ดอกท้ังชอมาแลวตัดดอกออนออกใหหมด  นํากานชอมาทําความสะอาดเบ้ืองตน โดยลางใหสะอาด
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ดวยน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว  จากนั้นเช็ดดวยแอลกอฮอล  70%  นําไปเขยาในสารละลายคลอร็อกซ  
10%  นาน 10 นาที  ลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง  ฟอกฆาเช้ือคร้ังท่ี  2  โดยใหน้ํากล่ันไหลผานเปนเวลา 
15 นาที  นํามาลางดวยน้ํายาลางจานเจือจางแลวลางอีกคร้ังดวยน้ํากล่ันใหสะอาด นําไปเขยาใน
สารละลายแอลกอฮอล  70%  เปนเวลา 5 นาที  แลวฟอกดวยคลอร็อกซ  20  % นาน 15 นาที  ตาม
ดวยการนําไปเขยาในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  5%  เปนเวลา 1 นาที  ตอมาลางดวยน้ํา
กล่ันอีก 3 คร้ัง  กานชอดอกท่ีผานการทําความสะอาดแลวนี้จะตองมีการลอกเอากาบใบยอยซ่ึงหุม
ตาซ่ึงปรากฏอยูท่ีซอกของกานชอดอกยอยอยูออกเสียกอน จากนั้นจึงนํากานชอดอกยายไปฟอกฆา
เช้ือดวยสารละลาย  Strepto  เขมขน 1 กรัม/100 มล  เปนเวลา 10 นาที  ลางดวยน้ํากล่ันอีก 3 คร้ัง 
ตัดเอาบริเวณขอของกานชอดอกโดยใหปลายท้ัง 2 ขางหางจากขอประมาณ 0.5 ซม ซ่ึงช้ินสวนของ
กานชอท่ีตัดไปเพาะเล้ียงนี้ใชเฉพาะเนื้อเยื่อเพียง 2 ใน 3 ของกานชอดอกจากโคนชอข้ึนมาเทานั้น  
สวนปลายของกานชอดอกเปนสวนท่ีไมเหมาะสม  เนื่องจากในสวนนี้จะมีการเรียงของขอถ่ีเกินไป  
เม่ือตัดช้ินสวนไดแลวนําช้ินสวนเหลานั้นไปเพาะลงในหลอดบรรจุอาหารแข็งสูตร VW ภายในตู
ปลอดเช้ือ  จากนั้นนําไปเล้ียงในหองเพาะเล้ียงท่ีมีอุณหภูมิ 27±1   ํซ  ไดรับแสงจากหลอดฟลูออเรส
เซนต ความเขมแสงประมาณ 30 ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที  ตลอด 24 ช่ัวโมง 
 

2.7  การกําหนดกรรมวิธีการทดลอง 
การกําหนดกรรมวิธีการทดลองในแตละการทดลองยอย 3 การทดลองดังกลาวไว

ขางตน  มีดังนี้ 
2.7.1  ผลของไซโตไคนินตอการเจริญเติบโตของชิ้นสวนท่ีนําไปเพาะเลี้ยง    

ในการทดลองยอยนี้ศึกษาผลของไซโตไคนิน 3 ชนิด คือ BA, TDZ และ 
zeatin ในความเขมขนตาง ๆ ท่ีมีตอเนื้อเยือ่ 3 รูปแบบ โดยวางแผนการทดลองแบบปจจัยรวมในสุม
สมบูรณ (Factorial in CRD) ในแตละชนิดของไซโตไคนิน โดยมีกรรมวิธีการทดลองในแตละ
สวน ดังนี้ 

2.7.1.1 ผลของ  BA  ตอเนื้อเยื่อปลายยอด ใบ และกานชอดอก 
ในการทดลองนี้ใชความเขมขนของ 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    เนื้อเยื่อกานชอดอก    +   BA   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  10   เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   BA   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11   เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   BA   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12   เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   BA   2.0   มก/ล 

หลังจากการเพาะเล้ียงตามกรรมวิธีดังระบุแลวนั้น  นําไปเล้ียงในหองเพาะเล้ียงท่ีมี
สภาพของหองเพาะเล้ียงดังกลาวแลวขางตน  บันทึกการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อทุกสัปดาห และ 
ถาหากการเพาะเล้ียงกรรมวิธีใดไดผลก็บันทึก ระยะเวลาในการเกิดยอด ใบ และราก  รวมท้ังความ
ยาวของยอด ใบ และรากดวย  

2.7.1.2   ผลของ  TDZ  ตอเนื้อเยื่อปลายยอด ใบ และ กานชอดอก 
การทดลองนี้ใชความเขมขนของ 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    เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  10  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   0.01   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   0.1   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   TDZ   1.0   มก/ล 

เม่ือเพาะเสร็จแลวนําไปเล้ียงในสภาพเดียวกับการทดลองในขอ 2.7.1.1 และ
บันทึกผลเชนเดียวกัน 
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2.7.1.3  ผลของ  zeatin  ตอเนื้อเยื่อปลายยอด ใบ และกานชอดอก 
การทดลองนี้ใช zeatin 4 ระดับความเขมขน คือ 0, 1.0, 5.0 และ 10.0  มก/ล 

กรรมวิธีการทดลองมี 12 กรรมวิธี  ใชกรรมวิธีละ 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    เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  10  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   1.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  11  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   5.0   มก/ล 
กรรมวิธีท่ี  12  เนื้อเยื่อกานชอดอก   +   zeatin   10.0   มก/ล 

สภาพของการเพาะเล้ียงตลอดจนวิธีการบันทึกเหมือนกับขอ 2.7.1.1 
 

2.7.2   ผลของไซโตไคนิน รวมกับ NAA ตอการเจริญเติบโตของตนออน 
การทดลองยอยนี้เปนการทดลองซึ่งสืบเนื่องมาจากผลการทดลองยอยท่ี

ไดทดสอบผลของไซโตไคนิน 3 ชนิดดังระบุใน 2.7.1  โดยท่ี  เม่ือทดสอบไดชนิดของไซโตไคนิน
ที่ใหผลดีตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแลวจึงเลือกชนิดที่ใหผลดีที่สุดมาทดสอบรวมกับ NAA เพื่อ
ศึกษาถึงผลท่ีมีตอการเจริญเติบโตของตนออนท่ีไมตัดเอาสวนปลายยอดออกและตนออนเหลานั้น
มีขนาด 2-3 × 0.5-0.7 มม ไซโตไคนินที่เลือกมานั้นใชความเขมขน 4 ระดับคือ 0, 0.1, 1.0 และ 
2.0  มก/ล  สวน NAA ใชความเขมขน 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 



 
 
 
 

30 

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 

 
เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงตามกรรมวิธีท่ีระบุไวขางตนแลว นําไปเล้ียงไวในสภาพ

เดียวกันกับการทดลองท่ีระบุไวในขอ 2.7.1.1  วิธีการบันทึกผลใชวิธีเดียวกัน 
 

2.7.3   ผลของสภาพอาหารตอการเจริญเติบโตของตนออน 
การทดลองยอยนี้เปนการศึกษาสภาพทางกายภาพของอาหารเพาะเล้ียง 

VW ท่ีใชในการเพาะเล้ียงตนออนของพืชทดลอง  กรรมวิธีการทดลอง คือ การเพาะเล้ียงตนออนใน
อาหารเล้ียง VW 2 สภาพคืออาหารแข็งซ่ึงมีวุนเปนสวนประกอบและอาหารเหลวซ่ึงไมมีวุนเปน
สวนประกอบ รวมเปน 2 กรรมวิธี โดยมีกรรมวิธีละ 8 ซํ้า วางแผนการทดลองแบบ T-Test บันทึก
ผลการทดลองเชนเดียวกับท่ีระบุไวในขอ 2.7.1.1  

 
การทดลองท่ี 3   การเพาะเลี้ยงอับเรณู  

การเพาะเล้ียงอับเรณูของพืชทดลองเปนการนําเอาอับเรณูของดอกตูม 3 ขนาด มาเพาะเล้ียง
ในอาหารวุนสูตร VW และ MS หลังจากนั้นศึกษาผลของการบมหลอดอาหารท่ีบรรจุอับเรณูจาก
ดอกตูม 3 ขนาดนั้นในตูท่ีควบคุมอุณหภูมิ 2 ระดับ ตามดวยการศึกษาผลของการยายเนื้อเยื่ออับเรณู
ไปเล้ียงในอาหารสูตรเดิมท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต คือ ไซโตไคนิน 1 ชนิด ไดแก BA 
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รวมกับออกซิน 1 ชนิด ไดแก 2,4-D อุปกรณ วิธีการ กรรมวิธี และวิธีการบันทึกผลการทดลองท่ี 3 
นี้ มีไดดังนี้ 

 
การทดลองท่ี 3.1  ผลของขนาดของอับเรณูท่ีมีตอการเพาะเลี้ยง  

ในการศึกษาผลของขนาดของอับเรณูท่ีมีตอความสําเร็จในการเพาะเล้ียงนี้ มี
ข้ันตอนของการศึกษาเปน 3 ข้ัน คือ การบันทึกระยะของการเจริญของเรณูซ่ึงอยูภายในอับเรณูท่ีมี
อายุ 3 ระดับ คือ อับเรณูท่ีนํามาจากดอกตูมขนาดเล็ก ขนาดกลาง  และ ขนาดใหญ  โดยท่ีดอกท่ีมี

อายุ 3 ขนาดน้ัน มีความยาวของดอกเปน 0.15×0.3, 0.2×0.5 และ 0.3×0.8 มม ตามลําดับ ตอจากนั้น
จึงนําอับเรณูที่มีขนาดตามกรรมวิธีไปศึกษาเนื้อเยื่อตามวิธีการที่ระบุไวในการทดลองท่ี 1.2  สวน
การศึกษาการเพาะเลี้ยงอับเรณูนั้นเปนการนําอับเรณู 3 ขนาด ดังระบุขางตนไปเพาะเล้ียงในอาหาร
เล้ียงสูตร VW โดยมีวัสดุอุปกรณและวิธีการทดลองดังตอไปนี้ 
  3.1.1  การศึกษาระยะของการเจริญของเรณูจากอับเรณู 3 ขนาด 

3.1.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ  ท่ีใชในการศึกษา  คือ  ปากคีบ  แผน
กระจกสไลด  แผนกระจกปดสไลด และ กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope    

3.1.1.2  สารเคมีท่ีใชในการยอมเรณู คือ สี orcein 
3.1.1.3  การเตรียมอับเรณูเพื่อนําเรณูมายอมสีนั้นทําโดยนําดอกตูม 3 

ขนาด ท่ีระบุไวในขอ 3.1.1 มาวัดขนาดแลวใชปากคีบนําอับเรณูมาวางบนแผนกระจกสไลด  หยดสี 
orcein ลงไป 1-2 หยด  หลังจากนั้นขยี้อับเรณูใหละเอียดแลวแชท้ิงไว 2-5 นาที  ปดดวยแผนกระจก
ปดสไลด ตรวจ และบันทึกระยะการเจริญของเรณูใตกลองจุลทรรรศน  สวนหนึ่งของอับเรณูจาก
ดอกตูมแตละขนาดนําไปศึกษาเนื้อเยื่อเหมือนกับท่ีระบุไวในการทดลองท่ี 1.2  

3.1.1.4  สารเคมีสําหรับทําความสะอาด และฆาเช้ือ เหมือนกับท่ีระบุไว
ใน ขอ 2.2 

3.1.2  การศึกษาเนื้อเยื่อของอับเรณู  
วัสดุ  อุปกรณ  และวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อของอับเรณู 3 ขนาดน้ันใชวิธีการ

เตรียมสไลดถาวรดังเสนอไวในการทดลอง 1.2  
3.1.3  การเพาะเล้ียงอับเรณู  

วัสดุ  อุปกรณ  และวิธีการเล้ียงเนื้อเยื่ออับเรณู 3 กรรมวิธีมีดังนี้ 
3.1.3.1  เคร่ืองมือ และอุปกรณท่ีใชในการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช

ทดลองเหมือนกับท่ีระบุไวในขอ  2.1.1.6 
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3.1.3.2   สารเคมี และวิธีการเตรียมอาหารสูตร VW เหมือนกับท่ี
ระบุไวในขอ2.1 ถึง 2.3 

3.1.3.3   วิธีการเตรียมเนื้อเยื่อท่ีใชเปนวัสดุทดลอง คือ การเตรียม
ดอกตูม 3 กรรมวิธี  แลวนําไปฟอกฆาเช้ือในตูปลอดเช้ือ โดยการฟอกดอกดวยคลอร็อกซ 15% 
นาน 15 นาที แลวนําไปเขยาในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 2% เปนเวลา 1 นาที  จากนั้น
ลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง  นําดอกมาวางบนจานเพาะเช้ือท่ีมีแผนพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือแลววางอยู ใชมีด
และปากคีบดึงเอากลีบดอกออกใหเหลือแตเสาเกสร  แลวใชปลายมีดแตะเอาเฉพาะอับเรณูมาวาง
บนอาหาร  เล้ียงอับเรณูท้ัง 3 กรรมวิธีในท่ีมืด  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณโดยมีกรรมวิธี
การทดลอง 3 กรรมวิธี  ตามขนาดของดอกตูม  ในแตละกรรมวิธีมี 5 ซํ้า  แตละซํ้ามีอับเรณู 2 อับ 
บันทึกการเปล่ียนแปลงของอับเรณู  ในชวง 12 สัปดาหหลังจากเพาะเล้ียง โดยการสังเกต และติดตาม
การเกิดแคลลัส หรือการเกิดตน  

 
การทดลองท่ี  3.2  ผลของอุณหภูมิ  ไซโตไคนิน  และ  2,4-D ตอการเจริญเติบโตของอับเรณู

ในอาหารสูตร VW 
การทดลองนี้เปนการทดลองโดยมีข้ันตอนของการดําเนินการเปน 3 ข้ันตอน

ดังกลาวไวแลวขางตน โดยเร่ิมจากข้ันตอนของการเพาะเล้ียงอับเรณูในอาหารเล้ียงสูตร VW ตาม
วิธีการที่ระบุไวในขอ 3.1 โดยใชอับเรณูขนาดท่ีไดผลดีท่ีสุดจากการทดลอง 3.1 โดยท่ีในข้ันตอนท่ี
หนึ่งนี้เพาะเล้ียงอับเรณูไวเปนเวลา 1 สัปดาห โดยเพาะอับเรณูจํานวน 1 อับในหลอดทดลองแตละ
หลอด ทําท้ังหมด 90 หลอด จากนั้นเปนข้ันตอนท่ี 2 ซ่ึงเปนข้ันตอนของการนําหลอดเพาะเล้ียง
ท้ังหมดไปบมในตูอบท่ีควบคุมอุณหภูมิ 3 ระดับ คือ 25   ํซ  35   ํซ  และ 7   ํซ  กรรมวิธีละ 30 หลอด
ทดลอง  จากนั้นเปนข้ันตอนท่ี 3  คือ  ยายอับเรณูในแตละกรรมวิธีจากข้ันตอนท่ี 2  ยายลงในอาหาร
วุนสูตร VW  ท่ีเติม BA เขมขน 1 มก/ล  และ  2,4-D  เขมขน  0, 2  และ  4 มก/ล  เปนสวนประกอบ  
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  โดยมีกรรมวิธีการทดลองในข้ันตอนท่ี 3 เปน 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 

บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี 3.1   
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การทดลองท่ี 3.3  ผลของอุณหภูมิ  ไซโตไคนิน และ 2,4-D ตอการเจริญเติบโตของอับเรณู
ในอาหารสูตร MS 

ในการทดลองนี้วัสดุ  อุปกรณ  ข้ันตอนของวิธีการดําเนินงาน และ  การบันทึกผล
การทดลองเหมือนกับท่ีบรรยายไวในการทดลองท่ี 3.2  เพียงแตสูตรอาหารท่ีใชเพาะเล้ียงนั้นเปน
สูตร MS แทนท่ีจะเปนสูตร VW 
การทดลองท่ี 4  ผลของอายุฝกตอการงอกของเมล็ด 

การทดลองน้ีเปนการศึกษาถึงผลของอายุของฝกท่ีมีตอการงอกของเมล็ด โดยการ
นําเมล็ดซ่ึงมีระยะการเจริญเติบโตท่ีตางกันเนื่องจากเปนเมล็ดท่ีอยูภายในฝกท่ีมีอายุแตกตางกัน คือ 
อายุ 3, 4, 5, 6, 7 และ 8  สัปดาหมาเพาะเล้ียงในอาหารสูตร VW  การทดลองนี้มีวัสดุและอุปกรณซ่ึง
ใชในการเพาะเล้ียงเชนเดียวกับที่ระบุไวในขอ 2.1 , 2.2 และ 3.1 

สําหรับวิธีการทดลองนั้น ในข้ันตอนแรกเปนการเตรียมฝกท่ีจะนํามาเพาะเล้ียง
โดยการผสมเกสรตนเอ้ืองมรกตในตอนเชา ซ่ึงผสมเกสรดวยมือ และเปนการผสมแบบผสมตัวเอง
ภายในดอกเดียวกัน หรือผสมขามดอกในชอดอกเดียวกัน การผสมเกสรนั้นตองเลือกดอกท่ีพรอม
ผสมโดยสังเกตจากการที่ดอกมีเกสรเพศผูสีเหลืองออนและแองเกสรตัวเมียมีเมือกเหนียว ใชไม
ปลายเรียวแหลมเข่ียกลุมเรณูใหตกลงท่ีแองเกสรเพศเมียของดอกเดียวกันหรือตางดอกกัน  กดเบา ๆ 
ลงบนแองดังกลาวเพ่ือไมใหกลุมเรณูเล่ือนหลุดไป  แขวนปายระบุ วัน เดือน ป ท่ีผสมเกสรไวท่ี
กานดอกแตละดอก 

 เม่ือไดฝกท่ีมีอายุตาง ๆ ตามระบุไวขางตนแลว นําฝกเหลานั้นมาผานข้ันตอนของ
การเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือโดยการนําฝกแตละฝกมา  ตัดสวนท่ีแหงบริเวณปลายฝกออก  ทํา
ความสะอาดเบ้ืองตน โดยลางดวยน้ํายาลางจานและใชแปรงขัดตามซอกของฝกใหตลอดฝก  แลว
ลางน้ําใหสะอาด  เช็ดดวย 70 % ethyl alcohol  จากนั้นนําไปเขยาในสารละลายคลอร็อกซ 15 % 
นาน 15 นาที  แลวลางออกดวยน้ํากล่ันท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 3 คร้ัง นําฝกไปวางบนจานเพาะเล้ียงท่ีมี
แผนพลาสติกท่ีนึ่งฆาเช้ือแลววางอยู ใชมีดกรีดฝกตามขวาง จากน้ันใชปลายมีดเข่ียเมล็ดลงในขวด
เพาะซ่ึงบรรจุอาหารเหลวสูตร VW ปริมาตร 10 มล  เพาะเมล็ดจากฝก 1 ฝก ลงในขวดเพาะ 1 ขวด  
เล้ียงไวนาน 1 สัปดาห เพื่อใหเมล็ดจมในอาหาร 

หลังจากเพาะเล้ียงเมล็ดได 1 สัปดาห นําเมล็ดจากขวดเพาะแตละขวดหรือแตละ
กรรมวิธีมาหยดลงบนอาหารเหลวขวดใหม ขวดละ 5 หยด แลวนําขวดไปวางไวบนเคร่ืองเขยาท่ีมี
ความเร็วประมาณ 100 รอบตอนาที ในท่ีมืด 

 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ โดยมีกรรมวิธีท้ังหมด 6 กรรมวิธี  กรรมวิธี
ละ 5 ซํ้า ดังนี้ 
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กรรมวิธีท่ี 1   เมล็ดจากฝกอายุ 3 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 2   เมล็ดจากฝกอายุ  4 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 3   เมล็ดจากฝกอายุ  5 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 4   เมล็ดจากฝกอายุ  6 สัปดาห  
กรรมวิธีท่ี 5   เมล็ดจากฝกอายุ  7 สัปดาห 
กรรมวิธีท่ี 6   เมล็ดจากฝกอายุ  8 สัปดาห 

บันทึกความกวาง และความยาวของเอ็มบริโอ และโปรโตคอรมซ่ึงเกิดจากเมล็ด
ในแตละกรรมวิธี โดยการสุมวัด 5 หนวยตอซํ้า  ระยะเวลาท่ีใชในการงอกของเมล็ด และเปอรเซ็นต
การงอกของเมล็ด 
 
 
 
 


