
บทท่ี   3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
  

การศึกษาทดลองแบงออกเปน  5  การทดลองยอย คือ การทดลองที่ 1 การรวบรวมเทียน
พันธุปา  การทดลองที่ 2   ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญเติบโต  การทดลองที่ 3 
การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา    การทดลองที่ 4 การศึกษาดานเซลลวิทยา การทดลองที่ 5 
ศึกษาการสรางลูกผสม    
 

การทดลองที่  1   การรวบรวมเทียนพันธุปา  
สํารวจและรวบรวมพันธุเทียนพันธุปาที่พบในสภาพธรรมชาติ  ในเขตพื้นที่ดอยอินทนนท

และดอยเชียงดาว    นํามาทดลองปลูกเลี้ยงในโรงเรือน    ที่สถานีเกษตรหลวงอินทนนท    อําเภอ
จอมทอง  จังหวัดเชียงใหม 

1.1   วัสดุอุปกรณ 
 1.1.1 อุปกรณที่ใชในการเกบ็ตัวอยางพืชทดลองไดแก  กระดาษ ถุงพลาสติก  ปากกา  

ดินสอ ปายพลาสติก อุปกรณบันทึกภาพ  สมุดบันทึก 
1.1.2  วัสดุปลูก ไดแก ดนิ: ทราย : ขุยมะพราว:  ถานแกลบ: แกลบ อัตรา 2 :1 :1 :1 :1  

1.2   การบันทึกขอมูล 
1.2.1   บันทึกสภาพนิเวศนของพื้นที่ที่พบ  
1.2.2   บันทึกลักษณะประจาํพันธุ  ถายภาพ   นําตนพืชใสถุงพลาสติกพรอมทั้งติด  
ปายชื่อ  

 1.2.3   นําพันธุเทียนทั้งหมดที่รวบรวมได  ปลูกในโรงเรือนรวบรวมพันธุ 
1.2.4   สวนขยายพนัธุที่เปนเมล็ดนําไปเพาะในวัสดุที่ประกอบดวยทราย:ขุยมะพราว   
ถานแกลบ อัตรา 1: 1 :1  

 
การทดลองที่  2   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญเติบโต 
 2.1   ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ของเทียนจํานวน  8 หมายเลข ซ่ึงมีความแตกตางกัน
ทั้งหมด 
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  2.1.1 วัสดุอุปกรณ 
  2.1.1.1   พืชทดลอง   
   เมื่อไดตนเทียนทั้งหมดจํานวน  8 หมายเลขซึ่งมีลักษณะทาง

สัณฐานที่แตกตางกันอยางชัดเจนและกําหนดชื่อตามแหลงที่พบจากทั้ง  2 แหลงใหเปนหมายเลขดังนี้ 
   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 หมูบานหวยลึก  ต.ปงโคง  อําเภอเชียงดาว จังหวดัเชยีงใหม ) 
 

 2.1.2 วิธีการ 
   2.1.2.1  บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนไดแก  
ลําตน ใบ  ดอก ผล และราก ในระยะที่ตนและดอกเจริญเติบโตเต็มที่ 
 

2.2   ศึกษาการเจริญเติบโตและการพัฒนาดอก    บันทกึการเจริญเติบโตทุกๆ 2 สัปดาห 
 2.2.1   ความสูง 
 2.2.2   จํานวนใบตอตนโดย นับจาก คูใบที ่ 5 จากโคนตน 
 2.2.3   ลักษณะชอดอก ขนาดชอดอก  จํานวนดอกตอชอ   ลักษณะใบประดับ 

2.2.4   อุปกรณที่ใชในการบันทึกไดแก ตลับเมตร  เวอรเนียคาลิปเปอร   
2.2.5   วางแผนการทดลอง แบบ CRD / 3 ซํ้า   จํานวน  10  ตนตอซํ้า  
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การทดลองที่ 3   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา 
ศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามยาวและตามขวางของ ราก ลําตน   ใบ  ดอก และผลของตนพืช       

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

               IN-SP2  , IN-SP3  , CD-HL1 ,  CD-HL2   และ  CD-HL3    
 3.1.2   เครื่องมือและอุปกรณในการศึกษาเนื้อเยื่อ 
 3.1.3   เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary  microtome) 

3.1.4  กลองจุลทรรศนแบบ dissecting  microscope  และ stereo microscope พรอม
 อุปกรณ ถายภาพ 

 3.1.5   ตูอบที่ปรับอุณหภูมไิด 
 3.1.6   แผนใหความรอน ( hot  plate ) 
 3.1.7   เครื่องอุนสไลดที่ปรับอุณหภูมิได 
 3.1.6    แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด  1.5 x 1.5 x 1.5 ลบซม ที่ตมใหอ่ิมตวัใน พาราฟน 
 3.1.7   แผนสไลด และแผนปดสไลด  
 3.1.8   อุปกรณเครื่องแกว ไดแก ขวดสําหรับใสช้ินสวนพืช บิ๊กเกอร และ ขวดยอมสี 
 3.1.9   อุปกรณอ่ืนๆไดแก ตะเกยีงแอลกอฮอล พูกันขนออน ปากคบี และปายตดิกาว
 3.1.10  สารเคมีที่ใชในการเตรียมชิ้นสวนพืชและสไลดถาวร 

 3.1.11  สารละลายรักษาสภาพเซลล  (Fixative)ไดแก Formalin-Acetic acid -Alcohol       
 (FAA)    ซ่ึงประกอบดวยสวนผสมดังนี้ 

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

3.1.12   สารละลายที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating  solution)  ซ่ึงประกอบดวย
สวนผสมดังแสดงในตารางที่  1 
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ตารางที่  1   สวนผสมของในสารละลายที่ดึงน้ําออกจากเซลล 
 

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 สารตัวกลางที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media)  ไดแก Paraplast 
3.1.14 สารละลายยืดเนื้อเยื่อพืชใหตดิแผนสไลด (adhesive) 

 เตรียมจากสวนผสมของ 
 ไขขาว      1  มล 
 น้ํากลั่น   49  มล 
เมื่อจะใช  ใชสารละลายเขมขน 1 มล เติมน้ํากลั่นใหปริมาตรรวมเปน  50 ม 

3.1.15   สียอมเนื้อเยื่อใชสี 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   สารละลายทําใหเนือ้เยื่อสะอาด (clearing reagent) ใช  xylene 
  3.1.17   สารตัวกลางสําหรับปดแผนสไลด (mounting media)  คือ Canada  balsam 

3.2  วิธีการ 
  3.2.1   แชตัวอยางในสารละลาย FAA ที่บรรจุในขวดแกว  แลวนําขวดแกวเหลานั้น
ใสในเครื่องดูดอากาศเพื่อไลฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  หลังจากนั้นปดฝาขวดแลวนํามาเก็บไวใน
อุณหภูมิหองนานอยางนอย  24  ช่ัวโมงกอนนําไปผานขั้นตอนตอไป 
  3.2.2    นําเนื้อเยื่อมาผานขั้นตอนการดึงน้ําออกเซลล  โดยใหเนื้อเยื่อแชใน
สารละลายดึงน้ําออกจากเซลล  ลําดับที่ 1จนถึง 5(ในขอ3.1.12) จึงนําเนื้อเยื่อไปแช TBA  100 %  ตาม
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ดวยสารละลายที่ประกอบดวย TBA และพาราฟนเหลว อัตราสวน 1:1 นานขั้นตอนละ 24 ช่ัวโมง   
แลวนําเนื้อเยื่อไปแชขั้นตอนของการแทรกพาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration) 
  3.2.3   ถายเนื้อเยื่อลงไปในขวดบรรจุ  Paraplast ที่หลอมแลว  นําขวดแกวไปเก็บไว
ในตูอบอุณหภูมิ  56 ° ซ  นานประมาณ 1 สัปดาห เพื่อใหพาราฟนแทรกเขาไปในเนื้อเยื่อไดเต็มที่ 
  3.2.4   นําเนื้อเยื่อพืชมาฝงในพาราฟน  แลวจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อใหอยูในตําแหนง
และระนาบที่ตองการ 

3.2.5   นําแทงพาราฟนที่ไดไปตัดแตงใหเปนรูปสี่เหล่ียมผืนผา  ใหช้ินสวนพืชอยู
ตรงกลางแลวนํามาติดกับแทงไม  จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุนโดยตัดเนื้อเยื่อ
ตามยาวหรือตามขวางใหหนา  15 – 18 ไมครอน 
  3.2.6   นําแถบชิ้นสวนพืช (paraffin  ribbon)  ติดลงบนแผนสไลดดวยสารละลายยืด
เนื้อเยื่อพืช  วางแผนสไลดบนเครื่องอุนสไลดที่อุณหภูมิ 40 ° ซ จนแถบชิ้นสวนแหงและติดกับแผน
สไลด 
  3.2.7   ละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อแลวนําไปยอมสี  ปดแผนสไลดดวยแผนปด
สไลดโดยใช Canada  balsum   
  3.2.8   เมื่อสไลดแหงสนิท  นําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนและบันทึกภาพ 
 
การทดลองที่ 4   การศึกษาเซลลวิทยา 
 ศึกษาโครโมโซม จากเนื้อเยือ่ปลายรากของพืชทดลองที่ระบุไวในการทดลองที่ 2  ตามวิธีการ
ของ Chen (1992) 

4.1   วัสดุอุปกรณ 
4.1.1   ขวดแกวขนาดความจ ุ15 มล สําหรับเก็บตัวอยางปลายราก 
4.1.2   แผนสไลดและแผนปดสไลด 
4.1.3   เข็มเขี่ย 
4.1.4   ปากคีบ 
4.1.5   มีดผาตัด 
4.1.6 dissecting  microscope , stereo  microscope และ compound  microscope

พรอมอุปกรณถายภาพ 
4.1.7   ตะเกียงแอลกอฮอล 
4.1.8   สารเคมีที่ใชในการศึกษาโครโมโซม 
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4.1.8.1  สารเคมีที่ใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pretreatment  solution)  ไดแก 
para- dichorobenzene (PDB) 

4.1.8.2  สารเคมีที่ใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixative solution)
คือ เอทธิล แอลกอฮอร 95 % และ glacial acetic  acid ในอัตราสวน 
3 : 1 โดยปริมาตร 

4.1.8.3  สารเคมีที่ใชยอยแยกเซลลออกจากกันคือ 1 N HCl 
4.1.8.4  สีที่ใชยอมโครโมโซมคือ  carbol  fuchsin 

4.2   วิธีการ 
 4.2.1  เก็บปลายรากโดยเลือกจากรากที่กําลังเจริญเติบโต  ตัดมาเฉพาะสวนปลายให

มีความยาว  0.5  ซม.  
  4.2.2  หยุดการทํางานของเสนใยสปนเดิลไฟเบอรโดยการแชปลายรากในสารละลาย 
PDB  ที่อุณหภูมิ  5 - 6  ° ซ  30  นาที   

   4.2.3  นําปลายรากออกมาจากสารละลาย PDB ลางดวยน้ํากลั่นแลวนําไปแชใน 
สารละลายรักษาสภาพเซลล นาน  5 นาที แลวลางดวยน้ํา 

 4.2.4  แยกเซลลโดยการแชรากใน 1 N HCl ที่อุณหภูมิ 60 ° ซ 5 นาที แลวลางดวยน้ํา 
 4.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากใน carbol  fuchsin โดยแชไวนาน 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้น

คีบเนื้อเยื่อวางบนแผนสไลด  หยดสียอม 1 หยดตรงบริเวณปลายราก  ใชเข็มเขี่ยขยี้เนื้อเยื่อใหแยก
ออกเปนชิ้นเล็ก ๆ  คีบเนื้อเยื่อสวนเกินทิ้ง  ปดกระจกปดสไลดบนบริเวณที่มีเนื้อเยื่อ ใชกระดาษซับ
วางบนแผนสไลดเพื่อซับสีที่มากเกินไปออก  กดนิ้วหัวแมมือลงไปเพื่อใหเซลลอยูในระนาบ 

 4.2.6  นําแผนสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  เลือกเซลลที่มีการแบง
นิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีโครโมโซมกระจายไมทับกัน  นับจํานวนโครโมโซม  แลว
บันทึกภาพ 
 
การทดลองที่  5  การสรางลูกผสม 
 5.1  วัสดุอุปกรณ 
  5.1.1 ตนเทียน  2   กลุม 
            5.1.1.1  ตนเทียนปา  8 หมายเลข ไดแก  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  ตนเทียนพันธุการคา 1 ชนิดไดแก   Impatiens   balsamina   
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5.2  การจัดคูผสม  
           5.2.1.  การผสมตัวเองของเทียนพนัธุปา 
                        5.2.2  การผสมขาม 
             5.2.2.1 ระหวางกลุมเทียนพนัธุปา 
             5.2.2.2 ระหวางเทียนพนัธุการคากับเทียนพนัธุปา 
 5.3 วิธีการผสมพันธุ 
  5.3.1.  การเตรียมดอกที่ใชเปนดอกเพศเมีย  เลือกดอกที่อยูในระยะ4.  คือระยะที่ดอก
มีการเจริญเติบโตเต็มที่  เฉลี่ยขนาดของดอกตั้งแต 0.3 – 0.5  ซม.  โดยใชใบมีดกรีดลงบนหลังกลีบ
ดอกบน จากนั้นใชกรรไกรปลายโคงตัดสวนปลายของกลีบดอกทั้ง  5 กลีบออก แลวจึงใชปากคีบดึง
กลีบดอก สวนที่เหลือออกทิ้ง   เนื่องจากเกสรเพศผูคลุมหุมปลายเกสรเพศเมียไว  ตองใชเข็มเขี่ย ปลาย
แหลมขนาดเล็กคอยๆแกะสวนซึ่งเปนกานชูเกสรเพศผูออก  เพื่อปองกันการผสมตัวเอง 

5.3.2  เมื่อปลายเกสรเพศเมียบานแยกออกปนแฉก  ซ่ึงเปนลักษณะที่พรอมรับการ
ผสม  นําเรณูของตนที่ตองการจะผสมมาแตะลงบนปลายเกสรเพศเมีย  ในชวงเวลา 8.30 – 10.00  น 
หลังจากนั้นคลุมดอกที่ไดรับการผสมดวยถุงที่ทําจากใยรีเมย  ติดปายเพื่อบอกวันที่ผสม  พรอมบันทึก
ขอมูล 

5.3.3  นําเมล็ดลูกผสมชั่วที่ 1 ไปเพาะและปลูกเพื่อทดสอบตอไป 
5.3.4  ศึกษาและคัดเลือกตนลูกผสมในรุนที่ 1  
 

 5.4   ศึกษาการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอในสภาพปลอดเชื้อ 
  5.4.1   สิ่งทดลอง  เอ็มบริโอจากตนเทยีนลูกผสม จํานวน 18   คูผสม 
   5.4.1.1   อุปกรณ 
    5.4.1.1.4   อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช  ไดแก บีกเกอร  ปเปตต  ขวดแกวพรอมฝา  กระบอกตวง  เครื่องชั่งหยาบและละเอียด   
เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง  (pH - meter)   หมอนึ่งความดัน (autoclave) 
    5.4.1.1.2   เครื่องมือที่ใชในการตัดถายเนื้อเยื่อไดแก  ตูปลอดเชื้อ  
มีดผาตัด ปากคีบ ตะเกียงแอลกอฮอล  และจานแกว 
    5.4.1.1.3   หองเล้ียงเนื้อเยื่อ  อุณหภูมิ  22 -26  องศาเซลเซียส  
ความเขมแสงประมาณ 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 สัปดาหหลัง
การถายละอองเกสรมาลางน้ําสะอาดผสมน้ําสบู และลางดวยน้ําสะอาดอีก 2 คร้ัง  ฉีดพนฝกออนดวย
แอลกอฮอล  70  เปอรเซ็นต  
   5.4.2.2   นําฝกออนจุมในเอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ลนไฟ 2 - 3 
วินาที เพื่อทําความสะอาดผิวที่ปกคลุมดวยขนอีกครั้งเพื่อฆาเชื้อและปองกันการปนเปอน  วางฝกออน
ลงบนจานแกว ใชมีดกรีดผลออน นําสวนของเอ็มบริโอใสในขวด ที่ประกอบดวย อาหารสูตร         
MS (1962) ดัดแปลงสูตรจํานวน  6 สูตรดังนี้   

 1.     MS + 1 BA +  1 IAA   +    น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 2. ½ MS + 1 BA +  1 IAA   +    น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 3.     MS + 0.5 BA +  1 IAA  +  น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 4. ½ MS + 0.5 BA +  1 IAA  +  น้ํามะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม 
 5.     MS +  น้าํมะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม  
 6. ½ MS +  น้าํมะพราว 10 %  +วุน 6 กรัม + น้ําตาล 30 กรัม  
 7.  ชุดควบคุม (MS +  วุน 6 กรัม + น้ําตาล30 กรัม) 

 เล้ียงในหองควบคุมอุณหภมูทิี่  25  องศาเซลเซียส 
  
สถานที่ทําการวิจัย       หองปฏิบัติการทางสรีรวิทยา   ภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร  

มหาวิทยาลัยเขียงใหม 
   หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และโรงเรือนวิจัย  สถานีเกษตรหลวง            
อินทนนท   บานขุนกลาง  อําเภอจอมทอง  จังหวัดเชียงใหม  

 
ระยะเวลาในการดําเนินการวจัิย 

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


