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บทที ่3 

 

วิธีการดําเนนิการศึกษา 

 

การผลิตตนพนัธุปทุมมาปลอดเชื้อ 
  
3.1 การเตรียมเนื้อเยื่อปทุมมาผานเทคนิคการฟอกฆาเชื้อ 

 ชอดอกออนของปทุมมาพันธุลูกผสมเทพรําลึกถูกตัดออกจากกานชอ นําชอดอกออน

มาลางดวยสบูเหลวและลางสบูออกจากชอดอกออนภายใตน้ําไหล จุมชอดอกออนปทุมมาลงใน

สารละลายแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที และฟอกดวยสารละลายคลอรอกซ 

(Clorox, 1.40 เปอรเซ็นต (v/v) sodium hypochlorite) 20 เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 นาที และฟอก

คร้ังที่ 2 ดวยสารละลายคลอร็อกซ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที ชอดอกออนถูกลางดวยน้ําที่ผาน

การนึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง ตัดลอกกลีบดอกออก และเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige 

และ Skoog, 1962) ที่เติม BA 8.89 ไมโครโมลาร เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร ปรับความ

เปนกรดดางที่ 5.7 เติม Phytagel® 2.5 กรัมตอลิตร และผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 

± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 

lm Philips Thailand)  เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน เนื้อเยื่อที่ไดจากการเจริญชอดอกออนของปทุม

มาถูกเปลี่ยนอาหารใหมทุก ๆ 5 สัปดาห เปนเวลา 3 เดือน เพื่อเพิ่มจํานวนตนปทุมมา 
 
3.2 การเตรียมเนื้อเยื่อปทุมมาปลอดเชื้อโดยผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญ (Meristem culture)  

  ตนปทุมมาที่มีความยาว 1.0 ± 0.2 เซนติเมตร ถูกนํามาบมเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่อุณหภูมิ 29.0 ± 1.0 องศาเซลเซียส ภายใตสภาพมืด เปนเวลา 1 เดือน ยอดปทุมมาที่ผาน

การบมเพาะเลี้ยง ถูกนํามาตัดเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดขนาด 0.15 ± 0.05 เซนติเมตร ดวยใบมีด

โกน ภายใตกลองจุลทรรศน (Zeiss Stemi SV6, Germany) ที่กําลังขยาย 40 เทา และนํามา

เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ดัดแปลง ภายใตสภาพมืดเปนเวลา 3 วัน อุณหภูมิ 29 ± 1 

องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออ

เรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips, Thailand) และยายไปเพาะเลี้ยงตอภายใตอุณหภูมิ 25 

± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอด
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ฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips, Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 2 

เดือน เพื่อผลิตตนพันธุปทุมมาปลอดเชื้อ 
 
3.3 การเพิ่มจํานวนตนพันธุปทุมมา 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุถูกนํามาตัดยอด

สูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิ

โมลาร และ BA 8.89 ไมโครโมลาร ปรับความเปนกรดดางที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 

2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอด

ฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน ตนพันธุ

ปทุมมาถูกเปลี่ยนอาหารใหม โดยใชอาหารสูตรเดิมทุก ๆ 5 สัปดาห เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุปทุม-

มา  

  

 

วิธีการทดลองการผลิตตนพนัธุปทุมมา 
 
3.4 การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวนยอดปทุมมาบนอาหาร MS ที่เติม BA Kinetin หรือ 

2iP ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ  

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกนํามาตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบน

อาหารที่เติม BA  Kinetin หรือ 2iP เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวนยอดของปทุมมา 

โดยมีความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

 1. BA 8.89 ไมโครโมลาร (Control) 

 2. BA 4.44 ไมโครโมลาร  

 3. BA 13.32 ไมโครโมลาร  

 4. Kinetin 4.65 ไมโครโมลาร  

 5. Kinetin 13.94 ไมโครโมลาร   

 6. Kinetin 23.23 ไมโครโมลาร  
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 7. 2iP 4.92 ไมโครโมลาร   

 8. 2iP 14.76 ไมโครโมลาร  

 9. 2iP 24.60 ไมโครโมลาร  

 อาหารปรับความเปนกรดดางที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอลิตร นึ่งฆาเชื้อ

อาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 2 องศา

เซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรส

เซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 5 สัปดาห 

จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวนยอด น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง  
 
3.5 การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวนยอดของปทุมมาบนอาหาร MS ที่เติม TDZ ที่

ระดับความเขมขนตาง ๆ 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวนตน

ของปทุมมาบนอาหารที่เติม TDZ โดยมีระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้  

1. BA 8.89 ไมโครโมลาร (Control) 

2. TDZ 4.54 ไมโครโมลาร 

3. TDZ 13.62 ไมโครโมลาร   

4. TDZ 22.70 ไมโครโมลาร   

5. TDZ 31.78 ไมโครโมลาร   

6. TDZ 40.86 ไมโครโมลาร 

7. TDZ 45.40 ไมโครโมลาร 

 อาหารเพิ่มจํานวนยอดของปทุมมาปรับความเปนกรดดางที่  5.7 และเติม 

Phytagel® 2.5 กรัมตอลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตร

ตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 

16 ชั่วโมงตอวัน เพาะเลี้ยงเปนเวลา 5 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน

ยอด น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง 
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3.6 การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวนยอดปทุมมาบนอาหาร MS ที่เติม TDZ เปนเวลา 

3 สัปดาหและยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA Kinetin หรือ 2iP เปนเวลา 5 สัปดาห 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ นํามาตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร เติม TDZ ที่ระดับความเขมขนตางกัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห และยายไปเพาะเลี้ยงตอบนอาหารที่เติม BA Kinetin หรือ 2iP เปน

เวลา 5 สัปดาห โดยมีการทดลองดังนี้ 

1. เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA ที่ระดับความเขมขน 8.89 ไมโครโมลาร ตลอด

ระยะเวลา   8 สัปดาห (Control) 

2. เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม TDZ ที่ระดับความเขมขน 4.54  13.62  22.70  31.78  

40.86 หรือ 45.40 ไมโครโมลาร เปนเวลา 3 สัปดาห และยายไปเพาะเลี้ยงบน

อาหารที่เติม BA 4.44  8.89  13.32 ไมโครโมลาร หรือ Kinetin 4.65  13.94  

23.23 ไมโครโมลาร หรือ 2iP 4.92  14.76  24.60 ไมโครโมลาร เปนเวลา 5 

สัปดาห 

 อาหารเพิ่มจํานวนยอดของปทุมมาปรับความเปนกรดดางที่  5.7 และเติม 

Phytagel® 2.5 กรัมตอลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตร

ตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 

16 ชั่วโมงตอวัน จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวนยอด น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง 
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วิธีการทดลองการผลิต T-roots ของปทุมมา 

 

3.7 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม NAA และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความ

เขมขนตางกัน 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติม BA และน้ําตาลซูโครส เพื่อชักนํา T-roots โดยมีระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

1.  BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control)  

 2.  NAA 8.88 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร 

 3.  NAA 17.76 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

  มิลลิโมลาร    

 4.  NAA 26.64 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

  มิลลิโมลาร      

 5.  NAA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

  มิลลิโมลาร 

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots  ขนาด 

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง  

 

3.8 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม NAA และน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส 

หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน 

 จาการเปรียบเทียบระดับความเขมขนของ NAA ตามวิธีขอ 3.7 ทําใหทราบระดับ

ความเขมขนของ NAA ที่สามารถชักนําใหเกิด T-roots ไดจํานวนมากที่สุด คือ 8.88 ไมโครโมลาร 

ซึ่งนํามาสูการทดลองชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม NAA 8.88 ไมโครโมลาร และเติมน้ําตาล 

กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้  
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 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2.  กลูโคส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร 

 3. ฟรุคโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

 4. มอลโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร 

 5. แมนนิทอล 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร 

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots ขนาด  

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง 
 
3.9 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม BA และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความเขมขน

ตางกัน 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติม BA และน้ําตาลซูโครส เพื่อชักนํา T-roots โดยมีระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2. BA 8.88 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร 

 3. BA 17.76 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร 

 4. BA 26.64 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร   

 5. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร     

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots ขนาด  

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง  
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3.10 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม BA และน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส 

หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน 

 จาการเปรียบเทียบระดับความเขมขนของ BA ตามวิธีขอ 3.9 ทําใหทราบระดับความ

เขมขนของ BA ที่สามารถชักนําใหเกิด T-roots ไดจํานวนมากที่สุด คือ 26.64 ไมโครโมลาร ซึ่ง

นํามาสูการทดลองชักนํา T-roots ของปทุมมาบนอาหารที่เติม BA 26.64 ไมโครโมลาร และเติม

น้ําตาล กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2. กลูโคส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร 

3. ฟรุคโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

1. มอลโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

2. แมนนิทอล 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots ขนาด  

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง 
 
3.11 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม Kinetin และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความ

เขมขนตางกัน 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติม Kinetin และน้ําตาลซูโครส เพื่อชักนํา T-roots โดยมีระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้  

 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2. Kinetin 9.29 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

  มิลลิโมลาร     

 3. Kinetin 18.59 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

     มิลลิโมลาร  
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 4. Kinetin 27.88 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

         มิลลิโมลาร 

 5. Kinetin 37.17 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78  

      มิลลิโมลาร 

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots ขนาด 

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง 
 
3.12 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม Kinetin และน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส มอล

โตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน 

 จาการเปรียบเทียบระดับความเขมขนของ Kinetin ตามวิธีขอ 3.11 ทําใหทราบระดับ

ความเขมขนของ Kinetin ที่สามารถชักนําใหเกิด T-roots ไดจํานวนมากที่สุด คือ 18.59 ไมโครโม

ลาร ซึ่งนํามาสูการทดลองชักนํา T-roots ของปทุมมาบนอาหารที่เติม Kinetin 18.59 ไมโครโมลาร 

และเติมน้ําตาล กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2.  กลูโคส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร 

1. ฟรุคโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

2. มอลโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

3. แมนนิทอล 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots ขนาด 

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง  
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3.13 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม 2iP และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความ

เขมขนตางกัน 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติม 2iP และน้ําตาลซูโครส เพื่อชักนํา T-roots โดยมีระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2. 2iP 9.84 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร 

 3. 2iP 19.69 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร     

 4. 2iP 29.53 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร     

 5. 2iP 39.37 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 116.89  175.34  233.78 มิลลิโมลาร 

 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots ขนาด 

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง  
 
3.14 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหาร MS ที่เติม 2iP และน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส 

หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน 

 จาการเปรียบเทียบระดับความเขมขนของ 2iP ตามวิธีขอ 3.13 ทําใหทราบระดับ

ความเขมขนของ 2iP ที่สามารถชักนําใหเกิด T-roots ไดจํานวนมากที่สุด คือ 19.69 ไมโครโมลาร 

ซึ่งนํามาสูการทดลองชักนํา T-roots ของปทุมมาบนอาหารที่เติม 2iP 19.69 ไมโครโมลาร และเติม

น้ําตาล กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

 1. BA 35.51 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร (Control) 

 2.  กลูโคส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร 

2. ฟรุคโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

3. มอลโตส 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  

4. แมนนิทอล 222.02  333.04  444.05 มิลลิโมลาร  
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 อาหารชักนํา T-roots ปรับความเปนกรดดาง ที่ 5.7 และเติม Phytagel® 2.5 กรัมตอ

ลิตร นึ่งฆาเชื้ออาหารที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 

25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน 

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน  T-roots ขนาด 

น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง  
 
3.15 การศึกษาการชักนํา T-roots ภายใตอุณหภูมิ 20  25 หรือ 30 องศาเซลเซียส 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร 

MS ที่เติม NAA 8.88 BA 26.64  Kinetin 18.59 หรือ 2iP 19.69 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 

233.78 มิลลิโมลาร ภายใตอุณหภูมิ 20  25 หรือ 30 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโคร

โมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips 

Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวันเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห จากนั้นทําการเปรียบเทียบการ

เจริญดานจํานวน T-roots  

 

3.16  การศึกษาการชักนํา T-roots ภายใตความเขมแสง 0  60 หรือ 120 ไมโครโมลตอตารางเมตร

ตอวินาที 

 ตนพันธุปทุมมาที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญเพื่อผลิตตนพันธุปลอดเช้ือ และ

ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้ําตาลซูโครส 87.00 มิลลิโมลาร และ BA 8.89 ไมโคร

โมลาร เพื่อเพิ่มจํานวนตนพันธุ ถูกตัดยอดสูงจากฐาน 0.7 ± 0.2 เซนติเมตร เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติม NAA 8.88 BA 26.64  Kinetin 18.59 หรือ 2iP 19.69 ไมโครโมลาร และน้ําตาล

ซูโครส 233.78 มิลลิโมลาร ภายใต ความเขมแสง 0  60 หรือ 120  ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ

วินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 

ชั่วโมงตอวัน เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 สัปดาห 

จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานจํานวน T-roots  
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วิธีการทดลองการยายตนปทุมมาที่ม ีT-roots ออกปลูกลงแปลงทดลอง 

 

3.17 การศึกษาการยายตนปทุมมาที่ผานการชักนํา T-roots ที่แตกตางกันออกปลูกลงแปลง

ทดลอง 

 ตนปทุมมาที่ผานการชักนํา T-roots บนอาหารสูตร MS ที่เติม BA 26.64  ไมโครโม

ลาร Kinetin 18.59 ไมโครโมลาร หรือ 2iP 19.69 ไมโครโมลาร และน้ําตาลซูโครส 233.78 มิลลิโม

ลาร หรือน้ําตาลกลูโคส 333.04 มิลลิโมลาร เพาะเลี้ยงภายใตอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 

ความเขมแสง 60 ± 5 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ดวยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต (TLD 

36W/84 3350 lm Philips Thailand) เปนเวลา 16 ชั่วโมงตอวัน นํามายายออกปลูกลงแปลง

ทดลองเปรียบเทียบกับตนพันธุที่ไมผานการชักนํา T-roots (Control) ณ บริษัท ไพรม ออนา

เมนทอล จังหวัดเชียงใหม  จากนั้นทําการเปรียบเทียบการเจริญดานอัตราการรอดชีวิต ความยาว

ลําตนเทียม จํานวนดอก จํานวน T-roots  จํานวนทอนพันธุ และน้ําหนักสด และน้ําหนักแหง ของ 

T-roots   

 

3.18 วัสดุปลูกและการฆาเชื้อ 

 วัสดุปลูกประกอบดวยแกลบดิบและดิน ถูกนํามาผสมคลุกเคลาใหเขากันใน

อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร อบฆาเชื้อดวยสารดาโซเม็ท (Dazomet; Tetrahydro – 3, 5 – 

dimetthyl –  1, 3 – 5 thiadiazine – 2 – thione 9 – 1) โดยนําวัสดุปลูกมากองบนผาพลาสติก

ขนาด 12 ตารางเมตร ความหนาชั้นละ 30 เซนติเมตร โรยสลับดวยสารดาโซเม็ท 180 กรัม เปน

จํานวน 2 ชั้น นําวัสดุปลูกมากลบทับชั้นบนหนา 30 เซนติเมตร คลุมวัสดุปลูกดวยพลาสติกทึบ อบ

เปนเวลา 14 วัน หลังจากนั้นกลับวัสดุปลูก 2-3  คร้ัง สลับกับตากทิ้งไว 2-3 วัน 

 

3.19 การยายตนปทุมมาที่ม ีT-roots ออกปลูกและดูแลรักษา 

 ตนปทุมมาที่มี T-roots จากการเพาะลี้ยงเนื้อเยื่อพืชถูกปลูกในถุงพลาสติกดําขนาด

เสนผานศูนยกลาง 20 เซนติเมตร สูง 20 เซนติเมตร พับขอบถุง 5 เซนติเมตร โดยใสวัสดุปลูกรอง

กนถุง 10 เซนติเมตร และปุยเคมีสูตร 15-15-15 ในอัตรา 5 กรัม ตอหนึ่งกอ จากนั้นขุดดินเปนหลุม

ปลูกขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร ลึก 2 เซนติเมตร นําตนปทุมมาที่มี T-roots ปลูกถุง

ละ 1 ตน โดยใหสวนยอดของตนปทุมมาที่มี T-roots โผลพนเหนือดิน รดน้ําใหชุม นําฟางขาวหั่น

เปนทอนขนาดยาว 5 เซนติเมตร คลุมผิวดินเพื่อรักษาระดับความชื้น ทําการจัดวางถุงปลูกเปน 5 
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แถว ๆ ละ 10 ตน ตามแนวทิศเหนือและใต ระยะหางระหวางแถวและระหวางตน 50 × 50 

เซนติเมตร ภายในโรงเรือนที่ถูกพรางแสง 50 เปอรเซ็นต (ซาแลน 50 เปอรเซ็นต) อุณหภูมิ 22 ± 

13 องศาเซลเซียส ความชื้น 50 ± 20  เปอรเซ็นต ภายใตความเขมแสง 1,200 ± 200 ไมโคลโมล

ตอตารางเมตรตอวินาที ชวงแสง 12 ± 1 ชั่วโมงตอวัน หลังจากปลูกเปนเวลา 30 วัน ใหปุยสูตร 

15-15-15 ในอัตรา 5 กรัมตอตน พรวนดิน กลบปุย และพูนโคนตนดวยวัสดุปลูก ทําการพรวนดิน 

และพูนโคนตน กําจัดวัชพืชอยางสม่ําเสมอทุกสัปดาห ปลูกเลี้ยงเปนเวลา 180 วัน ณ บริษัท ไพรม 

ออนาเมนทอล จังหวัดเชียงใหม  

 

การวางแผนการทดลอง และการบนัทกึผลการทดลอง  
 

3.20  การทดลองการผลิตตนพันธุปทุมมา 

 ทําการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ในหัวขอการ

ทดลองที่ 3.4 การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวนยอดปทุมมาบนอาหารที่เติม BA Kinetin 

หรือ 2iP ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ การทดลองที่ 3.5 การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของจํานวน

ยอดของปทุมมาบนอาหารที่เติม TDZ ที่ระดับความเขมขนตางๆ การทดลองที่ 3.6 การศึกษา

เปรียบเทียบการเจริญของจํานวนยอดปทุมบนอาหารที่เติม TDZ เปนเวลา 3 สัปดาห และยายไป

เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA Kinetin หรือ 2iP เปนเวลา 5 สัปดาห แตละการทดลองทํา 5 ซ้ํา ๆ 

ละ 10 ตน โดยทําการบันทึกผลการทดลองดังนี้ 

1. บันทึกจํานวนยอดปทุมมาขนาดเล็ก หลังการเพาะเลี้ยงตนพันธุปทุมมา ตลอด

ระยะเวลาการทดลอง 

 2. บันทึกน้ําหนักสด น้ําหนักแหง หลังการเพาะเลี้ยงตนพันธุปทุมมา  

   ตลอดระยะเวลาการทดลอง จากนั้นนําไปอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 

 24 ชั่วโมง เพื่อหาคาน้ําหนักแหง     
 
3.21 การทดลองการผลิต T-roots ของปทุมมา 

  การทดลองที่ 3.7 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม NAA และน้ําตาล

ซูโครสที่ระดับความเขมขนตางกัน การทดลองที่ 3.8 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม 

NAA และน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน การ

ทดลองที่ 3.9 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม BA และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความ
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เขมขนตางกัน  การทดลองที่ 3.10 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม BA และน้ําตาล

กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน การทดลองที่ 3.11 

การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม Kinetin และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความเขมขน

ตางกัน การทดลองที่ 3.12 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม Kinetin และน้ําตาล

กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน การทดลองที่ 3.13 

การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม 2iP และน้ําตาลซูโครสที่ระดับความเขมขนตางกัน 

และการทดลองที่ 3.14 การศึกษาการชักนํา T-roots บนอาหารที่เติม 2iP และน้ําตาลกลูโคส ฟรุค

โตส มอลโตส หรือ แมนนิทอล ที่ระดับความเขมขนตางกัน ทําการวางแผนการทดลองแบบ  

Factorial in Completely Randomized Design แตละการทดลองทํา 5 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตน  

 และการทดลองที่ 3.15 การศึกษาการชักนํา T-roots ภายใตอุณหภูมิ 20  25 หรือ 30 

องศาเซลเซียส การทดลองที่ 3.16 การศึกษาการชักนํา T-roots ภายใตความเขมแสง 0  60 หรือ 

120 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที  ทําการวางแผนการทดลองแบบ  Completely 

Randomized Design แตละการทดลองทํา 5 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตน  

1. บันทึกจํานวน ขนาด ของ T-roots ตอตน หลังการเพาะเลี้ยงตนพันธุปทุมมา เปน

เวลา 1 3  5 และ 7 สัปดาห 

2. บันทึกน้ําหนักสดของ  T-roots ของปทุมมาหลังการชักนําเปนเวลา 1 3  5 และ 7 

สัปดาห จากนั้นนําไปอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพื่อหา

คาน้ําหนักแหง        
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3.22 การทดลองในแปลงปลูกทดลอง ณ บริษัท ไพรม ออนาเมนทอล จังหวัดเชียงใหม  

  วางแผนการทดลองวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Block 

Design สําหรับการทดลองในแปลงปลูกทดลอง แตละการทดลองทํา 5 ซ้ํา ๆ ละ 10 ตน และทํา

การบันทึกผลการทดลองดังนี้ 

1. บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิต ภายหลังการยายออกปลูกเปนเวลา 16 วัน ถึง 90 

วัน 

2. บันทึกจํานวนลําตนเทียมหรือยอด ความยาวลําตนเทียมหรือยอด ภายหลังการ

ยายออกปลูกเปนเวลา 16 วัน ถึง 90 วัน        

 3. บันทึกจํานวนดอกของปทุมมาภายหลังการยายออกปลูกเปนเวลา 16 วัน ถึง 90 

  วัน 

 4. บันทึกจํานวน  T-roots ปทุมมาภายหลังการยายออกปลูกเปนเวลา 180 วัน 

 5. บันทึกจํานวนทอนพันธุปทุมมาภายหลังการยายออกปลูกเปนเวลา 180 วัน 

 6. น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง ของ T-roots และทอนพันธุปทุมมาภายหลังการยาย

 ออกปลูกเปนเวลา 180 วัน         
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การวิเคราะหขอมูลผลการทดลอง 

 

3.23 การวเิคราะหขอมูล 

  สถิติที่ใชวิเคราะหผลการวิจัยมีดังนี้ 

  การผลิตตนปทุมมาพันธุลูกผสมเทพรําลึก ในหลอดทดลอง   

   สถิติที่ใชในการวิเคราะหคือ Descriptive Statistics และทดสอบ

ผลของปจจัยโดย One way analysis of variance จากนั้นทําการเปรียบเทียบ

คาเฉลี่ย ระหวางการทดลอง โดยใช Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต (p < 0.01) 

  การผลิต T-roots ของปทุมมาพันธุลูกผสมเทพรําลึก ในหลอดทดลอง 

  สถิติที่ใชในการวิเคราะหคือ Descriptive Statistics และทดสอบ

ผลของปจจัยโดย Tests of Between-Subjects Effects จากนั้นทําการ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ย ระหวางการทดลอง โดยใช Duncan’s Multiple Range 

Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต (p < 0.01) 

  การผลิตทอนพันธุปทุมมาพนัธุลูกผสมเทพรําลึก ในแปลงปลูกทดลอง  

   สถิติที่ใชในการวิเคราะหคือ Descriptive Statistics  และ

ทดสอบผลของปจจัยโดย One way analysis of variance จากนั้นทําการ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ย ระหวางการทดลอง โดยใช Duncan’s Multiple 

Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต (p < 0.01) 
  
 


