
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
1. ฝกกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
2. อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร ไดแก 
              - เคร่ืองชั่ง (Balance) 
              - เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
              - เตาอบความรอน (Hot air water)  
              - หมอนึ่งความดันไอ (Auto clave) 
              - เคร่ืองแกว  ไดแก หลอดทดลอง กระบอกตวง ขวดแกว ปเปต กรวยแกว แทงแกว 
3. อุปกรณที่ใชในการยายเนื้อเยื่อ 
              - ตูปลอดเชื้อ  
              - ตะเกียงแอลกอฮอล  
              - จานแกว  
              - มีดผาตัดแบบตางๆ  
              - ปากคีบ  
              - ขวดอาหาร 
              - อุปกรณอ่ืนๆ เชนไมขีดไฟ 
         หมายเหต ุ: อุปกรณทุกอยางตองผานการอบหรือนึ่งฆาเชื้อแลว 
4. อุปกรณที่ใชในการตัดเนื้อเยื่อ 
 - ใบมีด 
5. สารเคมีที่ใชในการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ไดแก 

5.1 สารเคมีสําหรับฆาเชื้อ 
      -  แอลกอฮอล 95 % 
      -  แอลกอฮอล 70 % 
      -  น้ํากล่ันนึ่งฆาเชือ้ 

       5.2   สารเคมีที่ใชเตรียมสูตรอาหาร  
    - Vacin and went (VW) 
 - Murashige and Skoog(MS) 
 - จิตราพรรณ 



        5.3   สารเคมีควบคุมการเจริญเติบโต 
- ไซโตไคนิน (BA และ ไคเนติน ) 

5.4  สารโคลชิซีน  
6. สารเคมีที่ใชในการยอมสีเนื้อเยื่อ 

1. แอลกอฮอล 70%, 95% และ 100% 
2. SaffaninO 
3. Xylene 
4. คานาดาบาลซัม 

7. หองเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ (Culture room) 
8. ชั้นเล้ียงเนื้อเยื่อ 
9. เคร่ืองควบคุมเวลา (Timer) 
10. หลอดไฟ และหลอด UV 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 วิธีการทดลอง  
การทดลองท่ี 1 การเพิ่มปริมาณ protocorm-like bodies (plbs) ของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง โดย
วิธ ีการผาโปรโตคอรม2 ทิศทางดวยกันคือ ผาคร่ึงตามขวาง และการผาคร่ึงตามยาว  
 

1.    พืชท่ีใชในการทดลอง  
นําฝกออนของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง (Dendrobium formosum) อายุประมาณ 3 เดือน 

นํามาเพาะเล้ียงจนเกิดเปน protocorm-like bodies แลวนําโปรโตคอรมของกลวยไมเอ้ืองเงิน
หลวงอายุ 6 เดือนหลังจากการเพาะเมล็ด มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
นํามาผาตามแนวขวางออกเปน 2 สวน (ใตแวนขยายขนาด 4x) โดยแยกเปนสวนดานบนและสวน
ดานลาง และผาตามยาว แบงออกเปนสองสวนเชนกัน 

 
2. อาหารท่ีใชเลี้ยงในการทดลอง 

นําโปรโตคอรมที่ผาทั้ง 2 ตําแหนง เล้ียงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went (VW) 
(1949) ดัดแปลงโดยเติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร และผงถานกัมมันต 0.1 กรัมตอลิตร 
เปรียบเทียบกับอาหารแข็งสูตร Murashige and Skoog (MS) (1962) และอาหารสูตรจิตราพรรณ 
(2536) ดัดแปลงโดยเติมผงถานกัมมันต 0.1 กรัมตอลิตร 

อาหารที่ใชในการเพาะเล้ียงนี้ปรับใหมีคา pH อยูที่ 5.8 + 0.2  และเติมผงวุน 0.25%  
(gelrite) และนําอาหารที่เตรียมนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียโดยใชหมอนึ่งความดันไอน้ําที่ความดันระดับ 
104 kPa อุณหภูม ิ1210C  นาน 20 นาที  

 
3. การวางแผนการทดลอง 
       วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD(completely randomized design) 

ประกอบดวยโปรโตคอรมที่ไดจากการผาตามแนวขวาง แยกเปนสวนบน และสวนลาง และ  โปร-
โตคอรมที่ผาตามแนวยาว  ทําการเพาะเล้ียงเปนเวลา  45 วัน ทําการเปรียบเทียบระหวางการใช
ปจจัย 2 ปจจัยคือ 

 ปจจัยแรก    คือ     สูตรอาหารที่ใช ม ี3 สูตร คือ สูตร VW , MS และ จิตราพรรณ 
ปจจัยที่สอง คือ  ชิ้นสวนของโปรโตคอรมที่ทําการผาตามแนวขวางแบงออกเปน 2 สวน 

โดยแยกเปนสวนดานบนและสวนดานลาง และผาตามยาว แบงเปน 2 สวนเชนกัน (ซายและขวา) 
  หลังจากนําเนื้อเยื่อโปรโตคอรมที่ผาในแนวตางๆลงเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห

ทั้ง 3 สูตร ในสภาพปลอดเชื้อ นําขวดเพาะเล้ียงวางบนชั้นวางขวดที่มีหลอดฟลูออเรสเซนตสีขาว 
ซึ่งใหแสงสวางนาน 16 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิหอง 25 +2 องศาเซลเซียส เพาะเล้ียง               



โปรโตคอรมนาน 45 วัน การทดลองนี้ทํา 10 ซ้ํา ซ้ําละ 1 ขวด ขวดละ 5 ชิ้น หลังจากบันทึกอัตรา
การรอดชีวิตของโปรโตคอรม (รอยละ)  อัตราโปรโตคอรมที่งอกข้ึนมาใหม (รอยละ)  การ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนและใหคะแนนขนาดของกลุมโปรโตคอรมที่เกิดข้ึน แบงเปน 3 ระดับ ดังนี้ 

ระดับคะแนน    ขนาดเสนผานศูนยกลางโปรโตคอรม 
   1 คะแนน     1-3    มิลลิเมตร 
   2 คะแนน     3.1-5 มิลลิเมตร 
   3 คะแนน     5.1     มิลลิเมตรข้ึนไป 
หลังจากไดชิ้นสวน และสูตรอาหารที่เหมาะสมแลว ทําการเปรียบเทียบชนิดของ        

ไซโตไคนิน (BA และ ไคเนติน ) ที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนของโปรโตคอรม ที่ระดับความเขมขน 
0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 มิลลิกรัมตอลิตร 

นําขวดเนื้อเยื่อทั้ง 10 ทรีตเมนต วางขวดเพาะเล้ียงบนชั้นวางขวดเพาะเล้ียงที่มีหลอด
ฟลูออเรสเซนตสีขาว ซึ่งใหแสงสวางนาน 16 ชั่วโมงตอวัน ที่ความเขมแสง 1,000 ลักซ ที่
อุณหภูมิหอง 25 องศาเซลเซียส และทําการถายขวดเปล่ียนอาหารทุกๆ 15 วัน  เพาะเล้ียงเปน
เวลา 60 วัน วางแผนการทดลองแบบ CRD แตละทรีตเมนตทํา 5 ซ้ําๆละ 1 ขวดๆละ 5 ชิ้น 

บันทึกจํานวน(รอยละ) การรอดชีวิตของโปรโตคอรม การเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน          
 

การทดลองท่ี 2 ศึกษาถึงความเขมขน และระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสาร โคลชิซีน
(colchicine) กับ โปรโตคอรมของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง  
 
 Protocorm-like bodies ของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง อายุ 6 เดือนหลังจากการเพาะเมล็ด 
ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร และโปรโตคอรมที่ไดทําการผา(จากการทดลองที่
1)เล้ียงบนอาหารเหลวสูตร Vacin and Went (1949) ที่เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร ที่มี
สารโคลชิซีนความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.5 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลานาน
ตางกันคือ 1, 3, 5, 7 และ 9 วัน จากนั้นยายลงเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went (1949) 
ที่เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร เปนเวลานาน 30 วัน  วางขวดเพาะเล้ียงบนชั้นวางขวด
เพาะเล้ียงที่มีหลอดฟลูออเรสเซนตสีขาว ซึ่งใหแสงสวางนาน 16 ชั่วโมงตอวัน ที่ความเขมแสง 
1,000 ลักซ ที่อุณหภูมิหอง 25 องศาเซลเซียส และทําการถายขวดเปล่ียนอาหารทุกๆ 15 วัน      
วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD มีทั้งหมด 25 ทรีตเมนต แตละทรีตเมนตทํา 5 ซ้ําๆละ 1 
ขวดๆละ 5 โปรโตคอรม บันทึกเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของโปรโตคอรม ในแตละทรีทตเมนต 

นําโปรโตคอรมที่ไดจาการเพาะเล้ียงโดยที่ผานการแชสารโคลชิซีนในอาหารเหลว นํามา
เล้ียงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went (1949) เปนเวลา 30 วันแลว ทําการชักนําให             



โปรโตคอรมพัฒนาไปเปนตน โดยนํามาเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร Vacin and Went (1949) 
ดัดแปลงที่เติม น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตรตอลิตร รวมกับกลวยบด 100 กรัม น้ําตมจากมันฝร่ัง 50 
กรัม และผงถานกัมมันต 0.1 กรัม นําขวดเพาะเล้ียง เล้ียงบนชั้นวางขวดเพาะเล้ียงที่มีหลอด 
ฟลูออเรสเซนตสีขาว ซึ่งใหแสงสวางนาน 16 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิหอง 25 องศาเซลเซียส นาน 
60 วัน โดยเปล่ียนอาหารทุกๆ 15 วัน  วางแผนการทดลองแบบ CRD แตละทรีทเมนตทํา 5 ซ้ําๆละ 
1 ขวดๆละ 5 โปรโตคอรม บันทึกจํานวนตนที่รอด เพาะเล้ียงเปนเวลา 2 เดือน 
 
การทดลองท่ี 3 การตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 
 การตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอทําไดโดย นําไปตรวจดวยเคร่ือง flow cytometer ในการ
ทดลองนี้ใชเคร่ืองรุน PA II ใชแหลงแสงเหนือมวง(UV) รวมกับสาร 4’6-diamidino-2-
phenylindole(DAPI dye) ของบริษัท Partec ประเทศเยอรมัน 
 โดยทําการบดตนออนกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 0.1-0.5 กรัม ใน CyStain UV Ploidy buffer 
ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ทําการกรองสารแขวนลอยนิวเคลียสผานตัวกรองขนาด 30 ไมโครเมตร 
เติม CyStain UV Ploidy buffer ลงในสารแขวนลอยเพิ่มอีก 500 ไมโครลิตร นําตัวอยางที่ไดเขา
เคร่ืองวัดดวย flow cytometer และบันทึกผลที่เกิดข้ึน 
 
การทดลองท่ี 4 ทางดานสัณฐานวิทยาของใบตนออนกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
 ทําการสองนับจํานวนเซลลคุมของตนกลวยไมในหนวยพื้นที ่ และทําการวัดขนาดของ
เซลลคุมใบ เปรียบเทียบระหวางตนกลวยไมที่ไดรับสารโคลชิซีนและไมไดรับ 
 
การทดลองท่ี 5 ทางดานกายวิภาคของรากตนออนกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
 ทําการตัดตามขวาง (free hand x-section) รากของตนออนกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางตนกลวยไมที่ไดรับสารโคลชิซีนและไมไดรับ 
 
การวิเคราะหผล  
 
        สถิติท่ีใชวิเคราะหผลการวิจัยมีดังน้ี 

การเพิ่มปริมาณ protocorm-like bodies (plbs) ของกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง โดยวิธ ีการ
ผาโปรโตคอรม2 ทิศทางดวยกันคือ ผาคร่ึงตามขวาง และการผาคร่ึงตามยาว 



- สถิติที่ใชในการวิเคราะห คือ factorial in CRD(completely randomized design) 
จากนั้นทําการเปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางการทดลองโดยใช Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p < 0.05) 

 
เปรียบเทียบชนิดของไซโตไคนิน (BA และ ไคเนติน )ที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนของ 

โปรโตคอรมกลวยไมเอ้ืองเงินหลวง 
- สถิติที่ใชในการวิเคราะห คือ CRD (completely randomized design) จากนั้นทําการ

เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางการทดลองโดยใช Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p < 0.05) 

 
ศึกษาความเขมขน และระยะเวลาที่เหมาะสมของการใชสาร โคลชิซีน 
- สถิติที่ใชในการวิเคราะห คือ CRD (completely randomized design) จากนั้นทําการ

เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางการทดลองโดยใช Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p < 0.05) 
 
 ศึกษาถึงจํานวนเซลลคุมที่เกิดจากตนออนกลวยไมที่ไดรับสารโคลชิซีน 
 - สถิติที่ใชในการวิเคราะห คือ CRD (completely randomized design) จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางการทดลองโดยใช Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p < 0.05) 
 
สถานท่ีทําการทดลอง 

หองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ภาควิชาเทคโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต 
ระยะเวลาทําการทดลอง 
  เร่ิมการทดลองเดือนมกราคม 2552 ส้ินสุดการทดลอง กุมภาพันธ 2553 
 


