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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารและสารเรงการเจริญเติบโต 
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ตารางที่ 1 องคประกอบของอาหารสูตร Vacin and Went (1949) และสูตรดัดแปลงของ VW ที่ปรับ 
   ลดปริมาณไนโตรเจนจาก 9 มิลลิโมลาร เปน 4.5 มิลลิโมลาร 

 
สูตรอาหาร (มิลลิกรัมตอลิตร) องคประกอบ 

VW 4.5VW 
ธาตุอาหารหลัก   
Ca3PO4 200 200 
KNO3 525 262.5 
KH2PO4 250 250 
MgSO4·7H2O 250 250 
(NH4)2SO4 500 250 
KCl - 193.7 
ธาตุอาหารรอง   
FeSO4·7H2O 28.0 28.0 
MnSO4·4H2O 7.5 7.5 
Na2-EDTA 73.0 73.0 
สารอินทรีย   
Sucrose  20,000 (20 g/l) 20,000 (20 g/l) 
phytagel  2,500 (2.5 g/l) 2,500 (2.5 g/l) 
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ตารางที่ 2 องคประกอบของอาหารสูตร Murashige and Skoog (1962) 
  

องคประกอบ มิลลิกรัมตอลิตร 
ธาตุอาหารหลัก  
MgSO4·7H2O 370 
CaCl2·2H2O 440 
KNO3 1,900 
NH4NO3 1,650 
KH2PO4 170 
ธาตุอาหารรอง  
FeSO4·7H2O 27.8 
MnSO4·4H2O 22.3 
KI 0.83 
CoCl2·6H2O 0.025 
ZnSO4·7H2O 8.6 
CuSO4·5H2O 0.025 
H3BO3 6.2 
Na2MoO4·2H2O 0.25 
สารอินทรีย  
Na2EDTA 37.3 
Thiamine-HCl 0.1 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine-HCl 0.5 
Glycine 2 
Myo-inosital 100 
Sucrose  30,000 (30 g/l) 
phytagel  2,500 (2.5 g/l) 
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การคํานวณหาปริมาณไนโตรเจนรวมในอาหารสูตร VW ตามตารางที่ 1 
 
            -ไนโตรเจนในรูป (NH4)2SO4 มีน้ําหนักโมเลกุล 132.154 ประกอบดวย N = 28.02 
 ในอาหาร 1,000 มิลลิลิตร ใช (NH4)2SO4 500 มิลลิกรัม ประกอบดวย 
  N = (500×28.02)/132.154 
       = 106.013 มิลลิกรัม 
 จํานวนโมลของ N ใน (NH4)2SO4  = 106.013/28.02 = 3.8 มิลลิโมลาร 
 
            -ไนโตรเจนในรูป KNO3 มีน้ําหนักโมเลกุล 101.11 ประกอบดวย N = 14.01 
 ในอาหาร 1,000 มิลลิลิตร ใช KNO3 525 มิลลิกรัม ประกอบดวย  
  N = (525×14.01)/101.11  

    = 72.745 มิลลิกรัม 
 จํานวนโมลของ N ใน KNO3 = 72.745/14.01 = 5.2 มิลลิโมลาร 
 
 ดังนั้นปริมาณไนโตเจนรวมในอาหารสูตร VW = 3.8 + 5.2 = 9 มิลลิโมลาร 
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การเตรียมสารละลายเขมขนของสารเรงการเจริญเติบโต 
 

1.    BA (6- Benzylaminopurine) ความเขมขน 1.0 mg/ml 
ละลายฮอรโมน BA 100 มิลลิกรัม ใน 0.1% KOH 1-2 มิลลิลิตร (หรือละลายหมด) 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 
  

2.    NAA (�- Naphthalene acetic acid) ความเขมขน 1.0 mg/ml 
ละลายฮอรโมน NAA 100 มิลลิกรัม ใน 0.1% KOH 1-2 มิลลิลิตร (หรือละลายหมด) 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อพชืดวยวิธีพาราฟนและวิธียอมสีเนื้อเยื่อพืช 
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1. การเตรียมตวัอยางเนื้อเยื่อพืชดวยวิธีพาราฟน 
สารละลายที่ใช 
 1. สารละลายที่ใชรักษาสภาพเนื้อเยื่อพืช (fixative) 
  Formalin-Aceto-Alcohol (FAA) 
   50% (หรือ 70%) ethanol   90 มล. 
   glacial acetic acid     5 มล. 
   formalin      5 มล. 
 2. สารละลายที่ใชแทนทีน่้ํา (dehydrating agent) 
   ethanol และ n-butanol 
 3. สารที่ใชฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) 
   พาราฟนเหลว (paraplast) 
วิธีทํา 
 1. ใชใบมีดโกนตัดตวัอยางพชืเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 5-8 มม. ขณะตดัใหช้ินสวนดังกลาวอยู
ในน้ํา 
 2. แชช้ินสวนพืชในสารละลาย FAA เปนเวลาอยางนอย 18 ช่ัวโมง 
 3. ลางชิ้นสวนพืชใน - 50% ethanol คร้ังแรก 2-3 นาที 
          - 50% ethanol คร้ังที่ 2  1-2 ช่ัวโมง ถึงคางคืน 
          - 70% ethanol คางคืน 
 4. แทนที่น้ําภายในเซลล (dehydration) ดวยสารละลาย ethanol กับ n-butanol ตามลําดับ
ความเขมขนของแอลกอฮอล (1-5) คือ ต้ังแต 50%, 70%, 85%, 95% และ 100% แอลกอฮอล ขั้นละ 
1 ช่ัวโมง 
 สวนผสมของสารละลายแอลกอฮอล (1-5): 
  1. น้ํากลั่น   50 มล. 
      95% ethanol   40 มล. 
      butanol   10 มล. 
  2. น้ํากลั่น   30 มล. 
      95% ethanol   50 มล. 
      butanol   20 มล. 
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3. น้ํากลั่น   15 มล. 
      95% ethanol   50 มล. 
      butanol   35 มล. 
  4.  95% ethanol   45 มล. 
       butanol   55 มล. 
  5.  absolute ethanol  25 มล. 
       butanol   75 มล. 

 
5. เปล่ียนมาแชใน absolute ethanol นาน 1 ช่ัวโมง 
6. แชใน absolute ethanol ที่หยดสี eosin หรือ light green ลงไปเล็กนอย ทิ้งไวคางคนื (การ

หยดสีลงไปดวยเพื่อใหช้ินสวนพืชมีสี ชวยใหมองเห็นงาย สีที่ติดบนเนือ้เยื่อนี้จะหลุดออกเมื่อ 
section ผานแอลกอฮอล ในขั้นตอนการยอมสี) 

7. ถายชิ้นสวนพืชมาแชในพาราฟนที่หลอมเหลวแลวในตูอบพาราฟน (อุณหภูมิ 58°ซ) 
ประมาณ 1 ช่ัวโมง (P1) แลวเปลี่ยนพาราฟนใหมอีก 2 คร้ัง (P2, P3 ) แตละครั้งใชเวลาอยูในตูอบนาน  
1-2 ช่ัวโมง (แลวแตลักษณะของเนื้อเยื่อ) 

8. เทพาราฟนเหลวลงในแบบ (embedding mold) แลวฝงชิ้นสวนพืชลงในแบบทนัที และ
จัดเรียงใหอยูในแนวที่ตองการ ตั้งทิ้งไวจนพาราฟนแข็งตวั จากนั้น แกะแบบออก นําแทงพาราฟน
พรอม label  

9. นําแทงพาราฟนที่มีช้ินสวนพืชไปตัดดวยเครื่องไมโครโตม ความหนาของ section 10-12 
µM ติด section บนแผนสไลด 

10. นําสไลดไปเขาตูอบ (อุณหภูมิประมาณ 56-60°ซ) อบนาน 45-60 นาที เพื่อให section 
ที่ติดบนแผนสไลดแหงสนิทและติดแนน จากนั้นนาํสไลดไปเก็บไวในกลอง รอยอมสีตอไป  
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2. วิธียอมสีเนือ้เยื่อพืชดวยสี safranin & fast green 
สียอม: 
 1% aqueous safranin 
  safranin O (C.I. 50240)   1 กรัม 
  น้ํากลั่น             100  มล. 
 0.2% fast green ในแอลกอฮอล 
  fast green FCF (C.I. 42053)  0.2 กรัม 
  absolute ethanol               100 มล. 
วิธียอม: 
 1. ละลายพาราฟนออกจากเนือ้เยื่อ โดยจุมสไลดลงใน xylene 2 คร้ังๆ ละ 5-10 นาที 
 2. เพิ่มน้ํา โดยแชสไลดลงใน: 
  - 95% ethanol 2 คร้ังๆ ละ 3-5 นาที 
  - 70% ethanol 2-3 นาท ี  
  - 50% ethanol 2-3 นาท ี
  - จุมในน้ําประปา 
 3. ยอมสี section ดวย 1% aqueous safranin O นาน 30-50 นาที 
 4. ลางสีที่ติดบนสไลดออกโดยจุมยกในน้ํากลั่น เปล่ียนน้าํ 2 คร้ัง 
 5. แทนที่น้ําดวย 50%, 70% และ 95% ethanol ขั้นละ 2-3 นาที 
 6. counterstain ดวย 0.2% fast green ในแอลกอฮอล (1-15 วนิาท)ี 
 7. ลางสีสวนเกินและขจัดน้าํออกดวย absolute ethanol 2 คร้ัง 
 8. ทําใหใสดวย xylene 2 คร้ังๆ ละ 3-5 นาที 
 9. หยด DPX แลวปด แผนแกวทับ 
 10. ทําความสะอาดสไลด และ label       
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ประวัติผูวิจัย 
 

ช่ือ-สกุล  นางสาวตวงพร โรจนวงศ 
ที่อยู 240 (โครงการรวมกันสราง) ถนนลาดพราว 101 แขวงคลองจั่น อําเภอ

บางกะป จังหวัดกรุงเทพ 10240 
ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2542 สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศกึษาปที่ 6 จากโรงเรียนมัธยมวัดบึงทองหลาง 
 พ.ศ. 2545 สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต คณะวิทยาศาสตร สาขา 

ชีววิทยา จากมหาวิทยาลัยศิลปากร 
การศึกษารายบุคลเร่ือง “การใชไอน้ําสมสายชูเพื่อลดการเนาเสียของ  
มะละกอหลังเก็บเกีย่ว” 

 พ.ศ. 2546 ศึกษาตอระดบัปริญญามหาบัณฑิต สาขาชีววิทยา บัณฑิตวิทยาลัย  
มหาวิทยาลัยศลิปากร 
วิทยานิพนธเร่ือง  “การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการชักนําใหออกดอกใน
หลอดทดลองของกลวยไมลูกผสมฟาแลนนอปซิส (Phalaenopsis Silky 
Moon)” 
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