
บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 

 
3.1 แหล่งน ้าที่ท้าการศึกษาสาหร่ายและคุณภาพน ้า 
 ท้ำกำรส้ำรวจและเก็บตัวอย่ำง ในอ่ำงเก็บน ้ำเขื่อนสิรินธร ซึ่งเขื่อนสิรินธร ตั งอยู่ที่ อ้ำเภอ        
สิรินธร จังหวัดอุบลรำชธำนี ก้ำหนดจุดเก็บตัวอย่ำง 10 จุด ดังนี  

- จุดที่ 1 - 6 อยู่บริเวณภำยในตัวเขื่อน เริ่มจำกหน้ำสันเขื่อน ไปทุกๆ 1 กิโลเมตร 
- จุดที่ 7 จุดที่ได้รับผลกระทบจำกกิจกรรมของชุมชน บริเวณพัทยำน้อย  
- จุดที่ 8 จุดที่ได้รับผลกระทบจำกกิจกรรมของชุมชน บริเวณหมู่บ้ำนค้ำก้อม ต้ำบลฝำงค้ำ 

อ้ำเภอสิรินธร จังหวัดอุบลรำชธำนี 
- จุดที่ 9 บริเวณประตูเขื่อนสิรินธร 
- จุดที่ 10 บริเวณน ้ำจำกเข่ือนสิรินธรไหลมำบรรจบกับแม่น ้ำมูลบริเวณเข่ือนปำกมูล 
 

3.2 อุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือวิจัยสาหร่ายและคุณภาพน ้า  
 3.2.1 อุปกรณ์ในกำรศึกษำคุณภำพน ้ำ สำหร่ำย และแพลงก์ตอนพืช 
      1) อุปกรณ์เก็บน ้ำเพื่อวิเครำะห์คุณภำพน ้ำ 
  - ขวดโพลีเอธิลีนขนำด 1 และ 2 ลิตร 
  - ขวดวัดค่ำปริมำณออกซิเจนที่แบคทีเรียใช้ในกำรย่อยสลำยสำรอินทรีย์ และขวด
วัดค่ำออกซิเจนที่ละลำยในน ้ำ 
     2) อุปกรณ์และสำรเคมีในกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำเพ่ือส้ำรวจชนิดและปริมำณของ
สำหร่ำย และ แพลงก์ตอนพืช 
  - ตำข่ำยแพลงก์ตอน ขนำดควำมถ่ี 10 ไมครอน 

 - ขวดแก้วสีชำขนำด 100 มิลลิลิตร 
  - สำรเคมี Lugol,s solution ใช้ในกำรเก็บรักษำแพลงก์ตอนพืช 
  - ถังน ้ำแข็งขนำดใหญ่ 
  - บีกเกอร์ ขนำด 1,000 มิลลิลิตร 
     3) อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงน ้ำเพื่อวิเครำะห์หำปริมำณโคลิฟอร์มแบคทีเรีย ได้แก่  

 - ขวดแก้วสีชำที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว 
 - ปิเปต (Pipette) ขนำด 1 มิลลิลิตร 

     4) อุปกรณ์วิเครำะห์คุณภำพน ้ำทำงกำยภำพและเคมี 
 - เครื่องวัด pH (รุ่น YSI Model 63, USA) 
 - เครื่องวัดค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ (Conductivity meter) (รุ่น YSI Model 63, USA)  
 - ไมโครปิเปตอัตโนมัติ (Automatic micropipette) (รุ่น Gilson P200, USA) 
 - เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) 
 - สำรเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรวิเครำะห์หำปริมำณออกซิเจนที่ละลำยในน ้ำ  และ

ปริมำณออกซิเจนที่แบคทีเรียใช้ในกำรย่อยสลำยสำรอินทรีย์  ได้แก่ แมงกำนีสซัลเฟต (MnSO4)  
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อัลคำไลน์ ไอโอไดด์  เอไซด์  (Alkali iodode azide reagent หรือ  AIA), กรดซัลฟิวริกเข้มข้น  
(conc. H2SO4) และโซเดียมไธโอซัลเฟต 0.025N (Na2S2O3) พร้อมทั งชุดไทเทรต 

 - สำรเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ค่ำควำมเป็นด่ำงของน ้ำ ได้แก่ ฟีนอล์ฟธำ
ลีน (Phenolphthalein), เมทิลออเรนจ์ (Methyl Orange), กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.02 นอร์มอล  
(conc. H2SO4) และชุดไทเทรต ได้แก่ บิวเรต, ขวดรูปชมพู่, บีกเกอร์ และกระบอกตวง 

 - สำรเคมีและอุปกรณ์วิเครำะห์ปริมำณฟอสเฟต ได้แก่ ผงแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต , 
สำรละลำยฟีนอล์ฟธำลีน อินดิเคเตอร์ , โซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH), สำรละลำยโมลิบเดต 
(Molybdate solution), สำรละลำยสแตนนัสคลอไรด์ (Stannous chloride solution), น ้ำกลั่น, 
เตำไฟฟ้ ำ (Hot plate), ขวดรูปชม พู่  ขนำด 125 มิ ลลิ ลิ ตร, เครื่องส เปกโตรโฟ โตมิ เตอร์ 
(Spectrophotometer) (รุ่น  GENESYS UV 10, USA), คิวเวต (cuvette), ปิ เปต  และขวดปรับ
ปริมำตร (Volumetric flask) 

 - สำรเคมีและอุปกรณ์วิเครำะห์ปริมำณไนเตรทได้แก่ เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์, 
คิวเวต, ปิเปต, ขวดรูปชมพู่, สำรละลำยบลูซีน-กรดซัลฟิวริก และน ้ำกลั่น 
    5) อุปกรณ์วิเครำะห์คุณภำพน ้ำทำงชีวภำพบำงประกำร 
  - สำรเคมีและอุปกรณ์ส้ำหรับวิเครำะห์ปริมำณ คลอโรฟิลล์ เอ ได้แก่ กระดำษกรอง 
GF/C (Glass fiber filter) และกระดำษกรอง Whatman No.1 กระดำษอะลูมิเนียมฟอยด์ โกร่งบด
ยำSpectrophotometer รุ่น GENESYS UV 10 ส้ำหรับกำรวิเครำะห์คลอโรฟิลล์ เอ 
  - อุปกรณ์วิเครำะห์โคลิฟอร์มแบคทีเรีย ได้แก่ อำหำรเลี ยงเชื อ Lauryl sulfate 
tryptose broth (LSTB) หลอดทดลอง (สูตรอำหำรดังภำคผนวก ข) 
     6) อุปกรณ์ศึกษำชนิดและปริมำณสำหร่ำย 
  - กล้องจุลทรรศน์ เลนส์ประกอบ (compound microscope) รุ่น  OLYMPUS             
CH 30  
  - สไลด์และกระจกปิดสไลด์ 
  - หนังสือในกำรจัดจ้ำแนกชนิดของแพลงก์ตอนพืช 

 - Ocular micrometer และ stage micrometer  
 - Haemacytometer 

อุปกรณ์ในการเพาะเลี ยงสาหร่าย 
1) ตัวอย่ำงน ้ำ 
2) หลองทดลองที่เป็นฝำเกลียว 
3) ขวดแก้ว ขนำด 500 มิลลิลิตร 
4) สูตรอำหำรพื นฐำน ได้แก่ สูตรโบลด์ สูตรปรับปรุงชู เบอร์ 10 และสูตร BG 11 
5) น ้ำทิ งจำกโรงอำหำรมหำวิทยำลัยรำชภัฏอุบลรำชธำนี 
6) หม้อนึ่งควำมดันไอ (Autoclave) 
7) เครื่องเสปกโตรโฟโตมิเตอร์ (รุ่น GENESYS UV 10, USA) 
8) เครื่องวัด pH (รุ่น YSI Model 63, USA) 
9) เครื่องวัดค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ (รุ่น YSI Model 63, USA)  
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10) เครื่องเขย่ำ 
 

 การวางแผนการเก็บตัวอย่างความหลากหลายทางชีวภาพของสาหร่ายและคุณภาพน ้า 
 วำงแผนกำรเก็บตัวอย่ำงสำหร่ำย และแพลงก์ตอนพืช ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำ 3 ฤดูกำล 
ทั งหมด 10 จุดๆละ 3 ซ ้ำ โดยก้ำหนดกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำ ดังนี  
 ฤดูหนำว ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำในวันที่ 20 กุมภำพันธ์ พ.ศ. 2554 
 ฤดูร้อน ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำในวันที่ 30 เมษำยน พ.ศ. 2554 
 ฤดูฝน ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำในวันที่ 9 กรกฎำคม พ.ศ. 2554 
 
 การเก็บตัวอย่างความหลากหลายทางชีวภาพของสาหร่ายและคุณภาพน ้า 
 - กำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำ ในตัวเขื่อนใช้เรือพำยในกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำ เก็บตัวอย่ำงจำกจุดต่ำงๆ
จุดละ 3 ลิตร ใส่ขวดพลำสติก โดยเก็บลึกประมำณ 30 เซนติเมตร น้ำตัวอย่ำงที่ได้ไปศึกษำคุณภำพ
น ้ำทำงด้ำนกำยภำพ เคมี และชีวภำพในห้องปฏิบัติกำรต่อไป 
 
 ศึกษาคุณภาพน ้าทางกายภาพและเคมี ในอ่างเก็บน ้าเขื่อนสิรินธร ในจังหวัดอุบลราชธานี 
 - สังเกตสี กลิ่น ของน ้ำแต่ละจุดเก็บตัวอย่ำง 
 - วัดอุณหภูมิของน ้ำและอำกำศโดยใช้เทอร์โมมิเตอร์ 
 - วัด pH ของแหล่งน ้ำโดยใช้ pH meter รุ่น YSI Model 63 
 - วัดค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำของน ้ำโดยใช้ conductivity meter รุ่น YSI 63 
 - วิเครำะห์หำปริมำณ DO โดยใช้วิธี Azide modification (APHA, 1998) 
 - วัดค่ำควำมลึกท่ีแสงส่องถึง (secchi depth) โดยใช้ Secchi disc 
 
 เก็บตัวอย่างมาท้าการศึกษาคุณภาพน ้าทางกายภาพ เคมี และชีวภาพบางประการที่
ห้องปฏิบัติการ  

1. เก็บตัวอย่ำงน ้ำใส่ขวดโพลีเอธิลีนมำท้ำกำรไทเทรตหำค่ำควำมเป็นด่ำง (alkalinity) โดยใช้
วิธี Phenolpthalein methyl orange indicator (APHA, 1998)  

2. หำปริมำณออกซิเจนที่ละลำยในน ้ำ (DO) โดยวิธี Azide modification (APHA,1998) 
 3. วิเครำะห์หำปริมำณออกซิเจนที่แบคทีเรียใช้ย่อยสลำยสำรอินทรีย์ (BOD) ด้วยวิธีไทเทรต 
โดยวิธี Azide modification (APHA, 1998)  
 4. วิเครำะห์หำปริมำณไนเตรท-ไนไตรเจน และปริมำณฟอสเฟตทั งหมดที่ละลำยในน ้ำ โดยใช้
วิธี Spectrometic Method ด้วยเครื่อง Spectrophotometer (รุ่น GENESYS UV 10) 
 
 การวิเคราะห์คุณภาพน ้าทางชีวภาพบางประการ  
 1. หำปริมำณคลอโรฟิลล์ เอ โดยวิธีของ Nusch (1980) และตรวจวัดโดยใช้เครื่อง
Spectrophotometer รุ่น GENESYS UV 10 
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 2. เก็บตัวอย่ำงน ้ำไปตรวจหำ total และ fecal coliform bacteria โดยวิธ ี Standard 
multiple tube fermentation technique 
 3. เก็บสำหร่ำยบริเวณแหล่งน ้ำตำมจุดที่ก้ำหนด เพ่ือน้ำไปวินิจฉัยแพลงก์ตอนพืชโดยกำร
กรองน ้ำ 50 ลิตร ผ่ำนตำข่ำยแพลงก์ตอน ขนำดควำมถี่ 10 ไมครอน กรองน ้ำ ให้ได้ปริมำตร 100 
มิลลิลิตร ถ่ำยลงใส่ขวดเก็บตัวอย่ำงสีชำ และเก็บรักษำด้วยน ้ำยำ Lugol 1 มิลลิลิตร 
 
 การประเมินคุณภาพน ้า (ภาคผนวก ข) 
 ประเมินคุณภำพน ้ำโดยกำรให้ล้ำดับคะแนนตำมหลักของ Lorraine and Vollenweider 
(1981) และ Wetzel (1983) ซึ่งประยุกต์โดยยุวดีและคณะ (2544) และมำตรฐำนน ้ำผิวดินของ
คณะกรรมกำรสิ่งแวดล้อมแห่งชำติ พ.ศ.2537 และ AARL-PP score (ยุวดีและคณะ, 2544) 
 
 การศึกษาสาหร่าย 
 วินิจฉัยสำหร่ำยโดยพยำยำมให้ถึงระดับชนิด โดยใช้หนังสือที่เกี่ยวข้อง เช่น หนังสือสำหร่ำย
น ้ำจืดในภำคเหนือของประเทศไทย หนังสือในกำรจ้ำแนกสำหร่ำยขนำดใหญ่  หนังสือของ 
Desikachary (1959), Entwise (1989), Kumano (2002), Barber and Haworth (1981), 
Lange-Bertaot  และ Kelly and Haworth, Pipp and Rott, Flora of New Zealand เล่มที่ I, II, 
III เป็นต้น ซึ่งท้ำกำรถ่ำยรูปภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ รุ่น OLYMPUS CH 30 
 การวิเคราะห์ข้อมูล 

หำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงปัจจัยทำงกำยภำพ เคมีและชีวภำพบำงประกำรที่มีผลต่อกำร
กระจำยตัว และควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพของสำหร่ำย เพ่ือน้ำไปใช้เป็นดัชนีทำงชีวภำพในกำร
บ่งชี คุณภำพน ้ำต่อไป 
 
วิธีการเพาะเลี ยงสาหร่ายกลุ่มไดอะตอม สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน และสาหร่ายสีเขียว 

1) วิธีการเพาะเลี ยงไดอะตอม 
 (1) เก็บตัวอย่ำงใส่กระปุกพลำสติก โดยเก็บตำมก้อนหินที่มีลักษณะมีเมือกลื่นๆลักษณะสี
น ้ำตำล และกำรเก็บโดยกรองผ่ำนตำข่ำยลำกแพลงก์ตอน 
 (2) ตัวอย่ำงที่เก็บมำต้องน้ำมำแยกชนิดสำหร่ำยให้บริสุทธิ์ โดยน้ำมำเลี ยงใส่อำหำรแข็งที่
เตรียม ใส่ไว้ในเพลต มีอำหำร 3 สูตร คือ Bold’s basal Media, Modified Chu No. 10 Media 
และ BG-11 Media โดยใช้วิธีกำร Streak ลงบนอำหำรแข็งเหมือนกำรแยกเชื อแบคทีเรีย ปิดจำน
อำหำรแล้วปิดทับด้วยพำรำฟิล์ม แล้วน้ำไปวำงไว้ในห้องควบคุมอุณหภูมิ 27 องศำเซลเซียส ใต้แสงไฟ
เพ่ือกระตุ้นกำรเจริญเติบโตเป็นเวลำ 7 วัน 
 (3) น้ำเชื อที่เลี ยงไว้มำเลือกเอำเฉพำะโคโลนีของสำหร่ำย ซึ่งลักษณะโคโลนีของสำหร่ำยจะมี
สีน ้ำตำล เหลือง เขียว หรือเขียวแกมน ้ำเงิน เพ่ือควำมแน่ใจต้องน้ำไปส่องดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 (4) จำกนั นเลือกโคโลนีที่เป็นโคโลนีของสำหร่ำยที่เป็นชนิดเดียวกันน้ำมำ Streak ลงบน
อำหำรแข็งอีกครั งท้ำเหมือนครั งแรก เพ่ือให้แน่ใจว่ำโคโลนีที่ได้เป็นเชื อที่บริสุทธิ์ควร  sub culture 
หลำยๆครั ง 
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 (5) เมื่อได้เชื อที่บริสุทธิ์แล้วน้ำเชื อมำขยำยใส่อำหำรเหลวในสูตรอำหำร 3 สูตร คือ Bold’s 
basal Media, Modified Chu No. 10 Media และ BG-11 Media โดยเลี ยงใส่หลอดทดลองหรือ
ขวดรูปชมพู่ เป็นเวลำ 7 วัน และเก็บไว้เป็นหัวเชื อบริสุทธิ์เพื่อกำรใช้ประโยชน์ต่อยอดขั นสูงต่อไป 
  
3.3 วิธีการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของพืช 

1) ท้ำกำรสุ่มพื นที่เก็บตัวอย่ำงด้วยวิธีกำร Stratified random อย่ำงน้อย 10 พื นที่ โดยต้อง
ครอบคลุมทุกสังคมพืช 

2) ออกส้ำรวจ และเก็บตัวอย่ำงพืชทุกเดือน ตำมพื นที่สุ่มเก็บตัวอย่ำง บันทึกข้อมูล
ภำคสนำมอย่ำงละเอียด 

3) แยกตัวอย่ำงพรรณไม้ ออกเป็นสองส่วน ส่วนที่หนึ่งเก็บรักษำในรูปแบบตัวอย่ำงดอง หรือ
ตัวอย่ำงแห้ง เก็บรักษำตัวอย่ำงไว้ที่ห้องปฏิบัติกำรเก็บรวบรวมพรรณไม้ท้องถิ่น สำขำวิชำชีววิทยำ 
คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยรำชภัฏอุบลรำชธำนี  

4) ส่วนที่สอง น้ำมำบรรยำย และตรวจสอบลักษณะสัณฐำนวิทยำของพืชที่พบอย่ำงละเอียด
ตำมหลักพฤกษอนุกรมวิธำน 

5) วิเครำะห์หำชื่อวิทยำศำสตร์ โดยใช้ Dichotomous key จำกหนังสือพรรณพฤกษชำติ
ของประเทศไทย (Flora of Thailand) และน้ำตัวอย่ำงพรรณไม้ไปเปรียบเทียบกับตัวอย่ำงพรรณไม้
แห้งในพิพิธภัณฑ์พืชสำกล 

3.4 อุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือวิจัยในการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อพืช  
 1) หม้อนึ่งควำมดันไอ (Autoclave) ใช้นึ่งฆ่ำเชื อจุลินทรีย์ในอำหำรวุ้นโดยใช้ควำมร้อนที่ 
อุณหภูมิ 121 °C ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำ 15 นำท ี 
 2) ตู้อบควำมร้อนแห้ง ใช้ในกำรฆ่ำเชื อเครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆโดยใช้อุณหภูมิ 180 °C 
เป็นเวลำ 2 ชม.  
 3) ตู้อบไมโครเวฟ ใช้สำหรับหลอมวุ้น  
 4) เครื่องชั่งอย่ำงหยำบ (ทศนิยม 2 ต้ำแหน่ง)  
 5) เครื่องชั่งอย่ำงละเอียด (ทศนิยม 4 ต้ำแหน่ง)  
 6) เครื่องวัดควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH-meter)  
 7) ถังเก็บน้ำกลั่น  
 8) ขวดใส่ Stock อำหำร  
 9) กระบอกตวง (Cylender) ขนำด 100 500 และ 1,000 มล.  
 10) บีกเกอร์ขนำด 30 50 150 250 600 และ 1,000 มล.  
 11) ปิเปต (Pipette) ขนำด 1 5 และ 10 มล.  
 12) แท่งแก้วคนสำร  
 13) ช้อนตักสำร  
 14) กระดำษชั่งสำรเคมี  
 15) กระดำษ Label  
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วิธีด้าเนินการวิจัยการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อพืชหายาก 

 สารเคมีในการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อพืช 
  1. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเพาะเลี ยงเนื อเยื่อพืช  
  1) สำรสำหรับเตรียมอำหำรสังเครำะห์สูตร Murashige and Skoog, 1962 (MS)  
  2) สำรประกอบอินทรีย์ที่ใช้ร่วมกับอำหำรเพำะเลี ยง ได้แก่ น้ำตำลซูโครส และ             
ผงวุ้น  
  3) สำรควบคุมกำรเจริญเติบโตของพืช ได้แก ่Naphthalene acetic acid (NAA) 
และBenzyladenine (BA)  
  4) สำรเคมีที่ใช้สำหรับปรับควำมเป็นกรด–ด่ำง ได้แก ่โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ควำมเข้มข้น 1 นอร์มอล  
  2. สารเคมีที่ใช้ในการฟอกฆ่าเชื อ  
  1) เอธิลแอลกอฮอล์ 70%  
  2) เอธิลแอลกอฮอล์ 95%  
 
 เครื่องมือที่ใช้ในการย้ายชิ นส่วน  
  1) ตู้ปลอดเชื อ (Laminar air flow) ที่ใช้ในกำรย้ำยชิ นส่วนพืช  
  2) ตะแกรงสำหรับวำงอุปกรณ์  
  3) ตะเกียงแอลกอฮอล์  
  4) ขวด พร้อมฝำปิด  
  5)จำนแก้ว (Petridish)  
  6) ปำกคีบ (Forcep)  
  7) มีดผ่ำตัดเบอร์ 3 และเบอร์ 4  
  8) ผ้ำสะอำดที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว  
  9) ขวดบรรจุอำหำรที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว  
 เครื่องมือที่ใช้ในห้องเลี ยงเนื อเยื่อ (Culture room)  
  1) ชั นวำงขวดสำหรับเพำะเลี ยงเนื อเยื่อพืช  
  2) เครื่องปรับอำกำศ  
  3) เทอร์โมมิเตอร์สำหรับวัดอุณหภูมิ  
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 สภาพแวดล้อมภายในห้องเลี ยงเนื อเยื่อพืช  
  1) ควำมเข้มของแสงจำกหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ 3,000 ลักซ ์ 
  2) ช่วงแสง 16 ชม./วัน  
  3) อุณหภูมิ 25±2 °C 

การทดลองที่ 1 การฟอกฆ่าเชื อและการงอกของผลอ่อนมะนาวป่าที่ได้จากการผสมเกสร
ตามธรรมชาติในเดือนพฤษภาคมและเดือนกรกฎาคม  
 น้ำผลอ่อนมะนำวป่ำ Atalantiamonophylla (DC.) Correa ที่ได้จำกกำรผสมเกสรตำม
สภำพธรรมชำติในช่วงเดือนพฤศจิกำยน- เดือนธันวำคม มำใช้ในกำรทดลองตำมระยะเวลำที่เก็บ
ต่ำงกัน 2ระยะคือ เดือนพฤษภำคม และกรกฎำคม มำฟอกฆ่ำเชื อด้วยกำรชุบผลอ่อนนั นด้วย
แอลกอฮอล์ 70% ประมำณ 3 นำทีก่อนน้ำเข้ำตู้ปลอดเชื อ จุ่มแอลกอฮอล์ 95% จำกนั นเผำไฟ 1 
ครั งก่อนน้ำไปวำงบนจำนแก้วที่รองด้วยกระดำษที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื อแล้ว ใช้มือข้ำงซ้ำยจับปำกคีบที่
บริเวณผิวเปลือกมะนำวป่ำไว้แล้วใช้ใบมีดเชือนตัดส่วนท้ำยออกเล็กน้อย ซึ่งเทคนิคกำรแกะเมล็ดออก
จำกผลอ่อนให้ปลอดเชื อท้ำได้ดังนี  

1) สังเกตหำร่องผลซึ่งจะมีทั งหมด 3 ร่องจรดปลำยมีดที่อยู่ในมือขวำลงบนปลำยผลให้มีดอยู่
บนแนวร่องผลร่องใดร่องหนึ่งก่อน ค่อย ๆ จรดใบมีดลงบริเวณผิวเปลือกถัดเข้ำไปในเนื อร่องเพียง
เล็กน้อยให้ระยะรองรับขั วผลพอดี  

2) จรดปลำยมีดลงให้เลยจุดที่เป็นขั วผลไปด้ำนหน้ำ 1-2 มม. จำกนั นจรดบริเวณปลำยมีดเข้ำ
หำตัวเล็กน้อย เพ่ือให้คมมีดตัดผลในลักษณะที่ไม่โดนเมล็ด  

3) เมื่อเปลือกแยกออกจำกกันจะเผยให้เห็นเมล็ดที่ 1 ต้องไม่ให้มือหรือมีดสัมผัสเมล็ดเป็นอัน
ขำด หำกสำมำรถใช้ปำกคีบคีบเมล็ดออกได้ก็ให้ใช้มืออีกด้ำนถือปำกคีบคีบเมล็ดออกไปใส่ลงในขวด
อำหำรสำหรับเพำะเลี ยงบรรจุอยู่ เมื่อได้เมล็ดที่ 1 แล้วต้องทำกำรตัดต่อไปจนครบทั ง 3 เมล็ดทั ง 3 
เมล็ดเหล่ำนี อำจมีเมล็ดดีเพียง 1-2 เมล็ด หรือไม่มีเลยดังนั นจึงต้องสังเกตเอำเมล็ดที่สมบรูณ์เท่ำนั น  

4) กำรสังเกตลักษณะเมล็ด เมล็ดดีจะมีลักษณะขำวขุ่นและมีขนำดใหญ่ เวลำคีบจะรู้สึกแข็ง
และมีเมล็ดอยู่ภำยใน ในขณะที่เมล็ดไม่ดีจะมีลักษณะใสและส่วนใหญ่มีขนำดเล็ก บำงครั งก็มีขนำด
ใหญ่และขำวขุ่นแต่ไม่มีเมล็ดอยู่ข้ำงใน เวลำคีบจะมีน ้ำแตกออกมำซึ่งลักษณะดังกล่ำวจะใช้ได้เฉพำะ
เมล็ดอ่อนที่เก็บในเดือนตุลำคมและธันวำคมเท่ำนั น ส่วนผลอ่อนที่เก็บในเดือนมีนำคม พฤษภำคม 
และกรกฎำคม สังเกตจำกเมล็ดที่มีขนำดใหญ่ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดข้ำงเคียง  

5) เมื่อได้เมล็ดแล้วใช้ปำกคีบแกะเปลือกหุ้มเมล็ดออก 2 ชั นเพื่อช่วยให้เมล็ดงอก ซึ่งกำรแกะ
เปลือกออกอำจทำทันที หรือรออีก 1 สัปดำห์ค่อยเปิดฝำขวดแล้วลนปำกขวดใช้ปำกคีบแกะออกก็ได้ 
กำรแกะทันทีจะทำได้ยำกกว่ำกำรรออีก 1 สัปดำห์ ซึ่งเปลือกจะแกะออกได้ง่ำยกว่ำ ท้ำกำรเพำะเลี ยง
เป็นเวลำ 2 4 และ 6 สัปดำห์ภำยใต้อุณหภูมิ 25±2 °C ให้แสง 16 ชม./วัน ควำมเข้มแสง 3,000 ลักซ์ 
เมื่อเมล็ดเริ่มงอกจะสังเกตเห็นเมล็ดมีสีเขียว เพำะเลี ยงต่อไปจนกระทั่งเมล็ดเจริญเป็นต้นและรำก
ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์กำรติดเชื อและเปอร์เซ็นต์กำรรอดชีวิตของเนื อเยื่อพืช  (จำนรรจ์, 2545) เก็บ
รวบรวมข้อมูลโดยตรวจนับเปอร์เซ็นต์กำรงอกและกำรเจริญพัฒนำ น้ำมำวิเครำะห์ผลทำงสถิติเพ่ือหำ
สูตรอำหำรที่ดีที่สุดตรวจวัดกำรเจริญโดยกำรวัดควำมยำวรำกเฉลี่ยของมะนำวป่ำ  แล้ววิเครำะห์ผล
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ทำงสถิติเพ่ือหำสูตรอำหำรที่ดีที่สุดวำงแผนแบบสุ่มตลอด (complete randomized design, CRD) 
ทำจ้ำนวน 12 ซ ้ำต่อ 1 หน่วยกำรทดลอง (treatment) น้ำข้อมูลที่ ได้มำวิเครำะห์ผลทำงสถิติ
เปรียบเทียบด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยโปรแกรม SPSS รุ่นที่ 16 
ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์

การทดลองที่ 2 การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด NAA ร่วมกับ BA ที่
เหมาะสมต่อการชักน้าให้เมล็ดอ่อนของมะนาวป่าเจริญและพัฒนาเป็นต้นและราก  
 น้ำผลอ่อนที่ได้จำกกำรฟอกฆ่ำเชื อจำกกำรทดลองที่ 1 มำศึกษำผลของสำรควบคุมกำร
เจริญเติบโตชนิด NAA ที่ระดับควำมเข้มข้น 0 0.1 และ 0.5 มก./ล. ร่วมกับ BA ที่ระดับควำมเข้มข้น 
0 0.5 1.0 และ 2.0 มก./ล. ที่เหมำะสมต่อกำรชักน้ำให้เมล็ดอ่อนของมะนำวป่ำสำมำรถเจริญและ
พัฒนำเป็นต้นและรำกที่สมบรูณ์ ดังตำรำงที ่1  

ตารางที่ 1 ระดับสำรควบคุมกำรเจริญชนิด NAA ร่วมกับ BA (มิลลิกรัมต่อลิตร) ในอำหำรสูตร MS 
(1962) 
 

NAA (mg/l) 
BA (mg/l) 

0 0.1 0.5 

0 NB1 NB2 NB3 
0.5 NB4 NB5 NB6 
1 NB7 NB8 NB9 
2 NB10 NB11 NB12 

 
 

 เก็บรวบรวมข้อมูล โดยตรวจนับเปอร์เซ็นต์กำรรอดชีวิต กำรงอกและกำรเจริญพัฒนำน้ำมำ
วิเครำะห์ผลทำงสถิติเพ่ือหำสูตรอำหำรที่ดีที่สุดตรวจวัดกำรเจริญโดยกำรวัดควำมยำวรำกเฉลี่ยของ
มะนำวป่ำ เก็บผลกำรศึกษำที่ 12 4 6 สัปดำห์ แล้ววิเครำะห์ผลทำงสถิติเพ่ือหำสูตรอำหำรที่ดีที่สุด
วำงแผนแบบสุ่มตลอด (complete randomized design, CRD) ท้ำจ้ำนวน 12 ซ ้ำต่อ 1 หน่วยกำร
ทดลอง (treatment) นำข้อมูลที่ได้มำวิเครำะห์ผลทำงสถิติเปรียบเทียบด้วยวิธี  Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT)โดยโปรแกรม SPSS รุ่นที่ 16 ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 
 การทดลองที่ 3 การศึกษาอัตราการรอดชีวิตของต้นอ่อนมะนาวป่า เม่ือน้าออกปลูกใน
สภาพธรรมชาติ  
 น้ำต้นอ่อนมะนำวป่ำที่ได้จำกกำรเพำะเลี ยงในกำรทดลองที่ 2 ที่มีลักษณะใบและรำกสมบรูณ์
มำปรับสภำพก่อนนำออกปลูก ด้วยกำรวำงขวดเพำะเลี ยงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ2 สัปดำห์ จำกนั น
จึงทำกำรย้ำยออกจำกขวดเพำะเลี ยง ล้ำงวุ้นที่ติดอยู่บริเวณปลำยรำกและใบออกให้สะอำด น้ำไป
เพำะเลี ยงบนวัสดุปลูกที่เปรียบเทียบวัสดุปลูกทั ง7 ชนิด คือ ดินดีพร้อมปลูกดินตรำดอกล้ำดวนดิน
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ตรำหัววัว ดินล้ำดวน ดินตรำดอกบัว ทรำย และพิทมอสโดยท้ำกำรเพำะเลี ยงเป็นระยะเวลำ 2 4 และ 
6 สัปดำห์ เพ่ือเปรียบเทียบอัตรำกำรรอดชีวิต ควำมสูงเฉลี่ย จ้ำนวนใบเฉลี่ยต่อต้น ควำมยำวใบเฉลี่ย
ต่อต้นและควำมกว้ำงใบเฉลี่ยต่อต้น  
 เก็บรวบรวมข้อมูล โดยตรวจนับเปอร์เซ็นต์กำรรอดชีวิต และกำรเจริญพัฒนำน้ำมำวิเครำะห์
ผลทำงสถิติเพ่ือหำชนิดของวัสดุปลูกที่ดีที่สุดตรวจวัดกำรเจริญโดยกำรวัดควำมยำวรำกเฉลี่ยของ
มะนำวป่ำ เก็บผลกำรศึกษำที่ 2 4 6 สัปดำห์ แล้ววิเครำะห์ผลทำงสถิติเพ่ือหำสูตรอำหำรที่ดีที่สุด
วำงแผนแบบสุ่มตลอด (complete randomized design, CRD) ท้ำจ้ำนวน 12 ซ ้ำต่อ 1 หน่วยกำร
ทดลอง(treatment) นำข้อมูลที่ได้มำวิเครำะห์ผลทำงสถิติเปรียบเทียบด้วยวิธี  Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) โดยโปรแกรม SPSS รุ่นที่ 16 ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 
3.5 สถานที่ทีใ่ช้ในการด้าเนนิการวิจัยและรวบรวมข้อมูล 

- อ่ำงเก็บน ้ำเขื่อนสิรินธร จังหวัดอุบลรำชธำนี 
- ห้องปฏิบัติกำรสำหร่ำย ห้องปฏิบัติกำรเพำะเลี ยงเนื อเยื่อพืช และห้องปฏิบัติกำร

อนุกรมวิธำนพืช สำขำวิชำชีววิทยำ คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยรำชภัฏอุบลรำชธำนี 
 

3.6 ระยะเวลาในการด้าเนินงาน 
 ตั งแต่เดือนกุมภำพันธ์ พ.ศ.2554 ถึงเดือนกุมภำพันธ์ พ.ศ. 2555  
 


