
บทที ่3 

วธีิด ำเนินกำรวจิัย 
 

3.1 เคร่ืองมอืและวธิีกำร 
3.1.1  อุปกรณ์ถาวร ไดแ้ก่ ตู ้laminar flow เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 2 ต าแหน่ง และ 4 ต าแหน่ง ส าหรับ

ชัง่สารเคมี เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) หมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (autoclave) เตาแก๊ส เตา
ไฟฟ้า หรือ ตูไ้มโครเวฟ 

3.1.2  อุปกรณ์ เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่และยา้ยช้ินส่วนพืช ไดแ้ก่ ปากคีบ ตะเกียง
แอลกอฮอล ์กระดาษ A4 แผน่แกว้ กรวย และกระบอกตวง 

3.1.3 ห้องเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีสามารถควบคุมอุณหภูมิ 25+3 องศาเซลเซียส ให้แสงจากหลอด 
cool white 14 ชัว่โมง/วนั ชั้นส าหรับวางขวดเน้ือเยือ่ 

3.1.4 ตน้บวัอุบลชาติพนัธ์ุไดเร็คเตอร์จีทีมวัร์ 
3.1.5 สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารสูตร MS (Murashige&Skoog.  1962) 
3.1.6 สารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแ้ก่  

-BA (6-benzyladenine) 
-2iP (N6-isopentenyladenine) 
-IAA (indole-3-acetic acid) 
-NAA (∝-naphthalene acetic acid) 
-TDZ (Thidiazuron) 

3.1.7 เคร่ืองแกว้ชนิดต่างๆส าหรับเตรียมอาหารและบรรจุอาหาร ไดแ้ก่ บีกเกอร์ ปิเปต ขวด
เล้ียงเน้ือเยือ่พร้อมฝาปิด ขวดDuran ขนาด 500 ml. พร้อมฝาปิด 

3.1.8 อุปกรณ์ในการปลูกบวั เช่น กระถาง ดิน ปุ๋ย 
3.1.9 อุปกรณ์ส าหรับการบนัทึกผล ไดแ้ก่ กลอ้งจุลทรรศน์ กลอ้งถ่ายภาพ 

 

3.2 สถำนทีด่ ำเนินงำน 
 ห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ภาควิชาพืชสวน คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบัน
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 

3.3 ระยะเวลำทีท่ ำกำรทดลอง 
 ท าการทดลองระหวา่ง มกราคม 2549 – กรกฎาคม 2550 
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3.4 วธิีกำรด ำเนินงำน 
แบ่งการทดลองออกเป็น 3 การทดลอง ดงัน้ี 
3.4.1 การทดลองท่ี1 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโต IAA และ 2iP ท่ี

เหมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดยอดของบวัอุบลชาติ 
น าเหงา้ของบวัอุบลชาติมาลา้งท าความสะอาด ตดักา้นใบ ดอก ราก ท่ีมีส่ิงสกปรกออก 

จากนั้นน าไปผา่นน ้ าไหลเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จึงน ามาฟอกฆ่าเช้ือดว้ย ethanol 70% นาน 1 นาที 
ตามดว้ย clorox 30% + tween20 2-3 หยด นาน 15 นาที แลว้ตามดว้ย mercuric chloride 2% + 
tween20 2-3 หยด นาน 10 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 3 คร้ังๆละ 5 นาที (นภาวรรณ ผลมณี.  
2548) แลว้น าช้ินส่วนท่ีผ่านการฟอกฆ่าเช้ือแลว้ มาเล้ียงบนอาหารสูตร 1/2MS ท่ีเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตระดบัต่างๆ ตาม treatment combinations ท่ีก าหนด และเก็บไวใ้นท่ีมีแสง 14 
ชัว่โมงต่อวนั วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design มี 16 treatment 
combinations จ  านวน 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 4 ช้ินส่วน มี 2 ปัจจยั ดงัน้ี  

ปัจจยั A คือความเขม้ขน้ของ IAA มี 4 ระดบั คือ 
 a1 = 0 µM 
 a2 = 3 µM 
 a3 = 6 µM 
 a4  = 9 µM 
ปัจจยั B คือความเขม้ขน้ของ 2iP มี 4 ระดบั คือ 
 b1 = 0 µM 
 b2 = 5 µM 
 b3 = 10 µM 
 b4 = 15 µM 

3.4.2  การทดลองท่ี2 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ท่ี
เหมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดยอดของบวัอุบลชาติ 

น าเหงา้ของบวัอุบลชาติมาลา้งท าความสะอาด ตดักา้นใบ ดอก ราก ท่ีมีส่ิงสกปรกออก 
จากนั้นน าไปผา่นน ้ าไหลเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จึงน ามาฟอกฆ่าเช้ือดว้ย ethanol 70% นาน 1 นาที 
ตามดว้ย clorox 30% + tween20 2-3 หยด นาน 15 นาที แลว้ตามดว้ย mercuric chloride 2% + 
tween20 2-3 หยด นาน 10 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 3 คร้ังๆละ 5 นาที (นภาวรรณ ผลมณี.  
2548) แลว้น าช้ินส่วนท่ีผ่านการฟอกฆ่าเช้ือแลว้ มาเล้ียงบนอาหารสูตร 1/2MS ท่ีเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตระดบัต่างๆ ตาม treatment combinations และเก็บไวใ้นท่ีมีแสง 14 ชัว่โมงต่อวนั 
วางแผนการทดลองแบบ factorial in completely randomized design มี 16 treatment combinations 
จ  านวน 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 4 ช้ินส่วน มี 2 ปัจจยั ดงัน้ี  
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ปัจจยั A คือความเขม้ขน้ของ NAA มี 4 ระดบั คือ 
 a1 = 0 µM 
 a2 = 0.25 µM 
 a3 = 0.5 µM 
 a4  = 1 µM 
ปัจจยั B คือความเขม้ขน้ของ BA มี 4 ระดบั คือ 
 b1 = 0 µM 
 b2 = 2 µM 
 b3 = 4 µM 
 b4 = 10 µM 

3.4.3  การทดลองท่ี 3 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่ม
ปริมาณบวัอุบลชาติ 

ใชย้อดบวัอุบลชาติจากสภาพปลอดเช้ือ มาเล้ียงบนอาหารสูตร 1/2MS ท่ีเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตระดบัต่างๆตาม treatment combinations และเก็บไวใ้นท่ีมีแสง 14 ชัว่โมงต่อวนั 
วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design มี 4 treatments จ  านวน 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 4 
ช้ินส่วน  ดงัน้ี 

treatment ท่ี 1  IAA ความเขม้ขน้ 3 µM ร่วมกบั 2iP ความเขม้ขน้ 15 µM (วธีิการท่ีดี
ท่ีสุดจากการทดลองท่ี 3.4.1) 

treatment ท่ี 2  NAA ความเขม้ขน้ 0.5 µM ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 2 µM (วธีิการท่ี
ดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 3.4.2) 

treatment ท่ี 3  NAA ความเขม้ขน้ 15 µM ร่วมกบั TDZ ความเขม้ขน้ 0.005 µM 
(กุลวรา จารุพนัธ์ุ และจนัทิมา วรสัมปุรณะ.  2544)  

treatment ท่ี 4 NAA ความเขม้ขน้ 8 µM ร่วมกบั 2iP ความเขม้ขน้ 32 µM ร่วมกบั 
BA ความเขม้ขน้ 11 µM (Lakshmanan.  1994) 

 

3.5 กำรบันทกึผล 
3.5.1 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอด 
3.5.2 ลกัษณะการเจริญเติบโต 
3.5.3 จ านวนยอด 
3.5.4 จ านวนใบ 
3.5.5 ขนาดของใบ 
3.5.6 ความยาวกา้นใบ 
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3.5.7 จ านวนราก 
3.5.8 ความยาวราก 
 

3.6 กำรวเิครำะห์ข้อมูล 
น าขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) โดยการ

เปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ Duncan’s New Multiple range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

 
 
 

 


