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บทที่ 3 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อของพืชสกุลไพล  

 3.1 วัสดุอุปกรณ์ 

3.1.1 พืชทดลอง 

หนอ่อ่อนของพืชในสกุลไพล 3 ชนิด ได้แก่  

- ไพลเหลือง (Zingiber montanum)  

- ไพลด ำ  (Zingiber ottensii)  

- ขิง (Zingiber  officinale  )   

 

3.1.2 เคร่ืองแก้ว 

1) ขวดเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อขนำด 8, 12 ออนซ์ 

2) ปิเปต ขนำด 1, 10 และ 20 มิลลลิิตร 

3) แท่งแก้วคนสำร  

4) บีกเกอร์ ขนำด 25, 50, 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลลิิตร 

5) จำนแก้วเพำะเชือ้  

6) กระบอกตวง ขนำด 10, 500 และ 1,000 มิลลลิิตร 

7) ขวดปรับปริมำตร ขนำด 100 และ 1,000 มิลลลิิตร 

8) หลอดหยด  

9) ขวดแก้วสีชำ 

10) หลอดทดลอง  

 

3.1.3 สำรเคมี 

1) สำรเคมีที่ใช้ในกำรเตรยีมอำหำรโดยใช้สูตรของ Murashige and Skoog (MS, 

1962) 

2) สำรเคมีที่ใช้ในกำรฟอกฆ่ำเชือ้ 
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1. แอลกอฮอล์ 95% และ 70% 

2. น้ ำยำล้ำงจำน 

3. เมอร์คิวรกิคลอไรด์ (HgCl2) 

4. ทวีน 20 (Tween-20) 

 3)    สำรควบคุมกำรเจรญิเติบโต 

1. BA (6-Benzylaminopurine) 

2. NAA (-Napthaleneacetic acid) 

     4)    สำรเคมีปรับค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) 

1. ไฮโดรคลอริก  (HCl) 

2. โซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 

5) น้ ำตำลทรำย  (Sucrose) 

6) ผงวุ้น (Agar)  

 

3.1.4 เคร่ืองมือที่ใช้ในกำรเตรยีมอำหำรประกอบด้วย 

1) เครื่องช่ังหยำบ 2 ต ำแหนง่   บริษัท METTLER  TOLEDO รุ่น PG 2002-S 

2) เครื่องช่ังละเอียด 4 ต ำแหน่ง   บริษัท METTLER  TOLEDO รุ่น AG 204 

3) หมอ้นึ่งควำมดันไอ (Autoclave)   บริษัท HIRAYAMA รุ่น HVE - 50 

4) เครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH meter)  บริษัท METROHM SIAM  รุ่น  

837  

5) เตำไฟฟ้ำ (Hot plate)  บริษทั  SCHOTT รุ่น D65319 

6) ตู้เย็น 

 

3.1.5 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรตัดเน้ือเยื่อ 

1) มีดผ่ำตัด เบอร์ 11 

2) ด้ำมมดี เบอร์ 3  

3) ปำกคีบ  

4) ตู้ย้ำยเนื้อเยื่อ 

5) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

6) กระบอกฉีด 
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3.1.6 อุปกรณ์เลี้ยงเนื้อเยือ่ภำยหลังกำรย้ำยเน้ือเยื่อลงขวดอำหำร 

1) ช้ันวำงขวดเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ที่มหีลอดไฟฟลูออเรสเซนส์  ควำมสว่ำง 

2500-3000 ลักซ์  

2) เครื่องควบคุมเวลำ (Timer) 

3) เครื่องปรับอำกำศ (Air Condition)   

 

3.1.7 เคร่ืองมือที่ใช้บันทกึและเก็บข้อมูล 

1) กล้องถ่ำยรูป 

2) ไม้บรรทัด 

3) เครื่องช่ัง 

4) สมุด 

5) ปำกกำ 

 

3.2 วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

3.2.1 กำรเตรยีมอำหำร 

กำรเตรียมสำรละลำยเข้มขน้ในสูตรอำหำรของ Murahige and Skoog (1962) ดังตำรำง 

ภำคผนวก ก 

ขั้นตอนกำรเตรียมอำหำร 

กำรเตรียมอำหำร ครั้งละ 1 ลิตร ใช้อำหำรสูตร MS โดยเติมสำรควบคุมกำร 

เจรญิเติบโต คอื BA ในอัตรำส่วนควำมเข้มขน้ที่ต่ำงกัน 

 ขั้นที่ 1 เทน้ ำกลั่นลงในบีกเกอร์ขนำด 1 ลิตร ประมำณ 300 มิลลลิิตร 

 ขั้นที่ 2 ดูดสำรละลำยเข้มข้นสูตร MS ลงในบีกเกอร์ตำมล ำดับ 

  -  สต็อคที่ 1 ปริมำตร 50 มิลลลิิตร  

  -  สต็อคที่ 2-5  ปริมำตร 10 มิลลลิิตร 

  -  ใส่น้ ำตำลซูโครส  30 กรัม 

 ขั้นที่ 3 เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต BA ตำมควำมเข้มข้นที่ก ำหนด 

 ขั้นที่ 4 ปรับปริมำตรให้ครบ 1,000 มิลลลิิตร โดยใช้ขวดปรับปริมำตร 

 ขั้นที่ 5 น ำไปปรับควำมเป็นกรด-เบส (pH) ด้วยกรดเกลือ (HCl) และ 
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โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) โดยใหค้่ำ pH ที่ได้อยู่ระหว่ำง 5.6-5.8 

 ขั้นที่ 6 เติมผงวุ้น 7 กรัม คนให้วุ้นกระจำยตัวดีแล้วยกไปวำงบนเตำไฟฟ้ำคนเบำๆ

ตลอดเวลำจนวุ้นละลำย 

 ขั้นที่ 7 กรอกอำหำรลงในขวดเพำะลีย้งเนื้อเยื่อที่เตรยีมไว้ ปิดฝำใส่ถุงพลำสติกแล้วรัด

ด้วยยำงรัด 

 ขั้นที่ 8 น ำอำหำรที่ใส่ถุงเรียบร้อยแลว้ น ำเข้ำหม้อน่ึงฆ่ำเชื้อควำมดันไอ 

(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิ้ว เป็นเวลำ 15 นำที 

 ขั้นที่ 9 น ำขวดเพำะเลี้ยงออกจำกหมอ้นึ่งฆ่ำเชือ้ด้วยควำมดันไอที่เย็นแล้วเก็บในตู้ที่

สะอำดมิดชิด เพื่อน ำไปใช้เพำะเลี้ยงต่อไป 

 

3.2.2. ศึกษำผลของ BA ต่อกำรเจริญเติบโตของไพลเหลือง ไพลด ำ และขิง 

 โดยแบ่งกำรทดลองออกเป็น  3 ส่วนคือ ผลของ BA ต่อกำรเจริญเติบโตของไพล

เหลือง ไพลด ำและขิง มขีั้นตอนดังนี้ 

 1. น ำเหง้ำไพลเหลือง ไพลด ำ และขิงมำล้ำงให้สะอำด น ำไปปลูกลงในกระบะทรำย

เพื่อให้เกิดกำรงอกเป็นหน่ออ่อนออกมำ โดยรดน้ ำทุกๆ 5 วัน เนื่องจำกถ้ำหำกว่ำ รดน้ ำบ่อย

เกินไปจะ ท ำให้เหง้ำไพลเหลือง ไพลด ำ และโดยเฉพำะขิงเกิดกำรเนำ่ได้ 

 2.  ตัดแยกหนอ่อ่อนซึ่งมีตำอยู่ด้วย ที่มีขนำดยำวประมำณ 5 นิว้ (ภำพที่ ข.1) ออกจำก

เหง้ำ น ำมำล้ำงให้สะอำด แล้วฟอกฆ่ำเชื้อด้วยสำรละลำยเมอร์คิวริกคลอไรด์ (HgCl2)            

ควำมเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ (ปริมำตรตอ่ปริมำตร) นำน 15 นำที    

3 ล้ำงสำรละลำยฟอกฆ่ำเชื้อออกด้วยน้ ำกลั่น ที่นึ่งฆ่ำเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นำที 

4  น ำหน่อที่ฟอกฆ่ำเชื้อแล้วมำตัดแต่งบริเวณที่เนื้อเยื่อสัมผัสกับสำรเคมีฟอกฆ่ำเชื้อ 

รวมทั้งตัดส่วนกำบใบทิง้ 

5 ตัดแบ่งโคนหน่อออ่นออกเป็น 4 ชิน้  ตำมแนวแทยงมุม (ภำพที่ ข.2) 

6 น ำไปเพำะเลี้ยงในอำหำรสูตร MS ที่เติมสำรกระตุ้นกำรเจริญเติบโต คือ BA            

ควำมเข้มข้น 0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วน ำไปตั้งไว้ในห้องเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ                 
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(ภำพที่ ข.3) เพื่อทดสอบสูตรอำหำรที่เหมำะสมส ำหรับกำรเจริญเติบโตโดยท ำกำรย้ำยเนื้อเยื่อ   

เปลี่ยนอำหำรทุก 4 สัปดำห์ บันทึกผลกำรเจริญเติบโตหลังกำรเพำะเลี้ยง 

 

3.2.3. ศึกษำกำรเจรญิเติบโตของต้นกล้ำที่ได้จำกกำรเพำะเลี้ยง 

น ำขวดที่เพำะเลี้ยง มำตั้งไว้ในที่มีแสง และอุณหภูมิห้องนำน 10 วัน หลังจำกนั้น จึงน ำ

ต้นอ่อนออกจำกขวด  ล้ำงน้ ำ ให้  อำหำรวุ้ นที่ติดกับรำกออกใ ห้หมดน ำมำปลูกใน

โรงเรือนเพำะช ำ ในกระบะขนำด 2 x 2 นิ้ว วัสดุปลูก ทรำย ดิน ขุยมะพร้ำว ในอัตรำส่วน              

2 : 2 : 1 เป็นเวลำ 2 สัปดำห์ แล้วบันทึกข้อมูล อัตรำกำรรอดชีวติ 

 

3.2.4 กำรบันทกึผลกำรทดลองและวิธีกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

 กำรบันทึกผลกำรทดลองได้แก่  ผลกำรเจริญเติบโตคือ จ ำนวนยอด และควำมสูง         

ของยอด และกำรเปลี่ยนแปลงอื่นของชิ้นส่วนพืช  โดยท ำกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวน 

(ANOVA) โดยวิธี Complete Randomized Design, CRD  

 

กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อหญ้ำหวำน  

3.3 วัสดุอุปกรณ์ 

3.3.1 พืชทดลอง 

1) ชิน้ส่วนของใบของหญ้ำหวำน (Stevia rebaudiana Bertoni) 

 

3.3.2 เคร่ืองแก้ว ใช้อุปกรณ์ เครื่องแก้ว และเคร่ืองมือ เหมือนกับในกำร

ทดลอง กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อไพล  

 

3.3.3 สำรเคมี ใช้เหมือนกับในกำรทดลอง กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อไพล โดยมี

กำรเพิ่มเติม คอื สำรเคมีวิเครำะห์ปริมำณกลูโคส  

สำรเคมีวิเครำะหป์ริมำณกลูโคส 

1.   กลูโคส (glucose, C6H12O6)  

2.   โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide, NaOH)  
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3.   ไดไนโตรซำลิไซลิก แอสดิ (dinitrosalicylic acid, C7H4N2O7)  

4.   น้ ำกลั่น 

3.3.4 เคร่ืองมือที่ใช้ในกำรเตรยีมอำหำร ใช้เหมือนกับในกำรทดลอง                 

กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อไพล 

 

3.3.5 เคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ปริมำณกลูโคส 

1) เครื่องวัดค่ำดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) 

2) เครื่องเขย่ำ (vortex mixer)  

3) ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) 

 

3.3.6 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรตัดเน้ือเยื่อ ใช้เหมือนกับในกำรทดลอง 

กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อไพล 

 

3.3.7อุปกรณ์เลี้ยงเนื้อเยือ่ภำยหลังกำรย้ำยเน้ือเยื่อลงขวดอำหำร 

- ช้ันวำงขวดเลีย้งเนือ้เยื่อที่มีหลอดไฟฟลูออเรสเซนส์ 

- เครื่องควบคุมเวลำปิด-เปิดไฟ 

 

3.4 วิธีด ำเนินงำนกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยือ่หญ้ำหวำน  

3.4.1 ขั้นตอนกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

        1.   วำงแผนกำรทดลอง โดยแบ่งกำรทดลองออกเป็น 7 ชุดกำรทดลอง (Treatment) 

และท ำกำรทดลองละ 10 ซ้ ำ จ ำนวน 3 ครั้ง 

        2.    เตรียมอำหำรสูตร MS (1962) ซึ่งเติม NAA และ BA ในอัตรำสว่นควำมเข้มขน้            

ที่แตกต่ำงกัน ดังตำรำงที่ 3.1 
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ตำรำงที่ 3.1 แสดงอัตรำส่วนควำมเข้มข้นของ NAA และ BA ในสูตรอำหำรที่เพำะเลี้ยง 

สูตรอำหำร ปริมำณ NAA  

(มิลลกิรัม ตอ่ลิตร) 

ปริมำณ BA  

(มิลลกิรัม ต่อลติร) 

T1 0 0 

T2 1 0 

T3 0 1 

T4 1 1 

T5 2 1 

T6 1 2 

T7 2 2 

 

3.4.2 วิธีกำรทดลอง 

ขั้นตอนกำรเตรยีมสำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

1. กำรเตรยีมอำหำร 

1.1 กำรเตรียมสำรละลำยเข้มข้นในสูตรอำหำรของ Murahige and Skoog (1962)  

ดังตำรำงภำคผนวก ก 

1.2 ขั้นตอนกำรเตรียมอำหำร  เตรียมครั้งละ 1 ลิตร ใช้อำหำรสูตร MS ดัดแปลง 

โดยเติมสำรควบคุมกำรเจรญิเติบโต คอื NAAและ BA ในอัตรำสว่นควำมเข้มขน้ที่ต่ำงกัน 

 ขั้นที่ 1 เทน้ ำกลั่นลงในบีกเกอร์ขนำด 1 ลิตร ประมำณ 300 มิลลลิิตร  

 ขั้นที่ 2 ดูดสำรละลำยเข้มขน้สูตร MS ลงในบีกเกอร์ตำมล ำดับ 

  -  สต็อคที่ 1 ปริมำตร 50 มิลลลิิตร  

  -  สต็อคที่ 2-5  ปริมำตร 10 มิลลลิิตร  

  -  ใส่น้ ำตำลซูโครส  30 กรัม  

 ขั้นที่ 3 เติมสำรควบคุมกำรเจรญิเติบโต NAA และ BA ตำมสูตร 

 ขั้นที่ 4 ปรับปริมำตรให้ครบ 1,000 มิลลลิิตร โดยใช้ขวดปรับปริมำตร 

  ขั้นที่ 5 น ำไปปรับควำมเป็นกรด-เบส (pH) ด้วยกรดเกลือ (HCl) และโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ (NaOH) โดยใหค้่ำที่ได้ประมำณ 5.6-5.7 
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 ขั้นที่ 6 เติมผงวุ้น 7 กรัมคนให้วุ้นกระจำยตัวดีแล้วยกไปวำงบนเตำไฟฟ้ำคน 

เบำๆ ตลอดเวลำจนวุน้ละลำย 

  ขั้นที่  7 กรอกอำหำรลงในขวดเพำะลี้ยงเนื้อเยื่อที่ เตรียมไว้ ปิดฝำ               

ใส่ถุงพลำสตกิแล้ว รัดด้วยยำงรัด 

 ขั้นที่ 8 น ำขวดอำหำรที่ท ำกำรกรอกอำหำรเรียบร้อยแลว้ น ำเข้ำเครื่องนึ่ง 

ฆ่ำเชื้อควำมดันไอ(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว 

เป็นเวลำ 15 นำที 

  ขั้นที่ 9 น ำขวดเพำะเลี้ยงออกจำกหม้อนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมดันไอที่เย็นแล้วเก็บ

ในตู้ที่สะอำดมิดชิด 

2. วิธีกำรตัดเน้ือเยื่อ 

 ท ำควำมสะอำดภำยในหอ้งตัดเนือ้เยื่อ และท ำกำรเช็ดตู้ย้ำยเนื้อเยื่อ ด้วยแอลกอฮอล์ 70

เปอร์เซ็นต์ เปิดหลอดรังสอีัลตรำไวโอเลตเพื่อฆ่ำเชือ้ภำยในตู้อย่ำงนอ้ย 30 นำที 

 เตรียมต้นหญ้ำหวำน ตัดสว่นใบน ำส่วนใบที่ได้มำท ำควำมสะอำดโดยกำรล้ำงดว้ย

น้ ำยำล้ำงจำนเจือจำงแล้วล้ำงออกด้วยน้ ำสะอำด 

 น ำส่วนใบของหญ้ำหวนที่ผ่ำนกำรล้ำงน ำเข้ำตู้ตัดเนื้อเยื่อ น ำไปฟอกฆ่ำเชื้อ บริเวณผิว

ด้วยคลอร็อกซ์ (Clorox) 10 เปอร์เซ็นต์ ที่หยด tween-20 จ ำนวน 1-2 หยด เขย่ำเบำๆ               

เป็นเวลำ 15 นำที ท ำกำรฟอกฆ่ำเชื้ออีกครั้งด้วยคลอร็อกซ์ 5 เปอร์เซ็นต์ ที่หยด tween-20 

จ ำนวน 1-2 หยด เขย่ำเบำๆ เป็นเวลำ 15 นำที ท ำกำรล้ำงด้วยน้ ำกลั่นที่นึ่งฆ่ำเชื้อแล้ว 3 ครั้ง 

ครั้งละ 5 นำที คีบส่วนใบวำงบนจำนเพำะเชื้อ แล้วท ำกำรตัดเนื้อเยื่อโดยใช้มีดที่ท ำกำรฆ่ำเชื้อ

แล้ว ตัดส่วนที่สัมผัสโดนคลอร็อกซ์ออกทิ้งประมำณ 0.5 เซนติเมตร ท ำกำรตัดชิ้นส่วนของใบ

ขนำดประมำณ 0.5  0.5 เซนติเมตร ไปวำงบนอำหำรที่เตรียมไว้ ตำมสูตร 1-7 น ำขวด

เพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ตัดเนื้อเยื่อเสร็จแล้วไปวำงบนช้ันวำงขวดเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ภำยในห้อง

เพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ บันทึกข้อมูลทุกๆ 1 สัปดำห์ ตั้งแตเ่ริ่มเกิดแคลลัส เป็นเวลำ 1 เดือน เมื่อครบ 

1 เดือน ท ำกำรตัดแบ่งเนือ้เยื่อแคลลัสไปยังอำหำรชุดใหม ่บันทึกข้อมูลทุก ๆ สัปดำห์   
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3. ขั้นตอนกำรบันทกึข้อมูล 

 สังเกตและบันทึกผลกำรทดลอง  นับจำกวันที่เริ่มมกีำรเจริญ โดยสังเกตและบันทึกผล

จำกขนำดของแคลลัส โดยวัดค่ำด้ำนกว้ำง ด้ำนยำว น้ ำหนักของแคลลัส บันทึกภำพถ่ำยด้วย

กล้องถ่ำยรูป 

4. วิธีกำรวเิครำะห์ข้อมูล 

 น ำข้อมูลที่ได้ไปวิเครำะหข์้อมูลทำงสถิตโิดยวิธี กำรวิเครำะหข์้อมูลโดยหำค่ำเฉลี่ย   

กำรวิเครำะหค์วำมแปรปรวน (ANOVA) โดยวิธีของ Least Significant Difference (LSD) 




