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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ อุปกรณ
1. วัสดุ

1.1 วัสดุพืช
เมล็ดมังคุด

1.2 สารเคมี
- สารเคมีที่ใชเตรียมธาตุอาหารหลัก และธาตุอาหารรองของอาหารสูตร MS
- นํ้ าตาลซูโครส กลูโคส แลคโตส ฟรุกโตส ซอรบิทอล และแมนนิทอล
- วุน Agar-agar, Agarose, Bacto-agar และPhytagel
-  polyvinylpyrolidone (PVP)
- สารควบคุมการเจริญเติบโต BA
- อะซีโตน
- โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)
- เอทธานอล
- คลอร็อกซ

2. อุปกรณ
- เครือ่งแกวประกอบดวย ปเปต กระบอกตวง ขวดปรับปริมาตร บีกเกอร จานเพาะเลี้ยง

ขวดเพาะเลี้ยง และสไลด
- อุปกรณในการยายเลี้ยง ประกอบดวย ปากคีบ กระดาษชํ าระ ดามมีด และ ใบมีดผาตัด
- อุปกรณในการเตรียมและวัดปริมาณคลอโรฟลล ประกอบดวย กรวยกรอง กระดาษ

กรอง Whatman เบอร 1 โกรง และเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectophotometer)
- อุปกรณในการเตรียมอาหาร ประกอบดวย หมอนึ่งฆาเชื้อ ตูอบแหง ตูอบฆาเชื้อ          

ตูยายเลี้ยง ตูเย็น เครื่องชั่ง 2 และ 4 ตํ าเหนง และเครื่องวัด pH
- อุปกรณในการบันทึกภาพ ประกอบดวย กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ กลองดิจิตอล

และกลองจุลทรรศนอินเวอรเต็ด
- อุปกรณอ่ืน ๆ ใบมีดโกน พูกัน
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วิธีการ
1. ผลของชนิดวุนและการสรางแผลตอการเกิดแคลลัสและยอดรวมจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดมังคุด

ในหลอดทดลอง
นํ าผลมังคุดมาผาและแกะเอาเนื้อผลออก ลางสวนเสนใยที่เปนมัดทอนํ้ าทออาหารออกจน

หมด แชในสารละลายโซเดียมคารบอเนต 10 เปอรเซ็นต (นํ้ าหนักตอปริมาตร) นาน 15 นาที ลาง
เสนใยออกโดยการถูเมล็ดเบา ๆ ดวยนํ้ าประปาหลาย ๆ คร้ัง จนสะอาด ฟอกฆาเชื้อดวยสารละลาย       
คลอร็อกซ 20 เปอรเซ็นต เติมสารจับใบทวนี 20 1-2 หยดตอสารละลาย 100 มิลลิลิตร นาน 20 นาที 
เมือ่ครบก ําหนดนํ าเขาตูยายเลี้ยงลางดวยนํ้ ากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3-5 คร้ัง เพาะเลี้ยงทั้งเมล็ดและตัด
แบงเปน 3 ช้ินสวนตอเมล็ดบนอาหารสูตร MS เติม BA 5 มิลลิกรัมตอลิตร นํ้ าตาลซูโครส 3 
เปอรเซ็นต และวุนชนิดตาง ๆ คือ Agar-agar (หางหุนสวนจํ ากัด พัฒนาสินเอ็นเตอรไพรส), 
Agarose (บริษัท sigma ชนิด II-A; Medium EEO), Bacto-agar (Difco) และ Phytagel (บริษัท 
sigma) ความเขมขน 0.75, 0.75, 1.5 และ 0.17 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ เพาะเลี้ยงบนอาหารในขวด
ขนาด 4 ออนซ ซ่ึงบรรจุอาหารปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงขวดละ 1 ช้ิน ทํ า 4 ซ้ํ า ซ้ํ าละ 20 ขวด 
ทีอุ่ณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 1,300 ลักซ ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน หลังเพาะเลี้ยง
นาน 2 เดอืน บันทึกเปอรเซ็นตแคลลัสและยอดรวม จํ านวนยอดตอช้ินสวน และเปอรเซ็นตการเกิด
ยอดกดุและยอดแกวเปรียบเทียบกันในวุนและการสรางแผลแตละชนิด

1.1 การตรวจสอบอัตราการสรางยอดรวม โดยการนับจํ านวนชิ้นสวนพืชที่สรางยอดรวม
และจ ํานวนชิ้นสวนพืชทั้งหมด แลวนํ ามาค ํานวนเปอรเซ็นต ดังนี้

อัตราการสรางยอดรวม  (%) = จ ํานวนชิ้นสวนพืชที่สรางยอดรวม      X  100
              จ ํานวนชิ้นสวนพืชที่เพาะเลี้ยงทั้งหมด

1.2   การตรวจสอบจ ํานวนยอด โดยการนับจํ านวนยอดบนชิ้นสวนพืชและจํ านวนชิ้นสวน
พชืที่สรางยอดรวม แลวนํ ามาค ํานวนดังนี้

จ ํานวนยอด (ยอด/ช้ินสวนพืชที่สราง) = จ ํานวนยอดบนชิ้นสวนพืช
              จ ํานวนชิ้นสวนพืชที่สรางยอดรวม
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2. ผลของชนิดวุนตอปริมาณคลอโรฟลล
ศึกษาปริมาณคลอโรฟลลจากใบมังคุดที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารเติมวุน

ชนดิตาง ๆ หลังเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน ใชใบสดหนัก 1 กรัม มาบดในสารละลายอะซีโตน 80 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ใหละเอียด กรองสารที่สกัดไดดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 
1 น ําสวนตะกอนที่เหลือมาบดอีกครั้งในสารละลายเดียวกันปริมาตร 20 มิลลิลิตร จนเห็นวาไมมีสี
เขียวในสวนของใบ จากนั้นนํ าสารละลายดังกลาวมาลางโกรงที่ใชบดและกรวยกรองปริมาตร 20 
มิลลิลิตร นํ าไปกรองและผสมสารละลายที่กรองไดในแตละครั้งเขาดวยกัน ปรับปริมาตรสุดทาย
เปน 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร 
ดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง นํ าคาที่ไดมาคํ านวนความเขมขนของคลอโรฟลล โดยใชสูตรของ 
Withan และคณะ (1996) อางโดย ราตรี (2540) ดังนี้

(D645)และ (D663) เปนการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร ตามลํ าดับ
V เปนปริมาตรสุดทายของคลอโรฟลลที่สกัดได
W เปนนํ้ าหนักของใบ

ปริมาณคลอโรฟลลที่ตรวจสอบไดมีหนวยเปนมิลลิกรัมตอนํ้ าหนักใบ 1 กรัม ทํ าการ
ทดลอง 3 ซ้ํ า วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด วิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางปริมาณ
คลอโรฟลลโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT)

3. ขนาดและจํ านวนเซลลปากใบของใบปกติและใบแกว
น ําใบแกวและใบปกติที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารเติมวุน Phytagel มาเฉือน

ผิวใบบริเวณทองใบเปนแผนบาง ๆ วางบนสไลด หยดนํ้ ากลั่นลงบนชิ้นสวนใบและปดดวยกระจก
ปดไสลด นํ ามาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย 200 เทา แตละชนิดของใบ ใชตัวอยางใบ
จ ํานวน 5 ใบ แตละใบตรวจสอบ 3 ตํ าแหนง เปรียบเทียบลักษณะขนาดเซลลปากใบและนับจํ านวน

คลอโรฟลล     a = [127(D663) – 2.69 (D645)] x        V
1000 x W

คลอโรฟลล     b= [22.9(D645) – 4.68 (D663)] x        V
1000 x W

คลอโรฟลลรวม  = [20.2(D645) + 8.02 (D663)] x      V
1000 x W
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เซลลปากใบตอพื้นที่ 1 ตารางมิลลิเมตร โดยใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด เปรียบเทียบคาเฉลี่ย
โดยวิธี DMRT

4. ลักษณะทางสัณฐานและกายวิภาคของใบ และลํ าตนท้ังชนิดปกติและแกว
น ําชิน้สวนใบ และลํ าตนทั้งชนิดปกติและแกวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารเติมวุน 

Phytagel เปนเวลานาน 2 เดือน มาสองดวยกลองสเตอริโอ บันทึกความยาว ความกวาง สี และ
ลักษณะของใบและลํ าตน จากนั้นใชใบมีดโกนเฉือนตามขวางเปนแผนบาง ๆ วางบนสไลดหยดนํ้ า
กล่ันลงบนชิ้นสวนพืชปดดวยกระจกปดสไลด นํ ามาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอินเวอรเต็ด โดย
ใชตวัอยางใบจํ านวน 5 ใบ และลํ าตนจํ านวน 5 ตน ในแตละชิ้นสวนตรวจสอบ 2 ตํ าแหนง ตรวจ
สอบลักษณะของเซลลที่เปนองคประกอบภายในชิ้นสวนพืชเปรียบเทียบกันระหวางใบ/ลํ าตนปกติ
และใบ/ลํ าตนแกว

5. ผลของชนิดใบและวุนตอการเจริญของยอดรวม
ในการศกึษานี้ใชใบ 2 ชนิดคือใบปกติและใบแกว และวุน 4 ชนิดคือ Agar–agar, Agarose, 

Bacto-agar และ Phytagel ในกรณขีองใบปกติใชใบจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสองชั้น ช้ัน
ลางเปนอาหารแข็งสูตร MS เติม BA 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับนํ้ าตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร PVP 
500 มิลลิกรัมตอลิตร และวุน Agarose 0.75 เปอรเซ็นต ช้ันบนเติมอาหารเหลวสูตร ½ MS เติม 
NAA 0.06 BA 0.03 และ TDZ 0.03 มลิลิกรัมตอลิตร สวนใบแกวไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สองชัน้เชนเดียวกัน แตอาหารแข็งชั้นลางเติมวุน Phytagel 0.17 เปอรเซ็นต หลังเพาะเลี้ยงนาน 1 
เดอืน นํ าใบปกติที่มีสีแดงขนาดกวาง 0.27 เซนตเิมตร และยาว 0.85 เซนติเมตรโดยเฉลี่ย สํ าหรับใบ
แกวมีขนาดกวาง 0.26 เซนติเมตร และยาว 1.53 เซนติเมตรโดยเฉลี่ย เพาะเลี้ยงทัง้ใบโดยใหทองใบ
สัมผัสอาหารบนอาหารสูตร MS เติม BA 5 มลิลิกรัมตอลิตร เติมวุนชนิดตาง ๆ คือ Agar–agar, 
Agarose, Bacto-agar และ Phytagel เขมขน 0.75, 0.75, 1.5 และ 0.17 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ ทํ า 4 ซ้ํ า 
ซ้ํ าละ 20 หลอด แลวนํ าไปเพาะเลี้ยงภายใตสภาพการใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ความเขมแสง 2,860 
ลักซ อุณหภูมิ 26.5+1.5 องศาเซลเซียส  นาน 1 เดือน บันทึกการสรางแคลลัส ยอด เปรียบเทียบกัน
ในแตละชนิดของใบและวุน
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6. ผลของชนิดและความเขมขนของนํ้ าตาลตอการเจริญของยอดรวมจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดมังคุด
ในหลอดทดลอง

น ําผลมังคุดนํ ามาผาและแกะเอาเนื้อผลออก ท ําการฟอกฆาเชื้อเชนเดียวกับวิธีการศึกษาที่ 1
หลังจากนั้นเพาะเลี้ยงทั้งเมล็ดบนอาหารสูตร MS เติม BA 5 มิลลิกรัมตอลิตร วุน Agarose 0.75 
เปอรเซ็นต เติมนํ้ าตาล 6 ชนิดคือ ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส แลคโตส ซอรบิทอล และแมนนิทอล 
แตละชนิดใชความเขมขน 3, 4, 5, 6 และ 7 % เพาะเลี้ยงบนอาหารในขวดขนาด 4 ออนซ ซ่ึงบรรจุ
อาหารปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงขวดละ 1 ช้ิน ทํ า 4 ซ้ํ า ซ้ํ าละ 20 ช้ินเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
26.5+3.8 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน หลังเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการ
สรางแคลลสัและยอดรวม จํ านวนยอดตอช้ินสวน ความยาวยอด เปอรเซ็นตการเกิดยอดกุด และ
ยอดแกว เปรยีบเทยีบกันในแตละชนิดและความเขมขนของนํ้ าตาล โดยใชแผนการทดลองแบบสุม
ตลอด เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT

7.  ผลของชนิดนํ้ าตาลตอปริมาณคลอโรฟลล
ศึกษาปริมาณคลอโรฟลลจากใบมังคุดที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสูตร MS 

เติม BA 5 มิลลิกรัมตอลิตร เติมวุน Agarose 0.75 เปอรเซ็นต ไมเติมและเติมนํ้ าตาล 4 ชนิด คือ 
ซูโครส, กลูโคส, แลคโตส, และฟรกุโตส ระดับความเขมขนที่ใหจํ านวนยอด และลักษณะยอดดีที่
สุดจากการศึกษาในเรื่องชนิดและความเขมขนของนํ้ าตาลในวิธีการศึกษาที่ 6 หลังเพาะเลี้ยงนาน 2 
เดือน นํ าใบมาสกัดและคํ านวนหาความเขมขนของคลอโรฟลลเชนเดียวกับวิธีการศึกษาที่ 2
คลอโรฟลลที่ตรวจสอบไดมีหนวยเปนมิลลิกรัมตอนํ้ าหนักใบ 1 กรัม ทํ าการทดลอง 3 ซ้ํ า วางแผน
การทดลองแบบสุมตลอด วิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางปริมาณคลอโรฟลลโดยวิธี DMRT




