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บทที ่3 

วธิีด าเนินการวจิัย 

 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 วสัดุ-อุปกรณ์ 

- กระดาษทิชชู 

- ถุงพลาสติก 

- ยางรัด 

- กระบอกฉีดน ้า  

- กระบอกตวง ขนาด10 มล.  

- กระบอกตวง ขนาด 250 มล.  

- กระบอกตวง ขนาด 500 มล.  

- ขวดเพาะเล้ียง 8 ออนซ์ พร้อมฝา 

- เขม็เข่ีย  

- จานอาหารเพาะเช้ือ (petri dish) 

- ชอ้นตกัสาร 

- ดา้มมีดผา่ตดั เบอร์ 3 

- ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

- ตะแกรงโลหะ 

- แท่งแกว้คนสาร  

- บีกเกอร์ ขนาด 50 มล.  

- บีกเกอร์ ขนาด 250 มล.  

- บีกเกอร์ ขนาด 500 มล.  

- บีกเกอร์ ขนาด 1,000 มล. 

- บีกเกอร์พลาสติกมีหูจบั 500 มล.  

- ใบมีดผา่ตดั เบอร์ 11  
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- ปากคีบ 

- ปิเปต ขนาด 1 มล.  

- ปิเปต ขนาด 5 มล.  

- ปิเปต ขนาด 10 มล.  

- ลูกยางแดงส าหรับดูดปิเปต  

- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง 

- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

- เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง  

- เตาแม่เหล็กไฟฟ้า 

- ตูเ้ข่ียเช้ือ 

- หมอ้น่ึงความดนัไอ 

3.1.2 สารเคมี 

  - กลว้ยหอม 

- น ้ามะพร้าว 

  - มนัฝร่ัง 

  - มะละกอ 

  - มะเขือเทศ 

- ผงถ่าน  

- ผงวุน้  

- ทวนี 20  

- เอทานอล 95%  

- โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 

- ไฮโดรคลอริก (HCl) 

- โปแตสเซียมไนเตรต (KNO3) 

- โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   

- แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 

- แมงกานิสซลัเฟต (MnSO4. 4H2O)   
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- แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4. 7H2O)   

- โซเดียม อีดีทีเอ (Na2 EDTA)   

- ซิงคซ์ลัเฟต (FeSO4. 7H2O) 

- ไตร-แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) 

 

3.2 วธีิด าเนินการวจัิย 

3.2.1 การศึกษาสูตรอาหารสังเคราะห์ Vacin and Went และ Vacin and Went ดัดแปลง ที่

เหมาะสมในการเพาะเมลด็กล้วยไม้สกุลแวนด้าสายพนัธ์ุป่า 

       (1) การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

1) การเตรียมสารละลายเขม้ขน้ของสูตรอาหาร Vacin and Went ไดแ้ก่  

Vacin and Went 

2) อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร Vacin and Went   

                  1. ผสมธาตุอาหารกลุ่มท่ี 1, ธาตุอาหารกลุ่มท่ี 2, ธาตุอาหารกลุ่ม Fe-EDTA และ

เติมสารไตรแคลเซียมฟอสเฟต 0.2 กรัม ท่ีละลายดว้ยกรดเกลือ 1 นอร์มอล           

                  2. เติมน ้ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กนั  

                 3. เติมน ้าตาลกลูโคส 20 กรัม 

                 4. น ามาปรับระดบัความเป็นกรด-ด่าง ใหเ้ป็น 5.0  

                 5. เติมผงถ่านบดละเอียด 0.6 กรัม คนใหเ้ขา้กนั 

                 6. ท าการตม้วุน้ 7 กรัม ในน ้ าประมาณ 250 มิลลิลิตร คนเบาๆ ตลอดเวลาจนวุน้

ละลาย น าวุน้ท่ีตม้แลว้เทลงในสารอาหารท่ีเตรียมไว ้ปรับปริมาณใหเ้ป็น 1000 มิลลิลิตร 

                7. เทอาหารลงในบีกเกอร์ท่ีมีหูจบั ท าการกรอกอาหารลงขวดเพาะเล้ียง ปิดฝา 

                8. น าอาหารเพาะเล้ียงในขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมาฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนั ท่ี

ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

                 9. น าขวดอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ และเยน็แลว้เก็บไวใ้นตูท่ี้สะอาด 

3) อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร Vacin and Went ดดัแปลง 

       1. ผสมธาตุอาหารตามอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร Vacin and Went (ขอ้ 3.2.1.1) 

โดยเพิ่มสารอินทรียจ์ากธรรมชาติ และปรับความเป็น pH เท่ากบั 5.0 ไดแ้ก่  
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         - สูตร Vacin and Went (VW) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตรต่อลิตร น ้ าตาล

กลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร 

            - สูตร Vacin and Went ดดัแปลง สูตรท่ี  (MV1) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร

ต่อลิตร น ้าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร กลว้ยหอมสุก 100 กรัม ผสมกบัมนัฝร่ังตม้สุก  

50 กรัม  

           - สูตร Vacin and Went ดดัแปลง สูตรท่ี  (MV2) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร

ต่อลิตร น ้ าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร กลว้ยหอมสุก 100 กรัม บดผสมกบัมะละกอ

สุก 50 กรัม 

         - สูตร Vacin and Went ดดัแปลง สูตรท่ี  (MV3) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร

ต่อลิตร น ้าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร กลว้ยหอมสุก 100 กรัม บดผสมกบัมะเขือเทศ

สุก 100 กรัม 

            - สูตร Vacin and Went ดดัแปลง สูตรท่ี  (MV4) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร

ต่อลิตร น ้าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร มนัฝร่ังตม้สุก 50 กรัม บดผสมกบัมะละกอสุก 

50 กรัม 

            - สูตร Vacin and Went ดดัแปลง สูตรท่ี  (MV5) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร

ต่อลิตร น ้ าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร มนัฝร่ังตม้สุก 50 กรัม บดผสมกบัมะเขือเทศ

สุก 100 กรัม 

           - สูตร Vacin and Went ดดัแปลง สูตรท่ี  (MV6) ท่ีเติมน ้ ามะพร้าว 150 มิลลิลิตร

ต่อลิตร น ้าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร วุน้ 7 กรัมต่อลิตร มะละกอสุก 50 กรัม บดผสมกบัมะเขือเทศสุก 

100 กรัม  

(2) การเพาะเมลด็ 

1. น าฝักกลว้ยไมม้าลา้งใหส้ะอาดดว้ยสบู่ และลา้งน ้าใหส้ะอาด 

            2. ตดัแต่งโดยเกลาสันฝักใหเ้รียบ จุ่มแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์วางบนจานเพาะเช้ือ 

      3. ฆ่าเช้ือจานเพาะเช้ือโดยการฉีดพ่นด้วยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ น าเข้าตู้ยา้ย

เน้ือเยือ่        

      4. ท าการจดัอุปกรณ์ในการตดัเน้ือเยื่อในตูย้า้ยเน้ือเยื่อตามความถนดั อุปกรณ์ท่ีใชใ้นตู้

ยา้ยเน้ือเยือ่จะตอ้งผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
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             5. ท าการฆ่าเช้ืออุปกรณ์ในการตดัเน้ือเยื่อ คือ มีด และคีมคีบ โดยจุ่มในแอลกอฮอล์ 95 

เปอร์เซ็นต ์ลนไฟ แลว้ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 

             6. ท าการฟอกฆ่าเช้ือฝักกลว้ยไม ้โดยแช่ฝักกลว้ยไมล้งในคลอรอกซ์ 15 เปอร์เซ็นต ์ท่ี

หยด Tween-20 1-2 หยด เขยา่เป็นเวลา 15-20 นาที 

             7. ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง คร้ังละประมาณ 5 นาที เพื่อลา้งคลอรอกซ์ออก 

             8. ยา้ยฝักลงบนจานเพาะเช้ือ ใช้มีดตดัผ่าฝักกลว้ยไมอ้อก ท าการถ่ายเมล็ดลงในขวด

เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ในอาหารสูตร Vacin and Went และสูตร Vacin and Went  ดดัแปลงทั้ง 6 สูตร 

             9. น าขวดเพาะเล้ียงไปเก็บไวใ้นท่ีมืด จนกระทัง่เมล็ดงอกจึงยา้ยมาเล้ียงไวใ้นท่ีท่ีมีแสง

สวา่ง 

            10. บนัทึกการเปล่ียนแปลง ระยะเวลาการงอกหลงัจากการเพาะเล้ียงเมล็ดทุก 1สัปดาห์ 

จนกระทัง่ตน้อ่อนเจริญเห็นใบ หรือรากชดัเจน โดยมีความสูงประมาณ 0.5-1.0 เซนติเมตร และถ่ายภาพ 

 

3.2.2 การศึกษาสูตรอาหารสังเคราะห์ Vacin and Went และ Vacin and Went ดัดแปลงที่

เหมาะสมในการเจริญของต้นกล้ากล้วยไม้สกุลแวนด้าสายพนัธ์ุป่า 

1. ใชคี้มคีบยา้ยตน้กลา้กลว้ยไมท่ี้เจริญเห็นใบชดัเจนประมาณ 2-3 ใบ ความสูงประมาณ 

0.5-1.0 เซนติเมตร ลงในอาหารสูตร Vacin and Went และสูตร Vacin and Went  ดดัแปลงทั้ง 6 สูตร 

เพื่อชกัน าให้เกิดตน้และรากต่อไป โดยท่ิมรากของตน้กล้ากลว้ยไม ้ให้จมในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ

พอประมาณ  

        2. ลนไฟปากขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่อีกคร้ัง 

        3. เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส โดยใหแ้สงสวา่ง 16 ชัว่โมงต่อวนั 

          4. บนัทึกการเจริญเติบโตโดยวดัความสูง จ านวนใบ จ านวนราก ความยาวของใบ ความ

ยาวของราก และน ้ าหนกัสดทุก 30, 60, 90 และ 120 วนั โดยท าการสุ่มตวัอยา่งตน้กลา้กลว้ยไมใ้นขวด

เพาะเล้ียงจากอาหารแต่ละสูตร น ามาหาค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และถ่ายภาพ 
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3.2.3 การวเิคราะห์ข้อมูล 

        1. น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองมาวเิคราะห์ โดยใชว้ธีิหาค่าเฉล่ีย (Mean) และส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation) ค านวณจากสูตรดงัน้ี 

      ค่าเฉลีย่ (Mean)  

ค านวณไดจ้ากสูตร  

    =              

              N 

  เม่ือ  =  ค่าเฉล่ียของการเจริญเติบโตของกลว้ยไม ้

    =  ผลรวมของการเจริญเติบโตของกลว้ยไมใ้นอาหรแต่ละสูตร 

  N = จ านวนกลุ่มตวัอยา่งทั้งหมด 

 

      เบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)  

ค านวณไดจ้ากสูตร 
   

        S.D  =   
   

เม่ือ   S.D     = ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

       N = จ านวนกลุ่มตวัอยา่งทั้งหมด 

    = ผลรวมของการเจริญเติบโตของกลว้ยไมใ้นอาการแต่ละสูตร 

    = ค่าเฉล่ียของการเจริญเติบโตของกลว้ยไม ้

              2. วเิคราะห์ความแตกต่างของสูตรอาหารทั้ง 7 ชนิด โดยใช ้One-way ANOVA ท่ีความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์

 

 xi
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