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 จุดประสงค์ของงานวจิยันี้คอืการศึกษาเทคนิคปลอดเชื้ออย่างง่ายส าหรบัการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพชื เพื่อพฒันาเป็นบทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืส าหรบัผู้เรยีนระดับชัน้
มธัยมศึกษาตอนปลาย ขัน้แรกของการทดลองคือ การศึกษาวธิกีารใหม่เพื่อฆ่าเชื้ออุปกรณ์และ
อาหารส าหรบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืโดยใช้วธิทีางเคมหีรอืกายภาพ โดยน าอุปกรณ์ 3 ชนิด คอื 
ปากคีบ ด้ามมีดผ่าตัดและจานเพาะเลี้ยง มาฆ่าเชื้อด้วยสารเคมี 3 ชนิด ที่ความเข้มข้นและ
ระยะเวลาต่างกนั พบว่า คลอรอ็กซ์ความเขม้ขน้ 15% ใช้เวลา 10 นาท ีและ 20% ใช้เวลา 5 นาท ี
ฆ่าเชือ้ได ้80% ตลอดระยะเวลาการทดลอง 4 สปัดาห ์ส่วนการฆ่าเชือ้ในอาหารกึ่งแขง็สูตรมรูาชกิิ
และสกู๊ก (Murashige and Skoog, MS) ดว้ยคลอรอ็กซป์รมิาตร 50 ไมโครลติรต่อขวดขึน้ไป ไม่พบ
การปนเป้ือนเช่นเดยีวกบัการใชเ้ตาไมโครเวฟทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต ์เป็นเวลา 3 นาท ีเมื่อน าอาหารที่
ผ่านการฆา่เชือ้ดว้ยคลอรอ็กซท์ีค่วามเขม้ขน้ 50 ไมโครลติร และเตาไมโครเวฟทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต ์
เป็นเวลา 3 นาท ีมาเพาะเลีย้งชิน้ส่วนล าต้นของพิทูเนีย (Petunia hybrida E.Vilm) ศกึษาการเจรญิ
ของยอด ใบและความสูงของล าต้นเป็นเวลา 4 สปัดาห ์พทิูเนียที่เพาะเลีย้งบนอาหารทีฆ่่าเชือ้ดว้ย
คลอรอ็กซ์และเตาไมโครเวฟไม่แตกต่างกนั (p 0.05) ปฏบิตัิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพิทูเนีย 2 
บริเวณคือ  ในตู้ปลาดัดแปลงและบนโต๊ะปฏิบัติการที่ท าให้อยู่ ในสภาพปลอดเชื้อด้วย
เอทลิแอลกอฮอล์ 70% ไม่พบการปนเป้ือนเชื้อจุลนิทรยี์ในอาหารเพาะเลี้ยงเช่นเดยีวกับการ
เพาะเลี้ยงที่ท าในตู้ถ่ายเนื้อเยื่อ ขัน้ที่ 2 ของการทดลองคือการน าผลการทดลองมาสร้างบท
ปฏิบตัิการ และสร้างเครื่องมอืวดัผลการเรยีนรู้ ได้แ ก่ แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน 
จ านวน 20 ขอ้และแบบประเมนิความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้ง
เนื้อเยือ่พชื จ านวน 14 ขอ้ ขัน้สุดทา้ยเมื่อน าบทปฏบิตักิารและเครื่องมอืวดัผลการเรยีนรูไ้ปสอนกบั
ผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาซึง่เป็นผูเ้รยีนระดบัชัน้มธัยมศกึษาปีที ่5 พบว่าคะแนนเฉลีย่ผลสมัฤทธิท์างการ
เรยีนหลงัเรยีน (15.03) สูงกว่าก่อนเรยีน (7.46) (p<0.05) และผู้เรยีนส่วนใหญ่มคีวามก้าวหน้า
ทางการเรยีนสูงกว่าคะแนนความก้าวหน้าทางการเรยีนรายชัน้ซึ่งมคี่าเท่ากบั 0.60 และจากการ
สอบถามความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื พบว่าผูเ้รยีน
มคีวามพึงพอใจอยู่ในระดับมากทัง้ในด้านการจดัการเรียนรู้และด้านบทปฏิบัติการ เรื่ อง การ
เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื โดยมคีะแนนเฉลีย่เท่ากบั 4.32±0.74 และ 4.11±0.77 ตามล าดบั 
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 The aim of this research was to study the simple aseptic techniques for plant 
tissue culture in order to develop of a laboratory practical on plant tissue culture appropriate 
for senior secondary students. First, to investigate new sterilization techniques for materials 
and plant culture medium through chemical or physical methods. The three different kinds 
of tools (forceps, scalpel handles and petri dishes) were sterilized by three different 
chemicals at various times and concentrations. The results indicated that Clorox bleach 
applied at a fifteen percent concentration level, for ten minutes and twenty percent for five 
minutes provided an eighty percent aseptic rate during an experimental period of four 
weeks. In order to eliminate microbes in semi-solid Murashige and Skoog (MS) media 
sterilized by Clorox bleach at fifty microlitres per bottle. Furthermore, every volume was 
found to be contamination-free as well as using microwave ovens at power levels of eight 
hundred watts for three minutes. Then, the media containing Clorox bleach (fifty microlitres) 
and the media irradiated in microwave oven (eight hundred watts for three minutes) were 
used to culture stem explants of petunia (Petunia hybrida E. Vilm). The number of shoots, 
leaves and total stem lengths were evaluated over four weeks. Petunia on Clorox bleach 
and microwaved media were not different (p≥0.05) in terms of the number of leaves and 
total stem length. The culturing of petunia in a modified aquarium and a lab bench were 
cleaned with seventy percent ethyl alcohol and not found to be contaminated, similar to the 
culturing process in a laminar air flow cabinet. Second, the results from previous studies 
were used to construct the laboratory practical and the research instruments included an 
achievement test (twenty items) and a satisfaction questionnaire (fourteen items). Finally, 
the laboratory practical and research instruments were applied with Grade Eleven students. 
The findings showed that the posttest scores (15.03) were higher than the pretest scores 
(7.46) (p<0.05). Most students had higher gain progression than class normalized gain 
(0.60). The satisfaction survey regarding teaching plant tissue culture had satisfaction 
scores at a good level, both in terms of learning management and the laboratory practical 
by 4.32±0.74 and 4.11±0.77, respectively.  
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

ภมิูหลงั 
 การจดัการเรียนรู้ในปจัจุบนั เป็นการปฏิรูปการเรียนรู้ตามพระราชบญัญัติการศึกษา

แห่งชาต ิพ.ศ 2542 แก้ไขเพิม่เตมิ 2545 (ฉบบัที2่) และ พ.ศ.2553 (ฉบบัที ่3) โดยสาระส าคญั

หมวด 4 แนวการจดัการศกึษา มาตรา 22 ระบุว่าหลกัการจดัการเรยีนรู ้ต้องยดึหลกัว่าผูเ้รยีนทุกคน

มคีวามสามารถเรยีนรูแ้ละพฒันาตนเองได้ และถือว่าผู้เรยีนมคีวามส าคญัที่สุด โดยกระบวนการ

จดัการเรยีนรูต้้องส่งเสรมิใหผู้้เรยีนสามารถพฒันาตามธรรมชาตแิละเตม็ตามศกัยภาพ และมาตรา 

24 ระบุว่ากระบวนการจดัการเรยีนรู ้ตอ้งจดัเนื้อหาสาระและกจิกรรมใหส้อดคลอ้งกบัความสนใจและ

ความถนัดของผู้เรยีน โดยค านึงถึงความแตกต่างระหว่างบุคคล ฝึกทกัษะ กระบวนการคดิ  การ

จดัการ การเผชญิสถานการณ์ การประยุกต์ความรูม้าใชเ้พื่อป้องกนัและแก้ไขปญัหา และใหผู้้เรยีน

ไดเ้รยีนรูจ้ากประสบการณ์จรงิ (การจดัการเรยีนการสอนทีเ่น้นผูเ้รยีนเป็นส าคญั.  2552: ออนไลน์; 

กนัยา มัน่เรอืงศร.ี  2558:  ออนไลน์) 

 การสอนดว้ยบทปฏบิตักิาร (laboratory practical) จดัเป็นนวตักรรมทางการศกึษารปูแบบ

หนึ่งทีเ่น้นผูเ้รยีนเป็นส าคญั ซึ่งส่งเสรมิให้ผูเ้รยีนได้รบัประสบการณ์ตรงจากการสงัเกตและท าการ

ทดลองดว้ยตนเอง ช่วยใหผู้เ้รยีนมคีวามสนใจบทเรยีนมากขึน้ นอกจากนี้ยงัท าใหเ้กดิความช านาญ

ในการใช้อุปกรณ์เครื่องมอืในการทดลอง เพิม่พูนความสามารถในการท างานอย่างมปีระสทิธภิาพ 

ดงัเช่นงานวจิยัเกี่ยวกบัการจดัการเรยีนรูโ้ดยใชบ้ทปฏบิตักิารของ วศิษิฐศ์ร ีโตศุกลวรรณ์ (2556) 

ได้ศกึษาผลสมัฤทธิท์างการเรยีนและความก้าวหน้าทางการเรยีนของผูเ้รยีน  2 กลุ่ม ที่ได้รบัการ

จัดการเรียนรู้ที่แตกต่างกันระหว่างวิธีท าบทปฏิบัติการก่อนบรรยายและวิธีบรรยายก่อนท า

ปฏบิตักิาร พบว่า กลุ่มผู้เรยีนที่ได้รบัการสอนด้วยวธิที าบทปฏบิตักิารก่อนบรรยายมคีะแนนเฉลี่ย

หลงัเรยีนและความก้าวหน้าทางการเรยีนสูงกว่ากลุ่มผูเ้รยีนทีไ่ดร้บัการสอนดว้ยวธิบีรรยายก่อนท า

ปฏิบัติการ สอดคล้องกับงานวิจยัของ ยศวดี ฐิติวร (2557) ได้ศึกษาผลสัมฤทธิท์างการเรียน

วิทยาศาสตร์และทักษะทางวิทยาศาสตร์ของผู้เรียนที่ได้ร ับการสอนโดยใช้บทปฏิบัติการ

วทิยาศาสตร์ เรื่อง เทคนิคโครมาโตกราฟีและเทคนิคอเีลก็โตรโฟเรซสิ พบว่า ผู้เรยีนมผีลสมัฤทธิ ์

ทางการเรยีนสูงกว่าก่อนเรยีนและมทีกัษะทางวทิยาศาสตรเ์พิม่ขึน้ ซึ่งเป็นไปตามจุดมุ่งหมายของ

หลกัสูตรแกนกลางการศกึษาขัน้พืน้ฐานพุทธศกัราช 2551 ทีม่เีป้าหมายใหผู้้เรยีนได้รบัการพฒันา
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ทัง้ดา้นความรู ้กระบวนการคดิ กระบวนการสบืเสาะหาความรู ้การแก้ปญัหา ความสามารถในการ

สื่อสาร สามารถน าความรู้ไปใช้ในชวีิตประจ าวนั เพื่อให้ผู้เรยีนเป็นมนุษย์ที่สมบูรณ์ในมติิต่างๆ 

ได้แก่ ร่างกาย จติใจ สตปิญัญา ความรูแ้ละคุณธรรม โดยใหเ้ป็นไปอย่างต่อเน่ืองตลอดชวีติและมี

คุณภาพ อนัจะส่งผลต่อการพฒันาที่มคีวามสมดุลระหว่างส่วนบุคคล ส่วนรวมและประเทศชาติ 

(สถาบนัส่งเสรมิการสอนวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย.ี  2557) 

 การจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ในระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลาย มอียู่

ในหนังสอืเรยีนรายวชิาเพิม่เตมิวทิยาศาสตร ์ชวีวทิยาเล่ม 3 จดัท าขึน้โดยสถาบนัส่งเสรมิการสอน

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (สสวท.) ซึ่งเป็นไปตามหลักสูตรแกนกลางการศึกษาขึ้นพื้นฐาน 

พุทธศกัราช 2551 เพื่อให้สถานศึกษาได้น าไปใช้เทยีบเคยีงกบัหลกัสูตรของสถานศกึษาได้อย่าง

เหมาะสมนัน้ พบปญัหาในสถานศึกษาหลายแห่งโดยเฉพาะโรงเรยีนขนาดกลางและขนาดเล็ก 

เนื่องจากมขีอ้จ ากดัดา้นเวลาในการจดัการเรยีนรูซ้ึง่ไม่เพยีงพอในการเรยีนรูก้ารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ

พชือย่างครบวงจร และความพรอ้มไม่พรอ้มของสถานที่ในการท าปฏบิตัิการ รวมทัง้อุปกรณ์และ

เครือ่งมอืทีใ่ชต้อ้งผ่านการฆา่เชือ้ โดยปกตนิิยมใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) ซึง่มรีาคาแพง 

จงึท าใหก้ารจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืในระดบัมธัยมศกึษาส่วนใหญ่จ ากดัเฉพาะ

ในภาคทฤษฎเีท่านัน้ ส่งผลให้การเรยีนรูข้องผู้เรยีนไม่ได้ผลดเีท่าที่ควร เนื่องจากผู้เรยีนไม่ เขา้ใจ

เทคนิคต่าง ๆ ทีใ่ช ้และมองไม่เหน็ภาพรวมของกระบวนการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื และไม่มโีอกาส

ในการทดลองซึง่เป็นการเรยีนรูจ้ากการลงมอืท า (hands-on) โดยตรง 

 ในการปฏบิตัิงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืผู้ปฏบิตัิต้องมคีวามรู้ทางเทคนิคการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่พชืเป็นอยา่งด ีและเพื่อท าใหทุ้กกระบวนการในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่ออยู่ในสภาวะปลอดเชือ้ 

จะต้องท าการฆ่าเชื้อตัง้แต่วสัดุอุปกรณ์ สถานที่ในการปฏิบตัิงาน รวมไปถึงอาหารที่ใช้ในการ

เพาะเลีย้งเน้ือเยือ่ดว้ย ปจัจบุนัมกีารคดิคน้วธิกีารฆ่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืใหป้ราศจาก

เชือ้จลุนิทรยีแ์ทนการใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) ซึง่มรีาคาแพง โดยวธิกีารฆ่าเชือ้ทีเ่คยมี

ผูท้ าการศกึษา ไดแ้ก่ การฆา่เชือ้ดว้ยสารเคม ี(chemical sterilization) เช่น ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์

(H2O2) (Curvetto; et al.  2006: 497-500) โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ (NaClO) (Teixeira; et al.  2006: 

375-378) คลอรนี (Cl) (Yanagawa; et al.  2007: 289-298) ซลิเวอรไ์นเตรท (AgNO3) (Kubota; & 

Tadokoro. 1999: 296-298) และการฆ่าเชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟ (microwave sterilization) (Fuller; 

& Pizzey.  2001: 567–570; Tisserat; et al.  1992: 358-361)   

 จากปญัหาดงักล่าว ผูว้จิยัเหน็ความส าคญัของการส่งเสรมิใหผู้้เรยีนได้เรยีนรูด้้วยตนเอง 

และได้ใช้ทกัษะกระบวนการทางวทิยาศาสตร์ในการแก้ปญัหาโดยสร้างและพฒันาบทปฏบิตัิการ 
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เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ส าหรบัผู้เรียนชัน้มธัยมศึกษาตอนปลาย ซึ่งผลการวิจยัครัง้นี้

สามารถใชเ้ป็นทางเลอืกใหมใ่หก้บัผูส้อนในการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื โดยใช้

สารเคมคีลอรอ็กซ์ในการฆ่าเชื้อในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืแทนการใช้หม้อนึ่งความดนัไอน ้า 

และการใชตู้้ปลาทีด่ดัแปลงขึน้แทนการใชตู้้ถ่ายเนื้อเยื่อ (laminar air flow) ซึง่สามารถลดขอ้จ ากดั

ดา้นวสัดุอุปกรณ์ได ้

 

ความมุ่งหมายของงานวิจยั  
 1. เพื่อศกึษาวธิกีารฆ่าเชือ้อุปกรณ์และอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืทีเ่หมาะสมโดยไม่ใช ้

หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า   

 2. เพื่อศกึษาผลของอาหารที่ผ่านการฆ่าเชื้อดว้ยวธิต่ีาง ๆ ที่มต่ีอการชกัน าให้เกดิยอด 

และรากของชิน้เนื้อเยือ่พทิเูนีย   

 3. เพื่อสรา้งและพฒันาบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื ส าหรบัผู้เรยีนชัน้ 

มธัยมศกึษาตอนปลาย  

 4. เพื่อเปรยีบเทยีบผลสมัฤทธิท์างเรยีนก่อนเรยีนและหลงัเรยีนของผู้เรยีนที่ได้รบัการ 

จดัการเรยีนรู้ดว้ยบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ส าหรบัผูเ้รยีนชัน้มธัยมศกึษาตอน

ปลาย  
 

ความส าคญัของการวิจยั  
 ผลจากการวจิยัครัง้นี้ มปีระโยชน์ดงันี้  

 1. เพื่อใหไ้ดม้าซึง่บทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ส าหรบัครกูลุ่มสาระการ 

เรยีนรูว้ทิยาศาสตร ์รายวชิาชวีวทิยา ในการน าไปใช้จดัการเรยีนรูก้บัผู้เรยีนระดบัชัน้มธัยมศกึษา

ตอนปลายใหเ้กดิประสทิธภิาพมากยิง่ขึน้   

 2. เพื่อใหผู้เ้รยีนทีเ่รยีนดว้ยบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื ทีพ่ฒันาขึน้นี้ม ี

ความเข้าใจในเรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได้อย่างครบวงจร มผีลสมัฤทธิท์างการเรยีนและ

ความกา้วหน้าทางเรยีนทีส่งูขึน้   
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ขอบเขตของการวิจยั  

 การวจิยัครัง้นี้ ผูว้จิยัไดแ้บ่งวธิกีารด าเนินงาน ดงันี้  

 ตอนท่ี 1 การส ารวจความคิดเหน็ในการจดัการเรียนรู้  เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

พืช  

  1. ศกึษาหลกัสตูร สาระการเรยีนรู ้มาตรฐานการเรยีนรูแ้ละตวัชีว้ดัรายวชิา 

วทิยาศาสตร ์ 

  2. สร้างแบบสอบถามความคดิเหน็เกี่ยวกบัการจดัการเรยีนรู้ เรื่อง การเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่พชื  

  3. น าแบบสอบถามที่ไปสอบถามความคดิเหน็กบัผู้สอนรายวชิาชวีวทิยา ระดบัชัน้

มธัยมศกึษาตอนปลาย ทีม่ปีระสบการณ์สอน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื จ านวน 20 คน 

 ตอนท่ี 2 การทดลองในห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร ์

  1. ศกึษาวธิกีารฆ่าเชื้ออุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืด้วยสารเคม ี3 ชนิด ได้แก่  

คลอรอ็กซ ์(Clorox) เอทลิแอลกอฮอล ์70% (ethyl alcohol 70%) และเดทตอล (Dettol) 

  2. ศกึษาการฆ่าเชื้ออาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืด้วยคลอรอ็กซ์และเตาไมโครเวฟ 

เพื่อหาความเขม้ขน้ของคลอรอ็กซ์ ก าลงัของคลื่นไมโครเวฟ และระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการยบัยัง้

การปนเป้ือนจากเชือ้จลุนิทรยี ์  

  3. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรรีวทิยาของชิ้นส่วนล าต้นพทิูเนียที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารทีผ่่านการฆา่เชือ้ดว้ยคลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ ไดแ้ก่ จ านวนยอด จ านวนใบ และความสูง

ของล าตน้ 

  4. ศกึษาการปฏบิตังิานถ่ายเนื้อเยือ่ภายในตูป้ลาทีด่ดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อและบน

โต๊ะปฏบิตักิาร 

 ตอนท่ี 3 การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการและเครื่องมือวดัผลการเรียนรู้ 

  ผูว้จิยัน าผลการทดลองทีไ่ดจ้ากการทดลองในหอ้งปฏบิตักิารวทิยาศาสตรม์าสรา้งและ

พฒันาบทปฏบิตักิาร และด าเนินการสรา้งเครือ่งมอืในการวดัผลการเรยีนรู ้ดงันี้ 

  1. สรา้งบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

  2. สรา้งแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน 

  3. สร้างแบบประเมินความพึงพอใจของผู้เรียนต่อการจัดการเรียนรู้ ด้วยบท

ปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 
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  4. ตรวจสอบคุณภาพของบทปฏบิตัิการและเครื่องมอืในการวดัผลการเรยีนรู้ โดย

ผูเ้ชีย่วชาญ จ านวน 3 ท่าน เพื่อตรวจประเมนิความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหา (content validity) ค่าดชันี

ความสอดคลอ้ง (IOC) และคุณภาพของบทปฏบิตักิารทีส่รา้งและพฒันาขึน้ 

  5. น าบทปฏบิตักิารและเครื่องมอืในการวดัผลการเรยีนรู้ที่ด าเนินการปรบัปรุงแก้ไข

แลว้ไปทดลองใชก้บัผูเ้รยีนทีไ่ม่ใช่กลุ่มทีศ่กึษา ซึง่กค็อืผูเ้รยีนระดบัชัน้มธัยมศกึษาปีที ่6 โรงเรยีน

ขนาดใหญ่แห่งหนึ่ง ในเขตคลองเตย จงัหวดักรุงเทพมหานคร จ านวน 30 คน ซึ่งได้จากการชกั

ตวัอย่างแบบเจาะจง (purposive sampling) เพื่อหาขอ้บกพร่องของบทปฏบิตักิาร และวเิคราะหห์า

ค่าความยากงา่ย (p) ค่าอ านาจจ าแนก (r) และค่าความเชื่อมัน่ของแบบทดสอบ  

 ตอนท่ี 4 การน าบทปฏิบติัการท่ีสร้างขึ้นไปสอนจริงกบัผูเ้รียนกลุ่มท่ีศึกษา 

  1. ผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา คอื ผูเ้รยีนระดบัชัน้มธัยมศกึษาปีที ่5 โรงเรยีนขนาดใหญ่แห่ง

หนึ่ง ในเขตคลองเตย จงัหวดักรุงเทพมหานคร จ านวน 39 คน ซึ่งได้จากการชักตัวอย่างแบบ

เจาะจง (purposive sampling) 

  2. ประเมนิความรู้ของผู้เรยีนก่อนลงมอืท าบทปฏิบตัิการด้วยแบบทดสอบวดัผล   

สมัฤทธิท์างการเรยีนก่อนเรยีน 

  3. ให้ผู้เรยีนลงมอืท าบทปฏิบตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช โดยผู้สอนมี

หน้าทีใ่หค้ าแนะน าระหว่างทีผู่เ้รยีนลงมอืท าบทปฏบิตักิาร (facilitator) 

  4. หลงัจากเสรจ็สิ้นการท าบทปฏบิตัิการ ให้ผู้เรยีนท าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิ ์

ทางการเรยีนหลงัเรยีนซึง่เป็นชุดเดยีวกนักบัแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนก่อนเรยีน 

  5. ประเมนิความพงึพอใจของผูเ้รยีนโดยใชแ้บบประเมนิความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อ 

การจดัการเรยีนรูด้ว้ยบทปฏบิตักิารวทิยาศาสตร์ เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ซึง่แบ่งออกเป็น 2 

ดา้น คอื ดา้นการจดัการเรยีนรูแ้ละบทปฏบิตักิาร    

 

ตวัแปรท่ีใช้ในการศึกษา 
 ตวัแปรอิสระ ไดแ้ก่ การสอนดว้ยบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  ตวัแปรตาม  ไดแ้ก่  

  1. ผลสมัฤทธิท์างเรยีน เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื และความก้าวหน้าทางการ

เรยีนของผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา 

  2. ความพงึพอใจของผูเ้รยีนหลงัจากทีเ่รยีนดว้ยบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้ง

เนื้อเยือ่พชื 
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สมมติฐานของงานวิจยั 
 1. บทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื ส าหรบัผู้เรยีนระดบัชัน้มธัยมศึกษา

ตอนปลาย มคีุณภาพอยูใ่นระดบัด ี

 2. ผูเ้รยีนที่ไดร้บัการจดัการเรยีนรูโ้ดยใช้บทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื    

มผีลสมัฤทธิท์างการเรยีนและความก้าวหน้าทางการเรยีน สูงขึน้กว่าก่อนเรยีนอย่างมนีัยส าคญัที่

ระดบั 0.05 

 3. ผู้เรยีนมคีวามพงึพอใจต่อการจดัการเรยีนรู้ด้วยบทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่พชื อยูใ่นระดบัมาก 

 

นิยามศพัทเ์ฉพาะ 
 1. การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื หมายถงึ เทคนิคทีใ่ชใ้นการขยายพนัธุพ์ชืแบบไม่อาศยัเพศ 

โดยการน าเอาส่วนใดส่วนหน่ึงของพชื ไดแ้ก่ เซลล ์อวยัวะ หรอืเนื้อเยื่อ มาเลีย้งในหลอดทดลอง (in 

vitro) ซึง่มอีาหารสงัเคราะหท์ีป่ระกอบดว้ยแร่ธาตุ น ้าตาล วติามนิ รวมทัง้อาจเตมิสารควบคุมความ

เจรญิเตบิโตลงไปดว้ย ซึง่ทัง้หมดน้ีกระท าภายใตส้ภาพปลอดเชือ้จลุนิทรยีแ์ละมกีารควบคุมอุณหภูม ิ

แสง และความชื้น ส่วนต่าง ๆ ของพชืที่น ามาเพาะเลี้ยงนี้สามารถพฒันาและเจรญิเป็นต้นใหม่ที่มี

รากทีส่มบรูณ์ส าหรบัการน าไปปลกูลงดนิต่อไป 

 2. คลอรอ็กซ ์(Clorox) หมายถงึ สารเคมซีึง่ใชเ้ป็นน ้ายาฆ่าเชือ้ มสี่วนผสมของโซเดยีม-

ไฮโปคลอไรต ์5.25% โดยปรมิาตร 

 3. การสอนโดยใช้บทปฏบิตักิาร หมายถงึ การจดัการเรยีนรูโ้ดยใช้บทปฏบิตักิาร เรื่อง 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ที่ผู้วิจ ัยสร้างและพัฒนาขึ้นจากผลการทดลองในห้องปฏิบัติการ

ประกอบด้วย ชื่อบทปฏิบัติการ เนื้อหาบทปฏิบัติการ จุดประสงค์ ระยะเวลาที่ใช้ อุปกรณ์ 

วธิดี าเนินการทดลอง แบบรายงานผลการทดลองและค าถามทา้ยบทปฏบิตักิาร โดยบทปฏบิตักิาร

ประกอบดว้ยการทดลอง 2 ตอน ดงันี้ 

  การทดลองที ่1  เรือ่ง การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  การทดลองที ่2  เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พทิเูนีย 

 4. ผลสมัฤทธิท์างการเรยีนวทิยาศาสตร ์หมายถงึ ความสามารถในการเรยีนรู ้เรื่อง การ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื ของผู้เรยีนในระดบัชัน้มธัยมศึกษาปีที่ 5 จ านวน 39 คน ซึ่งได้จากการชกั

ตัวอย่างแบบเจาะจง โดยพิจารณาจากคะแนนของผู้เรยีนในการท าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิ ์
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ทางการเรยีนที่ผู้วจิยัสร้างขึน้ ซึ่งเป็นแบบปรนัย 4 ตวัเลอืก จ านวน 20 ข้อ โดยวดัพฤตกิรรมการ

เรยีนรู ้3 ดา้น คอื  

  4.1 ความรู้ความจ า หมายถึง ความสามารถในการระลกึสิ่งที่เรยีนมาแล้วเกี่ยวกับ

ขอ้เทจ็จรงิ ขอ้ตกลง ค าศพัท ์หลกัการ และทฤษฎทีางวทิยาศาสตรห์รอืความสามารถทางสมอง  

  4.2 ความเขา้ใจ หมายถงึ ความสามารถในการอธบิายเกี่ยวกบัขอ้เทจ็จรงิจากขอ้มูล 

กฎ หลกัการ ทฤษฏ ี

  4.3 การน าไปใช ้หมายถงึ ความสามารถในการน าความรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ

พชื และวธิกีารต่าง ๆ มาใชใ้นการแกป้ญัหาและสามารถต่อยอดในการทดลองเรือ่งอื่น ๆ   



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
 ในการวจิยัครัง้นี้ ผูว้จิยัไดศ้กึษาเอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง ดงันี้  

  1.   การจดัการเรยีนรูก้ลุ่มสาระวชิาวทิยาศาสตร ์รายวชิาชวีวทิยา 

  2. บทปฏบิตักิาร 

   2.1 ความหมายของบทปฏบิตักิาร 

   2.2 การสรา้งบทปฏบิตักิาร 

   2.3 การจดัการเรยีนการสอนปฏบิตักิาร 

  3. ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน 

   3.1 ความหมายของผลสมัฤทธิท์างการเรยีน 

   3.2 การสรา้งแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน 

  4. การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื       

   4.1 ความหมายของการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

   4.2 ขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

   4.3 ประโยชน์ของการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  5. พทิเูนีย (Petunia hybrida E.Vilm) 

   5.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องพทิเูนีย 

   5.2 ประเภทของพทิเูนีย 

  6. บทปฏบิตักิารทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  7. งานวจิยัทีเ่กี่ยวขอ้ง 

   7.1 งานวจิยัเกีย่วกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พทิเูนีย 

   7.2 งานวจิยัเกีย่วกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืโดยไมใ่ชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า 

   7.3 งานวจิยัเกีย่วกบัการเรยีนการสอนโดยใชบ้ทปฏบิตักิารการวทิยาศาสตร์ 

  

1. การจดัการเรียนรู้กลุ่มสาระวิชาวิทยาศาสตร ์รายวิชาชีววิทยา 

 การจดัการเรยีนรู้กลุ่มสาระวิทยาศาสตร์ตามหลกัสูตรแกนกลางการศึกษาขัน้พื้นฐาน 

พุทธศกัราช 2551 นอกจากจะเป็นการจดัการเรยีนรูท้ีเ่น้นผูเ้รยีนเป็นส าคญั เพื่อใหผู้เ้รยีนไดพ้ฒันา
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เตม็ศกัยภาพ สามารถเรยีนรูไ้ดด้ว้ยตนเอง และรูจ้กัแสวงหาความรูไ้ด้อย่างต่อเนื่องตลอดชวีติแล้ว

สิ่งที่ควรยึดถือในการจดัการเรียนรู้วิทยาศาสตร์คือควรอยู่บนพื้นฐานของการจดัการเรียนรู้ที่

หลากหลายวธิรี่วมกนั ซึ่งโดยทัว่ไปการจดัการเรยีนรูว้ทิยาศาสตรท์ีด่คีวรมลีกัษณะที่เน้นใหผู้้เรยีน

ไดล้งมอืทดลอง กระตุน้ใหผู้เ้รยีนไดค้ดิ ส่งเสรมิใหผู้เ้รยีนไดใ้ชท้กัษะกระบวนการทางวทิยาศาสตร์ที่

ถูกตอ้ง และผูเ้รยีนสามารถน าเนื้อหาทีเ่รยีนรูไ้ปใชใ้นชวีติประจ าวนัได้ 

 สาระชวีวทิยาเป็นสาระหนึ่งของกลุ่มสาระการเรยีนรูว้ทิยาศาสตร ์ซึง่มกีารจดัการเรยีนรูท้ี ่

มุ่งเน้นกระบวนการทางวทิยาศาสตร์ ประกอบดว้ย การสงัเกต การรวบรวมขอ้มลู การทดลอง และ

การสรปุผลเป็นส าคญั ดงันัน้จงึเป็นการส่งเสรมิใหผู้เ้รยีนใหเ้กดิพฤตกิรรมการเรยีนรูใ้น 3 ดา้น คอื 

(พฤตกิรรมการสอนชวีวทิยา.  2559: ออนไลน์) 

 ดา้นที ่1 พุทธพิสิยั (cognitive domain) หมายถงึ พฤตกิรรมทางดา้นสมอง ซึง่เกี่ยวกบั

สตปิญัญา ความรู ้ความสามารถในการคดิเรื่องราวต่าง ๆ ได้อย่างมปีระสทิธภิาพ  ซึ่งการจดัการ

เรยีนรูใ้นปจัจบุนัยงัเน้นในดา้นน้ีมาก 

 ด้านที่ 2 จติพสิยั (affective domain) หมายถงึ พฤตกิรรมทางด้านจติใจ ซึ่งเกี่ยวกบั

ค่านิยม ความรู้สกึ ทศันคติ ความเชื่อ ความสนใจ และคุณธรรม พฤติกรรมของผู้เรยีนในด้านนี้

อาจจะไม่เกิดขึ้นในทนัที ดงันัน้ การจดัการเรียนรู้จะต้องใช้วิธีปลูกฝงัโดยจดัสภาพแวดล้อมที่

เหมาะสม และสอดแทรกสิง่ที่ต้องการถ่ายทอดให้ผู้เรยีนอยู่ตลอดเวลา เพื่อเปลี่ยนพฤตกิรรมของ

ผูเ้รยีนไปในแนวทางทีพ่งึประสงค ์

 ดา้นที ่3 ทกัษะพสิยั (psychomotor domain) หมายถงึ  พฤตกิรรมการเรยีนรูท้ีบ่่งชีถ้งึ

ความสามารถในการปฏบิตังิานได้อย่างคล่องแคล่ว ช านาญ พฤตกิรรมด้านนี้จะเหน็ได้จากกระท า 

ไดโ้ดยตรง โดยมเีวลาและคุณภาพของงานเป็นตวัชีร้ะดบัของทกัษะทีเ่กดิว่ามมีากน้อยเพยีงใด 

 อย่างไรก็ตาม ในการจดัการเรยีนรู้นัน้ไม่มวีิธใีดวิธหีนึ่งที่ดทีี่สุด ดงันัน้ผู้สอนจะต้องใช้ 

ดุลยพนิิจในการเลอืกวธิกีารจดัการเรยีนรูใ้หเ้หมาะสมในแต่ละสถานการณ์หรอืแต่ละเนื้อเรื่อง ซึง่ไม่

จ าเป็นต้องใช้เพยีงวธิเีดยีวโดยตลอด เช่น เนื้อเรื่องหนึ่งผู้สอนอาจจะใช้วธิกีารบรรยายเพื่อเริม่ต้น

การเรยีน หรอืเพื่อแนะน าเรื่องใหม่ หรอืเพื่ออธบิายสิง่ที่เขา้ใจยาก แล้วตามด้วยวธิกีารสาธติ หรอื

ผู้สอนให้ผู้เรยีนท าการทดลองเป็นกลุ่มหรอืเป็นรายบุคคล และในตอนสุดท้ายให้สรุปผลโดยการ

อภปิรายเป็นกลุ่ม แลว้เสนอผลงานแต่ละกลุ่มหน้าชัน้เรยีน เป็นต้น การจดัการเรยีนรูว้ทิยาศาสตรท์ี่

เป็นทีน่ิยม ไดแ้ก่ การจดัการเรยีนรูแ้บบสบืเสาะหาความรู ้(inquiry method) การจดัการเรยีนรูโ้ดย

การสาธติ (demonstration method) การจดัการเรยีนรูโ้ดยใชบ้ทปฏบิตักิาร (laboratory method) 
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และการศกึษานอกสถานที ่(field trip) (ภพ เลาหไพบูลย.์  2542: 123; อญัชล ีสรินิทรว์ราวงศ์.  
2543: 19)   
 

2. บทปฏิบติัการ 

 2.1 ความหมายของบทปฏิบติัการ 

  พรทพิย ์ วงศ์นาป่า (2548: 48) ได้ให้ความหมายของ “บทปฏบิตักิาร” ว่าเป็น

กจิกรรมหรอืการทดลองทีส่รา้งขึน้ เพื่อมุ่งเน้นใหผู้้เรยีนได้สรา้งองค์ความรูจ้ากการได้ทดลองด้วย

ตนเอง  เกิดความสามารถด้านทักษะกระบวนการวิทยาศาสตร์ และสามารถน าความรู้และ

ความสามารถทีเ่กดิขึน้ไปประยกุตใ์ชใ้หเ้กดิประโยชน์ต่อสงัคมและทอ้งถิน่ได้ โดยขณะท าปฏบิตักิาร

ผูส้อนเป็นเพยีงผูใ้หค้ าแนะน าเท่านัน้   

  วารยี์ บุญลือ (2550: 13) ได้ให้ความหมายของ “บทปฏิบตัิการ” ว่าเป็นการจดั

กจิกรรมการเรยีนทีใ่หผู้เ้รยีนไดป้ฏบิตัจิรงิ เน้นทกัษะกระบวนการทางวทิยาศาสตรแ์ละทกัษะปฏบิตัิ

ของผู้เรยีน เพื่อให้ผู้เรยีนลงมอืปฏบิตัิได้อย่างช านาญ คล่องแคล่วและปลอดภยัและมกีารจดัท า

รายงาน โดยผูส้อนมบีทบาทเป็นทีป่รกึษา 

  บุญรอด ชาตยิานนท์ (2556: 11) ได้ให้ความหมายของ “บทปฏบิตักิาร” ว่าเป็น

นวตักรรมทีส่รา้งขึน้เพื่อใชใ้นการเรยีนการสอน ท าใหผู้เ้รยีนไดส้รา้งองคค์วามรูใ้หม่จากการทดลอง

ดว้ยตนเอง โดยมผีูส้อนเป็นผูใ้หค้ าแนะน าแนวทางระหว่างท าปฏบิตักิาร 

  จากความหมายขา้งต้น ผู้วจิยัสรุปได้ว่า บทปฏบิตัิการ  หมายถงึ นวตักรรมที่ใช้ใน

การจดัการเรยีนรูท้ีเ่น้นใหผู้้เรยีนไดล้งมอืทดลองเพื่อสรา้งองค์ความรูใ้หม่ดว้ยตนเอง โดยใชท้กัษะ

กระบวนการทางวทิยาศาสตรแ์ละทกัษะการปฏบิตัขิองผูเ้รยีน โดยมผีูส้อนมหีน้าทีใ่หค้ าแนะน า  

 2.2 การสร้างบทปฏิบติัการ 

  ขัน้ตอนในการสรา้งบทปฏบิตักิาร สามารถสรุปไดด้งันี้ (ศริกิานต์ ผาสุก.  2543: 201-

206;  พรทพิย ์วงษ์นาปา่.  2548: 103-105) 

  1. รวบรวมผลการทดลองทีไ่ดจ้ากหอ้งปฏบิตักิารวทิยาศาสตรม์าวเิคราะห ์และสรุป 

ขัน้ตอนการด าเนินการต่าง ๆ เพื่อเกบ็เป็นขอ้มลูพืน้ฐานส าหรบัสรา้งและพฒันาบทปฏบิตักิาร  

  2. ศกึษาเอกสารและงานวจิยัทีเ่กี่ยวขอ้งกบัเนื้อหาทีเ่กี่ยวขอ้งกบัหลกัสูตรการศกึษา 

บทปฏบิตักิาร และประสทิธผิลการเรยีนรูท้ีต่้องการประเมนิ ไดแ้ก่ ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน ทกัษะ 

กระบวนการทางวทิยาศาสตร ์เจตคตใินการเรยีน เป็นต้น เพื่อใช้ประกอบในการก าหนดเนื้อหา 

จดุประสงค ์กจิกรรม การวดัและประเมนิผล ของบทปฏบิตักิารทีส่รา้งขึน้ 
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  3. ก าหนดขอบเขตในการด าเนินการทดลอง และลงมอืปฏิบตัิการทดลองภายใน

หอ้งปฏบิตักิารวทิยาศาสตรต์ามขัน้ตอนทีไ่ดว้างแผนไว ้สรุปและวเิคราะหผ์ลการทดลองทีไ่ดแ้ละหา

ข้อบกพร่องที่อาจเกิดขึ้นได้ขณะท าการทดลอง รวมถึงหาวธิใีนการป้องกนัและแก้ไข เพื่อให้บท

ปฏบิตักิารทีส่รา้งขึน้มปีระสทิธภิาพมากทีสุ่ด 

  4. สรา้งบทปฏบิตักิาร โดยประกอบดว้ย 3 ส่วน คอื 

   ส่วนที ่1 ชื่อบทปฏบิตักิารและใบความรูป้ระกอบบทปฏบิตักิาร   

    ส่วนที่ 2 บทปฏบิตักิาร ประกอบด้วย หลกัการ/ทฤษฎ ีวัตถุประสงค์ อุปกรณ์/

เครือ่งมอื สารเคม ีวธิกีารทดลอง 

   ส่วนที ่3 แบบบนัทกึผลการทดลอง ค าถามทา้ยบทปฏบิตักิาร 

  5. น าบทปฏบิตักิารที่สรา้งขึน้เสนอต่อผูเ้ชี่ยวชาญเพื่อตรวจประเมนิความเที่ยงตรง

เชงิเนื้อหา (content validity) ค่าดชันีความสอดคลอ้ง (IOC) และคุณภาพของบทปฏบิตักิารทีส่รา้ง

และพฒันาขึน้ 

  นอกจากนี้ผู้วิจ ัยสามารถหาประสิทธิภาพของบทปฏิบัติการได้จากกา รน าบท

ปฏบิตักิารไปทดลองใช้กบักลุ่มผู้เรยีนที่มผีลการเรยีนระดบั เก่ง ปานกลาง และอ่อน ในสดัส่วน

ใกล้เคยีงกนั ซึ่งกลุ่มผู้เรยีนที่ท าการทดลองนี้ไม่ใช่ผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา โดยสามารถแบ่งออกเป็น     

3 กลุ่ม ไดแ้ก่ (1) แบบกลุ่มขนาดใหญ่ ประมาณ 30 คนขึน้ไป (2) แบบกลุ่มขนาดเลก็ ประมาณ      

6 ‟ 10 คน และ (3)แบบเดีย่ว ประมาณ 1-3 คน จากนัน้น าผลทีไ่ดม้าปรบัปรุงแก้ไขบทปฏบิัตกิาร

ก่อนน าไปทดลองสอนกบัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา 

 2.3 การจดัการเรียนรู้ด้วยบทปฏิบติัการ 

  การจดัการเรยีนรูด้้วยบทปฏบิตักิาร ท าใหผู้เ้รยีนไดม้สี่วนร่วมในทุกขัน้ตอนโดยผ่าน

ประสาทสมัผสัหลายดา้นโดยตรง ไม่ว่าจะเป็นการสงัเกตดว้ยตา การสมัผสัดว้ยมอื การดมกลิน่ดว้ย

จมูก ส่งผลให้ผู้เรียนเกิดการเรียนรู้ด้วยตนเองและจดจ าความรู้ได้นานเนื่ องจากเกิดจาก

ประสบการณ์ตรงของผู้เรียน และยังก่อให้เกิดทักษะกระบวนการทางวิทยาศาสตร์ ซึ่งเป็น

กระบวนการส าคญัในการศกึษาค้นคว้าความรู ้เพราะความรูค้วามจรงิที่ได้จากการศกึษาในแต่ละ

ครัง้จะมคีวามน่าเชื่อถือหรอืไม่นัน้ ขึ้นอยู่กบัวิธกีารและเครื่องมอืที่เหมาะสม (พนัธุ์ ทองชุมนุม.  

2547: 44) 
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  การจดัการเรยีนรูด้้วยบทปฏบิตัิการ สามารถแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ คอื (สุวฒัน์  

นิยมคา้.  2517: 142-144) 

  1. การทดลองแบบไมก่ าหนดแนวทาง (unstructured laboratory)  

   เป็นการทดลองเพื่อผูเ้รยีนไดค้น้หาค าตอบดว้ยตนเอง โดยผูส้อนก าหนดปญัหาให ้ 

จากนัน้ผู้สอนให้ผู้เรยีนวางแผนการทดลองประกอบด้วย การก าหนดขอบเขตของปญัหา การ

ตัง้สมมตฐิาน การสรา้งแบบการทดลอง และลงมอืท าการทดลองตามแบบทีก่ าหนดไว้  และขัน้ตอน

สุดทา้ยคอืการน าผลการทดลองทีไ่ดม้าอภปิรายหน้าชัน้เรยีน ซึง่การทดลองรปูแบบนี้จะช่วยส่งเสรมิ

กระบวนการคดิของผูเ้รยีน 

  2. การทดลองแบบก าหนดแนวทาง (structured laboratory)  

   เป็นการทดลองทีผู่ส้อนเป็นผูก้ าหนดปญัหาและวธิกีารแก้ปญัหา และใหผู้เ้รยีนท า

ตามค าชีแ้จงในคู่มอืการทดลอง (lab direction) ซึง่มกีารก าหนดวสัดุอุปกรณ์และวธิกีารทดลองไว้

แล้ว ผู้เรยีนจึงไม่ต้องท าการวางแผนการทดลองเอง ดังนัน้การทดลองรูปแบบนี้จงึไม่ส่งเสริม

กระบวนการคดิของผูเ้รยีนเท่าทีค่วร 

  ปจัจุบนัการจดัการเรยีนรู้ด้วยบทปฏบิตัิการวทิยาศาสตร์ในระดบัมธัยมศึกษาตาม

หนังสอืเรยีนรายวชิาชวีวทิยาของสถาบนัส่งเสรมิการสอนวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ี(สสวท.) มกั

เป็นแบบก าหนดแนวทาง ซึง่ขัน้ตอนการทดลองแบบก าหนดแนวทางสามารถสรุปได้ 3 ขัน้ตอน 

ดงันี้ (ประวติร ชศูลิป์.  2524: 5-6; Romey.  1968: 125) 

   ขัน้ตอนที ่1 อภปิรายก่อนการทดลอง (pre ‟ laboratory discussion) เป็นขัน้ตอน

ที่ผู้สอนตัง้ค าถามหรอืมกีารสาธติเพื่อเรา้ให้ผู้เรยีนเกดิความสนใจอยากรูอ้ยากเหน็ เกดิความคดิ

ความสงสยั และช่วยกันออกแบบการทดลอง วิธีที่สะดวกและนิยมใช้คือการให้ผู้เรยีนท าแบบ 

ทดสอบก่อนเรยีน บางครัง้การจดัการเรยีนรูใ้นเรื่องทีย่ากผูส้อนอาจใหค้วามรูพ้ืน้ฐานกบัผูเ้รยีนก่อน 

เพื่อช่วยใหผู้เ้รยีนสามารถเชื่อมโยงความรูท้ีไ่ด้ไปใชก้บัการลงมอืทดลอง 

   ขัน้ตอนที ่2 ท าการทดลอง (experiment) เป็นขัน้ตอนที่ผูเ้รยีนได้ลงมอืทดลอง

ตามวธิกีารที่ระบุไว้ในบทปฏบิตัิการหรอืตามแนวที่ได้ออกแบบไว้ในขัน้อภปิรายก่อนการทดลอง 

โดยผู้สอนจะท าหน้าที่ให้ค าปรกึษาและคอยช่วยเหลอือย่างใกล้ชดิ ดงันัน้ในขัน้ตอนนี้ผู้เรยีนจงึมี

บทบาทส าคญัทีสุ่ดในการคน้หาความรูด้ว้ยตนเอง 

   ขัน้ตอนที ่3 อภปิรายผลการทดลอง (post - laboratory discussion) เป็นขัน้ตอน

ทีผู่เ้รยีนน าเสนอผลการทดลอง โดยผูส้อนมผีลการทดลองทีถู่กต้องอยู่แลว้ตามทีป่รากฏในคู่มอืบท

ปฏบิตักิารและน ามาเปรยีบเทยีบกบัผลการทดลองของผูเ้รยีนว่าเหมอืนหรอืต่างกนัหรอืไม่ อย่างไร 
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ผู้สอนอาจร่วมกบัผู้เรยีนในการสรุปเป็นกฎเกณฑ ์ทฤษฎหีรอืหลกัการต่าง ๆ รวมทัง้อภปิรายถึง

ขอ้ผดิพลาดของการทดลอง 

 

3. ผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน 

  3.1 ความหมายของผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน 

  อารมณ์ เพชรชื่น (2527: 46) ได้ให้ความหมายของ “ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน” ว่า 

เป็นผลทีเ่กดิจากความรู ้ความเขา้ใจ ทกัษะและสมรรถภาพสมองของผูเ้รยีนที่ไดจ้ากการเรยีนการ

สอน การฝึกฝน รวมทัง้จากประสบการณ์ต่าง ๆ ทีไ่ดร้บัจากโรงเรยีน บา้น และสิง่แวดลอ้มอื่น ๆ   

  ภพ เลาหไพบูลย ์(2537: 295) ไดใ้หค้วามหมายของ “ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน” ว่า 

เป็นความส าเรจ็ในการเรยีนรูอ้นัเน่ืองมาจากความถนดัทางการเรยีน ความสามารถส่วนตวัในการท า

ความเขา้ใจในสิง่ทีผู่ส้อนถ่ายทอด รวมไปถงึความพยายามในการเรยีนและเวลาทีใ่ชใ้นการเรยีนของ

ผูเ้รยีน 

  ศุภพงศ์ คลา้ยคลงึ (2548: 27) ไดใ้หค้วามหมายของ “ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน” ว่า 

เป็นผลสรปุของพฤตกิรรมการเรยีนรู้ของแต่ละบุคคล ซึง่สามารถสงัเกตและวดัไดด้ว้ยเครื่องมอืทาง

จติวทิยาหรอืแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิ ์

  ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน สามารถประเมนิได้จากพฤตกิรรมการแสดงออกของผู้เรยีน 

ดา้นพุทธพิสิยัทัง้ 6 ดา้น ตามแนวคดิของบลมู (Bloom, 1956: 201)  ดงันี้  

   1. ดา้นความรูค้วามจ า (knowledge) หมายถงึ ความสามารถในการระลกึถงึสิง่ที่

เคยเรยีนรูม้าแลว้เกี่ยวกบัขอ้เทจ็จรงิ ศพัทน์ิยาม มโนทศัน์ ขอ้ตกลง การจดัประเภท เทคนิควธิกีาร 

หลกัการ กฎ ทฤษฎ ีและแนวคดิทีส่ าคญัทางดา้นวทิยาศาสตร ์ซึง่ผูเ้รยีนจะแสดงออกโดยสามารถ

ใหค้ าจ ากดัความหรอืนิยาม เล่าเหตุการณ์ จดบนัทกึ เรยีกชื่อ อ่านสญัลกัษณ์ และระลกึขอ้สรปุได ้ 

   2. ดา้นความเขา้ใจ (comprehesion) หมายถงึ ความสามารถในการอธบิาย การ

แปลความ ขยายความ โดยผูเ้รยีนจะแสดงออกโดยสามารถเปรยีบเทยีบแสดงความสมัพนัธผ์่านการ

อธบิาย การจ าแนกเขา้หมวดหมู่ ยกตวัอย่าง ใหเ้หตุผล  เขยีนภาพประกอบ ตดัสนิเลอืก หรอือ่าน

กราฟแผนภมูแิละแผนภาพไดโ้ดยใชถ้อ้ยค าส านวนภาษาของตนเอง 

   3. ดา้นการน าไปใช้ (application) เป็นการวดัความสามารถของผู้เรยีนด้านการ

น าเอาความรู้ความเข้าใจที่ตนมไีปประยุกต์ใช้หรอืแก้ปญัหาในเหตุการณ์หรอืสถานการณ์ใหม่ได้

อยา่งเหมาะสม  
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   4. ด้านการวิเคราะห์ (analysis) เป็นการวัดความสามารถของผู้เรยีนในการ

แยกแยะหรอืแจกแจงรายละเอยีดของเรื่องราว ความคดิ การปฏบิตัอิอกเป็นระดบัย่อย ๆ โดยอาศยั

หลกัการหรอืกฎเกณฑ์ต่าง ๆ เพื่อค้นพบข้อเทจ็จรงิและคุณสมบตับิางประการ ค าถามระดบัการ

วเิคราะห์ แบ่งออก 3 ประเภท คอื การวเิคราะห์ความส าคญั การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ และการ

วเิคราะหห์ลกัการ 

   5. ดา้นการสงัเคราะห์ (synthesis) เป็นการวดัความสามารถของผู้เรยีนในการ

รวบรวมและผสมผสานในดา้นรายละเอยีดหรอืเรื่องราวปลกีย่อยของขอ้มลูทีม่ ีและสรา้งเป็นสิง่ใหม่

ทีแ่ตกต่างจากเดมิ ความสามารถดงักล่าวเป็นพื้นฐานของความคดิรเิริม่สรา้งสรรค์ ค าถามระดบันี้

แบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ การสงัเคราะห์ข้อความ การสงัเคราะห์แผนงาน การสงัเคราะห์

ความสมัพนัธ ์ 

   6. ดา้นการวดัและประเมนิค่า (evaluation) เป็นการวดัความสามารถของผูเ้รยีน

ในดา้นการพจิารณาเพื่อสรุปว่าขอ้มลูทีไ่ดห้รอืเหตุการณ์ทีเ่กดิขึน้นัน้ ดี-เลว เหมาะสม-ไม่เหมาะสม 

หรอืไม ่อยา่งไร โดยมเีหตุผลประกอบ 

  จากความหมายข้างต้น  ผู้วิจ ัยสรุปได้ว่า ผลสัมฤทธิท์างการเรียนหมายถึง 

ความสามารถด้านต่าง ๆ ของผู้เรยีนที่เกิดขึ้นหลงัจากได้รบัการจดัการเรยีนรู้หรอืการฝึกหดั ซึ่ง

สามารถวดัไดจ้ากการใชเ้ครื่องมอื ท าให้ทราบไดว้่าผูเ้รยีนมพีฒันาการด้านความรูห้รอืด้านทกัษะ

เพิม่ขึน้กว่าก่อนจดัการเรยีนรูเ้พยีงใด 

 3.2 การสร้างแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน 

  การวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน จ าเป็นต้องใช้เครื่องมอืในการวดั เพื่อใช้วดัความรู ้

ทกัษะ และความสามารถทางวิชาการของผู้เรยีนหลงัจากการจดัการเรยีนรู้ ซึ่งจะท าให้ทราบว่า

ผูเ้รยีนบรรลุผลส าเรจ็ตามจดุประสงคท์ีก่ าหนดไวเ้พยีงใด  

  การสรา้งแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน มขี ัน้ตอนการสรา้ง ดงันี้ (พชิติ ฤทธิ ์

จรญู.  2545: 99-101; พติร ทองชัน้.  2524: 60-61)   

  1. ก าหนดจุดประสงค์ของการทดสอบ เป็นสิง่ส าคญัอนัดบัแรกที่ผู้สรา้งขอ้สอบควร

ค านึงถงึว่า ท าไมจงึต้องท าการทดสอบ ผู้เรยีนจะได้อะไรจากการทดสอบ และสามารถน าผลการ

ทดสอบไปใชอ้ยา่งไร 

  2. ก าหนดเนื้ อหาและพฤติกรรมที่ต้องการวัด เนื้ อหาที่น ามาใช้ในการสร้าง

แบบทดสอบจะต้องมคีวามครอบคลุมและตรงตามจุดมุ่งหมายของการทดสอบ และพฤติกรรมที่

ต้องการวดันัน้อาจจ าแนกตามทฤษฎีใดทฤษฎีหนึ่ง เช่น ทฤษฎีของบลูม ที่ได้จ าแนกพฤติกรรม
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ออกเป็น 6 ระดบั คอื ความรูค้วามจ า ความเขา้ใจ การน าไปใช ้การวเิคราะห ์การสงัเคราะหแ์ละการ

ประเมนิค่า  

  3. ก าหนดลักษณะของแบบทดสอบ โดยอาจเป็นแบบทดสอบประเภทอัตนัย 

(subjective test) หรอืแบบปรนยั (objective test) ซึง่แบบทดสอบแบบปรนัยนัน้สามารถแบ่งออกได ้

4 ประเภท ไดแ้ก่ แบบถูกผดิ (true - false) แบบจบัคู่ (matching) แบบเตมิค าหรอืขอ้ความให้

สมบรูณ์ (completion type) และแบบเลอืกตอบ (multiple choices) 

  4. การจดัท าตารางวเิคราะห์เนื้อหาและพฤตกิรรมที่ต้องการวดั เพื่อเป็นแนวทางใน

การสรา้งแบบทดสอบ ท าใหผู้ส้รา้งขอ้สอบรูว้่าในแต่ละเนื้อหาจะต้องสรา้งขอ้สอบเพื่อวดัพฤตกิรรม

การเรยีนรูด้า้นใดบา้ง พฤตกิรรมดา้นละกีข่อ้  

  5. เขยีนข้อสอบตามจุดประสงค์ เนื้อหา พฤติกรรมที่ต้องการวดัและรูปแบบของ

แบบทดสอบทีไ่ดก้ าหนดไว ้โดยจดัท าเป็นแบบทดสอบฉบบัรา่ง 

  6. ตรวจสอบคุณภาพของแบบทดสอบ ขัน้แรกท าการตรวจสอบด้วยตนเองซึ่งเป็น

การตรวจสอบคุณภาพของค าถาม-ค าตอบตามหลกัการสรา้งขอ้สอบทีด่ ีและขัน้ทีส่องคอืการน าไป

ให้ผู้เชี่ยวชาญตรวจ เป็นการตรวจสอบความเที่ยงตรงเชิงเนื้อหา เพื่อดูว่าค าถามแต่ละข้อมี

ความสมัพนัธส์อดคลอ้งกบัวตัถุประสงค ์ครอบคลุมเนื้อหาและเป็นตวัแทนของเนื้อหาหรอืไม ่ 

  7. ทดลองสอบและวิเคราะห์ข้อสอบ เป็นการตรวจสอบคุณภาพของข้อสอบก่อน

น าไปใชจ้รงิ โดยน าไปทดลองสอบกบักลุ่มผูเ้รยีนทีไ่มใ่ช่กลุ่มทีศ่กึษาซึง่มลีกัษณะใกลเ้คยีงกบัผูเ้รยีน

กลุ่มที่ศกึษา เพื่อวเิคราะห์ขอ้สอบเป็นรายขอ้ ได้แก่ ค่าความยากง่าย (difficulty) ค่าอ านาจจ าแนก 

(discrimination) และคุณภาพของแบบทดสอบทัง้ฉบบั ได้แก่ ความเที่ยงตรง (validity) และความ

เชื่อมัน่ (reliability)  

  8. จดัท าแบบทดสอบฉบบัจรงิ โดยคดัเลอืกขอ้สอบทีม่คีุณภาพตามเกณฑท์ี่ก าหนด

เพื่อน าไปใชก้บัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาต่อไป 

 

4. การเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพืช 
 4.1 ความหมายการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื เป็นเทคนิคหนึ่งทีใ่ชใ้นการขยายพนัธุพ์ชื มขีอ้ดคีอืท าใหไ้ด้

ได้ต้นพนัธุ์จ านวนมากในระยะเวลาอนัสัน้ ปลอดโรค และไดส้ายพนัธุ์ที่มคีวามสม ่าเสมอตามความ

ต้องการ สามารถขยายพนัธุ์ได้ทุกฤดูกาลไม่ขึน้กบัสภาวะแวดล้อม โดยการน าชิ้นส่วนต่าง ๆ ของ

พชื เช่น ยอด ล าตน้ ตาขา้ง กลบีดอก เป็นต้น  มาเพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะห์ในหลอดทดลองใน
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สภาวะปลอดเชือ้ และมกีารควบคุมแสง ความชื้น และอุณหภูมใิหเ้หมาะสม  จากนัน้ชิน้ส่วนทีน่ ามา

เพาะเลีย้งจะมกีารเจรญิพฒันาเป็นตน้พชืทีส่มบรูณ์สามารถน าออกปลกูในสภาพธรรมชาตไิด ้  

  ส่วนต่าง ๆ ของพชืทีน่ ามาเลีย้งในหลอดทดลอง โดยทัว่ไปแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ลกัษณะ 

คอื ส่วนทีม่ตีายอดหรอืตาขา้ง เช่น ปลายยอด ขอ้ เอ็มบรโิอ และส่วนทีไ่ม่มตีายอดหรอืตาขา้ง เช่น 

ปล้อง แผ่นใบ ส่วนต่างๆ ของดอก ผล ราก เมื่อน าส่วนที่มตีายอดหรอืตาขา้งมาเลีย้ง ตามกัเจรญิ

เป็นยอดและล าต้น ซึง่ตามปกต ิตา 1 ตามกัเจรญิเป็น 1 ยอด แต่หากมกีารใชส้ารควบคุมการเจรญิ

ในกลุ่มไซโทไคนินในอาหารสงัเคราะห์ด้วย อาจพบว่าเนื้อเยื่อเจรญิสามารถเจรญิจาก 1 ตาเป็น

หลายๆ ยอดพร้อมกนัได้ ส าหรบัเนื้อเยื่อพชืส่วนอื่น ๆ ที่ไม่ใช่ตา โดยเฉพาะอย่างยิง่บรเิวณที่มี

บาดแผลและรอยตดัมกัพบการเจรญิของแคลลสั (callus) ซึ่งเป็นเซลลท์ี่รวมกนัเป็นกลุ่มก้อน โดย

อาจจะมลีกัษณะที่เกาะกนัแน่น (compact callus) หรอือยู่กนัอย่างหลวม ๆ (friable callus) และมสีี

ไดห้ลากหลายตัง้แต่ขาว ครมี เหลอืง เขยีว แดง ม่วง น ้าตาล และน ้าตาลเขม้ ขึน้อยู่กบัชนิดของพชื 

ชนิดของเนื้อเยื่อที่เป็นต้นก าเนิดของแคลลัส อาหารสังเคราะห์ สารควบคุมการเจริญ รวมทัง้ 

สภาพแวดลอ้ม เช่น แสง ความชืน้ (กรมส่งเสรมิการเกษตร. 2546: 144; พชัรา ลมิปนะเวช.  2550: 

146-149)  

  นอกจากรูปแบบการเจรญิของชิ้นส่วนพชืดงัที่กล่าวมา ชิ้นส่วนของพชืที่เพาะเลี้ยง

สามารถมรีปูแบบการเจรญิอกีแบบหนึ่ง เรยีกว่าการเกดิสณัฐาน (morphogenesis) หมายถงึการ

พฒันาของเซลลแ์ละเนื้อเยือ่จากภาวะทีย่งัไม่มกีารเปลีย่นแปลงสภาพ (undifferentiation) ไปสู่ภาวะ

ทีม่กีารเปลีย่นแปลงสภาพ (differentiation) ไปเป็นโครงสรา้งหรอือวยัวะอย่างใดอย่างหนึ่ง ขึน้อยู่

กบัว่าน าชิน้ส่วนมาจากบรเิวณใด ซึง่ม ี3 รปูแบบ ดงันี้ (การเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่พชื.  2559: ออนไลน์;

รงัสฤษดิ ์กาวต๊ีะ.  2541: 24-57) 

  รปูแบบที ่1 เจรญิไปเป็นอวยัวะ (organogenesis) ไดแ้ก่ ราก ยอด หรอืดอก  

  รปูแบบที่ 2 เจรญิเป็นแคลลสั (callus) ซึง่เป็นกลุ่มของเซลล์ ส่วนใหญ่จะเป็นเซลล์

พาเรงคมิา (parenchyma cell) ทีย่งัไมเ่ปลีย่นแปลงไปเป็นตน้หรอืรากแต่กส็ามารถเป็นต้นได้ 

  รปูแบบที ่3 เจรญิไปเป็นเอม็บรอิอยด ์(embryoid) ซึง่มลีกัษณะเหมอืนกบัเอม็บรโิอ 

(embryo) ทีไ่ด้จากไซโกต (zygote) แต่เอม็บรอิอยด์ไดม้าจากเซลลร์่างกาย (somatic cell) เมื่อ

เอม็บรอิอยดเ์จรญิเตม็ที ่จะเป็นโครงสรา้งทีเ่จรญิได ้2 ขัว้ คอื ขัว้หนึ่งเจรญิเป็นยอด ส่วนขัว้ตรงขา้ม

จะเจรญิไปเป็นราก คลา้ยการงอกของเอม็บรโิอในเมลด็  
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  การเกิดสณัฐานทัง้แบบที่เกดิเป็นอวยัวะและแบบที่เกดิเป็นเอ็มบรอิอยด์นี้ อาจเกิด

โดยตรงจากเซลลพ์ชืทีน่ ามาเลีย้งเมือ่ไดร้บัสภาวะทีเ่หมาะสม หรอือาจเกดิจากแคลลสัทีเ่จรญิมาจาก

ส่วนของพชืทีน่ ามาเลีย้งกไ็ด ้ซึง่สามารถแสดงเป็นแผนภาพได ้ดงันี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

ภาพประกอบ 1 การเจรญิของเนื้อเยือ่ส่วนต่าง ๆ ของพชืทีพ่บไดเ้มือ่น ามาเลีย้งในสภาพปลอดเชือ้ 

   

  4.2  การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  องคป์ระกอบส าคญัของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ประกอบดว้ย 6 ส่วน ไดแ้ก่ อาหาร

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื การเลอืกชิ้นส่วนของพชืที่จะน ามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การฆ่าเชื้อ การน า

ชิน้ส่วนเนื้อเยื่อพชืทีฟ่อกฆ่าเชือ้แลว้ลงขวด สภาวะของการเพาะเลีย้งและการยา้ยพชืจากขวดออก

ปลกูในสภาพธรรมชาต ิโดยมรีายละเอยีด ดงันี้ 

  1. อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

   หลกัการทัว่ไปในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืคอืเลอืกใช้สูตรอาหารให้

เหมาะสมกบัการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืแต่ละชนิด  เมื่อพจิารณาองค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่ สามารถจ าแนกไดเ้ป็นสารอาหารทีส่ าคญัออกเป็น 5 กลุ่ม ดงันี้ 

 

ปลอ้ง แผ่นใบ ส่วนต่างๆ ของดอก ผล ราก 

ออรแ์กโนเจเนซสิ 

(organogenesis) 

ชิน้ส่วนพชื 

แคลลสั  

(callus) 

เอม็บรอิอยด ์

(embryoid) 

ตายอด ตาขา้ง 
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   1.1 สารอนินทรยี ์แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คอื 

    1) ธาตุอาหารหลกั เป็นธาตุอาหารที่พชืต้องการในปรมิาณมากในรูปเกลือ

ของสารอนินทรยี ์ไดแ้ก่ คารบ์อน (C) ไฮโดรเจน (H) ออกซเิจน (O) ไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรสั (P) 

โปแตสเซยีม (K) แคลเซยีม (Ca) แมกนีเซยีม (Mg) และก ามะถนั (S) 

    2) ธาตุอาหารรอง ในสดัส่วนที่พอเหมาะในรูปเกลอืของสารอนินทรยี ์ได้แก่

เหลก็ (Fe) ทองแดง (Cu) สงักะส ี(Zn) แมงกานีส (Mn) โมลบิดนิมั (Mo) และโบรอน (B) 

   1.2 สารอนิทรยี ์ไดแ้ก่ สารทีม่อีงคป์ระกอบของคารบ์อน ไฮโดรเจน และออกซเิจน 

แบ่งได ้3 กลุ่ม คอื 

    1) น ้าตาล เป็นสารที่ให้พลงังาน ส่วนใหญ่ใช้ซูโครส (sucrose) กลูโคส 

(glucose) และฟรุกโตส (fructose) โดยทัว่ไปแลว้ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใชป้ระมาณ 20 - 60 

กรมัต่ออาหาร 1 ลติร 

    2) วติามนิ ไดแ้ก่ อนิโนซทิอล (inositol) วติามนิบ ี1 (vitamin B1) วติามนิบ ี2 

(vitamin B2) ไนอะซนี (niacin) ไพรดิอ็กซนิ (pyridoxine) วติามนิซ ี(vitamin C) 

    3) กรดอะมโิน จ าเป็นส าหรบัการเจรญิเตบิโต และสรา้งอวยัวะต่าง ๆ ทีน่ิยม

ใชก้นั คอื ไกลซนี (glycine) 

    4) สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นสารอินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพต่อการ

เจรญิเตบิโตของเนื้อเยือ่ การแบ่งเซลลแ์ละการขยายขนาดเซลล ์มผีลต่อการชกัน าใหช้ิน้ส่วนพชืเกดิ

แคลลสัและพฒันาเป็นต้นพชืที่สมบูรณ์  ได้แก่ ออกซนิ (auxin) ไซโทไคนิน (cytokinin) จบิเบอ-

เรลลนิ (gibberellin) เอทลินีและสารปลดปล่อยเอทิลนี (ethylene and ethylene releasing 

compounds) สารชะลอการเจรญิเตบิโตของพชื (plant growth retardants) และสารยบัยัง้การ

เจรญิเตบิโตของพชื (plant growth inhibitors) 

   1.3 น ้า  

    เนื่องจากคุณภาพของน ้ ามีผลต่อการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ดังนัน้น ้ าที่ใช้

เตรยีมอาหารจงึต้องมคีวามสะอาด ส าหรบัการขยายพนัธุพ์ชืทัว่ ๆ ไปนัน้ใชน้ ้ากลัน่ธรรมดาหรอืน ้า

กรองทีม่คีุณภาพกเ็พยีงพอแลว้ 

   1.4 สารทีช่่วยใหค้วามคงตวั  

    โดยทัว่ไปมกัใชวุ้น้ (agar) ซึง่เป็นสารพอลแิซก็คาไรด ์(polysaccharide) ทีม่ ี

มวลโมเลกุลสูง สกดัจากสาหร่ายทะเลสแีดง (red algae) ใช้ส าหรบัการเตรยีมอาหารแขง็ ความ

เข้มข้นที่ใช้ทัว่ไป คอื 0.6-1.0% หรอื 6-10 กรมัต่ออาหาร 1 ลติร หากการใช้วุ้นในปรมิาณที่ต ่า 
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(0.5%) จะท าให้อาหารไม่แข็งตัวและไหลไปมาได้ โดยเฉพาะเมื่อมี pH ต ่า จึงไม่สามารถพยุง

เนื้อเยือ่พชืไวไ้ด ้แต่ถา้ใชวุ้น้ในปรมิาณทีสู่ง (1.0% ขึน้ไป) จะท าใหอ้าหารแขง็มากจนไม่สามารถให้

น ้าเพยีงพอส าหรบัการเจรญิเตบิโตของพชืและยงัท าใหพ้ชืดดูอาหารไปใชไ้ดย้าก ในปจัจุบนัยงัมสีาร

ที่ช่วยให้ความคงตัวอีกหลายชนิด เช่น เจลแลนกัม (gellan gum) ชื่อทางการค้าคือ เจลไรต ์

(gelrite) เป็นพอลแิซก็คาไรด์ชนิดประจุลบ (anionic polysaccharide) มคีวามบรสิุทธิส์ูง มลีกัษณะ

แขง็และเปราะ ผลติได้จากการหมกัแบคทเีรยี Pseudomonas elodea มอีงคป์ระกอบเป็นน ้าตาล

แรมโนส (rhamnose) กรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) และน ้าตาลกลูโคส ดว้ยลกัษณะเป็นวุน้ที่

คลา้ยกบัเจลจงึมขีอ้ดคีอืท าใหเ้นื้อเยือ่พชืดดูซมึสารอาหารไดด้กีว่าวุน้ และใชใ้นปรมิาณทีน้่อยกว่า  

   1.5 สารอื่น ๆ ไดแ้ก่ 

    1) อะดนีีนซลัเฟต เป็นสารที่ใส่เพื่อช่วยกระตุ้นการเกดิยอดในพชืบางชนิดที่

เกดิยอดไดค้่อนขา้งยาก ปรมิาณทีใ่ชป้ระมาณ 80 มลิลกิรมัต่อลติร 

    2) ผงถ่าน มรีูพรุนขนาดเลก็ที่เชื่อมต่อกนัมากมายท าให้พื้นที่ภายในเพิม่ขึน้ 

จงึสามารถดูดซบัสารต่าง ๆ ไดด้ ีผสมลงในอาหารเพื่อดูดซบัสารพษิที่มสีนี ้าตาลหรอืสดี า หรอืเพื่อ

ท าให้เกดิการเปลี่ยนแปลงสภาพจากที่สว่างเป็นทีม่ดืเพื่อชกัน าใหพ้ชืเกดิรากและการเจรญิเตบิโต

ของรากดขีึน้ และช่วยให ้pH ของอาหารคงที่มากขึน้ ความเขม้ขน้ทีใ่ช้ประมาณ 0.2-0.3% โดย

ปรมิาตร 

  สูตรอาหารมาตรฐานทีน่ิยมใช้โดยทัว่ไป คอื MS (Murashige; & Skoog.  1962) ซึง่

มกัเตรยีมเป็นสารละลายเขม้ขน้สูง (stock solution) ที่ประกอบไปด้วยสารเคมีชนิดต่าง ๆ โดย

แบ่งเป็น 4 stocks ดงัแสดงในตารางดา้นล่าง ดงันี้  

 

ตาราง 1 ชนิดและปรมิาณสารละลายของอาหารสตูร MS (Murashige; & Skoog.  1962) 
 

 

สาร 
ปรมิาณสารในสตูร 

(มก./ล.) 
ธาตุอาหารหลกั 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl2·2H2O 
MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1650 
1900 
440 
370 
170 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

 

สาร ปรมิาณสารในสตูร 
(มก./ล.) 

ธาตุอาหารรอง 
CuSo4· 5H2O  
KI  
ZnSO4·7H2O  
MnSO4·4H2O  
H3BO4  
NaMoO4· 2H2O  
CoCl2· 6H2O 

 
0.025 
0.83 
17.50 
22.30 
6.20 
0.25 
0.025 

สารอนิทรยี ์
Glycine  
Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCl 
Nicotinic acid 
Myo-inosotal 

 
2.0 
0.1 
0.5 
0.5 
100 

สารละลายเหลก็ 
FeSO4„ 7H2O 
Na2EDTA„ 2H2O 

 
27.8 
37.3 

 

 

  2. การเลอืกชิน้ส่วนของพชืทีจ่ะน ามาเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่  

   เนื่องจากพื้นผวิของพชืมจีุลนิทรยีป์นอยู่มาก ดงันัน้จงึควรหลกีเลี่ยงชิ้นส่วนของ

พชืทีม่บีาดแผล และควรเลอืกชิน้ส่วนทีอ่ายไุม่อ่อนหรอืแก่เกนิไป นอกจากนี้ควรเลอืกชิน้ส่วนพชืให้

ตรงตามวตัถุประสงค ์เช่น หากต้องการเพาะเลีย้งเพื่อการขยายพนัธุค์วรใชเ้นื้อเยื่อทีม่ลีกัษณะปกต ิ

ไดแ้ก่ ส่วนตา ใบ ยอด ล าตน้ หากตอ้งการเพาะเลีย้งเพื่อผลติพชืปลอดโรคควรใชเ้นื้อเยื่อเจรญิส่วน

ปลาย (apical meristem) เป็นตน้ 

  3. การฆา่เชือ้  

   เนื่องจากอาหารทีใ่ชใ้นการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่เป็นอาหารทีม่คีวามสมบูรณ์สูง ท าให้

เชือ้จุลนิทรยีต่์าง ๆ สามารถเจรญิเตบิโตได้อย่างรวดเรว็ หากมกีารปนเป้ือนของเชือ้จุลนิทรยี์ ย่อม
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เป็นอุปสรรคต่อการเจรญิเตบิโตของเนื้อเยื่อพชื  ดงันัน้ทุกขัน้ตอนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืจงึ

จ าเป็นต้องใช้เทคนิคปลอดเชือ้เพื่อให้มัน่ใจว่าต้นพชืที่ท าการเพาะเลี้ยงนัน้ปราศจากการปนเป้ือน

ของเชือ้จลุนิทรยี ์ 

   การฆ่าเชือ้ในขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อนัน้ สามารถแบ่งไดเ้ป็น 4 ส่วน โดยมี

รายละเอยีด ดงันี้ 

   3.1 การฆา่เชือ้ในอุปกรณ์และสถานทีป่ฏบิตังิาน  

    1) การใช้สารเคม ี(chemical sterilization) ได้แก่ เอทลิแอลกอฮอล์ 70% 

สารละลายเดทตอล หรอืเซวฟ์ลอน (savlon) ต่อแอลกอฮอล ์70% ในอตัราส่วน 1:30 ส าหรบัแช่มดี

ผ่าตดัหรอืปากคบี โดยแช่เป็นเวลา 5-10 นาท ี(ภานุพงศ ์มหาพรหม.  2554: ออนไลน์)   

    2) การใชค้วามรอ้นแหง้ (dry heat) โดยใชตู้้อบลมรอ้น (hot‟air oven) ที่

อุณหภูม ิ180 องศาเซลเซยีส เวลา 1-2 ชัว่โมง ส่วนมากจะใช้ส าหรบัอุปกรณ์ที่เป็นเครื่องแก้ว เช่น 

จานเพาะเลีย้ง ปิเปต ขวดเพาะเลีย้ง 

    3) การใชค้วามรอ้นชืน้ (moist heat) โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้าทีอุ่ณหภูม ิ

121 องศาเซลเซยีส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15-30 นาท ีใชใ้นการฆ่าเชื้อ

อุปกรณ์ได้ทัง้อุปกรณ์ที่เป็นโลหะและเครื่องแก้ว เช่น มีดผ่าตัด ปากคีบ ขวดอาหารและจาน

เพาะเลีย้ง  

    4) การเผาไฟ (incineration) วธินีี้จะใชข้ณะปฏบิตังิานถ่ายเนื้อเยื่อ อุปกรณ์ที่

ใช้วธินีี้ ได้แก่ มดีผ่าตดัและปากคบี วธิกีารคอืท าการจุ่มมดีผ่าตดัหรอืปากคบีในเอทลิแอลกอฮอล ์

95% แลว้ลนไฟทนัท ีรอใหอุ้ปกรณ์เยน็สกัพกัแลว้จงึน าไปใชง้าน     

   3.2 การฆา่เชือ้บรเิวณปฏบิตังิาน 

    บ ริ เ วณปฏิบัติ ง าน  ไ ด้ แ ก่  โ ต๊ ะ ปฏิบัติ ก า ร แล ะตู้ ย้ า ย เนื้ อ เ ยื่ อ  ใ ช้

เอทลิแอลกอฮอล ์70% หรอืเดทตอล (ความเขม้ขน้ 1:1) ฉีดพ่นและเชด็ดว้ยผา้สะอาดหรอืกระดาษ

ทิชชูทัง้ก่อน ระหว่างและหลังการปฏิบัติงาน เพื่อช่วยควบคุมและลดโอกาสการปนเป้ือน

เชือ้จุลนิทรยีจ์ากสิง่แวดลอ้ม นอกจากนี้การปฏบิตังิานภายในตู้ถ่ายเนื้อเยื่อมกัเปิดรงัส ีUV เพื่อฆ่า

เชือ้รว่มดว้ย เป็นเวลา 20-30 นาท ีก่อนปฏบิตังิาน  

   3.3 การฆา่เชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

    1) การใชค้วามรอ้นชืน้ (moist heat) โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า ทีอุ่ณหภูม ิ

121 องศาเซลเซยีส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15-30 นาท ีขึ้นอยู่กบัปรมิาณ

อาหารเลี้ยงเชื้อ ไอน ้าร้อนจะแทรกซมึเขา้สู่เซลล์และสปอร์ ท าให้โปรตีน (เอนไซม)์ ต่าง  ๆ ที่อยู่
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ภายในเซลล์ของเชือ้จุลนิทรยีเ์สยีสภาพ  การน าอาหารไปใชค้วรใหอ้าหารเยน็เสยีก่อนและควรเก็บ

ไวป้ระมาณ 1 สปัดาห ์เพื่อตรวจสอบว่าไม่มกีารปนเป้ือนของเชือ้จุลนิทรยี์ (Perkins.  1969; 465-

482; Burger.  1988: 1066‟1068; Smith.  2013:125) 

     2) การกรอง (filtration) โดยมากใช้เยื่อกรองหรอืแผ่นกรอง (membrane 

filtration) ที่ท าจากเซลลูโลสอะซเีทต (cellulose acetate) หรอื พลาสติกโพลเิมอร์ (plastic 

polymer) ทีม่คีวามหนา 0.1 มลิลเิมตร ขนาดของรเูยื่อกรองตัง้แต่ 0.22 ‟ 0.45 ไมโครเมตร ซึง่มี

ขนาดรเูลก็กว่าเซลลจ์ุลนิทรยี ์นิยมใช้ในการแยกเชื้อจุลนิทรยีอ์อกจากอาหารเหลวหรอืของเหลวที่

สลายตวัไดง้่ายเมื่อถูกความรอ้น เช่น ยาปฏชิวีนะ ซรีมั สารละลาย น ้าตาลบางชนิด ซึง่จุลนิทรยีจ์ะ

ถูกแยกออกจากอาหารเหลวโดยเซลลจ์ลุนิทรยีจ์ะตดิอยูบ่นเยือ่กรอง  

    ปจัจุบนัได้มกีารพฒันาวธิกีารฆ่าเชื้อในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื เพื่อให้

สะดวกต่อการน าไปใชแ้ละเป็นการลดตน้ทุนในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ ดงันี้  

    3) การใช้สารเคมี (chemical)  ได้แก่ โซเดียมไฮโปคลอไรต์ ( sodium 

hypochlorite, NaOCl) เป็นสารละลายใส สเีหลอืงอมเขยีว มกัพบเป็นส่วนผสมในน ้ายาซกัผ้าขาว 

โดยมคีวามเขม้ขน้ 5.25% หรอื 12.75% สามารถออกฤทธิฆ์่าเชือ้แบคทเีรยี สปอร ์เชือ้รา โปรโตซวั 

และไวรสั โดยเฉพาะชนิดทีม่ไีขมนัเป็นส่วนประกอบของเปลอืกหุม้ เช่น เชือ้ไวรสัไขห้วดันก 

    วธิกีารใชโ้ซเดยีมไฮโปคลอไรต์ในการฆ่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืมี

รายงานว่าสามารถใชท้ีค่วามเขม้ขน้ 5.25% ซึง่ม ี% available chlorine ตัง้แต่ 0.0003 ‟ 0.0009 

(Teixeira; et al. 2006: 375-378; Brondani; et al. 2012: 257-264) หรอืใชป้รมิาณ 36-396 

ไมโครลติร (Deein; et al.  2013: 1041-1044) โดยเตมิลงไปในอาหาร ในขณะทีอ่าหารยงัอุ่นเพื่อให้

โซเดยีมไฮโปคลอไรตแ์ตกตวัไดด้ ีโดยกลไกการออกฤทธิเ์ป็นดงัสมการ  

 

    Na(OCl) + H2O            Na + + HOCl +  OCl- + OH- 

 

    โซเดยีมไฮโปคลอไรต์จะละลายน ้าแล้วแตกตวัให้กรดไฮโปคลอรสั (HOCl) 

และเข้าท าปฏกิิรยิากบัโปรตีนภายในเซลล์ของเชื้อจุลนิทรยี์ ท าให้โปรตีนตกตะกอนและเซลล์

จลุนิทรยีเ์สยีสภาพในทีสุ่ด 

    4) การใชเ้ตาไมโครเวฟ (microwave)  เตาไมโครเวฟ มแีหล่งก าเนิดพลงังาน

ที่เรยีกว่า แมกนิตรอน (magnetron) ที่ท าหน้าที่เปลี่ยนพลงังานไฟฟ้าเป็นคลื่นไมโครเวฟซึ่งเป็น

คลื่นแมเ่หลก็ไฟฟ้า โดยคลื่นไมโครเวฟทีเ่กดิขึน้น้ีมคีวามถี่ 915 ถงึ 2,450 เมก็กะเฮริตส์ เมื่ออาหาร
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ไดร้บัคลื่นไมโครเวฟซึง่มคีวามถีท่ีส่งูมาก จะท าใหโ้มเลกุลของน ้าภายในอาหารซึง่เป็นโมเลกุลทีม่ขี ัว้ 

โดยออกซเิจนเป็นขัว้ลบและไฮโดรเจนเป็นขัว้บวก เปลี่ยนทศิสลบัไปมาอย่างรวดเรว็ตามทศิทาง

ของสนามไฟฟ้า เกดิการเสยีดสกีนัระหว่างโมเลกุลของน ้าทีส่ ัน่สะเทอืนหรอืกบัโมเลกุลอื่น ๆ ภายใน

อาหารท าใหเ้กดิความรอ้นขึน้มา  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

ภาพประกอบ 2 โมเลกุลของน ้าทีเ่ปลีย่นทศิสลบัไปมาอยา่งรวดเรว็ ตามทศิทางของสนามไฟฟ้า 

       ท าใหเ้กดิความรอ้นในอาหาร 

 

ทีม่า:  พมิพเ์พญ็ พรเฉลมิพงศ ์และ นิธยิา รตันาปนนท.์  (2559).  ไมโครเวฟ.  ออนไลน์. 

 

    เนื่องจากความรอ้นซึ่งเกดิจากการกระตุ้นด้วยคลื่นไมโครเวฟจะแผ่จากส่วน

ในของอาหารออกมาดา้นนอก ดงันัน้ ขนาดและรปูรา่งของอาหารจงึมผีลต่อการท าใหอ้าหารสุก โดย

อาหารที่มขีนาดใหญ่หรอืมคีวามหนามากจะใช้เวลานานกว่าอาหารชิ้นเล็กและบาง และท าให้การ

เพิ่มอุณหภูมไิม่สม ่าเสมอทัว่ทัง้ชิ้น ตัวอย่างเช่น อาหารที่มรีูปร่างกลมจะได้รบัความร้อนอย่าง

สม ่าเสมอมากกว่าอาหารทีม่เีหลีย่มมุม นอกจากนี้ความรอ้นทีเ่กดิขึน้ยงัขึน้อยู่กบัความชืน้ในอาหาร 

เนื่องจากน ้ามคี่า loss factor สูง ดงันัน้อาหารทีม่คีวามชืน้สูงจงึเพิม่อุณหภูมไิดร้วดเรว็กว่าอาหารที่

มคีวามชืน้ต ่า ส าหรบัในอาหารเหลว เช่น การตม้น ้า มกัพบการอมความรอ้นไวใ้นของเหลวมากกว่า

ทีต่าเรามองเหน็ซึง่เรยีกว่า ปรากฎการณ์ซุปเปอรฮ์ที (super heat) ซึง่หมายถงึการทีข่องเหลวนัน้มี
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อุณหภูมสิูงกว่าจุดเดอืดปกต ิเมื่อน าของเหลวนัน้ออกมาแลว้จะไม่เหน็ฟองน ้าเดอืด แต่เมื่อท าการ

คนจะท าใหเ้กดิปฏกิริยิากระตุ้นใหน้ ้าเดอืดพลุ่งกระเดน็ขึน้มาจนลวกมอืได้ จากหลกัการสรา้งความ

รอ้นดว้ยเตาไมโครเวฟนี้จงึท าให้มกีารน าไมโครเวฟมาศกึษาการฆ่าเชื้อในอาหาร เช่น น ้านมแพะ

ดบิ กุง้แช่แขง็และคสัตารด์ ซึง่พบว่าสามารถฆา่เชือ้ไดเ้ป็นอยา่งด ี(พมิพเ์พญ็ พรเฉลมิพงศ์ และ นิธิ

ยา รตันาปนนท์.  2559: ออนไลน์; อนุเทพ ภาสุระ.  2559:  ออนไลน์; Thompson; & Thompson.  

1990: 59-64 Papadopoulou; et al.  1995: 305-309; Odani; et al. 1995: 477- 481)  

   3.4 การฆา่เชือ้ชิน้ส่วนเนื้อเยือ่พชื  

    การฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเนื้อเยื่อพชื นิยมใช้วธิฟีอกด้วยสารเคมทีี่มอีงค์ประกอบ

ของคลอรนี ไดแ้ก่ โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ (NaOCl) และเมอรค์วิรกิคลอไรต์ (HgCl2) ซึง่เป็นการท า

ใหเ้ชือ้จลุนิทรยีท์ีต่ดิมากบัชิน้ส่วนพชืหลุดออก  

    ขัน้ตอนในการฟอกฆา่เชือ้ชิน้ส่วนเนื้อเยือ่พชืสามารถสรปุได้ 5 ขัน้ตอน ดงันี้ 

    1) เลอืกชิน้ส่วนของพชืทีจ่ะน ามาเพาะเลีย้ง เช่น เนื้อเยื่อเจรญิปลายยอด ตา

ขา้ง หน่อ ใบอ่อน ราก  

    2) ท าการตดัแต่งชิน้ส่วนพชืใหม้ขีนาดและความยาวทีเ่หมาะสม  

    3) ลา้งท าความสะอาดชิน้ส่วนเนื้อเยือ่พชืดว้ยน ้าเปล่า สบู่หรอืน ้ายาลา้งจาน 

ซึง่เป็นการชะลา้งเชือ้จลุนิทรยีท์ีพ่ ืน้ผวิของชิน้ส่วนเนื้อเยือ่พชืในเบือ้งตน้ 

    4) ท าการการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนของพชื สามารถท าได้หลายวธิขีึน้อยู่กบั

ลกัษณะของเนื้อเยื่อพชื เช่น เนื้อเยื่อพืชที่อ่อนนิ่มและบาง ต้องท าด้วยความระมดัระวงั โดยแช่

เนื้อเยือ่พชืลงในสารฟอกฆา่เชือ้ที่ความเขม้ขน้ต ่า ๆ คอืไม่เกนิ 0.5% เป็นเวลา 10-15 นาท ีส าหรบั

เน้ือเยื่อพชืที่ผวินอกแขง็ เช่น ไม้เน้ือแขง็ ฝกักล้วยไม้ สามารถใช้ความเขม้ขน้ที่สูงขึน้ได้ตัง้แต่  

5-10% ส าหรบัเนื้อเยื่อพชืทีม่สีารประเภทขีผ้ึง้หรอืขนปกคลุม ใหจุ้่มเนื้อเยื่อลงใน เอทลิแอลกอฮอล ์

70-95% นาน 30 วนิาท ีถงึ 1 นาท ีก่อนแลว้จงึน าไปแช่ในในสารฟอกฆ่าเชือ้ ทัง้นี้ในการฟอกฆ่า

เชือ้ควรเตมิน ้ายาจบัใบ (surfactant) เช่น Tween20 ลงไปดว้ย เพื่อช่วยลดแรงตงึผวิของเนื้อเยื่อ ท า

ใหส้ารละลายฟอกฆา่เชือ้สามารถเขา้ไปสมัผสักบัเนื้อเยือ่ไดอ้ยา่งทัว่ถงึ (รงรอง วเิศษสุวรรณ. 2542: 

1-10; อญัชล ีจาละ.  2558: ออนไลน์; การเพาะเลี้ยงและจดัการพนัธุพ์ชื.  2558) 

    5) เมื่อครบก าหนดเวลาล้างด้วยน ้ากลัน่ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครัง้ ก่อนน าไป

เพาะเลีย้ง 
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  4. การน าชิน้ส่วนเนื้อเยือ่ทีฟ่อกฆา่เชือ้แลว้พชืลงขวด   

   ก่อนน าเนื้อเยื่อที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วลงในขวดอาหารเพาะเลี้ยง ควรเชด็ขวดอาหาร

เพื่อฆา่เชือ้ดว้ยเอทลิแอลกอฮอล ์70% ก่อนน าเขา้ตูถ่้ายเนื้อเยือ่ เมือ่จะยา้ยเนื้อเยื่อลงขวดใหเ้ปิดฝา

และลนไฟที่คอขวด จากนัน้ใช้ปากคบีที่ลนไฟฆ่าเชื้อและทิ้งให้เยน็แล้วคบีเนื้อเยื่อใส่ขวด ควรกด

เนื้อเยือ่ใหจ้มลงในอาหารเลก็น้อย ท าการลนไฟบรเิวณคอขวดอกีครัง้แลว้รบีปิดฝาขวดทนัท ี 

  5 สภาวะของการเพาะเลีย้ง 

   สภาวะของการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่มผีลอยา่งมากต่อการพฒันาและการเปลีย่นแปลง

ทางสณัฐานของเนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยง ซึ่งมปีจัจยัที่เกี่ยวข้อง ดงัน้ี (สถาบนัวิจยัและฝึกอบรม

การเกษตรล าปาง.  2558: ออนไลน์; เทดิศกัดิ ์โทณลกัษณ์.  2555) 

   5.1 แสง (light) เป็นปจัจยัทีส่ าคญัในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ เนื่องจากเนื้อเยื่อใน

ขวดเพาะเลี้ยงยงัไม่สามารถสงัเคราะห์ด้วยแสงเพื่อสรา้งอาหารเองได้ ดงันัน้ในอาหารเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อจงึต้องมนี ้าตาลเป็นองคป์ระกอบเพื่อเป็นแหล่งพลงังาน แต่พชืหลายชนิดต้องการความมดื

ในการเกดิรากหรอืยอด เมือ่น าเนื้อเยือ่ของพชืเหล่านี้มาเลีย้งในอาหาร แสงจงึเป็นตวัจ ากดั (limiting 

factor) ในการเกดิตายอด ในทางตรงขา้มมพีชือกีหลายชนิดทีเ่กดิยอดหรอืรากไดก้ต่็อเมื่อไดร้บัแสง

เท่านัน้ นอกจากนี้ชนิดและความเข้มของแสงก็เป็นปจัจยัที่ส าคญั โดยพบว่าแหล่งของแสงที่

เหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของพชืคอื หลอดฟลูออเรสเซนต์สขีาว จะใหแ้สงสขีาวซึ่งมคีวามเขม้

ของแสงประมาณ 1,000-5,000 ลกัซ์ โดยให้แสง 8-16 ชัว่โมงต่อวนั การให้แสงที่มคีวามเข้มใน

ระดบัน้ีจะมเีปอรเ์ซน็ตก์ารรอดตายสงูเมือ่ยา้ยปลกูลงดนิ 

   5.2 อุณหภมู ิ(temperature) อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในเจรญิเตบิโตของเนื้อเยื่อพชืใน

สภาพเพาะเลีย้งในขวดมกัต ่ากว่าในสภาพตามธรรมชาต ิโดยทัว่ไปอยู่ในช่วง 22-28 องศาเซลเซยีส 

และเนื้อเยื่อพชืบางชนิดต้องการอุณหภูมติ ่าสลบักบัอุณหภูมสิูง เช่น กล้วยไมส้กุลฟาแลนนอปซสิ 

(Phalaenopsis) จะเจรญิและพฒันาได้ดภีายใต้อุณหภูมกิลางวนั 25 องศาเซลเซยีส กลางคนื 20 

องศาเซลเซยีส (Su; et al.  2001: 311-318; Kataoka; et al.  2004: 121-132 ; Blanchard; & 

Runkle. 2006: 4043-4049; Lee; et al. 2007: 588-595; Chen; et al. 2008: 1667-1675) 

นอกจากนี้อุณหภูมยิงัสามารถท าใหพ้ชืบางชนิดพน้ระยะการพกัตวั (break dormancy) ได ้เช่น ใน

การเพาะเลี้ยงเหง้าลลิลี่ สามารถท าให้พ้นระยะการพกัตวัได้โดยเลี้ยงที่ในที่มดือุณหภูม ิ5 องศา

เซลเซยีส นาน 4 สปัดาห ์ก่อนยา้ยปลกู (Langens-Gerrits; et al.  2003: 267-275)  

   5.3 ความชื้น (humidity) เนื่องจากความชื้นในขวดเพาะเลี้ยงมคี่อนข้างสูง ถ้า

ความชืน้ในหอ้งเพาะเลีย้งต ่ากจ็ะท าใหเ้กดิการสูญเสยีน ้าภายในขวดเพาะเลีย้ง ส่งผลใหอ้าหารแหง้
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เรว็ แต่ถ้าหากความชืน้ในหอ้งเพาะเลีย้งสูงเกนิไปกจ็ะเอื้อใหเ้ชือ้จุลนิทรยีเ์จรญิเตบิโตไดด้ ีเกดิการ

ปนเป้ือนของเชือ้จุลนิทรยีไ์ด้ง่าย และในบางครัง้ถ้าความชืน้ภายในขวดเพาะเลี้ยงสูงมากอาจท าให้

เนื้อเยือ่พชืเกดิอาการฉ ่าน ้า (hyperhydricity) ได ้โดยทัว่ไปความชืน้ทีเ่หมาะสมอยูท่ีป่ระมาณ 60% 

   5.4 อาหารเพาะเลี้ยง (medium) เนื้อเยื่อบางชนิดเมื่อเลี้ยงบนอาหารกึ่งแขง็ 

(semi-solid medium) จะเกดิการเปลีย่นแปลงทางสณัฐานได ้แต่เมื่อน าเนื้อเยื่อนัน้ไปเลีย้งในอาหาร

เหลว (liquid medium) กลบัไม่เกดิการเปลี่ยนแปลงทางสณัฐาน แต่พชืบางชนิดสามารถเกดิการ

เปลีย่นแปลงทางสณัฐานไดท้ัง้บนอาหารกึง่แขง็และในอาหารเหลว นอกจากนี้ปรมิาณอากาศทีอ่ยู่ใน

ภาชนะเลีย้งเนื้อเยือ่กม็สี่วนควบคุมการเกดิการเปลีย่นแปลงทางสณัฐานดว้ย เช่น ปรมิาณออกซเิจน

มากเนื้อเยือ่มกัเกดิเป็นราก แต่ถา้ปรมิาณออกซเิจนน้อยเนื้อเยือ่จะเกดิเป็นยอด  

  6. การยา้ยพชืจากขวดออกปลกูในสภาพธรรมชาต ิ 

   ใช้ปากคบีหรอืลวดปลายงอค่อย ๆ ดงึเอาต้นพชืที่แขง็แรงที่มรีากที่สมบูรณ์ออก

จากขวดระวงัอยา่ใหต้น้ช ้า จากนัน้น าไปลา้งเอาวุน้ออกใหห้มดดว้ยน ้ากลัน่หรอืน ้าประปา แลว้น าต้น

พชืไปปลูกในถาดเพาะช า หรอืกระถางที่มทีรายผสมขุยมะพรา้วในอตัราส่วน 1:1 น าไปเก็บไว้ในที่

รม่ อยา่ใหถู้กแสงโดยตรงเพราะจะท าใหต้น้สญูเสยีน ้าไปและท าใหต้น้เหีย่ว เมื่อต้นพชืตัง้ตวัแขง็แรง

ดแีลว้ท าการยา้ยลงปลกูในดนิต่อไป  

 4.3 ประโยชน์ของการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  จากการศกึษาเพื่อพฒันาสตูรอาหารและวธิกีารเพาะเลีย้งพชืชนิดต่าง ๆ ทีผ่่านมา ท า

ใหม้กีารน าการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืไปประยุกต์เพื่อใหเ้กดิประโยชน์ในดา้นต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่าง

ยิง่ในดา้นเกษตรกรรม อุตสาหกรรม รวมถงึการศกึษาทางวทิยาศาสตรช์วีภาพ ซึง่สรปุไดด้งันี้ 

  1. การขยายพนัธุพ์ชื (micropropagation) การเพาะเลีย้งแคลลสัและตายอด สามารถ

ผลติพนัธุ์พชืทีม่ลีกัษณะเหมอืนพ่อแม่ไดป้รมิาณมากและรวดเรว็ โดยอาศยัสูตรอาหารสงัเคราะห์ที่

เหมาะสมต่อพชืแต่ละชนิด วธิกีารนี้สะดวกต่อการเกบ็รกัษารวบรวมพนัธุท์ าใหเ้ป็นทีน่ิยมใชก้นัอย่าง

แพร่หลาย โดยเฉพาะพืชที่มีค่าทางเศรษฐกิจ พืชที่มีปญัหาด้านการเพาะปลูกเน่ืองจาก

สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม และพชืสมุนไพรที่หายาก ตวัอย่างพชืทีข่ยายพนัธุ์ส าเรจ็ด้วยวธินีี้ เช่น 

กลว้ยไม ้ปาลม์น ้ามนั กลว้ย สตรอเบอรร์ี ่ไมด้อกไมป้ระดบัต่าง ๆ  

  2. ผลติพชืทีป่ราศจากโรค (disease-free plant) การปลูกพชืโดยทัว่ไปมกัเกดิปญัหา

จากเชื้อแบคทีเรยี เชื้อราและเชื้อไวรสั ที่ติดมากับส่วนที่ปลูก ดงันัน้ในปจัจุบนัจงึหนัมานิยมใช้

วธิีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพราะการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจะใช้ส่วนที่เป็นเนื้อเยื่อที่เจรญิที่อยู่ที่

บรเิวณปลายยอดของล าต้น (apical meristem) และเนื้อเยื่อของต้นอ่อนในเมลด็หรอืส่วนของ
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เอม็บรโิอมาเพาะเลีย้ง เนื่องจากเนื้อเยือ่ดงักล่าวไมม่ที่อน ้าท่ออาหารในการตดิต่อกบัส่วนอื่น ๆ ของ

ตน้พชื จงึปราศจากเชือ้ไวรสัมากทีสุ่ด เพราะเชือ้ไวรสัจะเคลื่อนทีไ่ปยงัส่วนต่าง ๆ ของพชืโดยผ่าน

ทางท่อน ้าท่ออาหาร  

  3. เกบ็รกัษาเชือ้พนัธุกรรมของพชื (germplasm) ปจัจบุนัน้ีมพีชืหลายชนิดสูญพนัธุไ์ป

เนื่องจากสภาพแวดลอ้มเปลีย่นแปลง วธิกีารเกบ็รกัษาพชืพรรณต่าง ๆ ไวใ้นหลอดทดลองจะท าให้

พชืมอีตัราการเจรญิเตบิโตทีช่า้มาก และเกบ็ไวไ้ดเ้ป็นระยะเวลานาน โดยเกบ็ไวใ้นไนโตรเจนเหลวที่

อุณหภูมติ ่า ๆ เพื่อหยุดยัง้กระบวนการทางชีวเคมขีองเซลล์ ท าให้ประหยดัเวลา  แรงงานและ

อาหาร  เมื่อใดที่ต้องการใชพ้ชืชนิดนัน้ ๆ จงึค่อยท าการถ่ายเนื้อเยื่อลงสู่อาหารสงัเคราะห ์เพื่อชกั

น าใหเ้กดิตน้ และน ามาขยายเพิม่จ านวนตน้พชื กจ็ะไดพ้ชืพนัธุน์ัน้กลบัคนืมา  

  4. ผลติสารทุตยิภูม ิ(secondary metabolites) สารทุตยิภูม ิเป็นสารเคมทีีพ่ชืผลติขึน้

และไม่เป็นประโยชน์กบัพชืโดยตรง แมว้่าสารทุตยิภูมหิลายชนิดสามารถผลติไดโ้ดยการสงัเคราะห ์

แต่ยงัคงผลติได้ในปรมิาณน้อย เช่น ควนิิน (quinine) ใช้เป็นยา วานิลา (vanilla )เป็นสารให้กลิน่ 

และไพรทีรนิ (pyrethrins) ส าหรบัปราบแมลงศตัรพูชื เป็นต้น ดงันัน้การใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อเขา้มาช่วยจงึจ าเป็นต้องมกีารปรบัสภาพแวดล้อมและอาหารที่เหมาะสม เพื่อชกัน าให้เกดิ

การสงัเคราะหส์ารทีต่อ้งการไดม้ากขึน้  

  5. ปรบัปรุงพนัธุ์พชื (plant breeding) ในการเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืสามารถคดัเลอืกสาย

พนัธุ์ทีท่นทาน (tolerance plant) โดยการจดัเงื่อนไขของอาหารและสภาวะแวดล้อม เช่น การคดั

สายพันธุ์พืชทนเค็ม สายพันธุ์ทนต่อดินเปรี้ยว ทนต่อความแห้งแล้ง หรือเพิ่มความต้านทาน 

(resistant plant) โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มเีงื่อนไขต่าง ๆ เช่น การสร้างพนัธุ์ต้านทานต่อ

สารพษิของโรค ตา้นทานต่อแมลง ต้านทานต่อยาก าจดัวชัพชื ฯลฯ ท าใหพ้นัธุท์ีใ่หผ้ลผลติสูง (high 

yield) โดยการชกัน าใหเ้กดิการกลายพนัธุ ์แล้วคดัเลอืกเอาสายพนัธุ์ทีด่ไีว ้ซึง่อาจท าไดโ้ดยการใช้

สารเคม ีการฉายรงัส ีการตดัต่อยนี (DNA recombination) และการถ่ายยนี (gene transformation) 

  6. การศกึษาทางชวีเคม ีสรรีวทิยาและพนัธุศาสตร ์(Biochemical and Physiology 

study) ต้นพชืที่เลี้ยงในหลอดทดลองสามารถตดิตามผลการพฒันา การเปลี่ยนแปลงได้ง่ายและ

ใกล้ชิด เนื่องจากการควบคุมตัวแปรต่าง ๆ ท าได้ดีกว่าในสภาพปลูกปกติ เช่น การศึกษาการ

ตอบสนองของเนื้อเยื่อพชืในอาหารทีม่เีง ื่อนไขต่าง ๆ เพื่อการคดัสายพนัธุ์พชืทนเคม็ สายพนัธุท์น

ต่อดนิเปรีย้ว ทนต่อความแหง้แลง้ หรอืเพิม่ความต้านทานต่อโรคและแมลง (นิตยศ์ร ีแสงเดอืน;และ

สมัพนัธ ์คมัภริานนท.์  2549: 63) 
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5.  พิทเูนีย (petunia) 
 พทิูเนีย มถีิ่นก าเนิดในแถบอเมรกิา เป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่รู้จกักันแพร่หลาย เพราะมี

ลกัษณะเด่นคอืมดีอกดก สสีนัสะดุดตา หลากหลายสแีละบานอยู่ไดน้าน บางพนัธุม์กีลิน่หอมอ่อน ๆ 

ต้นมขีนาดสม ่าเสมอเป็นพุ่มเตี้ย ในสหรฐัอเมรกิานิยมปลูกเป็นไมป้ระดบัในแปลง (bedding plant) 

ปลูกเป็นไมก้ระถาง (potted plant) และปลูกเป็นไมใ้นภาชนะแขวน (hanging baskets) ส าหรบัใน

ประเทศไทยนิยมเพาะเลีย้งและใชเ้ป็นไมป้ระดบักนัอย่างแพร่หลายโดยสามารถเพาะปลูกไดท้ัว่ทุก

ภาคในประเทศ (สมเพยีร เกษมทรพัย.์  2526: 215-225; ปิฏฐะ บุนนาค.  2529: 175-178)  

 5.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องพิทูเนีย  

  พทิูเนีย มชีื่อวทิยาศาสตร์ว่า Petunia hybrida E.Vilm เป็นไม้ดอกที่อยู่ในสกุล 

Petunia วงศ์ Solanaceae ซึง่อยู่ในวงศ์เดยีวกบัพชืไร่และพชืผกัหลายชนิด เช่น มะเขอืเทศ ยาสูบ 

พรกิ เป็นต้น ค าว่าพทิูเนีย (petunia) มาจากพทิูน (petun) ซึง่เป็นภาษาบราซลิ แปลว่า ต้นยาสูบ 

เนื่องจากขณะทีต่น้พทิเูนียยงัเลก็อยูจ่ะมลีกัษณะคลา้ยตน้ยาสบูมาก  

  ลกัษณะทัว่ไป พทิูเนียเป็นไมด้อกหลายฤดู ต้นเป็นพุ่มเตี้ยและค่อนขา้งเลื้อย ล าต้น

เป็นไมเ้นื้ออ่อน สงูประมาณ 30 เซนตเิมตร ใบเป็นใบเดีย่วออกใบเป็นคู่ ๆ ตรงขา้มกนัไปตามล าต้น 

รปูร่างใบคลา้ยใบยาสูบแต่มขีนาดเลก็กว่า ใบกวา้งประมาณ 5 เซนตเิมตร ยาว 8-10 เซนตเิมตร มี

ขนอยู่ทัว่ไปตามผวิใบทัง้ดา้นบนและดา้นล่าง ลกัษณะใบเป็นรปูไข่ (ovate) ปลายใบแหลม (acute) 

เนื้อใบอ่อน (soft) ขอบใบเรยีบ (entire) ดอกมรีปูร่างเป็นรปูกรวย (funnel form) เป็นดอกเดีย่ว 

(solitary) มทีัง้ชนิดดอกชัน้เดยีว (single) และดอกซอ้น (double) ก้านดอกเกดิทีย่อดหรอืขา้งล าต้น 

วงกลบีเลีย้ง (calyx) ม ี5 แฉก วงกลบีดอก (corolla) ม ี5 แฉก มคีอดอก (throat) ยาว มเีกสรเพศผู ้

(stamen) 5 อนั เกสรเพศเมยี (pistil) 1 อนั สแีละขนาดของดอกแตกต่างกนัไปตามประเภทและ

พนัธุ ์เมลด็มลีกัษณะกลม ขนาดเลก็ ฝกัหน่ึง ๆ อาจจะมตีัง้แต่ 100 - 300 เมลด็ เมลด็หนัก 1 ออนซ ์

จะมจี านวนเมลด็ประมาณ 185,000-285,000 เมล็ด แล้วแต่พนัธุ์ (สมเพยีร เกษมทรพัย.์  2526: 

213-214; Ewart.  1984: 180-202; EI; et al.  1972: 167-176) 
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ภาพประกอบ 3  ลกัษณะล าตน้ ใบและดอกของตน้พทิเูนีย (Petunia hybrida E.Vilm) 

   

 5.2 ประเภทของพิทูเนีย  

  พทิูเนียแบ่งออกเป็นประเภทใหญ่ ๆ ได ้9 ประเภท (ไมด้อกแสนสวย. 2539: 78-81; 

ธญัญะ เตชะศลีพทิกัษ์.  2539: 219-270) ไดแ้ก่ 

  1. ประเภทดอกใหญ่ชัน้เดยีว (grandiflora single) เป็นทีน่ิยมปลูกกนัมากทีสุ่ด ขนาด

ดอกใหญ่ 7.5-12.5 เซนตเิมตร ดอกชัน้เดยีว ปลายกลบีดอกหยกัย่น ต้นโตแขง็แรง ใบใหญ่ จ านวน

ดอกน้อยกว่าประเภทดอกเลก็ พนัธุ์พทิูเนียชนิดประเภทนี้นี้เป็นลูกผสมชัว่ที่ 1 (F1) ทัง้สิน้ ไดแ้ก่ 

ชุด Cascade, Supercascade, Flash, Daddy, Fair, Titan, Sails, Picotee, Magic, Supermagic 

และ Ultra 

  2. ประเภทดอกใหญ่ซอ้น (grandiflora double) ขนาดดอกใหญ่เช่นเดยีวกบัประเภท

ดอกใหญ่ชัน้เดยีว แต่กลบีดอกซอ้น พนัธุท์ี่นิยมปลูกไดแ้ก่พนัธุ ์Circus, Bridal, Bouqute, Confetti, 

Sonata, Fanfare, Valentile และ Blue Danube 

  3. ประเภทดอกเลก็ชัน้เดยีว (multiflora single) ขนาดดอกเลก็ กลบีดอกชัน้เดยีวเสน้

ผ่านศูนยก์ลางดอก 4-5 เซนตเิมตร ให้ดอกดก ปลายกลบีดอกเรยีบ ดอกตูมมลีักษณะแหลม และ

ขนาดเลก็ มทีรงพุ่มกะทดัรดั แตกกอไดด้ ีใชป้ลกูในแปลงไดด้ ีทนต่อสภาพอากาศไม่เหมาะสม เช่น 

อากาศร้อน ฝนตก และทนทานต่อโรคด้วย พนัธุ์ที่นิยมปลูกได้แก่ พนัธุ์ในชุด Joy, Carpet, 

Celebrity และ Plum 

  4. ประเภทดอกเลก็ซอ้น (multiflora double) มลีกัษณะเหมอืนกบัประเภทดอกเลก็ชัน้

เดยีว ต่างกนัทีด่อกซอ้น พนัธุท์ีน่ิยมปลกูไดแ้ก่ ชุด Delight และ Sweet Tart 
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  5. ฟลอรบินัดาดอกชัน้เดยีว (floribunda single) ขนาดดอกประมาณ 7.5-9.0 

เซนติเมตร ดอกดก ทนโรคและปรบัตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี พันธุ์ที่นิยมปลูก  ได้แก่ ชุด 

Madness และ Primetime 

  6. ฟลอรบินัดาดอกซอ้น (floribunda double) ขนาดดอกเท่ากบัฟลอรบินัดาดอกชัน้

เดยีว แต่กลบีดอกซอ้น พนัธุท์ีป่ลกูไดแ้ก่ พนัธุใ์นชุด Double Madness 

  7. แคลฟิฟอรเ์นีย ไจแอน (california giants หรอื superbissima) ขนาดดอกใหญ่มาก

คอืใหญ่กว่าประเภทดอกใหญ่ชัน้เดยีวเกอืบ 2 เท่า ล าตน้และใบค่อนขา้งใหญ่และหนา ดอกไมด่ก 

  8. พทิูเนียหนู (multiflora หรอื miniature) เป็นพทิูเนียประเภทใหม่ ดอกของพทิูเนีย

ประเภทนี้มขีนาดเลก็กว่าประเภทดอกเลก็ชัน้เดยีว แต่ดอกดกมาก ล าต้นมขีอ้ปลอ้งสัน้ จงึท าใหเ้ป็น

พุ่มแน่น พนัธุพ์ทิเูนียประเภทนี้ ไดแ้ก่ พนัธุใ์นชุด Fantasy ซึง่มหีลายส ี

  9. พทิูเนียเลื้อย (supertunia) เป็นพทิูเนียประเภทใหม่เช่นกนั มลีกัษณะพเิศษที่

สามารถเลื้อยยาวไปโดยรอบทศิเป็นรศัมไีด้กว่า 120 เซนตเิมตร จงึเหมาะที่จะใช้เป็นไมก้ระถาง

แขวนและไมค้ลุมดนิ พทิูเนียประเภทนี้ ไดแ้ก่ พนัธุใ์นชุด Fortunia wave ปจัจุบนัมเีพยีงพนัธุเ์ดยีว 

คอื พนัธุ ์Purple wave ดอกสมีว่ง    

 

6. บทปฏิบติัการท่ีเก่ียวข้องกบัการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช 
 การจัดการเรียนรู้ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอย่างครบวงจร ส่วนมากพบใน

ระดบัอุดมศกึษาและอาจจะพบได้บา้งในระดบัมธัยมศกึษา โดยเฉพาะโรงเรยีนขนาดใหญ่ที่มคีวาม

พร้อมด้านสถานที่และอุปกรณ์ หวัข้อที่ใช้ในการสอน ได้แก่ ความหมายและประโยชน์ของการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื การเตรยีมห้องปฏบิตักิารและเครื่องมอืในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การเตรยีม

อาหารส าหรบัการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช การเตรยีมชิ้นส่วนพชืและการฟอกฆ่าเชื้อ เทคนิคการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยื่อและอวยัวะของพชื การชกัน าใหเ้กดิยอดและรากดว้ยสารควบคุมการเจรญิเตบิโต 

การเตรยีมต้นกล้าและยา้ยออกปลูกในสภาพธรรมชาต ินอกจากการเรยีนในภาคการบรรยายแล้ว 

ผู้สอนมักจะมีการใช้บทปฏิบัติร่วมด้วย โดยบทปฏิบัติการที่ใช้สอนถูกพัฒนาขึ้นให้มีเนื้อหา

สอดคลอ้งกบัภาคการบรรยาย เพื่อใหผู้เ้รยีนไดล้งมอืทดลองดว้ยตนเอง ท าใหผู้เ้รยีนสามารถเขา้ใจ

เนื้อหาในภาคบรรยายไดด้ยีิง่ขึน้ ตวัอยา่งเช่น 

 บทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื มจีุดประสงค์เพื่อให้ผู้เรยีนสามารถ (1) 

ปฏบิตักิารเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนต่าง ๆ ของพชื ทัง้ที่เป็นเนื้อเยื่อและที่ไม่ใช่เนื้อเยื่อ เช่น ตา ใบ ดอก 

เมลด็ ราก คพัภะ และอบัละอองเกสร เป็นต้น (2) สามารถเตรยีมอาหารเพื่อใหเ้หมาะสมกบัชนิด
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และพนัธุ์พชืได้ (3) สามารถน าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืไปประยุกต์ใช้กบัพชืชนิดอื่นได้      

(ปิยะดา ตนัตสวสัดิ;์ และอารยี ์วรญัญวูฒัก์.  2551: 30-35) 

 บทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื มจีุดประสงค์เพื่อให้ผู้เรยีนสามารถ (1) 

อธบิายความหมายของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืได้ (2) เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากอวยัวะส่วนต่าง ๆ 

ของพชืได้ (3) น าพชืที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออกปลูกในสภาพธรรมชาตไิด้ (เสกสรรค ์

สุวรรณสุข.  2559: ออนไลน์)  

 บทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื มจีุดประสงค์เพื่อให้ผู้เรยีนสามารถ (1) มี

ความรู้ความเขา้ใจเกี่ยวกบัความหมาย ความส าคญั จุดประสงค์และประโยชน์ของการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อพชื (2) ตระหนักถงึความส าคญัของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืต่อการด าเนินชวีติประจ าวนั 

(3) เข้าใจและปฏบิตังิานในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืได้ (4) สรา้งผลงานตามความสนใจโดยใช้

เทคนิคการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื (พรพรรณ อู่สุวรรณ.  2557: 55-60)  

 จากเอกสารเกี่ยวกบับทปฏบิตักิาร ดงัทีก่ล่าวขา้งต้น ผูว้จิยัสรุปไดว้่า บทปฏบิตักิาร เรื่อง 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื ประกอบดว้ยขัน้ตอนทีส่ าคญั 5 ขัน้ตอนคอื (1) การเตรยีมหอ้งปฏบิตักิาร

และเครื่องมอื (2) การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ (3) การเตรยีมชิน้ส่วนพชืทีน่ ามาเพาะเลีย้ง 

(4) เทคนิคการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ และ (5) การยา้ยต้นกลา้ออกปลูก ซึง่ขัน้ตอนทัง้หมดนี้ต้องท าใน

สภาวะปลอดเชือ้ซึ่งเป็นหวัใจส าคญัของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ส่งผลท าใหต้้นพชืทีไ่ด้ปราศจาก

การปนเป้ือนจากเชือ้จลุนิทรยี ์

 

7. งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 7.1 งานวิจยัเก่ียวกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพิทูเนีย 

  โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่ องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพ

รตันราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (2557) ศกึษาการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนล าต้นของพทิูเนียด้วย

โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ที่ความเขม้ขน้ 1% และ 3% และน าไปเพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS พบว่า 

ชิน้ส่วนล าต้นพทิูเนียทีฟ่อกฆ่าเชือ้ดว้ยสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ทีค่วามเขม้ขน้ 1% มอีตัรา

การปนเป้ือนของเชื้อจุลินทรยี์มากกว่าสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 3% แต่มอีัตราการ

เจรญิเตบิโตดกีว่า  

  พรสี (Preece.  1999) ศกึษาการเกดิยอด รากและแคลลสั ของชิ้นส่วนใบพทิูเนีย โดย

การเตมิสารควบคุมการเจรญิเตบิโตของพชืลงในอาหารเพาะเลีย้งในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนั ไดแ้ก่ BA 

ความเขม้ขน้ 2.5 ไมโครโมลาร ์ IBA ความเขม้ขน้ 7.5 ไมโครโมลาร ์และ BA ความเขม้ขน้ 2.5 ไม
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โครโมลาร ์ร่วมกบั IBA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร ์หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 1 สปัดาห ์พบว่า

เกดิการชกัน ารากเฉพาะชิน้ส่วนใบทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารทีเ่ตมิ  IBA ความเขม้ขน้ 7.5 ไมโครโมลาร ์

เท่านัน้ และหลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 3 สปัดาห ์พบว่าเกดิตาและยอดขนาดเลก็เฉพาะชิน้ส่วนใบ

ทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารทีเ่ตมิ BA ความเขม้ขน้ 2.5 ไมโครโมลาร ์เท่านัน้ ส่วนแคลลสัพบว่าเกดิขึน้

หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 7-10 วนั ในอาหารทุกสูตร แต่เกดิแคลลสัมากในทีสุ่ดในอาหารทีม่ ี

การเตมิ BA และ IBA รว่มกนั รวมทัง้พบว่ามยีอดพเิศษ (adventitious shoots) เกดิขึน้ดว้ย 

 7.2 งานวิจยัเก่ียวกบัการฆ่าเช้ืออาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชโดยไม่ใช้หม้อน่ึงความ

ดนัไอน ้า 

  กติตศิกัดิ ์โชตกิเดชาณรงค ์(2553) ศกึษาการฆ่าเชือ้จุลนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเยื่อ

สูตร MS แทนการใช้หม้อนึ่งความดนัไอน ้าด้วยเตาไมโครเวฟก าลงัไฟ 360, 600 และ 800 วตัต ์

เป็นเวลา 3 นาท ีพบว่าการใช้ไมโครเวฟก าลงัไฟฟ้า 600 หรอื 800 วตัต์ เป็นเวลา 3 นาท ีท าให้

อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อปลอดเชือ้ได ้93% และเมื่อน าอาหารทีผ่่านการฆ่าเชือ้ดว้ยไมโครเวฟก าลงั

ไฟ 600 วตัต์ เป็นเวลา 3 นาท ีมาใชใ้นการเพาะเลี้ยงชิน้ส่วนขอ้ของม่วงเทพรตัน์ กุหลาบหนู และ

หญ้าหวาน พบว่าการเจรญิและพฒันาของยอดที่เกดิจากขอ้ของพชืทัง้สามชนิดไม่แตกต่างกบัการ

เลีย้งบนอาหารทีฆ่า่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไออยา่งมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05)  

  ทสิเซอรตั และคณะ (Tisserat; et al. 1992) ศกึษาการใชเ้ตาอบไมโครเวฟในการฆ่า

เชือ้อาหารเพาะเลีย้งยอดสตรอเบอรร์ี ่โดยใชก้ าลงัไฟ 70, 210, 350, 490 และ 700 วตัต์ เป็นเวลา 

10 นาท ีพบว่า ทีก่ าลงัไฟ 490 และ 700 วตัต ์ใหผ้ลในการฆา่เชือ้อาหารไดอ้ยา่งสมบรูณ์  

  ยานากาวะ และคณะ (Yanagawa; et al. 1995) ศกึษาการเพาะเมลด็กลว้ยไมใ้น

อาหารเพาะเลี้ยงที่ฆ่าเชื้อด้วยโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ความเขม้ขน้ 0.01% พบว่า กล้วยไมส้ามารถ

เจรญิเตบิโตไดไ้มต่่างจากชุดควบคุม  

  เทยีเซยีรา และคณะ (Teixeira; et al. 2006) ศกึษาอทิธพิลของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์

ในการฆ่าเชื้ออาหารส าหรบัเพาะเลี้ยงหน่อสบัปะรด (Ananas comosus) พบว่าความเขม้ขน้ของ

คลอรนีที่สามารถท างานได้ทัง้หมด (total active chlorine) ที่เตมิลงไปในอาหาร 0.003, 0.005, 

0.007 และ 0.009% สามารถฆ่าเชื้อในอาหารได้อย่างสมบูรณ์ นอกจากนี้ยงัพบว่าอาหารที่เติม

คลอรนี 0.0003% หรอื 0.0005% ท าใหน้ ้าหนกัมวลและจ านวนยอดใหมเ่ป็น 2 เท่า เมื่อเปรยีบเทยีบ

กบัอาหารทีท่ าใหป้ลอดเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ 

  ซาวอนท ์และ ทาวาร ์(Sawant; & Tawar.  2011) ศกึษาการเพาะเลีย้งอ้อยในอาหาร

เพาะเลีย้งทีเ่ตมิโซเดยีมไฮโปคลอไรต ์4% ความเขม้ขน้ 0.1 ‟ 0.5% ลงในอาหารทีไ่ม่ผ่านการนึ่งฆ่า
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เชื้อ ทัง้แบบการเตมิภายในและภายนอกตู้ย้ายเนื้อเยื่อ พบว่าการเติมโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ 4% 

ความเขม้ขน้ 0.1% ลงในอาหารเพาะเลีย้ง สามารถท าใหอ้าหารปลอดเชือ้จุลนิทรยี ์และพชืสามารถ

เตบิโตได ้โดยการเตบิโตของยอดและการเกดิรากไมแ่ตกต่างจากชุดควบคุม 

  บรอนดานี และคณะ (Brondani; et al.  2012) ศกึษาการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนขอ้ของ 

ยคูาลปิตสั (Eucalyptus benthamii) ในอาหารเพาะเลีย้งทีฆ่่าเชือ้โดยเตมิโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ที่มี

ของคลอรนีทีส่ามารถท างานได้ทัง้หมด (total active chlorine) ทีร่ะดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนั 

ไดแ้ก่ 0.000, 0.001, 0.003, 0.005, 0.007 และ 0.010 รอ้ยละโดยปรมิาตร เปรยีบเทยีบกบัอาหาร

เพาะเลีย้งทีฆ่่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ หลงัจากท าการเพาะเลีย้งไป 28 วนั พบว่าความเขม้ขน้

ของคลอรนีทีส่ามารถท างานไดท้ัง้หมดทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 0.005, 0.007 และ 0.010 รอ้ยละโดย

ปรมิาตร มปีระสทิธภิาพในการฆ่าเชื้อในอาหารส าหรบัการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยูคาลปิตสัได้อย่าง

สมบรูณ์  

  เทพประสทิธิ ์และทองภกัดิด์ ี(Thepsithar; & Thongpukdee.  2013) ศกึษาการฆ่า

เชื้อในอาหารสูตรไฮโปเน็กซ์ (Hyponex) ส าหรบัเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์ม (protocorms) ของ

กลว้ยไมฟ้าแลนนอปซสิ (Phalaenopsis) พบว่าอาหารปรมิาตร 25 มลิลลิติร ทีเ่ตมิโซเดยีมไฮโป-

คลอไรต์ความเขม้ขน้ 5.25% ปรมิาณ 150 ไมโครลติรท าใหอ้าหารเหลวและอาหารแขง็อยู่ในสภาพ

ปลอดเชือ้อยา่งสมบรูณ์ 100 %  

  ดอีนิทร ์และคณะ (Deein; et al.  2013) ศกึษาการท าใหอ้าหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื

ปลอดเชือ้โดยใชส้ารเคม ีพบว่าอาหารแขง็สูตร MS ทีเ่ตมิโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ ความเขม้ขน้ 6% 

ปรมิาณ 36 ไมโครลติรต่ออาหาร  20 มลิลลิติร มปีระสทิธภิาพในการก าจดัจุลนิทรยี ์และท าให้

อาหารอยูใ่นสภาพปลอดเชือ้อยา่งสมบรูณ์ 

 7.3 งานวิจยัเก่ียวกบัการจดัการเรียนรู้โดยใช้บทปฏิบติัการ 

  อรอุมา ละมุล (2541) ศกึษาการพฒันาบทปฏบิตักิาร เรื่อง ความสามารถของวสัดุ

ธรรมชาติในการดูดซบัโลหะหนัก ส าหรบัใช้สอนวิชาสิ่งแวดล้อม และน าไปสอนกับผู้เรียนชัน้

มธัยมศกึษาปีที ่6 จ านวน 30 คน พบว่าบทปฏบิตักิารวทิยาศาสตร์ทีพ่ฒันาขึน้มปีระสทิธภิาพตาม

เกณฑท์ีก่ าหนด โดยมคี่าประสทิธภิาพเท่ากบั 80.11/80.27 

  ประเทอืงทพิย ์สุกุมลจนัทร ์(2545) ศกึษาการพฒันาบทปฏบิตักิาร เรื่อง การแปรรูป

และทดสอบสารอาหารในพชืสมุนไพร ส าหรบัชัน้มธัยมศกึษาปีที ่5  และน าไปสอนกบัผูเ้รยีนกลุ่มที่

ศกึษา จ านวน 40 คน พบว่า หลงัจากผูเ้รยีนเรยีนดว้ยบทปฏบิตักิารทีพ่ฒันาขึน้ ทกัษะกระบวนการ
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ทางวทิยาศาสตรแ์ละผลสมัฤทธิท์างการเรยีนสูงขึน้กว่าก่อนเรยีนอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ระดบั 

0.01 (p = 0.000) 

  พรทพิย์ วงษ์นาป่า (2548) ศึกษาการพฒันาบทปฏบิตัิการ เรื่อง การสกดัและแยก

สารประกอบแซนโทนจากผลมงัคุด ส าหรบัผูเ้รยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที่ 6 และน าไปสอนกบัผูเ้รยีน

กลุ่มทีศ่กึษา จ านวน 60 คน โดยแบ่งผูเ้รยีนออกเป็นกลุ่ม ๆ ละ 30 คน พบว่า บทปฏบิตักิารที่

พฒันาขึน้มคีุณภาพอยู่ในระดบัดมีาก และผู้เรยีนที่เรยีนด้วยบทปฏบิตักิารที่สรา้งขึน้มผีลสมัฤทธิ ์

ทางการเรยีนสงูขึน้กว่าผูเ้รยีนทีเ่รยีนดว้ยวธิปีกต ิ

  ทรงกลด ใบยา (2558) ศึกษาการพฒันาบทปฏิบตัิการ เรื่อง การเปลี่ยนแปลง

พลงังาน โดยใช้วธิกีารจดัการเรยีนรูแ้บบสร้างความรูด้้วยตนเอง ส าหรบัผู้เรยีนระดบัปรญิญาตร ี

และน าไปสอนกบัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาจ านวน 34 คน พบว่า ผูเ้รยีนทีเ่รยีนดว้ยบทปฏบิตักิารทีส่รา้ง

ขึน้มผีลสมัฤทธิท์างการเรยีนสงูขึน้กว่าก่อนเรยีน (p<0.05) และมคีวามพงึพอใจต่อการจดัการเรยีนรู้

ดว้ยบทปฏบิตักิารทีพ่ฒันาขึน้ในระดบัมาก 



บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจยั 

 
 การวจิยัครัง้นี้ มจีุดประสงค์เพื่อพฒันาบทปฏบิตัิการวทิยาศาสตร์ เรื่อง การเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่พชื ส าหรบัผูเ้รยีนในระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลาย ซึง่ผูว้จิยัแบ่งขัน้ตอนในการท าวจิยัเป็น 

4 ขัน้ตอน ดงันี้ 

  ตอนที ่1 การส ารวจความคดิเหน็ในการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  ตอนที ่2 การทดลองในหอ้งปฏบิตักิารวทิยาศาสตร ์

  ตอนที ่3 การสรา้งและพฒันาบทปฏบิตักิาร 

  ตอนที ่4 การน าบทปฏบิตักิารวทิยาศาสตรท์ีส่รา้งขึน้ไปสอน 
 

ตอนท่ี 1 การส ารวจความคิดเหน็ในการจดัการเรียนรู้ เร่ือง การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ

พืช 

 เพื่อศกึษาสภาพปญัหาในการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ผูว้จิยัจงึสรา้ง

แบบสอบถามความคดิเหน็ของผู้สอนรายวชิาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศึกษาตอนปลายขึ้น โดยมี

ขัน้ตอนในการสรา้งแบบสอบถาม ดงันี้ 

  1. ศกึษาเอกสารทีเ่กีย่วขอ้งกบัรปูแบบและขัน้ตอนการสรา้งแบบสอบถามแบบมาตรา

ส่วนประมาณค่า (rating scale) ตามวธิขีองลเิคอรท์ (Likert.  1967: 90-95)  

  2. ศึกษาเนื้อหาสาระ จุดประสงค์การเรยีนรูแ้ละระยะเวลาในการเรยีนการสอนใน

หน่วยการเรยีนรูร้ายวชิาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลายตามหลกัสูตรแกนกลางการศกึษา

ขัน้พืน้ฐาน พุทธศกัราช 2551 

  3. ก าหนดประเดน็และขอบเขตของแบบสอบถาม จากนัน้สรา้งแบบสอบถามจ านวน  

7 ขอ้ โดยก าหนดเกณฑก์ารประเมนิแบบมาตราส่วนประมาณค่า 5 ระดบั คอื 5 4 3 2 1 หมายถงึ

เหน็ดว้ยมากทีสุ่ด เหน็ดว้ยมาก เหน็ดว้ยปานกลาง เหน็ดว้ยน้อย และเหน็ดว้ยน้อยทีสุ่ด ตามล าดบั  

  4. น าแบบสอบถามทีส่รา้งขึน้ไปใหผู้เ้ชีย่วชาญจ านวน 3 ท่าน (ภาคผนวก ข)พจิารณา

ค่าดชันีความสอดคลอ้งระหว่างขอ้ค าถามของแบบสอบถามและจุดประสงคข์องแบบสอบถาม (IOC) 

โดยก าหนดเกณฑก์ารพจิารณาค่าดชันีความสอดคลอ้ง ดงันี้ 
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      +1 หมายถงึ สอดคลอ้ง 

        0 หมายถงึ ไมแ่น่ใจ 

      -1 หมายถงึ ไมส่อดคลอ้ง 

 และปรบัปรงุแกไ้ขแบบสอบถามตามขอ้เสนอแนะของผูเ้ชีย่วชาญ 

  5. น าแบบสอบถามทีป่รบัปรุงแก้ไขเรยีบรอ้ยแลว้ไปสอบถามความคดิเหน็กบัผูส้อน

รายวิชาชวีวทิยา ระดบัชัน้มธัยมศึกษาปีที่ 5 ในโรงเรยีนขนาดใหญ่ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 

จ านวน 20 คน  เป็นเพศชาย 5 คน และเพศหญงิ 15 คน ซึง่ไดจ้ากการชกัตวัอย่างแบบเจาะจง 

(purposive sampling) เนื่องจากผู้สอนที่ท าการส ารวจนี้ เป็นผู้ที่มปีระสบการณ์สอน เรื่อง การ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื ในระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลาย 

 

ตอนท่ี 2 การทดลองในห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร ์

 ผูว้จิยัแบ่งการทดลองในหอ้งปฏบิตักิารทางวทิยาศาสตรเ์ป็น 4 หวัขอ้ ดงันี้ 

  1. การศกึษาวธิกีารฆา่เชือ้ในอุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืดว้ยสารเคม ี 

  2. การศกึษาวธิกีารฆา่เชือ้อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืสตูร MS ดว้ยสารเคม ี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 

  3. การศกึษาประสทิธภิาพของอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่สตูร MS ทีฆ่า่เชือ้ดว้ยสารเคม ี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟต่อการเจรญิเตบิโตของพชื 

  4. การศกึษาประสทิธภิาพบรเิวณปฏบิตังิานในการยา้ยเนื้อเยือ่ 

  

 1. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ือในอปุกรณ์เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชด้วยสารเคม ี

  น าอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ชุด ประกอบด้วยด้ามมดีผ่าตดั ปากคบี และจาน

เพาะเลีย้ง (1 คู่ ประกอบดว้ยจานเพาะเลีย้งและฝาปิด) อย่างละ 1 ชิน้ มาฆ่าเชือ้ด้วยสารเคม ี3 

ชนิด ไดแ้ก่ คลอร็อกซ์ เอทลิแอลกอฮอล์ 70% และเดทตอล โดยท าการแช่ในน ้ายาฆ่าเชือ้ที่ระดบั

ความเขม้ขน้และเวลาต่าง ๆ กนั และให้ชุดการทดลองที่ฆ่าเชื้อด้วยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าเป็นชุด

ควบคุม รวมเป็น 9 ชุดการทดลอง ๆ ละ 10 ซ ้า (ชิน้) ดงันี้ 

   ชุดการทดลองที ่1 ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้า 

   ชุดการทดลองที ่2 ไมผ่่านการฆา่เชือ้ 

   ชุดการทดลองที ่3 คลอรอ็กซ ์ความเขม้ขน้ 10% เวลา 15 นาท ี

   ชุดการทดลองที ่4 คลอรอ็กซ ์ความเขม้ขน้ 15% เวลา 10 นาท ี
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   ชุดการทดลองที ่5 คลอรอ็กซ ์ความเขม้ขน้ 20% เวลา 5  นาท ี

   ชุดการทดลองที ่6 เอทลิแอลกอฮอล ์70% เวลา 10 นาท ี

   ชุดการทดลองที ่7 เอทลิแอลกอฮอล ์70% เวลา 15 นาท ี

   ชุดการทดลองที ่8 เดทตอล 5% เวลา 10 นาท ี

   ชุดการทดลองที่ 9 เดทตอล ผสมร่วมกบัเอทลิแอลกอฮอล์ 70% อตัราส่วน 1:20 

เวลา 10 นาท ี

  หลังจากท าการฆ่าอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ น าอุปกรณ์ไปผึ่งให้แห้งในที่อับลม 

จากนัน้ทดสอบประสทิธภิาพการฆ่าเชือ้ของสารเคมทีัง้ 3 ชนิด โดยใชอ้าหารสูตร MS (Murashige; 

& Skoog.  1962) ทีไ่ม่เตมิสารควบคุมการเจรญิเตบิโตใด ๆ ที่ฆ่าเชือ้ดว้ยวธิปีกต ิ(autoclave) ใน

การทดสอบ ดงันี้ ส าหรบัด้ามมดีผ่าตดัและปากคบี ทดสอบโดยท าการขดีลงบนผวิหน้าอาหารสูตร 

MS ทีเ่ตรยีมไวใ้นจานเพาะเลีย้ง ๆ ละ 5 ชิน้ ส าหรบัจานเพาะเลีย้งทดสอบโดยท าการเทอาหารสูตร 

MS ลงในจานเพาะเลี้ยงโดยเทให้อาหารมคีวามสูงขึน้มาจากก้นจานเพาะเลี้ยง 0.5 เซนตเิมตร 

จากนัน้น าจานเพาะเลีย้งทัง้หมดไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส บนัทกึจ านวนและลกัษณะการ

ปนเป้ือนของเชือ้จุลนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อวนัที ่2, 7, 14, 21 และ 28 เปรยีบเทยีบกบั

อุปกรณ์ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ด้วยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าโดยขัน้ตอนการทดสอบประสทิธภิาพทัง้หมดนี้

ท าภายในตูถ่้ายเนื้อเยือ่ทีป่ลอดเชือ้ 

  เมือ่ครบ 28 วนั ตรวจสอบการปนเป้ือนของอุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ และคดัเลอืกชุด

การทดลองที่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชื้อจุลนิทรยี์ได้ดทีี่สุดส าหรบัน าไปใช้ในการพฒันาบท

ปฏบิตักิารต่อไป 

  นอกจากนี้ผู้วิจ ัยยังได้ท าการศึกษาการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ที่อาจเกิดขึ้นจาก

สิง่แวดลอ้ม เพื่อน ามาวเิคราะหร์่วมกบัผลการทดลองว่าหากมกีารปนเป้ือนของจุลนิทรยีบ์นผวิหน้า

อาหารทีท่ าการทดสอบอุปกรณ์เพาะเลีย้งทีผ่่านการฆา่เชือ้ดว้ยสารเคมแีลว้ จะมโีอกาสการปนเป้ือน

จากสิง่แวดลอ้มไดม้ากน้อยเพยีงใด และใชร้ะยะเวลาเท่าใดในการเกดิการปนเป้ือน วธิทีดสอบคอืเท

อาหารสูตร MS ที่ผ่านการฆ่าเชือ้ด้วยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าลงในจานเพาะเลีย้ง โดยท าทัง้หมด 5 

ซ ้า (จานเพาะเลีย้ง 5 คู่)รอใหอ้าหารเยน็ เปิดฝาทิง้ไวเ้ป็นเวลา 10 วนิาท ี(เท่ากบัระยะเวลาทีใ่ชใ้น

การทดสอบอุปกรณ์) จากนัน้ปิดฝาและน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส บนัทกึจ านวนและ

ลกัษณะการปนเป้ือนของเชือ้จุลนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อวนัที ่2, 7, 14, 21 และ 28 โดย

การทดสอบนี้ท าภายในตูถ่้ายเนื้อเยือ่ทีป่ลอดเชือ้ 
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 2. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ืออาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือสูตร MS ด้วยสารเคม ี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 

  เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสังเคราะห์สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการ

เจรญิเตบิโตใด ๆ เตมิน ้าตาลซูโครสลงไปในอาหารสงัเคราะห ์30 กรมัต่อลติร ปรบัปรมิาตรดว้ยน ้า

กลัน่ตามต้องการ  ปรบัความเป็นกรดเป็นด่างของอาหารใหม้คี่า 5.6-5.8 และเตมิผงวุ้น 7 กรมัต่อ

ลติร ต้มวุน้ใหล้ะลายและรอให้อาหารอุ่น เทอาหารทีเ่ตรยีมลงในขวดเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อปรมิาตร 20 

มลิลลิติรต่อขวด จากนัน้ท าการศกึษาวธิกีารฆา่เชือ้ในอาหารดว้ยวธิดีงัต่อไปนี้ 

  2.1 การฆา่เชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ดว้ยสารเคมคีลอรอ็กซ ์

   เติมคลอรอ็กซ์ซึ่งมสี่วนผสมของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ 5.25% โดยปรมิาตร ใน

ปรมิาตรทีต่่างกนั ในอาหารเพาะเลีย้งสูตร MS ปรมิาตร 20 มลิลลิติรต่อขวด ในขณะทีอ่าหารยงัอุ่น 

และใหชุ้ดการทดลองทีฆ่า่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าเป็นตวัควบคุม รวมเป็น 8 ชุดการทดลอง ๆ 

ละ 10 ซ ้า (ขวด) ดงันี้ 

    ชุดการทดลองที ่1 ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้า  

    ชุดการทดลองที ่2 ไมผ่่านการฆา่เชือ้ 

    ชุดการทดลองที ่3 เตมิคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 0 ไมโครลติร 

    ชุดการทดลองที ่4 เตมิคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 50 ไมโครลติร 

    ชุดการทดลองที ่5 เตมิคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 

    ชุดการทดลองที ่6 เตมิคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 150 ไมโครลติร  

    ชุดการทดลองที ่7 เตมิคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 200 ไมโครลติร 

    ชุดการทดลองที ่8 เตมิคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 250 ไมโครลติร 

  2.2 การฆา่เชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ดว้ยไมโครเวฟ  

    ท าการทดสอบการฆ่าเชือ้อาหารสูตร MS ปรมิาตร 20 มลิลลิติรต่อขวด ดว้ย

ก าลงัไฟทีต่่างกนั เป็นระยะเวลา 3 นาท ีและใหชุ้ดการทดลองทีฆ่่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้า

เป็นตวัควบคุม รวมเป็น 8 ชุดการทดลอง ๆ ละ 10 ซ ้า (ขวด) ดงันี้  

    ชุดการทดลองที ่1 ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ความดนัไอน ้า  

    ชุดการทดลองที ่2 ไมผ่่านการฆา่เชือ้ 

    ชุดการทดลองที ่3 ก าลงัไฟ 0 วตัต ์

    ชุดการทดลองที ่4 ก าลงัไฟ 160 วตัต ์

    ชุดการทดลองที ่5 ก าลงัไฟ 320 วตัต ์
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    ชุดการทดลองที ่6 ก าลงัไฟ 480 วตัต ์

    ชุดการทดลองที ่7 ก าลงัไฟ 640 วตัต ์

    ชุดการทดลองที ่8 ก าลงัไฟ 800 วตัต ์

  จากนัน้น าขวดอาหารทัง้หมดไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส บนัทกึจ านวนและ

ลกัษณะการปนเป้ือนของอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่วนัที ่2, 7, 14, 21 และ 28 เปรยีบเทยีบกบัอาหาร

ทีผ่่านการฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้า 

  หลงัจากครบ 28 วนั ตรวจสอบการปนเป้ือนของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และ

คดัเลอืกชุดการทดลองที่สามารถยบัยัง้เชื้อจุลนิทรยี์ได้ดทีี่สุดส าหรบัน าไปใช้ในการศึกษาผลของ

วธิกีารฆา่เชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ต่อการเจรญิเตบิโตของพทิเูนียต่อไป 

 3. การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือสูตร MS ท่ีฆ่าเช้ือด้วย

สารเคมคีลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟต่อการเจริญเติบโตของพืช 

  เตรยีมพทิูเนียส าหรบัการทดลอง โดยน าเมลด็พทิูเนีย (Petunia hybrida E.Vilm รุ่น 

F1 ของบรษิทั Gartenland GmbH Aschersleben, Denmark) มาท าการฟอกดว้ยคลอรอ็กซ์ทีผ่สม

สารลดแรงตงึผวิ (tween 20) 1-2  หยด โดยฟอกครัง้ที ่1 ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 10% และฟอกครัง้ที ่

2 ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 5% โดยใชเ้วลาในการฟอกครัง้ละ 5 นาท ี ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ทีผ่่านการนึ่งฆ่า

เชื้อ 3 ครัง้ ๆ ละ 5 นาที  จากนัน้น าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแขง็สูตร MS และน าไปเก็บไว้ใน

อุณหภูมหิอ้ง 25±2 องศาเซลเซยีส ใหแ้สงทีค่วามเขม้แสง 35 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาท ี

เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั เพาะเลีย้งเป็นเวลา 45 วนั 

  ท าการทดสอบประสทิธภิาพของอาหารแขง็สูตร MS ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ดว้ยคลอรอ็กซ์

และเตาไมโครเวฟ โดยคดัเลือกอาหารที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยวิธีการในการทดลองหวัข้อที่ 2 ที่

สามารถท าใหอ้าหารเพาะเลีย้งปลอดเชือ้จุลนิทรยีไ์ดน้านถงึ 28 วนั มาท าการเพาะเลีย้งพทิูเนียอาย ุ

45 วนั โดยใชช้ิน้ส่วนล าต้นพทิูเนียความยาว 1 เซนตเิมตร 1 ชิน้ต่อขวด โดยท าการทดลอง 10 ซ ้า 

(ขวด) /ชุดการทดลอง แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซยีส ใหแ้สงทีค่วามเขม้แสง 35 ไม

โครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั บนัทกึจ านวนยอด ความสูงของยอด 

และจ านวนใบต่อยอด ทุก ๆ สปัดาห ์เป็นเวลา 4 สปัดาห ์เปรยีบเทยีบกบัอาหารทีฆ่่าเชือ้ดว้ยหมอ้

นึ่งความดนัไอน ้า 

 4. การศึกษาประสิทธิภาพบริเวณปฏิบติังานในการย้ายเน้ือเย่ือ 

  ท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการปฏิบตัิงานย้ายเนื้อเยื่อในตู้ปลาขนาด ยาว     

24 นิ้ว กวา้ง 12 นิ้ว  สงู 18 นิ้ว ซึง่ถูกดดัแปลงเป็นตูถ่้ายเนื้อเยือ่ และปฏบิตังิานในหอ้งทีส่ะอาด ไม่
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มลีมพดั ซึง่ทัง้สองบรเิวณนี้จะมกีารเตรยีมใหอ้ยู่ในสภาวะปลอดเชือ้ก่อนเริม่ท าการทดลอง โดยท า

การฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล์ 70% ให้ครอบคลุมบรเิวณที่จะปฏบิตัิงาน และใช้ผ้าที่สะอาดหรอื

กระดาษทชิชเูชด็ และในขณะปฏบิตังิานจะมกีารพ่นเอทลิแอลกอฮอล ์70% เป็นระยะ ๆ   

  หลงัจากเตรยีมบรเิวณปฏบิตังิานเรยีบรอ้ยแลว้ จงึด าเนินการทดลองถ่ายเนื้อเยื่อ โดย

ใชช้ิน้ส่วนล าตน้พทิเูนียอาย ุ45 วนั ความยาว 1 เซนตเิมตร 1 ชิน้ต่อขวด โดยท าการทดลอง 10 ซ ้า 

(ขวด) /ชุดการทดลอง แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซยีส ให้แสงที่ความเข้มแสง 35  

ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวัน บันทึกจ านวนและลกัษณะการ

ปนเป้ือนของจุลนิทรยีว์นัที ่2, 7, 14, 21 และ 28 เปรยีบเทยีบกบัการปฏบิตังิานในตู้ถ่ายเนื้อเยื่อ

ตามปกต ิ

 

ตอนท่ี 3 การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการ 

 ผูว้จิยัน าผลการทดลองที่ได้จากการศกึษาในหอ้งปฏบิตักิารวทิยาศาสตร์ มาด าเนินการ

สรา้งและพฒันาเป็นบทปฏบิตักิาร โดยด าเนินการดงันี้ 

 1.  การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช  

  1. ศกึษาเนื้อหาสาระ จุดประสงคก์ารเรยีนรูแ้ละระยะเวลาในการเรยีนการสอนแต่ละ

หน่วยการเรยีนรูร้ายวชิาชวีวทิยาระดบัมธัยมศกึษาตอนปลายตามหลกัสูตรแกนกลางการศกึษาขัน้

พืน้ฐาน พุทธศกัราช 2551 และศกึษาเอกสารทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืเพื่อประกอบ

ในการก าหนดเนื้อหา จดุประสงค ์การวดัและการประเมนิผลของการสรา้งบทปฏบิตักิาร  

  2. ก าหนดจดุประสงคก์ารเรยีนรูแ้ละกจิกรรมของบทปฏบิตักิารทีจ่ะสรา้งขึน้ 

  3. สรา้งบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  4. น าบทปฏบิตักิารทีส่รา้งเสรจ็เรยีบรอ้ยแลว้เสนอต่อผูเ้ชี่ยวชาญจ านวน 3 ท่าน เพื่อ

พจิารณาความเที่ยงตรงเชงิเนื้อหา (content validity) และค่าดชันีความสอดคล้อง (IOC) และ

ประเมนิคุณภาพของบทปฏบิตัิการ โดยก าหนดเกณฑก์ารประเมนิแบบมาตราส่วนประมาณค่า 5 

ระดบั คอื 5 4 3 2 1 หมายถงึดมีาก ด ีปานกลาง พอใช ้และควรปรบัปรุง ตามล าดบั จากนัน้

ปรบัปรงุแกไ้ขตามขอ้เสนอแนะของผูเ้ชีย่วชาญ 

  5.  น าบทปฏบิตักิารทีไ่ดป้รบัปรงุแกไ้ขเรยีบรอ้ยแลว้ ไปทดลองสอนกบัผูเ้รยีนทีไ่ม่ใช่

กลุ่มทีศ่กึษาจ านวน 30 คน จากนัน้น าขอ้บกพรอ่งมาปรบัปรงุแกไ้ข  

  6.  น าบทปฏบิตักิารทีไ่ดร้บัการปรบัปรงุแกไ้ขแลว้ ไปสอนจรงิกบัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา 
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 2. การสร้างและหาคณุภาพเครื่องมือวดัผลการเรียนรู้ 

  ในการวดัผลการเรยีนรู้ เครื่องมอืที่ใช้คือ แผนการจดัการเรยีนรู้ แบบทดสอบวัด

ผลสมัฤทธิท์างการเรยีน และแบบประเมนิความพงึพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื ซึง่มขี ัน้ตอนการสรา้งเครือ่งมอืและหาคุณภาพเครือ่งมอืวดัผลการเรยีนรู ้ดงันี้ 

  1. ศึกษาเอกสารเกี่ยวกับการสร้างแผนการจดัการเรยีนรู้ การวดัและประเมิน

ผลสมัฤทธิท์างการเรยีนเพื่อออกแบบและสรา้งขอ้สอบแบบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน และการสรา้ง

แบบประเมนิความพงึพอใจ 

  2. น าผลวเิคราะห์จุดประสงค์การเรยีนรู ้และเนื้อหาของบทปฏบิตักิาร มาสรา้ง(1) 

แผนการจดัการเรยีนรู ้ (2) แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนแบบปรนัยชนิดเลอืกตอบ 4 

ตวัเลอืก จ านวน 40 ขอ้ โดยแบ่งพฤตกิรรมทีว่ดัออกเป็น 3 ดา้น คอื ดา้นความรูค้วามจ า ดา้นความ

เขา้ใจ และด้านการน าไปใช้ และ (3) สรา้งแบบประเมนิความพงึพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการ

เรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื จ านวน 9 ขอ้ ซึง่แบ่งออกเป็น 2 ด้าน คอื ดา้นการจดัการ

เรยีนรูแ้ละบทปฏบิตักิาร  โดยก าหนดเกณฑก์ารประเมนิแบบมาตราส่วนประมาณค่า 5 ระดบั ตาม

วธิขีองลเิคอรท์ ดงันี้ 5 4 3 2 1 หมายถงึ พงึพอใจมากทีสุ่ด พงึพอใจมาก พงึพอใจปานกลาง พงึ

พอใจน้อยและพงึพอใจน้อยทีสุ่ด ตามล าดบั 

  3. น าแผนการจดัการเรยีนรู ้แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน และแบบประเมนิ

ความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนการรู ้เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืที่สรา้งขึน้ เสนอ

ต่อผู้เชีย่วชาญจ านวน 3 ท่าน เพื่อตรวจสอบความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหา (content validity) และค่า

ดัชนีความสอดคล้อง (IOC) จากนัน้น าข้อเสนอแนะมาปรับปรุงแก้ไข และเลือกข้อสอบของ

แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์ีม่คี่าดชันีความสอดคลอ้งตัง้แต่ 0.5 ขึน้ไปส าหรบัน าไปใช ้

  4. น าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนที่คดัเลอืกไว้ ไปทดสอบกบัผู้เรยีนที่

ไม่ใช่กลุ่มที่ศกึษาจ านวน 30 คน แล้วน าแบบทดสอบมาวเิคราะห์หาค่าความยากง่าย (p) และค่า

อ านาจจ าแนก (r) ของแบบทดสอบเป็นรายขอ้ โดยใชเ้ทคนิค 27% ของจงุ เตห ์ฟาน (Fan.  1952) 

  5. คดัเลอืกข้อค าถามที่มคี่าความยากง่ายอยู่ระหว่าง 0.2-0.8 และค่าอ านาจจ าแนก 

ตัง้แต่ 0.20 ขึน้ไป จ านวน 20 ขอ้  

  6. น าขอ้ค าถามทีค่ดัเลอืกไวแ้ล้วมาหาค่าความเชื่อมัน่ ตามวธิขีองคูเดอร ์รชิารด์สนั 

(Kuder; & Richardson.  1937) โดยใชส้ตูร K-R 20  

  7. น าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนไปใชก้บัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา  
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ตอนท่ี 4 การน าบทปฏิบติัการและเคร่ืองมือวดัผลการเรียนรู้ไปสอนกบัผู้เรียน

กลุ่มท่ีศึกษา 

 ผู้วจิยัน าบทปฏบิตัิและเครื่องมอืวดัผลการเรยีนรู้ที่ผ่านการพจิารณาความเที่ยงตรงเชงิ

เนื้อหา (content validity) และค่าดชันีความสอดคลอ้ง (IOC) ท าการปรบัปรุงแก้ไขแก้ไขเรยีบรอ้ย

แล้วไปสอนกบัผู้เรยีนกลุ่มที่ศกึษา เพื่อศกึษาผลสมัฤทธิท์างการเรยีนวทิยาศาสตร ์ความก้าวหน้า

ทางการเรยีน และความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื 

โดยมขีัน้ตอนในการด าเนินการ ดงันี้ 

 1. ผูเ้รียนกลุ่มท่ีศึกษา 

  ผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาในการวจิยัครัง้นี้ คอื ผูเ้รยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที่ 5 โรงเรยีนขนาด

ใหญ่แห่งหนึ่ง ในเขตคลองเตย จงัหวดักรุงเทพมหานคร ภาคเรยีนที ่1 ปีการศกึษา 2559 จ านวน  

39 คน ซึง่ไดจ้ากการชกัตวัอย่างแบบเจาะจง (purposive sampling) เนื่องจากผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษานี้

มผีลสมัฤทธิท์างการเรยีนที่ใกล้เคยีงกนั และยงัไม่เคยได้รบัการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่พชืดว้ยบทปฏบิตักิาร 

 2. เน้ือหาท่ีใช้ในการสอน 

  เนื้อหาที่ใช้ในการสอน เป็นเนื้อหาในกลุ่มสาระการเรยีนรู้วชิาวทิยาศาสตร ์รายวชิา

ชวีวทิยาเพิม่เตมิ ระดบัมธัยมศกึษาปีที ่5  โดยใชบ้ทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืที่

พฒันาขึน้ ซึง่ประกอบดว้ยการทดลอง 2 ตอน คอื 

  ตอนที ่1 เรือ่ง การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื 

  ตอนที ่2 เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พทิเูนีย 

 3. ระยะเวลาท่ีใช้ในการสอน 

  ระยะเวลาทีใ่ชใ้นการสอนครัง้นี้ ผูว้จิยัท าการสอนกบัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาในภาคเรยีนที ่

1 ปีการศกึษา 2559 เป็นเวลา 2 สปัดาห ์ๆ ละ 3 คาบๆ ละ 50 นาท ี 

 4. การเกบ็รวบรวมข้อมลู 

  การวจิยัครัง้นี้เป็นการวจิยัเชงิทดลอง มรีปูแบบการทดลอง (experimental design)

เป็นชนิดกลุ่มเดยีวทดสอบก่อนและหลงัการทดลอง (one group pretest – posttest design) โดย

ผูว้จิยัด าเนินการเกบ็รวบรวมขอ้มลูตามขัน้ตอน ดงันี้ 

  1. ตดิต่อผูบ้รหิารโรงเรยีน ครแูละผูท้ีเ่กีย่วขอ้งเพื่อขอความรว่มมอืในการท าวจิยั 

  2. ท าการเกบ็ขอ้มลูก่อนการทดลอง โดยให้ผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาท าแบบทดสอบวดัผล

สมัฤทธิท์างการเรยีน เพื่อน าคะแนนทีไ่ดเ้ป็นคะแนนทดสอบก่อนเรยีน 
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  3. ท าการสอนโดยใชบ้ทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืใหก้บัผูเ้รยีนกลุ่มที่

ศกึษา  

  4. เมื่อผู้เรยีนกลุ่มที่ศึกษาเรยีนครบทุกบทปฏบิตัิการ ท าการเก็บข้อมูลหลงัการ

ทดลอง โดยให้ผู้เรยีนกลุ่มที่ศึกษาท าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนอีกครัง้โดยสลบัข้อ

ค าถาม คะแนนทีไ่ดเ้ป็นคะแนนทดสอบหลงัเรยีน ทัง้ยงัใหผู้เ้รยีนประเมนิความพงึพอใจของต่อการ

จดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  5. น าคะแนนทีไ่ดจ้ากการท าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนทัง้ก่อนเรยีนและ

หลงัเรยีนมาท าการวเิคราะหข์อ้มลูทางสถติเิพื่อวเิคราะหผ์ลการเรยีนรู้ ความก้าวหน้าทางการเรยีน 

และวิเคราะห์คะแนนจากแบบประเมนิความพงึพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการเรยีนรู้ เรื่อง การ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื เพื่อประเมนิผลของการจดัการเรยีนรู ้ 

 

ตาราง 2 แบบแผนการวจิยัแบบกลุ่มเดยีวทดสอบก่อนและหลงัทดลอง (one group pretest-posttest 

       design)  

 

กลุ่ม สอบก่อน ทดลอง สอบหลงั  

E T1 X T2  

  

 เมือ่  E  แทน   ผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา  

   T1  แทน   คะแนนวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนก่อนเรยีน  

   T2  แทน   คะแนนวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนหลงัเรยีน    

   X  แทน   การจดัการเรยีนรูด้ว้ยบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

 

การวิเคราะหข้์อมลูและสถิติท่ีใช้ในการวิจยั 

 1. วเิคราะหค์วามคดิเหน็ของผูส้อนเกี่ยวกบัการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ

พชื ดว้ยค่าสถติพิืน้ฐาน ไดแ้ก่ ค่าเฉลีย่ ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน และน าค่าเฉลีย่มาแปลความหมาย

โดยใชเ้กณฑ ์ดงันี้  

   ค่าเฉลีย่   4.51 – 5.00    หมายถงึ   เหน็ดว้ยมากทีสุ่ด 

   ค่าเฉลีย่   3.51 – 4.50    หมายถงึ   เหน็ดว้ยมาก 
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   ค่าเฉลีย่   2.51 – 3.50     หมายถงึ   เหน็ดว้ยปานกลาง 

   ค่าเฉลีย่   1.51 – 2.50     หมายถงึ   เหน็ดว้ยน้อย 

   ค่าเฉลีย่   1.00 – 1.50    หมายถงึ  เหน็ดว้ยน้อยทีสุ่ด 
 

 2. วเิคราะหผ์ลการทดลองในหอ้งปฏบิตักิาร ดว้ยค่าสถติพิืน้ฐาน ไดแ้ก่ ค่าเฉลีย่และส่วน

เบีย่งเบนมาตรฐาน และวเิคราะหค์วามแปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA) และทดสอบ

ความแตกต่างของค่าเฉลีย่โดยวธิ ีDuncan's multiple range test (DMRT) ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 

95% โดยทุกชุดการทดลองใชแ้ผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, 

CRD) 

 3. วเิคราะหค์่าดชันีความสอดคลอ้ง (IOC)  ระหว่างจดุประสงคก์บับทปฏบิตักิาร และหา

คุณภาพของบทปฏบิตักิาร ดว้ยค่าสถติพิืน้ฐาน ไดแ้ก่ ค่าเฉลีย่ และน าค่าเฉลีย่มาแปลความหมาย

ของคุณภาพบทปฏบิตักิารโดยใชเ้กณฑ ์ดงันี้ 

   ค่าเฉลีย่   4.51 – 5.00    หมายถงึ   มคีุณภาพดมีาก 

   ค่าเฉลีย่   3.51 – 4.50    หมายถงึ   มคีุณภาพด ี

   ค่าเฉลีย่   2.51 – 3.50     หมายถงึ   มคีุณภาพปานกลาง 

   ค่าเฉลีย่   1.51 – 2.50     หมายถงึ   มคีุณภาพน้อย 

   ค่าเฉลีย่   1.00 – 1.50    หมายถงึ   มคีุณภาพน้อยมาก 
 

 4. วเิคราะหค์ุณภาพของเครือ่งมอืวดัผลการเรยีนรู ้ ไดแ้ก่   

  4.1 แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน วเิคราะหเ์ทีย่งตรงเชงิเนื้อหา ค่าดชันี

ความสอดคลอ้ง (IOC) ระหว่างขอ้ค าถามกบัจุดประสงคก์ารเรยีนรูเ้ชงิพฤตกิรรม วเิคราะหค์่าความ

ยาก-งา่ย (p) ค่าอ านาจจ าแนก (r) และค่าความเชื่อมัน่ แบบคเูดอร ์รชิารด์สนั โดยใชส้ตูร K-R 20  

  4.2 แบบประเมนิความพงึพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้ง

เนื้อเยื่อพชื วเิคราะห์เที่ยงตรงเชงิเนื้อหา ค่าดชันีความสอดคล้อง (IOC) ระหว่างขอ้ค าถามกบั

จดุประสงคข์องการประเมนิ    

 5. การวเิคราะหผ์ลการเรยีนรู ้   

  5.1 การวเิคราะหผ์ลการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  โดยใชส้ถติพิืน้ฐาน 

ได้แก่ ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวเิคราะห์ผลการเรยีนโดยน าคะแนนที่ได้จากการท า

แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนก่อนเรยีนและหลงัเรยีน มาวเิคราะหด์ว้ยสถติทิแีบบผู้เรยีน

ไมเ่ป็นอสิระต่อกนั (t – test for dependent samples)  
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  5.2 วเิคราะห์ความก้าวหน้าทางการเรยีนของผูเ้รยีน ดว้ยวธิ ีaverage normalized 

gain (Hake.  1998) ซึง่มวีธิกีารหาค่าความก้าวหน้าทางการเรยีนและแปลความหมายของขอ้มลู 

ดงันี้ 

    

   Gain percentage <g> =   

    

   

   คะแนนเฉลีย่ 0.00 – 0.30 แปลว่า ความก้าวหน้าทางการเรยีนของผูเ้รยีนอยู่ใน

ระดบัต ่า (low gain) 

   คะแนนเฉลีย่ 0.31 – 0.69 แปลว่า ความก้าวหน้าทางการเรยีนของผูเ้รยีนอยู่ใน

ระดบัปานกลาง (medium gain) 

   คะแนนเฉลีย่ 0.70 – 1.00 แปลว่า ความก้าวหน้าทางการเรยีนของผูเ้รยีนอยู่ใน

ระดบัสงู (high gain) 

  5.2 วเิคราะหร์ะดบัความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้ง

เนื้อเยื่อพชื โดยใช้สถิตพิื้นฐาน ได้แก่ ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และน าค่าเฉลี่ยมาแปล

ความหมายของระดบัความพงึพอใจของผูเ้รยีนโดยใชเ้กณฑ ์ดงันี้  

   ค่าเฉลีย่   4.51 – 5.00    หมายถงึ   พงึพอใจมากทีสุ่ด  

   ค่าเฉลีย่   3.51 – 4.50    หมายถงึ   พงึพอใจมาก 

   ค่าเฉลีย่   2.51 – 3.50     หมายถงึ   พงึพอใจปานกลาง 

   ค่าเฉลีย่   1.51 – 2.50     หมายถงึ   พงึพอใจน้อย 

   ค่าเฉลีย่   1.00 – 1.50    หมายถงึ  พงึพอใจน้อยทีสุ่ด 

  

(% posttest - %pretest) 

100 - %pretest 



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 
 การวิจยัครัง้นี้ มจีุดประสงค์เพื่อพฒันาบทปฏิบตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

ส าหรบัผู้เรยีนในระดบัชัน้มธัยมศึกษาตอนปลาย โดยผู้วจิยัขอน าเสนอผลการทดลองและผลการ

วเิคราะหข์อ้มลู ดงันี้ 

  ตอนที ่1 การส ารวจความคดิเหน็ในการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

  ตอนที ่2 การทดลองในหอ้งปฏบิตักิารวทิยาศาสตร ์  

  ตอนที ่3 การสรา้งและพฒันาบทปฏบิตักิาร 

  ตอนที ่4 การน าบทปฏบิตักิารทีส่รา้งขึน้ไปสอน 
 

ตอนท่ี 1 การส ารวจความคิดเหน็ในการจดัการเรียนรู้ เร่ือง การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ

พืช 
 จากการส ารวจความคดิเหน็เกีย่วกบัการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ของ

ผูส้อนรายวชิาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลายจ านวน 20 คน โดยเป็นเพศชาย 5 คน และ

เพศหญงิ 15 คน ซึ่งได้จากการชกัตวัอย่างแบบเจาะจง ผลการส ารวจความเหน็แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

ดงัตาราง 3 

 จากผลการส ารวจผูส้อนรายวชิาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลายถงึความคดิเหน็

ในการจดัการเรยีนรู้ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช พบว่าความคดิเห็นในระดบัมากม ี3 ข้อคือ 

ผูส้อนคดิว่า ผูเ้รยีนชอบเรยีน เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื (1) ผูส้อนคดิว่า ควรเพิม่ระยะเวลาที่

ใชใ้นการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื เพื่อใหผู้เ้รยีนเขา้ใจการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื

อย่างครบวงจร (3) และ ผู้สอนคดิว่าหากสอนด้วยวธิที าปฏบิตัิการจะช่วยให้ผู้เรยีนสามารถสรา้ง

ความรูค้วามเขา้ใจไดม้ากกว่าวธิกีารบรรยายเพยีงอย่างเดยีว (6) โดยมคี่าเฉลีย่เท่ากบั 3.70±0.73, 

4.00±0.92 และ 4.25±0.55 ตามล าดบั ส่วนความคดิเหน็ที่อยู่ในระดบัน้อยม ี3 ขอ้เช่นกนัคอื ผูส้อน

คดิว่าเนื้อหา เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืในแบบเรยีนท าใหผู้เ้รยีนเขา้ใจเทคนิคต่าง ๆ ที่ใชแ้ละ

เหน็ภาพรวมในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื (2)  ผูส้อนคดิว่า สื่อและอุปกรณ์ในโรงเรยีนมคีวามพรอ้ม

ส าหรบัการสอนดว้ยบทปฏบิตักิาร (4) และ ผูส้อนคดิว่า สถานทีใ่นโรงเรยีนมคีวามพรอ้มส าหรบัการ

สอนดว้ยบทปฏบิตักิาร (5) โดยมคี่าเฉลีย่เท่ากบั 2.25±0.44, 2.35±0.49 และ 1.95±0.51 ตามล าดบั 
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 จากผลการส ารวจความคดิเหน็ของผูส้อนชีใ้หเ้หน็ว่า ผูส้อนเหน็ควรใหม้กีารจดัการเรยีนรู้

เรื่อง "การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื" โดยเฉพาะการจดัการเรยีนรูด้้วยบทปฏบิตักิาร เพราะเนื้อหาใน

แบบเรยีนไมเ่พยีงพอ แต่ผูส้อนมขีอ้จ ากดัส าคญัทีท่ าใหจ้ดัการเรยีนรูเ้รื่องนี้ไดย้ากคอื สื่อการเรยีนรู ้

อุปกรณ์ และสถานทีใ่นโรงเรยีนไมม่คีวามพรอ้ม 

 

ตาราง 3 ผลการส ารวจความคดิเหน็เกีย่วกบัการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืของ 

       ผูส้อนรายวชิาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลาย 

 

รายการประเมนิ  ̅ S.D. 
ระดบัความ 
คดิเหน็ 

1. ผูส้อนคดิว่า ผูเ้รยีนชอบเรยีน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 3.70 0.73 มาก 
2. ผูส้อนคดิว่า เนื้อหา เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืใน   
    แบบเรยีนท าใหผู้เ้รยีนเขา้ใจเทคนิคต่าง ๆ ทีใ่ช้และเหน็  
    ภาพรวมในการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

2.25 0.44 น้อย 

3. ผูส้อนคดิว่า ควรเพิม่ระยะเวลาทีใ่ชใ้นการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง  
    การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื เพื่อใหผู้เ้รยีนเขา้ใจการเพาะเลีย้ง 
    เนื้อเยือ่พชือยา่งครบวงจร  

4.00 0.92 มาก 

4. ผูส้อนคดิว่า สื่อและอุปกรณ์ในโรงเรยีนมคีวามพรอ้มส าหรบั 
    การสอนดว้ยบทปฏบิตักิาร 

2.35 0.49 น้อย 

5. ผูส้อนคดิว่า สถานทีใ่นโรงเรยีนมคีวามพรอ้มส าหรบัการสอน 
    ดว้ยบทปฏบิตักิาร 

1.95 0.51 น้อย 

6. ผูส้อนคดิว่า หากสอนดว้ยวธิที าปฏบิตักิารจะช่วยใหผู้เ้รยีน 
    สามารถสรา้งความรูค้วามเขา้ใจไดม้ากกว่าวธิกีารบรรยาย 
    เพยีงอยา่งเดยีว 

4.25 0.55 มาก 

 

ตอนท่ี 2 การทดลองในห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร ์

 1.  การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ือในอปุกรณ์เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชด้วยสารเคมี 

  จากการศกึษาวธิกีารฆ่าเชือ้ในอุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื 1 ชุด ประกอบด้วยดา้ม

มดีผ่าตดั ปากคบี และจานเพาะเลีย้ง (1 คู่ ประกอบดว้ยจานเพาะเลีย้งและฝาปิด) อย่างละ 1 ชิ้น 

ดว้ยสารเคม ี3 ชนิด ไดแ้ก่ คลอรอ็กซ ์เอทลิแอลกอฮอล ์70% และเดทตอล โดยการแช่ในสารเคมทีี่

ระดบัความเข้มข้นและเวลาต่าง ๆ กนั โดยให้อุปกรณ์ที่ฆ่าเชื้อด้วยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าเป็นชุด
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ควบคุม จากนั ้นน าอุปกรณ์ที่ผ่านการแช่ฆ่าเชื้อแล้วไปผึ่งให้แห้งในที่อับลม และทดสอบ

ประสทิธภิาพการฆา่เชือ้ของสารเคมทีัง้ 3 ชนิด โดยใชอ้าหารสตูร MS ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง

ความดนัไอน ้าในการทดสอบ โดยด้ามมดีผ่าตดัและปากคบี ทดสอบโดยท าการขดีลงบนผวิหน้า

อาหารสตูร MS ทีเ่ตรยีมไวใ้นจานเพาะเลีย้ง ส าหรบัจานเพาะเลีย้งทดสอบโดยท าการเทอาหารสูตร 

MS ลงในจานเพาะเลีย้งใหม้คีวามสงูจากกน้จานเพาะเลีย้ง 0.5 เซนตเิมตร จากนัน้น าจานเพาะเลีย้ง

ทัง้หมดไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส และบนัทกึผลการปนเป้ือนทุกวนัที ่2,7,14,21 และ 28 

ของการทดลอง (ตาราง 4) 

  หลงัครบ 28 วนั พบว่า อุปกรณ์เพาะเลีย้งทีฆ่่าเชือ้ดว้ยคลอรอ็กซ์มอีตัราการปนเป้ือน

ของจุลินทรยี์น้อยกว่าอุปกรณ์ที่ฆ่าเชื้อโดยเอทิลแอลกอฮอล์ 70% และเดทตอล โดยการใช ้       

คลอรอ็กซท์ีร่ะดบัความเขม้ขน้ 10%, 15% และ 20% เป็นเวลา 15, 10 และ 5 นาท ีตามล าดบั ท า

ใหด้า้มมดีผ่าตดัเกดิการปนเป้ือนคดิเป็นเปอรเ์ซน็ต์ไดเ้ท่ากบั 30%, 20% และ 20% ตามล าดบั ปาก

คบีเกดิการปนเป้ือน 40%, 20% และ 20% ตามล าดบั และจานเพาะเลีย้งเกดิการปนเป้ือน 20% ใน

ทุกระดบัความเขม้ขน้ (ตาราง 5) โดยการปนเป้ือนของจุลนิทรยีใ์นอุปกรณ์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วย

คลอรอ็กซท์ีร่ะดบัความเขม้ขน้ 10% เริม่ขึน้หลงัจากวนัที ่14 ของการทดลอง ในขณะทีค่ลอรอ็กซท์ี่

ระดับความเข้มข้น 15% และ 20% เริ่มขึ้นหลังจากวันที่ 21 ของการทดลอง ส าหรับอุปกรณ์

เพาะเลี้ยงที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อจะเริม่เกดิการปนเป้ือนของจุลนิทรยี์ในวนัที่ 2 ของการทดลอง และ

เกดิการปนเป้ือนทัง้หมดภายหลงัการทดลองเป็นเวลา 7 วนั (ภาพประกอบ 4) 
 

 
 

ภาพประกอบ 4 ตวัอยา่งลกัษณะการปนเป้ือนของจลุนิทรยีท์ีเ่กดิขึน้บนอาหาร MS ทีใ่ชท้ดสอบดา้ม  

       มดีผ่าตดั (ซา้ย) ปากคบี (กลาง) และจานเพาะเลีย้ง (ขวา) ทีผ่่านการฆา่เชือ้ดว้ยสารเคม ี
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ตาราง 4 การปนเป้ือนของจลุนิทรยีใ์นอุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่หลงัจากท าการฆา่เชือ้ดว้ยสารเคม ี 

       ทีแ่ตกต่างกนั 

 

ชุดการทดลอง 
การปนเป้ือนของจุลนิทรยีใ์นอุปกรณ์เพาะเลีย้งเน้ือเยื่อ (ชืน้) ใน 28 วนั 
ดา้มมดีผ่าตดั ปากคบี จานเพาะเลีย้งเชือ้ 

2 7 14 21 28 2 7 14 21 28 2 7 14 21 28 
หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า 0 0 0 0 1 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 
ไม่ผ่านการฆา่เชือ้ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
คลอรอ็กซ ์10%,  

15 นาท ี
0 0 1 2 3 0 0 2 3 4  0 0 1 2 2 

คลอรอ็กซ ์15%,  
10 นาท ี

0 0 0 2 2 0 0 0 2 2  0 0 0 2 2 

คลอรอ็กซ ์20%,  
5 นาท ี

0 0 0 1 2 0 0 0 2 2  0 0 0 2 2 

แอทลิแอลกอฮอล ์70%, 
10 นาท ี

2 5 6 8 10 4 6 6 7 8  0 4 6 8 10 

แอทลิแอลกอฮอล ์70%, 
15 นาท ี

3 4 5 9 10 20 4 7 8 10  0 2 4 8 10 

เดทตอล 5%, 10 นาท ี 6 7 8 10 10 20 4 8 10 10  2 8 10 10 10 
เดทตอล+

เอทลิแอลกอฮอล ์70% 
(1:20), 10 นาท ี

5 8 10 10 10 0 7 10 10 10  5 8 9 10 10 
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ตาราง 5 การปนเป้ือนของจุลนิทรยี ์(%) ในอุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยื่อหลงัจากท าการฆ่าเชื้อด้วย  

       สารเคมทีีแ่ตกต่างกนั 

 

ชุดการทดลอง 

การปนเป้ือนของจลุนิทรยีใ์นอุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ (ชิน้)  
หลงัครบ 28 วนั 

ดา้มมดีผ่าตดั ปากคบี จานเพาะเลีย้ง 
จ านวน % จ านวน % จ านวน % 

หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า 1 10 2 20 0 0 
ไมผ่่านการฆา่เชือ้ 10 100 10 100 10 100 

คลอรอ็กซ ์10%, 15 นาท ี 3 30 4 40 2 20 
คลอรอ็กซ ์15%, 10 นาท ี 2 20 2 20 2 20 
คลอรอ็กซ ์20%, 5 นาท ี 2 20 2 20 2 20 

เอทลิแอลกอฮอล ์70%, 10 นาท ี 10 10 8 10 10 100 
เอทลิแอลกอฮอล ์70%, 15 นาท ี 10 10 10 100 10 100 

เดทตอล 5%, 10 นาท ี 10 10 10 100 10 100 
เดทตอล+เอทลิแอลกอฮอล ์70% 

(1:20), 10 นาท ี
10 10 10 100 10 100 

   

  ทัง้นี้ นอกจากผลการศกึษาวธิกีารฆ่าเชือ้อุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อดว้ยสารเคมทีัง้ 3 

ชนิด ดงัแสดงขา้งต้นแล้ว ผลการศกึษาการปนเป้ือนของจุลนิทรยีจ์ากสิง่แวดล้อม ซึ่งทดสอบโดย

การเทอาหารสตูร MS ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าลงในจานเพาะเลีย้ง รอใหอ้าหาร

เยน็ เปิดฝาทิ้งไว้ในพื้นที่เดยีวกบัที่การทดสอบการปนเป้ือนเชื้อของอุปกรณ์ เป็นเวลา 10 วนิาท ี

โดยท าทัง้หมด 5 ซ ้า (จานเพาะเลีย้ง 5 คู่) รอใหอ้าหารเยน็ จากนัน้ปิดฝาและน าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 

องศาเซลเซยีส เพื่อทดสอบว่าในขณะปฎิบตัิการอาจมจีุลนิทรยี์จากสิง่แวดล้อมปนเป้ือนบนจาน

อาหารได ้บนัทกึจ านวนและลกัษณะการปนเป้ือนของจลุนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อวนัที ่2, 7, 

14, 21 และ 28 พบว่า อาหารเพาะเลี้ยงเริม่เกดิการปนเป้ือนในวนัที่ 2 ของการทดลอง คดิเป็น

เปอร์เซ็นต์ได้เท่ากับ 60% และเกิดการปนเป้ือนทัง้หมด 100% ในวันที่ 7 ของการทดลอง 

(ภาพประกอบ 5) 
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ภาพประกอบ 5 ตวัอยา่งลกัษณะการปนเป้ือนของจลุนิทรยี์ทีเ่กดิขึน้บนอาหาร MS ทีใ่ชท้ดสอบการ 

       ปนเป้ือนจลุนิทรยีจ์ากสิง่แวดลอ้ม 
 

  จากผลการศึกษาวธิกีารฆ่าเชื้อในอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืด้วยสารเคมแีละผล

การศกึษาการปนเป้ือนของจลุนิทรยีจ์ากสิง่แวดลอ้ม จะเหน็ไดว้่าการปนเป้ือนของจุลนิทรยีท์ีเ่กดิขึน้

มทีัง้แบคทเีรยีและรา เมื่อน าทัง้สองการทดลองมาวเิคราะห์ร่วมกนัจะเหน็ได้ว่ามคีวามเป็นไปได้ที่

การเกิดการปนเป้ือนจากจุลนิทรยี์ในอาหาร MS ที่ใช้ทดสอบประสทิธภิาพการฆ่าเชื้ออุปกรณ์

เพาะเลี้ยงด้วยสารเคมมีไิด้เกดิขึน้จากตวัอุปกรณ์เพยีงอย่างเดยีวแต่อาจเกดิจากสิง่แวดล้อมด้วย

ถงึแมว้่าจะท าการศกึษาภายในตูถ่้ายเนื้อเยือ่ทีป่ลอดเชือ้แลว้กต็าม 

  จากผลการศึกษาวิธีการฆ่าเชื้อในอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนี้  ผู้วิจยัเลือกชุดการ

ทดลองทีใ่ชค้ลอรอ็กซท์ีร่ะดบัความเขม้ขน้ 15% ส าหรบัใชใ้นการพฒันาบทปฏบิตักิาร เนื่องจากเป็น

คลอรอ็กซท์ีม่คีวามเขม้ขน้ต ่าทีสุ่ดทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้จุลนิทรยีไ์ดเ้ป็นอย่างดเีทยีบเท่ากบั

คลอรอ็กซท์ีค่วามเขม้ขน้ 20%  

 2. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ืออาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือสูตร MS ด้วยสารเคมี          

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 

   จากการศกึษาวธิกีารฆ่าเชือ้อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร MS ปรมิาตร 20 มลิลลิติร

ต่อขวด ดว้ยสารเคมคีลอรอ็กซใ์นปรมิาตรทีต่่างกนั และการฆ่าเชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟเป็นระยะเวลา 

3 นาท ีด้วยก าลงัไฟที่ต่างกนั โดยให้อาหารที่ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดนัไอน ้าเป็นชุดควบคุม 

จากนัน้น าขวดอาหารทัง้หมดไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส บนัทกึจ านวนและลกัษณะการ

ปนเป้ือนของอาหารเพาะเลีย้งวนัที ่2, 7, 14, 21 และ 28 ของการทดลอง (ตาราง 6) 
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  หลงัครบ 28 วนั พบว่าอาหารเพาะเลีย้งทีผ่่านการฆา่เชือ้ดว้ยคลอรอ็กซ์ตัง้แต่ปรมิาตร 

50-250 ไมโครลติร ไม่พบการปนเป้ือนของจุลนิทรยี์ในทุกชุดการทดลอง การฆ่าเชื้อด้วยเตา

ไมโครเวฟ พบว่า การใช้ก าลงัไฟที ่800 วตัต์สามารถท าให้อาหารเพาะเลีย้งปราศจากจุลนิทรยีไ์ด ้

100% (ตาราง 7) ในขณะทีก่ าลงัไฟต ่ากว่า 800 วตัต์ เกดิการปนเป้ือนของจุลนิทรยี ์(ภาพประกอบ

6) ส าหรบัอาหารทีไ่ม่ผ่านการฆ่าเชือ้จะเริม่เกดิการปนเป้ือนในวนัที ่2 ของการทดลอง และเกดิการ

ปนเป้ือนทัง้หมดภายหลงัการทดลองเป็นเวลา 5 วนั ซึ่งลกัษณะการปนเป้ือนที่พบส่วนใหญ่เป็น

แบคทเีรยีบนผวิหน้าของอาหารเพาะเลีย้ง ในขณะทีชุ่ดควบคุมซึง่ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้า

ไมพ่บการปนเป้ือนของจลุนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งตลอดการทดลอง 28 วนั 

 

ตาราง 6 การปนเป้ือนของจุลนิทรยี์ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร MS หลงัจากท าการฆ่าเชือ้ดว้ย 

       สารเคมคีลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 
 

 

 

ชุดการทดลอง 
การปนเป้ือนของจลุนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

สตูร MS (ขวด) ใน 28 วนั 

2 7 14 21 28 
หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า 

ไมผ่่านการฆา่เชือ้ 

คลอรอ็กซ ์(µL) 
50 
100 
150 
200 
250 

ไมโครเวฟ (W), 3 นาท ี
160 
320 
480 
640 
800 

0 
3 
 
0 
0 
0 
0 
0 
 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
5 
 
0 
0 
0 
0 
0 
 
6 
4 
3 
0 
0 

0 
5 
 
0 
0 
0 
0 
0 
 
8 
5 
5 
0 
0 

0 
5 
 
0 
0 
0 
0 
0 
 
9 
8 
8 
0 
0 

0 
10 
 
0 
0 
0 
0 
0 
 

10 
10 
8 
1 
0 
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ตาราง 7 การปนเป้ือนของจลุนิทรยี ์(%) ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่สูตร MS หลงัจากท าการฆ่าเชือ้ 

       ดว้ยสารละลายคลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 6 ตวัอยา่งลกัษณะการปนเป้ือนของจลุนิทรยีท์ีเ่กดิขึน้บนอาหาร MS ทีผ่่านการฆ่า 

       เชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟดว้ยก าลงัไฟทีต่ ่ากว่า 800 วตัต ์

ชุดการทดลอง 
การปนเป้ือนของจลุนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่สูตร MS  

หลงัครบ 28 วนั 
จ านวนขวด % 

หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า 0 0 
ไมผ่่านการฆา่เชือ้ 10 100 
คลอรอ็กซ ์(µL) 

50 
100 
150 
200 
250 

 
0 
0 
0 
0 
0 

 
0 
0 
0 
0 
0 

เตาไมโครเวฟ (W), 3 นาท ี
160 
320 
480 
640 
800 

 
10 
10 
8 
1 
0 

 
100 
100 
80 
10 
0 
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  จากผลการศกึษาวธิกีารฆ่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร MS นี้ผูว้จิยัเลอืกชุด

การทดลองทีใ่ชค้ลอรอ็กซป์รมิาตร 50 ไมโครลติร และฆา่เชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต ์

เป็นเวลา 3 นาที เพื่อน าไปใช้ศึกษาผลของวิธีการฆ่าเชื้อในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อการ

เจรญิเตบิโตของพทิเูนียต่อไป 

 3. การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือสูตร MS ท่ีฆ่าเช้ือด้วย

สารเคมคีลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟต่อการเจริญเติบโตของพืช 

  จากการศกึษาประสทิธภิาพของอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS ที่ฆ่าเชื้อด้วยคลอรอ็กซ์

ปรมิาตร 50 ไมโครลติร และฆา่เชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต์ เป็นเวลา 3 นาท ีต่อการ

เจรญิเตบิโตของพทิูเนียที่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห์ พบว่า ความสูงของล าต้นพทิูเนียที่

เพาะเลีย้งในอาหารทีฆ่่าเชือ้ทัง้ 2 วธินีี้ไม่มคีวามแตกต่างจากชุดควบคุม ส่วนจ านวนยอดต่อล าต้น 

และจ านวนใบมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% จากชุดควบคุม 

(ตาราง 8) (ภาพประกอบ 7) 

 

ตาราง 8  จ านวนยอด/ล าต้น ใบ และความสูงของล าต้นของพทิูเนีย (P. hybrida E.Vilm) บนอาหาร 

       เพาะเลีย้งสตูร MS ทีฆ่า่เชือ้ดว้ยสารเคมคีลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 

 
*จากการทดลอง 10 ซ ้า, ตวัเลข (ค่าเฉลีย่±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน) ในคอลมัน์เดยีวกนัทีต่ามดว้ย
อกัษรเหมอืนกนั ไม่มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญัที่ p<0.05 วเิคราะหโ์ดย DMRT 
 

 

 

 

 

 

 

ชุดการทดลอง จ านวนยอด/ล าตน้ จ านวนใบ ความสงูของล าตน้ (ซม) 
หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า 1.80±0.24a 13.60±1.25a 2.38±0.39a 

คลอรอ็กซ ์ 1.20±1.33b 10.00±0.61b 2.38±0.36a 
เตาไมโครเวฟ 1.20±1.33b 10.07±0.54b 2.29±0.43a 
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ภาพประกอบ 7 การเจรญิของยอด ใบและล าตน้ของชิน้ส่วนล าตน้พทิเูนียทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารแขง็ 

       สตูร MS เป็นเวลา 4 สปัดาห ์(สเกล เท่ากบั 2.0 เซนตเิมตร) 

   (1) ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน ้า (ชุดควบคุม) (A1-A4) 

   (2) ฆา่เชือ้ดว้ยคลอรอ็กซป์รมิาตร 50 ไมโครลติร (B1-B4) 

   (3) ฆา่เชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟ 800 วตัต ์เป็นเวลา 3 นาท ี(C1-C4) 

 

 จากผลการศกึษาประสทิธภิาพของอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS ที่ฆ่าจุลนิทรยีด์้วย 2 วธิี

ดงักล่าวต่อการเจรญิเติบโตของพทิูเนีย พบว่าให้ผลการทดลองไม่แตกต่างกนั ผู้วจิยัจงึเลอืกใช้     

คลอรอ็กซป์รมิาตร 50 ไมโครลติร ในการฆ่าเชือ้อาหารเพาะเลีย้งเพื่อใชส้ าหรบัใชใ้นการพฒันาบท

ปฏบิตักิาร เนื่องจากเป็นปรมิาตรทีน้่อยทีสุ่ดทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การปนเป้ือนของจุลนิทรยี์

ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ มผีลกระทบต่อเนื้อเยือ่พชืและผูป้ฎบิตักิารน้อยและสะดวกต่อการปฏบิตังิาน 

  

 

(B4(B3

A1 A4 A3 A2 

C4 C3 C2 C1 

B3 B4 B2 B1 

    สปัดาหท์ี ่1       สปัดาหท์ี ่2         สปัดาหท์ี ่3          สปัดาหท์ี ่4 
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 4. การศึกษาประสิทธิภาพบริเวณปฏิบติังานในการย้ายเน้ือเย่ือ 

  จากการศกึษาประสทิธภิาพบรเิวณปฏบิตังิานในการยา้ยเนื้อเยื่อ โดยเปรยีบเทยีบการ

ยา้ยเนื้อเยื่อล าต้นพทิูเนีย 2 บรเิวณ คอื ภายในตู้ปลาที่ดดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อและบนโต๊ะ

ปฏบิตักิารทีส่ะอาด ไมม่ลีมพดั โดยทัง้สองบรเิวณมกีารเตรยีมใหอ้ยู่ในสภาวะปลอดเชือ้ดว้ยการฉีด

พ่นเอทลิแอลกอฮอล ์70% ก่อนปฏบิตังิาน และมกีารฉีดพ่นในขณะปฏบิตังิานเป็นระยะ พบว่า การ

ยา้ยชิ้นส่วนล าต้นพทิูเนียไปยงัอาหารเพาะเลี้ยงใหม่ทัง้ในตู้ปลา (ภาพประกอบ 8) และบนโต๊ะ

ปฏบิตักิารในหอ้งที่สะอาด ไม่มลีมพดั ไม่ท าให้เกดิการปนเป้ือนของจุลนิทรยีต์ลอดการทดลอง 28 

วนั เช่นเดยีวกบัชุดควบคุมซึง่ท าภายในตูถ่้ายเนื้อเยือ่ 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 ภาพประกอบ 8 การเจรญิของยอด ใบและล าต้นของชิ้นส่วนล าต้นพทิูเนียที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร

แขง็สูตร MS ที่ท าการถ่ายเนื้อเยื่อภายในตู้ปลาที่ดดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อ เป็นเวลา 4 สปัดาห ์

(สเกล เท่ากบั 2.0 เซนตเิมตร) 

   

  จากผลทดลองดังกล่าว ผู้วิจยัเลือกการปฏิบัติงานในตู้ปลาที่ดัดแปลงเป็นตู้ถ่าย

เนื้อเยื่อ ส าหรบัใชใ้นการพฒันาบทปฏบิตักิาร เนื่องจากผู้วจิยัเหน็ว่าหากน าไปใช้สอนในโรงเรยีน

การเลอืกใชว้ธิที าบทปฏบิตักิารบนโต๊ะปฏบิตัิจะควบคุมสภาพแวดลอ้มใหอ้ยู่ในสภาวะปลอดเชือ้ได้

ยาก เพราะนกัเรยีนมจี านวนมากและหอ้งปฏบิตักิารในโรงเรยีนส่วนใหญ่ไม่ไดอ้อกแบบใหเ้ป็นระบบ

ปิด ดงันัน้การเลอืกวธิปีฏบิตังิานในตู้ปลาที่ถูกดดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อน่าจะช่วยลดโอกาสการ

ปนเป้ือนจากจลุนิทรยีจ์ากสภาพแวดลอ้มไดด้กีว่า 

 

  

  สปัดาหท์ี ่1          สปัดาหท์ี ่2       สปัดาหท์ี ่3             สปัดาหท์ี ่4 
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ตอนท่ี 3 การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการ 
 1. การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช  

  จากการน าบทปฏบิตัิการเสนอต่อผู้เชี่ยวชาญจ านวน 3 ท่าน เพื่อพจิารณาความ

เที่ยงตรงเชงิเนื้อหา (content validity) และค่าดชันีความสอดคล้อง (IOC) และคุณภาพของบท

ปฏบิตักิาร พบว่า บทปฏบิตักิารมคี่าดชันีความสอดคล้องเท่ากบั 0.96 และมคีุณภาพอยู่ในระดบัด ี

(4.49) และเมือ่น าบทปฏบิตักิารไปทดลองใชก้บัผูเ้รยีนทีไ่ม่ใช่กลุ่มทีศ่กึษาจ านวน 30 คน ซึง่ไดจ้าก

การชกัตวัอยา่งแบบเจาะจง พบว่า ผูเ้รยีนสามารถด าเนินการตามบทปฏบิตักิารไดอ้ย่างถูกต้องและ

เหมาะสม   

 2. การสร้างและหาคณุภาพเครื่องมือวดัผลการเรียนรู้ 

  จากการน าแผนการจดัการเรยีนรู ้แบบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนจ านวน 40 ขอ้ และ

แบบประเมนิความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื เสนอต่อ

ผูเ้ชี่ยวชาญจ านวน 3 ท่าน เพื่อพจิารณาความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหา (content validity) และความ

สอดคลอ้ง (IOC) พบว่า แผนการจดัการเรยีนรู ้แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนและแบบ

ประเมนิความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนการรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื มคี่าดชันี

ความสอดคลอ้งมากกว่า 0.5 ขึน้ไป และเมื่อน าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนไปทดสอบ

กบัผู้เรยีนที่ไม่ใช่กลุ่มที่ศกึษาจ านวน  30 คน แล้วน าคะแนนที่ได้มาวเิคราะห์หาค่าความยาก-ง่าย 

(p) ค่าอ านาจจ าแนก (r) และค่าความเชื่อมัน่ของแบบทดสอบทัง้ฉบบั พบว่าขอ้ค าถามทีม่คี่าความ

ยาก-ง่าย อยู่ระหว่าง 0.2-0.8 มจี านวน 38 ขอ้ และมคี่าอ านาจจ าแนกมากกว่า 0.2 ขึน้ไป จ านวน 

28 ขอ้ จากนัน้คดัเลอืกขอ้ค าถามจ านวน 20 ขอ้ ส าหรบัน าไปใชก้บัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษา โดยน ามาหา

ค่าความเชื่อมัน่ของแบบทดสอบทัง้ฉบบั ซึง่มคี่าเท่ากบั 0.72 
 

ตอนท่ี 4 การน าบทปฏิบติัการท่ีสร้างขึน้ไปสอน 
 1. ผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน เร่ือง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  จากการน าแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื 

จ านวน 20 ข้อ ไปใช้กบัผู้เรยีนกลุ่มที่ศึกษา จ านวน 39 คน ผู้วิจยัน าคะแนนที่ได้จากการท า

แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีนก่อนเรยีนและหลงัเรยีนมาวเิคราะห ์โดยใช้สถติ ิ t-test for 

dependent samples ไดผ้ลดงัแสดงในตาราง 9 
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ตาราง 9 เปรยีบเทียบคะแนนผลสัมฤทธิท์างการเรียนระหว่างก่อนเรยีนและหลงัเรยีนด้วยบท    

       ปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื โดยใชส้ถติ ิt-test for dependent samples 

 

คะแนนวดัผลสมัฤทธิ ์ N  ̅ S.D. t p-value 
ก่อนเรยีน 39 7.46 3.51 -16.66* 0.00* 
หลงัเรยีน 39 15.03 3.07   

 

*ระดบันยัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 

 

  จากตาราง 9 เมื่อวเิคราะห์คะแนนเฉลี่ยผลสมัฤทธิท์างการเรยีนก่อนเรยีนและหลงั

เรยีนของผูเ้รยีนระดบัชัน้มธัยมศกึษาปีที ่5 พบว่ามคีะแนนเฉลี่ยผลสมัฤทธิท์างการเรยีนหลงัเรยีน  

(15.03±3.07) สงูกว่าก่อนเรยีน (7.46±3.51) อยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 

 2. ผลวิเคราะห์ความก้าวหน้าทางการเรียน (normalized gain) ของผู้เรียนท่ีได้รบั

การจดัการเรียนรู้ด้วยบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  เมือ่น าคะแนนก่อนเรยีนและหลงัเรยีนของผูเ้รยีนแต่ละคนมาค านวณค่าความก้าวหน้า

ทางการเรยีนรายบุคคล (single student normalized gain) และรายชัน้เรยีน (class normalized 

gain) ดว้ยวธิขีอง Hake (1998) (ตาราง 10) พบว่า ผูเ้รยีนมคีวามก้าวหน้าทางการเรยีนในระดบัสูง

จ านวน 11 คน ระดบัปานกลางจ านวน 26 คน และระดบัต ่าจ านวน 2 คน และเมื่อค านวณค่า

ความก้าวหน้ารายชัน้เรียนมีค่าเท่ากับ 0.60 ซึ่งจะเห็นได้ว่ามีผู้เรียนจ านวน 23 คน มีค่า

ความกา้วหน้าทางการเรยีนสงูกว่าความก้าวหน้าทางการเรยีนรายชัน้ ดงัแสดงในตาราง 10   
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ตาราง 10 ค่าความก้าวหน้าทางการเรยีนของผู้เรยีนที่ได้รบัการจดัการเรยีนรูด้้วยบทปฏบิตักิาร  

       เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

 

คนที ่
ความกา้วหน้า 
ทางการเรยีน 

คนที ่
ความกา้วหน้า 
ทางการเรยีน 

คนที ่
ความกา้วหน้า 
ทางการเรยีน 

1 0.64 14 0.75 27 0.67 
2 0.60 15 0.83 28 0.33 
3 0.54 16 0.57 29 0.50 
4 0.30 17 0.56 30 0.62 
5 0.88 18 0.60 31 0.64 
6 0.79 19 0.70 32 0.60 
7 0.82 20 0.53 33 0.55 
8 0.67 21 0.43 34 0.50 
9 0.50 22 0.50 35 0.64 
10 0.63 23 0.71 36 0.00 
11 0.69 24 0.75 37 0.64 
12 0.83 25 0.75 38 0.73 
13 0.63 26 0.69 39 0.50 

ความกา้วหน้าทางการเรยีนรายชัน้เทา่กบั 0.60 
  

 3.  ผลวิเคราะห์ระดบัความพึงพอใจของผู้เรียนต่อการจดัการเรียนรู้ เรื่อง การ

เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  จากการน าแบบประเมนิความพึงพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการเรยีนรู้ เรื่อง การ

เพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ใหผู้เ้รยีนกลุ่มที่ศกึษาจ านวน 39 คน ประเมนิหลงัการจดัการเรยีนรูด้้วยบท

ปฏบิตักิาร โดยแบ่งการประเมนิออกเป็น 2 ดา้น ได้แก่ ความพงึพอใจด้านการจดัการเรยีนรูแ้ละ

ความพงึพอใจดา้นบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ทีพ่ฒันาขึน้ พบว่า ผูเ้รยีนมคีวาม

พงึพอใจในดา้นการจดัการเรยีนรูใ้นระดบัมาก (4.32±0.74) โดยผูเ้รยีนมคีวามพงึพอใจต่อการได้ลง

มอืปฏิบตัิการทดลองด้วยตนเองและต่อการจดัเรยีนรู้โดยการลงมอืปฏบิตัิท าให้ผู้เรยีนสามารถ

เชื่อมโยงความรู้หรอืประสบการณ์เดมิของผู้เรยีนได้ ในระดบัมากที่สุด โดยมคีะแนนเฉลี่ยเท่ากบั 

4.59±0.64 และ 4.74±0.50 ตามล าดบั ส าหรบัความพงึพอใจดา้นบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้ง
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เนื้อเยื่อพชื พบว่า ผู้เรยีนมคีวามพงึพอใจในระดบัมาก (4.11±0.77) โดยผู้เรยีนได้ให้ความเหน็ใน

ทุกหวัขอ้อยูใ่นระดบัมาก ดงัแสดงในตาราง 11 

 

ตาราง 11 ความพงึพอใจของผูเ้รยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

 

 รายการประเมิน ระดบัความพึงพอใจ 
ด้านการจดัการเรียนรู้  ̅ S.D. แปลผล 

1. ผูเ้รยีนมคีวามรูค้วามเขา้ใจใน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพชื  4.28 0.75 มาก 
   การน าเขา้สูบ่ทเรยีนมคีวามน่าสนใจ กระตุน้ใหผู้เ้รยีนอยากเรยีน 3.92 0.80 มาก 
2. ผูเ้รยีนไดล้งมอืปฏบิตักิารทดลองดว้ยตนเอง 4.59 0.64 มากทีส่ดุ 
   ผูส้อนใหค้ าปรกึษาและใหก้ารช่วยเหลอืผูเ้รยีนอย่างเพยีงพอ 
   ขณะท าการทดลอง 

4.21 0.75 มาก 

3. ผูเ้รยีนไดแ้สดงความคดิเหน็และวจิารณ์ผลการทดลองกบั 
   เพือ่นภายในกลุ่ม 

4.44 0.69 มาก 

4. ผูเ้รยีนไดอ้ภปิราย ซกัถาม และแลกเปลีย่นความคดิเหน็อย่าง  
    มหีลกัการระหวา่งเพือ่นและผูส้อน 

4.15 0.84 มาก 

5. ระยะเวลาทีใ่ชใ้นการจดัการเรยีนรูเ้หมาะสม 4.21 0.86 มาก 
6. การจดัการเรยีนรูโ้ดยการลงมอืปฏบิตัทิ าใหผู้เ้รยีนสามารถ  
   เชื่อมโยงความรูห้รอืประสบการณ์เดมิของผูเ้รยีนได ้

4.74 0.50 มากทีส่ดุ 

7. ผูเ้รยีนสรปุความรูแ้ละสามารถน าความรูท้ีไ่ดจ้ากการทดลอง  
   ไปใชใ้นการเรยีนวชิาชวีวทิยาในหวัขอ้อื่น ๆ ได ้

4.31 
 

0.84 
 

มาก 
 

 ค่าเฉล่ีย 4.32 0.74 มาก 
ด้านบทปฏิบติัการ เรื่อง การเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช  ̅ S.D. แปลผล 

1. การทดลองสอดคลอ้งกบัวตัถุประสงคข์องบทปฏบิตักิาร 4.13 0.64 มาก 

2. ผูเ้รยีนสามารถปฏบิตัติามขัน้ตอนทีร่ะบุไวใ้นบทปฏบิตักิาร 
   ไดอ้ย่างถกูตอ้ง 

3.97 0.77 มาก 

3. บทปฏบิตัสิามารถพฒันาทกัษะกระบวนการคดิของผูเ้รยีนได ้ 4.08 0.97 มาก 

4. บทปฏบิตักิารสามารถพฒันาทกัษะกระบวนการทดลองของผูเ้รยีน   
   ได ้
5. บทปฏบิตักิารช่วยใหผู้เ้รยีนเขา้ใจ เรือ่ง การเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพชืได ้

4.36 
4.03 

0.82 
0.64 

มาก 
มาก 

 ค่าเฉล่ีย 4.11 0.77 มาก 

         

 



บทท่ี 5 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

 

สรปุผลการวิจยั 
 การวิจยัครัง้นี้มีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาบทปฏิบตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

ส าหรบัผูเ้รยีนในระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลาย โดยผูว้จิยัขอสรปุผลการศกึษา ดงันี้ 

 

 ตอนท่ี 1 การส ารวจความคิดเหน็ในการจดัการเรียนรู้ เร่ือง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

พืช 

  จากการส ารวจความคดิเหน็เกี่ยวกบัการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื

ของผูส้อนรายวชิาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศกึษาตอนปลายจ านวน 20 คน พบว่า ผูส้อนมคีวามเหน็

ดว้ยในระดบัมากในเรือ่งของ ผูเ้รยีนชอบเรยีน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื (3.70±0.73) และควร

เพิม่ระยะเวลาทีใ่ชใ้นการจดัการเรยีนรู ้เพื่อใหผู้เ้รยีนเขา้ใจการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชือย่างครบวงจร 

(4.00±0.92) และผูส้อนยงัเหน็ว่าการสอนดว้ยวธิที าปฏบิตักิารจะช่วยใหผู้เ้รยีนสามารถสรา้งความรู้

ความเขา้ใจไดม้ากกว่าวธิกีารบรรยายเพยีงอย่างเดยีว (4.25±0.55) อย่างไรกต็ามเมื่อส ารวจความ

คดิเหน็ในเรื่องของเนื้อหาเรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืในแบบเรยีนว่าสามารถท าใหผู้เ้รยีนเขา้ใจ

เทคนิคต่าง ๆ ทีใ่ชแ้ละเหน็ภาพรวมในการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืไดม้ากน้อยเพยีงใด  พบว่า ผูส้อนมี

ความเห็นด้วยในระดบัน้อย (2.25±0.44) รวมทัง้สื่อและอุปกรณ์ที่ใช้ในการสอนบทปฏบิตัิการ 

(2.35±0.49) และสถานทีใ่นโรงเรยีนส าหรบัใชใ้นการสอนบทปฏบิตักิาร (1.95±0.51) ซึง่ผูส้อนเหน็

ว่ามคีวามพรอ้มอยูใ่นระดบัน้อยเช่นกนั 

 

 ตอนท่ี 2 การทดลองในห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร ์ 

  1. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ือในอปุกรณ์เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชด้วยสารเคมี 

   จากการศกึษาวธิกีารฆ่าเชื้อในอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ชุด ประกอบด้วย 

มดีผ่าตดั ปากคบี และจานเพาะเลีย้ง (1 คู่ ประกอบดว้ยจานเพาะเลีย้งและฝาปิด) อย่างละ 1 ชิ้น 

โดยแช่ในสารเคม ี3 ชนิด ไดแ้ก่ คลอรอ็กซ์ทีค่วามเขม้ขน้ 10%, 15% และ 20% เป็นเวลา 15, 10 

และ 15 นาท ีตามล าดบั เอทลิแอลกอฮอล ์70% โดยใช้เวลา 10 และ 15 นาท ีตามล าดบั และ    

เดทตอล ความเขม้ขน้ 5% เป็นเวลา 10 นาท ี และเดทตอลผสมร่วมกบัเอทลิแอลกอฮอล์ 70% 
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อตัราส่วน 1:20 เวลา 10 นาท ี พบว่า เมื่อการทดลองครบ 28 วนั คลอรอ็กซ์ให้ผลในการท าลาย

เชื้อจุลนิทรยีไ์ดด้ีทีสุ่ด โดยสามารถท าให้อุปกรณ์เพาะเลี้ยงปราศจากปนเป้ือนของจุลนิทรยีไ์ดน้าน

ถงึ 21 วนั หลงัจากนัน้จงึเริม่เกดิการปนเป้ือน โดยคลอรอ็กซ์ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ เขม้ขน้ 10%, 

15% และ 20% เป็นเวลา 15, 10 และ 5 นาท ีตามล าดบั ดา้มมดีผ่าตดัเกดิการปนเป้ือน 30%, 20% 

และ 20% ตามล าดบั ปากคบีเกดิการปนเป้ือน 40%, 20% และ 20% ตามล าดบั และจานเพาะเลีย้ง

เชือ้เกดิการปนเป้ือน 20% ในทุกระดบัความเขม้ขน้ และผูว้จิยัเลอืกคลอรอ็กซท์ีร่ะดบัความเขม้ขน้ 

15% เป็นเวลา 10 นาท ีส าหรบัน าไปพฒันาบทปฏบิตักิารต่อไป 

  2. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ืออาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชสูตร MS ด้วยสารเคมี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 

   จากการศกึษาวธิกีารฆา่เชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร MS ดว้ยวธิกีาร 2 วธิี

ไดแ้ก่ การฆ่าเชือ้ดว้ยคลอรอ็กซ์ (0, 50, 100, 150, 200 และ 250 ไมโครลติร) และการฆ่าเชือ้ดว้ย

เตาไมโครเวฟ (ก าลงัไฟ 0, 160, 320, 480, 640 และ 800 วตัต์) เป็นเวลา 3 นาท ีพบว่า เมื่อการ

ทดลองครบ 28 วนั อาหารเพาะลีย้งทีฆ่่าเชือ้ดว้ยคลอรอ็กซ์ปราศจากการปนเป้ือนของจุลนิทรยีใ์น

ทุกชุดการทดลอง ในขณะที่การฆ่าเชื้อด้วยเตาไมโครเวฟ พบว่า ที่ก าลงัไฟ 800 วตัต์ เท่านัน้ ที่

สามารถท าใหอ้าหารเพาะเลีย้งปราศจากการปนเป้ือนของจุลนิทรยีไ์ด้ 100% ทัง้นี้ผูว้จิยัเลอืกชุดการ

ทดลองทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การปนเป้ือนของจุลนิทรยีไ์ดด้ทีีสุ่ดจากทัง้ 2 วธิ ีไดแ้ก่ ชุดการ

ทดลองที่ใช้คลอร็อกซ์ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร เนื่องจากเป็นปรมิาตรน้อยที่สุดที่สามารถยบัยัง้

เชื้อจุลินทรีย์ได้ดีเทียบเท่ากับคลอร็อกซ์ที่ปริมาตรสูง ๆ และชุดการทดลองที่ฆ่าเชื้อด้วยเตา

ไมโครเวฟที่ก าลังไฟ 800 วตัต์ เป็นเวลา 3 นาที ส าหรบัน าไปศึกษาประสิทธิภาพต่อการ

เจรญิเตบิโตของพชื เพื่อน าไปพฒันาบทปฏบิตักิารต่อไป 

  3. การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเพาะเล้ียงสูตร MS ท่ีฆ่าเช้ือด้วยสารเคมี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟต่อการเจริญเติบโตของพืช 

   จากการศกึษาประสทิธภิาพของอาหารเพาะเลีย้งสูตร MS ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ดว้ย

วธิกีารทีค่ดัเลอืกแลว้ว่ามปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การปนเป้ือนของจุลนิทรยีไ์ดด้ทีีสุ่ด 2 วธิ ีไดแ้ก่ 

การฆา่เชือ้ดว้ยคลอรอ็กซ ์ปรมิาตร 50 ไมโครลติร และเตาไมโครเวฟทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต์ เป็นเวลา 

3 นาท ีพบว่า เมื่อน าอาหารที่ฆ่าเชื้อด้วย 2 วธิดีงักล่าวมาเพาะเลี้ยงล าต้นพทิูเนียเป็นเวลา 4 

สปัดาห ์จ านวนยอด/ล าต้น ใบและความสูงของล าต้นพทิูเนียไม่มคีวามแตกต่างกนั แต่จ านวนยอด/

ล าตน้ และจ านวนใบแตกต่างจากชุดควบคุมอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95%   
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  4. การศึกษาประสิทธิภาพบริเวณปฏิบติังานในการย้ายเน้ือเย่ือ 

   จากการศกึษาบรเิวณปฏบิตังิานในการยา้ยเนื้อเยือ่ทัง้ 2 บรเิวณ คอื ภายในตู้ปลา

ทีด่ดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อและบนโต๊ะปฏบิตักิาร โดยทัง้สองบรเิวณนี้ถูกท าใหอ้ยู่ในสภาวะปลอด

เชือ้ดว้ยการฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล ์70% ก่อนและระหว่างการปฏบิตังิาน พบว่า การยา้ยชิน้ส่วน 

ล าต้นพทิูเนียไปยงัอาหารเพาะเลี้ยงใหม่ในทัง้ 2 บรเิวณนี้ ไม่ท าใหเ้กดิการปนเป้ือนของจุลนิทรยี์

ตลอดการทดลอง 28 วนั ไมแ่ตกต่างจากชุดควบคุมซึง่ท าภายในตูถ่้ายเนื้อเยือ่  

 

 ตอนท่ี 3 การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการวิทยาศาสตร ์

  จากการน าบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ไปให้ผูเ้ชี่ยวชาญพจิารณา

ความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหาและความสอดคลอ้ง และคุณภาพของบทปฏบิตักิาร พบว่า บทปฏบิตักิารมี

ค่าดชันีความสอดคลอ้งเท่ากบั 0.96 และมคีุณภาพอยูใ่นระดบัด ี(4.49)  

 

 ตอนท่ี 4 การน าบทปฏิบติัการท่ีสร้างขึ้นไปสอน  
  จากการน าบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ทีผ่่านการพจิารณาพจิารณา

ความเที่ยงตรงเชิงเนื้อหาและความสอดคล้อง และคุณภาพของบทปฏิบัติการจากผู้เชี่ยวชาญ

เรยีบรอ้ยแลว้ ไปสอนกบัผูเ้รยีนกลุ่มทีศ่กึษาจ านวน 39 คน พบว่า คะแนนเฉลีย่ผลสมัฤทธิท์างการ

เรยีนระหว่างก่อนเรยีนและหลงัเรยีนแตกต่างกนั (p<0.05) โดยมคีะแนนเฉลีย่หลงัเรยีน (15.03) สูง
กว่าก่อนเรยีน (7.46) และเมื่อน าคะแนนมาวเิคราะห์ความก้าวหน้าทางการเรยีนรายบุคคล พบว่า 

ผูเ้รยีนจ านวน 11 คน มรีะดบัความก้าวหน้าทางการเรยีนอยู่ในระดบัสูง ผูเ้รยีนจ านวน 26 คน มี

ระดับความก้าวหน้าทางการเรียนอยู่ในระดับปานกลาง และผู้เรียนจ านวน  2 คน มรีะดับ

ความก้าวหน้าทางการเรยีนอยู่ในระดบัต ่า โดยมคี่าความก้าวหน้าทางการเรยีนรายชัน้เท่ากบั 0.60 

และมผีูเ้รยีนจ านวน 23 คน ทีม่รีะดบัความก้าวหน้าทางการเรยีนสูงกว่าความก้าวหน้าทางการเรยีน

รายชัน้ 

  จากการประเมินความพึงพอใจของผู้เรียนต่อการจัดการเรียนการรู้ เรื่อง การ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื โดยแบ่งการประเมนิออกเป็น 2 ดา้น ได้แก่ ความพงึพอใจด้านการจดัการ

เรยีนรู้และความพงึพอใจด้านบทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื ที่พฒันาขึ้น พบว่า

ผูเ้รยีนมคีวามพงึพอใจทัง้ 2 ดา้น อยู่ในระดบัมาก โดยมคีะแนนเฉลีย่ดา้นการจดัการเรยีนรูเ้ท่ากบั 

4.32±0.74 และคะแนนเฉลีย่ดา้นบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ที่พฒันาขึน้เท่ากบั

4.11±0.77 
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อภิปรายผลการวิจยั 
 ตอนท่ี 1 การส ารวจความคิดเห็นในการจดัการเรียนรายวิชาชีววิทยาเร่ือง การ

เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  จากการส ารวจความคิดเห็นของผู้สอนรายวิชาชวีวิทยาระดบัชัน้มธัยมศึกษาตอน

ปลายเกีย่วกบัการจดัการเรยีนรู ้เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื จ านวน 20 คน พบว่า ผูส้อนมคีวาม

คดิเหน็ว่าผูเ้รยีนชอบเรยีน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื และการสอนดว้ยวธิที าปฏบิตักิารจะช่วย

ใหผู้้เรยีนสามารถสรา้งความรูค้วามเขา้ใจได้ในเรื่องทีเ่รยีนมากกว่าวธิกีารบรรยายเพยีงอย่างเดยีว 

ในระดบัมาก แต่ยงัมขีอ้จ ากดัในการจดัการเรยีนรู ้ซึ่งสามารถอภปิรายโดยแบ่งเป็นหวัขอ้ย่อยได้

ดงันี้ 

  1. ขอ้จ ากดัดา้นเวลาและเนื้อหาทีใ่ชส้อน จากผลการส ารวจซึง่ผูส้อนมคีวามคดิเหน็ว่า

ผูเ้รยีนชอบเรยีน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื เนื่องจากการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อเป็นเรื่องทีค่่อนขา้ง

ไกลตัวผู้เรยีน ซึ่งผู้เรยีนอาจจะเคยได้ยนิ ได้เห็นแต่ยงัไม่เคยสมัผสัของจรงิและยงัไม่เคยลงมอื

ปฏบิตัดิว้ยตนเอง ดงันัน้จงึเป็นเรื่องทีแ่ปลกใหม่และกระตุ้นความสนใจของผูเ้รยีนไดเ้ป็นอย่างด ีแต่

ด้วยเวลาที่จ ากดัท าให้การจดัการเรยีนรู้เหมาะที่จะใช้วธิกีารบรรยายเท่านัน้  ประกอบกบัเนื้อหา 

เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื ในแบบเรยีนไม่เพยีงพอทีจ่ะท าให้ผู้เรยีนเขา้ใจเทคนิคต่าง ๆ ที่ใช้

และเหน็ภาพรวมการเพาะเลีย้งพชืได้  เนื่องจากการเรยีนการสอนตามปกตไิม่ได้ถูกออกแบบให้มี

การสอนด้วยบทปฏบิตัิการร่วมด้วย ดงันัน้จงึท าให้ผลการส ารวจในเรื่องของเวลาและเนื้อหาที่ใช้

สอน พบว่า ผู้สอนเหน็ด้วยในระดบัมากในการเพิม่เวลาในการจดัการเรยีนรู ้รวมถงึเพิม่เนื้อหาใน

แบบเรยีนเพื่อทีจ่ะใหผู้เ้รยีนไดเ้ขา้ใจเกีย่วกบัเรือ่งการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืมากยิง่ขึน้ 

  2. ขอ้จ ากดัดา้นสื่อ อุปกรณ์และสถานทีใ่นการท าปฏบิตักิาร นอกจากปญัหาในเรื่อง

ของเวลาและเนื้อหาทีใ่ชใ้นการสอนแลว้ ผูส้อนยงัมคีวามกงัวลในเรื่องของสื่อการสอนและอุปกรณ์ที่

ต้องใชใ้นการท าบทปฏบิตักิาร รวมทัง้สถานทีใ่นโรงเรยีนซึง่ผู้สอนคดิว่ามคีวามพรอ้มในระดบัน้อย 

ทัง้นี้เป็นเพราะว่าการท าปฏบิตัเิพาะเลีย้งเนื้อเยือ่จ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ทีจ่ าเพาะ เช่น ขวดเพาะเลีย้ง 

หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า ตูถ่้ายเนื้อเยือ่ และสถานทีใ่นการเพาะเลีย้งซึง่ต้องมกีารควบคุมสภาวะต่าง ๆ  

ไดแ้ก่ อุณหภมู ิแสง ความชืน้ใหเ้หมาะสมเพื่อท าใหก้ารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ส าเรจ็ไดด้ว้ยด ี 

  ดว้ยขอ้จ ากดัดงักล่าว จงึท าใหก้ารจดัการเรยีนรู้ เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื อาจ

พบได้เฉพาะในโรงเรยีนขนาดใหญ่ซึ่งมคีวามพรอ้มเรื่องอุปกรณ์และสถานที่ในการท าปฏบิตักิาร 

ส่วนในโรงเรยีนขนาดกลางและขนาดเล็กยงัคงเป็นไปได้ยาก ดงันัน้ผู้วิจยัจงึมคีวามคิดที่จะน า
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ขอ้จ ากดัดงักล่าวมาพฒันาบทปฏบิตักิาร โดยใชส้ารเคมแีละอุปกรณ์ทีห่าไดง้่ายและมคีวามปลอดภยั

ต่อผูท้ าปฏบิตักิาร  

 

 ตอนท่ี 2 การทดลองในห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร ์ 

  1. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ือในอปุกรณ์เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชด้วยสารเคมี 

   จากการศึกษาวธิกีารฆ่าเชื้อในอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยสารเคม ี3 ชนิด 

ไดแ้ก่ คลอรอ็กซ์ เอทลิแอลกอฮอล ์70% และเดทตอล พบว่า คลอรอ็กซ์มปีระสทิธภิาพในการฆ่า

เชือ้จลุนิทรยีไ์ดด้ทีีสุ่ด โดยคลอรอ็กซท์ีร่ะดบัความเขม้ขน้ 15% และ 20% ระยะเวลา 10 และ 5 นาท ี

ตามล าดบั ให้ผลในการท าลายเชื้อจุลนิทรยีไ์ด้ดีไม่แตกต่างกนั แต่แตกต่างจากคลอรอ็กซ์ที่ระดบั

ความเขม้ขน้ 10% ระยะเวลา 15 นาทเีลก็น้อย อย่างไรก็ตามคลอรอ็กซ์ทีร่ะดบัความเขม้ข้นและ

ระยะเวลาที่แตกต่างกนันี้สามารถท าให้อุปกรณ์เพาะเลีย้งเนื้อเยื่อปราศจากเชือ้ได้ 100% นานถงึ   

21 วนั หลงัจากนัน้จงึเริม่เกิดการปนเป้ือน แสดงให้เหน็ว่าคลอรอ็กซ์มปีระสทิธภิาพในการฆ่า

เชื้อจุลนิทรยี์ได้ดีกว่าเอทลิแอลกอฮอล์ 70% และเดทตอลที่ส่วนใหญ่เริม่เกิดการปนเป้ือนของ

เชือ้จุลนิทรยีต์ัง้แต่วนัที ่2 และเกดิการปนเป้ือน 100% เมื่อครบ 28 วนั ทัง้นี้เนื่องมาจากกลไกการ

ออกฤทธิข์องสารเคมทีัง้ 3 ชนิดทีแ่ตกต่างกนั โดยคลอรอ็กซท์ีม่สี่วนผสมของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์

เมื่อละลายน ้าจะแตกตวัให้กรดไฮโปคลอรสั ออกฤทธิเ์ข้าท าปฏกิริยิากบัโปรตีนภายในเซลล์ของ

เชือ้จลุนิทรยีโ์ดยการออกซไิดซห์มู่ซลัฟ์ไฮดรลิ (sulfhydryl group, -SH) ท าใหโ้ปรตนีถูกท าลายและ

ตกตะกอน สามารถฆ่าเชือ้แบคทเีรยี เชือ้รา โปรโตซวั ไวรสัรวมทัง้สปอร ์ (Estrela; et al.  2003: 

58-62; Valera; et al.  2009: 555-559) แตกต่างจากเอทลิแอลกอฮอล ์70% ทีอ่อกฤทธิโ์ดยการ

ละลายไขมนัทีเ่ยื่อหุม้เซลล ์และท าใหโ้ปรตนีของจุลนิทรยีต์กตะกอน สามารถฆ่าแบคทเีรยีไดท้ัง้แก

รมบวกและแกรมลบ รวมทัง้เชื้อวณัโรค รา และไวรสับางชนิด แต่ไม่มผีลต่อสปอร์ของจุลนิทรยี์ 

(McDonnell; & Russell. 1999: 149-179) ส่วนเดทตอลเป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอล (phenols) ที่

เรยีกว่าคลอโรไซลนีอล (chloroxylenol) ออกฤทธิโ์ดยไปมผีลรบกวนการท างานของเยื่อหุม้เซลลใ์ห้

ผดิปกต ิ สามารถฆ่าเชื้อแบคทเีรยีแกรมบวกมากกว่าแกรมลบ แต่ไม่ค่อยมผีลต่อไวรสัหรอืสปอร ์

(ณฐัสทิธิ ์ตนัสกุล. 2016: ออนไลน์) จะเหน็ได้ว่าคลอรอ็กซ์มปีระสทิธภิาพดทีี่สุดในสารเคมทีัง้ 3 

ชนิด เน่ืองจากสามารถออกฤทธิฆ์่าเชื้อจุลนิทรยี์ได้ครอบคลุมที่สุด และสามารถฆ่าสปอร์ได้ ซึ่ง

สารเคมอีกี 2 ชนิดทีเ่หลอืไม่สามารถท าได ้สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ ประทานพร อารรีาชการณัย ์

และคณะ (2551) ทีท่ดสอบประสทิธภิาพการท าลายสปอรข์องโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ในอุปกรณ์ทีใ่ช้

ในคลนิิกทนัตกรรม พบว่า ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 0.25% สามารถท าลายสปอรข์องเบซลิสั อโทรเพยีส 
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(Bacillus atropheas) และจโีอเบซลิสั สตโีรเทอรโ์มฟิลสั (Geobacillus stearothermophilus) ได ้ 

   จากผลทดลองในครัง้นี้แม้ว่าสารเคมีต่าง ๆ ที่ใช้ จะมีประสิทธิภาพในฆ่า

เชือ้จุลนิทรยีไ์ด้ไม่ถงึ 100% ซึ่งผู้วจิยัคาดว่าเป็นเพราะการปนเป้ือนของจุลนิทรยี์ส่วนหนึ่งมาจาก

จลุนิทรยีใ์นสิง่แวดลอ้ม ซึง่จากการทดสอบเปิดจานอาหารเพาะเลีย้งในสภาวะแวดลอ้มและ ใชเ้วลา

เท่ากบัการทดสอบประสทิธภิาพของสารเคมี พบว่า มกีารปนเป้ือนของจุลนิทรยี์ โดยจุลนิทรยี์ที่

เกิดขึ้นมีลักษณะที่พบได้ในทัง้สองการทดสอบ แสดงให้เห็นว่าการปนเป้ือนส่วนหนึ่งมาจาก

สิง่แวดลอ้ม อย่างไรกต็ามในการปฏบิตังิานเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืนัน้ ปากคบีและด้ามมดีผ่าตดัจะมี

การฆา่เชือ้ก่อนน าไปใชง้านโดยน าไปผ่านเปลวไฟจากตะเกยีงแอลกอฮอลร์่วมดว้ย ซึง่สามารถช่วย

เพิม่ประสทิธภิาพการฆา่เชือ้ในอุปกรณ์เพาะเลีย้งได ้

  2. การศึกษาวิธีการฆ่าเช้ืออาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชสูตร MS ด้วยสารเคมี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟ 

   จากการศกึษาวธิกีารฆ่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร MS ด้วยคลอรอ็กซ์

ซึง่ม ี 5.25% โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ พบว่า คลอรอ็กซ์ปรมิาตร 50-250 ไมโครลติร/อาหาร 20 

มลิลลิติร สามารถท าใหอ้าหารเพาะเลีย้งปราศจากเชือ้ได ้100% สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ ดอีนิทร์

และคณะ (Deein; et al.  2013: 1041-1044) รายงานว่า โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ปรมิาตร 36-396 

ไมโครลติร/อาหาร 20 มลิลลิติร มปีระสทิธภิาพในการฆ่าเชือ้จุลนิทรยีใ์นอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อได้

อย่างสมบูรณ์  เช่นเดยีวกบัการฆ่าเชือ้ดว้ยเตาไมโครเวฟ ทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต์ เป็นเวลา 3 นาท ีก็

ไม่พบการปนเป้ือนของเชื้อจุลนิทรยี์ แต่ปรมิาตรอาหารในขวดเพาะเลี้ยงลดลงเลก็น้อย ในขณะที่

การใช้ก าลงัไฟต ่ากว่า 800 วตัต์ เกิดการปนเป้ือนได้ตัง้แต่ 10-100% ผลการทดลองดงักล่าว

แตกต่างกบังานวจิยัของ กติตศิกัดิ ์โชตกิเดชาณรงค ์(2553) รายว่าการฆ่าเชือ้จุลนิทรยีใ์นอาหาร

ดว้ยเตาไมโครเวฟที่ก าลงัไฟ 600 และ 800 วตัต์ เป็นเวลา 3 นาท ีสามารถท าใหอ้าหารปราศจาก

เชือ้ได ้93.30% และที่ก าลงัไฟ 360 วตัต์ ท าใหอ้าหารปราศจากเชือ้ 76.60% สาเหตุน่าจะเกดิจาก

การเดอืดของอาหารทีแ่ปรผนักบัก าลงัไฟ โดยทีก่ าลงัไฟต ่าอาหารจะใชเ้วลาในการเดอืดนานกว่าที่

ก าลงัไฟสงู ซึง่อาหารอาจมคีวามรอ้นเพิม่ขึน้แต่ไม่ถงึจุดเดอืดหรอืถงึจุดเดอืดเพยีงชัว่ครู่จงึท าใหไ้ม่

มปีระสทิธภิาพเพยีงพอในการฆ่าเชื้อโดยเฉพาะสปอร์ของเชื้อราบางชนิด นอกจากยงัขึ้นอยู่กับ

จ านวนขวดอาหารและรปูแบบการจดัเรยีงขวด เพราะถ้าหากมจี านวนมากจะท าใหอ้าหารแต่ละขวด

ไดร้บัความรอ้นไม่เท่ากนั เนื่องจากแหล่งก าเนิดคลื่นไมโครเวฟอยู่ดา้นขา้ง ดงันัน้จงึท าให้ขวดทีอ่ยู่

ดา้นขา้งไดร้บัคลื่นมากกว่าและเกดิความรอ้นเรว็กว่าขวดทีอ่ยูต่รงกลาง เป็นสาเหตุท าใหข้วดอาหาร

บางขวดเกดิการปนเป้ือน แมว้่าจะจดัวางขวดอาหารใหม้รีะยะห่างเท่ากนั ๆ แลว้กต็าม  
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  3. การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเพาะเล้ียงสูตร MS ท่ีฆ่าเช้ือด้วยสารเคมี

คลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟต่อการเจริญเติบโตของพืช 

   การเพาะเลีย้งชิน้ส่วนล าต้นของพทิูเนียบนอาหารแขง็สูตร MS ทีฆ่่าเชือ้จุลนิทรยี์

ดว้ยคลอรอ็กซป์รมิาตร 50 ไมโครลติร และเตาไมโครเวฟทีก่ าลงัไฟ 800 วตัต ์เป็นเวลา 3 นาท ีเป็น

เวลา 4 สปัดาห ์พบว่าจ านวนยอด จ านวนใบและความสูงของล าต้นพทิูเนีย จากการวเิคราะหท์าง

สถิติไม่มคีวามแตกต่างกัน แต่เมื่อพจิารณาเทียบกบัอาหารที่ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดนัไอน ้า  

พทิูเนียทีเ่พาะบนอาหารทีฆ่่าเชือ้ดว้ยคลอรอ็กซแ์ละเตาไมโครเวฟจะมลีกัษณะใบทีซ่ดีเหลอืงและมี

จ านวนน้อยกว่าอย่างเหน็ได้ชดั เป็นไปได้ว่าคลอรอ็กซ์ทีใ่ชม้คีวามเขม้ขน้สูงเกนิไปอาจมผีลยบัยัง้

หรอืท าลายการเจรญิเนื้อเยื่อพชื สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ ยลิดซิและเออร ์(Yildiz; & Er.  2002: ) 

ได้ท าการศึกษาผลกระทบของความเข้มขน้สารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ในการเพาะเลี้ยงปอ 

(Linum usitatissimum) ในหลอดทดลอง พบว่า การงอกของเมลด็ การเจรญิเตบิโตและการเกดิยอด

ไดร้บัผลกระทบทางลบจากการเพิม่ความเขม้ขน้ของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ นอกจากนี้ความรอ้นของ

เตาไมโครเวฟที่ก าลงัไฟสูงอาจท าให้สารอาหารบางชนิดสลายตวัได้ เช่น แร่ธาตุต่างๆ (Davis.  

2009: 15-19) 

  4. การศึกษาประสิทธิภาพบริเวณปฏิบติังานในการย้ายเน้ือเย่ือ 

   จากการศกึษาสถานทีป่ฏบิตังิานในการยา้ยเนื้อเยื่อ โดยท าการยา้ยชิน้ส่วนล าต้น     

พทิูเนียในตู้ปลาทีด่ดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อและบนโต๊ะปฏบิตักิารซึ่งทัง้ 2 บรเิวณถูกท าใหอ้ยู่ใน

สภาวะปลอดเชื้อ พบว่า ไม่เกดิการปนเป้ือนของจุลนิทรยี์ในอาหารเพาะเลีย้งตลอดการทดลองทัง้ 

28 วนั แสดงใหเ้หน็ว่าการฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล ์70% ท าใหตู้้ปลาหรอืโต๊ะปฏบิตักิารในหอ้งอยู่ใน

สภาพปลอดเชือ้ สามารถทดแทนการปฏบิตังิานในตูย้า้ยเนื้อเยือ่ได ้

 

 ตอนท่ี 3 การสร้างและพฒันาบทปฏิบติัการ 
  จากการน าบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ไปให้ผูเ้ชี่ยวชาญพจิารณา 

ความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหาและความสอดคลอ้ง พบว่า บทปฏบิตักิารมคี่าดชันีความสอดคลอ้งเท่ากบั  

0.96 และมคีวามเหมาะสมของของบทปฏบิตักิารอยู่ในระดบัด ีเนื่องจากบทปฏบิตักิารที่พฒันาขึน้ 

นัน้ค านึงถึงความเหมาะสมในด้านต่าง ๆ ทัง้ด้านเนื้อหาสาระที่มีความน่าสนใจและมีปริมาณ 

เหมาะสม วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการท าปฏบิตักิารหาไดง้่ายและไม่เป็นอนัตรายต่อผูท้ดลอง ระยะเวลา 

ที่ใช้ในการท ากจิกรรมเหมาะสม รวมถึงค าถามท้ายบทปฏบิตักิารที่ไม่ยากหรอืง่ายจนเกนิไป ซึ่ง 

สอดคล้องกบังานวจิยัของ พรทพิย ์วงษ์นาป่า (2548) และประเทอืงทพิย ์สุกุมลจนัทร ์(2545) ที ่
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สรา้งและพฒันาบทปฏบิตัิการจากการทดลองในห้องปฏบิตักิาร พบว่า บทปฏบิตักิารที่สร้างขึน้ม ี

ความสอดคลอ้งและมคีวามเหมาะสมในระดบัด ีเนื่องจากองค์ประกอบโดยรวมของบทปฏบิตักิารมี

ความเหมาะสมและสามารถจงูใจใหผู้เ้รยีนสนใจมากกว่าการสอนดว้ยวธิบีรรยาย   

 

 ตอนท่ี 4 การน าบทปฏิบติัการและเครื่องมือวดัผลการเรียนรู้ไปสอน 

  จากการน าบทปฏบิตัิการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ไปสอนกบัผู้เรยีนกลุ่มที่

ศกึษาจ านวน 39 คน พบว่า บทปฏบิตักิารที่พฒันาขึน้มขีอ้ดหีลายประการ คอื (1) มคีวามสะดวก

ต่อการน าไปใชจ้รงิ ไดแ้ก่ การฆา่เชือ้ดว้ย คลอรอ็กซ ์สามารถเตรยีมไดจ้ากน ้ายาซกัผา้ขาวซึง่หาได้

ง่ายในท้องตลาด และการดัดแปลงตู้ปลามาใช้แทนตู้ถ่ายเนื้อเยื่อท าให้ไม่ต้องยุ่งยากในการ

เคลื่อนยา้ย เพราะตูป้ลามขีนาดเลก็สามารถเคลื่อนทีไ่ดง้่าย (2) ปลอดภยัต่อผูป้ฏบิตักิารทดลอง ใน

บทปฏบิตักิารใชค้ลอรอ็กซส์ าหรบัการฆ่าเชือ้ในอุปกรณ์และอาหารเพาะเลีย้ง ทีร่ะดบัความเขม้ขน้

และปรมิาตรทีค่่อนขา้งน้อยซึง่ช่วยลดความเสีย่งอนัตรายจากสารเคม ีและหากเกดิอนัตรายขึน้ เช่น 

ผวิหนังผู้เรยีนสมัผสักบัคลอรอ็กซ์ก็สามารถปฐมพยาบาลเบื้องต้นได้ทนัท ีโดยชะล้างบรเิวณผวิที่

สมัผสัด้วยด้วยน ้าประปาในปรมิาณมาก ๆ และ (3) ผลลพัธ์ทีไ่ด้จากการทดลองให้ผลใกลเ้คยีงกบั

การใช้วิธีการปกติ ซึ่งหมายถึงการเพาะเลี้ยงล าต้นพิทูเนียในอาหาร เพาะเลี้ยงที่ฆ่าเชื้อด้วย       

คลอรอ็กซส์ามารถเกดิยอดและรากได ้แต่เมื่อเทยีบกบัการเพาะเลีย้งในอาหารทีฆ่่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง

ความดนัไอน ้า พบว่า ต้นพทิูเนียที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ฆ่าเชื้อด้วยคลอรอ็กซ์มสีีซดีกว่า และมี

จ านวนใบน้อยกว่า จากขอ้ดทีีก่ล่าวมาขา้งตน้ ผูว้จิยัเหน็ว่าไม่เพยีงแต่บทปฏบิตักิารทีพ่ฒันาขึน้นี้จะ

ท าให้ผู้สอนได้น าไปใช้ในการสอนเสรมิควบคู่กบัแบบเรยีนตามปกติแล้ว ยงัสามารถน าไปจดัการ

เรยีนรูน้อกเวลาเรยีนได้ เช่น การจดัตัง้เป็นชุมนุม ซึ่งนอกจากจะเป็นการเพิม่เวลาในการจดัเรยีนรู้ 

เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืแลว้ ยงัเป็นการฝึกทกัษะกระบวนการทางวทิยาศาสตรใ์หแ้ก่ผู้เรยีน

ไดเ้ป็นอยา่งด ี

  หลงัจากสอนดว้ยบทปฏบิตักิาร เมื่อศกึษาคะแนนผลสมัฤทธิท์างการเรยีนของผูเ้รยีน

พบว่า คะแนนเฉลีย่ระหว่างก่อนเรยีนและหลงัเรยีนแตกต่างกนั (p<0.05) โดยผูเ้รยีนมคีะแนนเฉลีย่

หลังเรียนสูงกว่าก่อนเรียน ทัง้นี้ เป็นผลมาจากบทปฏิบัติการที่พัฒนาขึ้นนัน้มีองค์ประกอบที่

เหมาะสม ตามที่ผู้วิจยัได้ท าการศึกษาจากเอกสารที่เกี่ยวข้องกบัการสร้างบทปฏบิตัิการ ได้แก่ 

จุดประสงคข์องการทดลองสอดคล้องกบัเนื้อหา เนื้อหาใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจง่ายและครอบคลุมความรูท้ี่

ผูเ้รยีนควรรู ้ล าดบัขัน้ตอนในการท าปฏิบตักิารชดัเจนไม่ก ากวม ค าถามทา้ยบทปฏบิตักิารส่งเสรมิ

การคดิแบบวทิยาศาสตร ์ และทีส่ าคญัคอืผูเ้รยีนไดล้งมอืปฏบิตักิารทดลองดว้ยตนเอง สิง่เหล่านี้ท า
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ใหผู้เ้รยีนสามารถเขา้ใจในเนื้อหาทีเ่รยีนได้ง่ายเพราะเป็นสิง่ทีเ่ป็นรปูธรรม สามารถมองเหน็และจบั

ต้องได้จรงิ และเนื่องจากเป็นบทปฏบิตักิารที่ผู้เรยีนไม่เคยสมัผสัมาก่อน ยิง่กระตุ้นให้ผู้เรยีนเกดิ

ความสนใจ พรอ้มทีจ่ะเรยีนรูม้ากยิง่ขึน้ นอกจากนี้ยงัช่วยส่งเสรมิใหผู้เ้รยีนเกดิการแลกเปลีย่นความ

คดิเหน็กบัผูอ้ื่น และรูจ้กัการวางแผนและการท างานเป็นกลุ่ม จากเหตุผลขา้งตน้ท าใหผู้เ้รยีนเกดิการ

เรยีนรูไ้ดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ กลัยารตัน์ ก้อนแก้ว (2557) ที่พฒันาบท

ปฏบิตักิาร เรือ่ง การล าเลยีงสารผ่านเซลลโ์ดยใชชุ้ดทดลองไข ่เพื่อพฒันาผลการเรยีนรูว้ชิาชวีวทิยา

ของนักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที ่4 พบว่า ผลสมัฤทธิท์างการเรยีนหลงัเรยีนสูงกว่าก่อนเรยีนอย่างมี

นยัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 มคี่า t-test เท่ากบั 14.85  

  จากการประเมนิความพงึพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อพชื โดยแบ่งเป็น 2 ดา้นคอื ความพงึพอใจดา้นการจดัการเรยีนรูแ้ละความพงึพอใจดา้นบท

ปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื ทีพ่ฒันาขึน้ พบว่าผูเ้รยีนมคีวามพงึพอใจทัง้ 2 ดา้น อยู่

ในระดบัมาก นัน้หมายความว่าผูเ้รยีนชอบท าปฏบิตักิารดว้ยตนเอง สามารถท าตามขัน้ตอนไดด้ว้ย

ดว้ยความถูกต้อง บทปฏิบตักิารช่วยส่งเสรมิการท างานเป็นกลุ่ม มคีวามเขา้ใจเรื่องการเพาะเลี้ยง

เนื้ อ เยื่อพืชเพิ่มมากขึ้น และเห็นว่าบทปฏิบัติการมีประโยชน์ต่อการน าไปประยุกต์ใช้ใน

ชวีติประจ าวนัและการศกึษาต่อในระดบัทีส่งูขึน้ สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ ทรงกลด ใบยา (2556) ที่

สรา้งและพฒันาบทปฏบิตักิาร เรื่อง การเปลีย่นแปลงพลงังาน โดยใชว้ธิกีารจดัการเรยีนรูแ้บบสรา้ง

ความรู้ด้วยตนเอง ส าหรบัผู้เรยีนระดบัปรญิญาตร ีพบว่า ผู้เรยีนมคีวามพงึพอใจด้านการจดัการ

เรยีนรูด้ว้ยตนเองและความพงึพอใจดา้นบทปฏบิตักิารทีพ่ฒันาขึน้ในระดบัด ี

 

ข้อเสนอแนะ 
 1. การฆ่าเชื้ออาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืดว้ยเตาไมโครเวฟอาจมปีญัหาในทางปฏบิตั ิ

กรณทีีม่ขีวดอาหารเป็นจ านวนมาก ดงันัน้ควรมกีารวางแผนในการเตรยีมอาหารใหเ้หมาะสมส าหรบั

การฆ่าเชื้อในแต่ละครัง้ รวมถงึรูปแบบการจดัเรยีงขวดอาหารควรจดัเรยีงให้แต่ละขวดห่างกนัดว้ย

ระยะทีส่ม ่าเสมอเพื่อใหไ้ดร้บัความรอ้นในการฆ่าเชือ้อยา่งทัว่ถงึ  

 2. การใช้คลอรอ็กซ์หรอืเตาไมโครเวฟเพื่อฆ่าเชื้อในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออาจมี

ผลกระทบต่อการเจรญิเติบโตของพชืซึ่งเป็นปจัจยัส าคญัในการเพาะเน้ือเยื่อ ดงันัน้จะน าวธิกีาร

ดงักล่าวไปใช้ควรท าการศึกษาเพิม่เตมิในพชืที่ต้องการว่าสามารถใช้วธิฆี่าเชื้อด้วยวิธดีงักล่าวได้

หรอืไม่ หรอืศกึษาระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงให้นานขึน้ หลงัจากนัน้เมื่อยา้ยพชื
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ออกปลูกแล้วควรท าการศกึษาการเจรญิเตบิโตของต้นพชืว่าเป็นอย่างไรเมื่อเทยีบกบัต้นพชืชนิด

เดยีวกนัทีป่ลกูดว้ยวธิดี ัง้เดมิ 
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 สิง่แวดลอ้มเพือ่การเรยีนรู.้  2(1): 11-21. 
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ภาคผนวก ก 

   - รายนามผูเ้ช่ียวชาญตรวจเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจยั 

   -   หนังสือขอความอนุเคราะห ์
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รายนามผูเ้ช่ียวชาญตรวจเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจยั 

 รายนามผูเ้ชีย่วชาญตรวจเครื่องมอืทีใ่ชใ้นการวจิยั  ไดแ้ก่ แบบสอบถามความคดิเหน็ของ

ผู้สอนรายวิชาชวีวทิยาระดบัชัน้มธัยมศึกษาตอนปลายในการจดัการเรยีนรู้ เรื่อง การเพาะลี้ยง

เนื้อเยื่อพชื บทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื แบบทดสอบวดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน  

และแบบประเมนิความพงึพอใจของผู้เรยีนต่อการจดัการเรยีนรู ้เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื มี

ดงัต่อไปนี้ 

 1. รศ.ดร.เฉลมิชยั   วงศว์ฒันะ          ภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์

              มหาวทิยาลยัศรนีครนิวโิรฒ 

2. ดร.วชริาภรณ์   พกุิลทอง         สาขาวชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตรแ์ละ  

       เทคโนโลย ี มหาวทิยาลยัราชภฏัสวนสุนนัทา 

 3. อาจารยน์ันทวรรณ   ชื่นชมคุณากร  โรงเรยีนสาธติมหาวทิยาลยัศรนีครนิวโิรฒ 
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ภาคผนวก ข 

  -  ผลประเมินความเท่ียงตรงเชิงเน้ือหาและ ค่าดชันีความสอดคล้อง (IOC)  

   ของบทปฏิบติัการ เรื่อง การเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืช  

  - ผลประเมินคณุภาพของบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืช 

  - ผลการวิเคราะหค่์าความยาก-ง่าย (p) ค่าอ านาจจ าแนก (r) และค่าความ   

    เช่ือมัน่ (rtt) ของแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน เร่ือง การ  

   เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 
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 ตาราง 12 ผลประเมนิความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหา และค่าดชันีความสอดคลอ้ง (IOC) ของบท 

       ปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื การทดลองที ่1 เรือ่ง การเตรยีมอาหาร 

       เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

รายการประเมนิ 
ผลการประเมนิ 
ผูเ้ชีย่วชาญคนที ่ รวม IOC สรปุ 
1 2 3 

1. จดุประสงค ์
    1.1 จดุประสงคม์คีวามสอดคลอ้งกบัเนื้อหา 

 
+1 

 
+1 

 
+1 

 
3 

 
1 

 
ใชไ้ด ้

    1.2 จดุประสงคม์คีวามชดัเจน สามารถ 
ประเมนิผลไดจ้รงิ 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

2. เน้ือหา    
    2.1 เนื้อหามคีวามสอดคลอ้งกบัจดุประสงค์ 
    2.2 เนื้อหามคีวามถูกตอ้งและครอบคลุม 
    2.3 เนื้อหามคีวามต่อเนื่องเป็นล าดบัขัน้ตอน 

 
+1 
+1 
+1 

 
+1 
+1 
+1 

 
0 
+1 
+1 

 
2 
3 
3 

 
0.67 

1 
1 

 
ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้

    2.4 เนื้อหาเหมาะสมกบัระยะเวลาทีก่ าหนด +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
    2.5 เนื้อหาใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจงา่ย ไมก่ ากวม +1 +1 0 2 0.67 ใชไ้ด ้
3. วิธีการทดลอง 
     3.1 วธิกีารทดลองมคีวามสอดคลอ้งกบั
จดุประสงค ์
    3.2 วธิกีารทดลองมคีวามยาก-งา่ยเหมาะสม 

 
+1 
+1 

 
+1 
+1 

 
+1 
+1 

 
3 
3 

 
1 
1 

 
ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้

    3.3 วธิกีารทดลองเรยีงล าดบัเป็นขัน้ตอนได้
ถูกตอ้ง 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

    3.4 วธิกีารทดลองเหมาะสมกบัระยะเวลาที่
ก าหนด 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

    3.5 วธิกีารทดลองส่งเสรมิใหน้กัเรยีนคดิและ 
ปฏบิตัเิป็นวทิยาศาสตร ์

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

    3.6 วธิกีารทดลองใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจงา่ย  
ไมก่ ากวม 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

4. ค าถามท้ายบทปฏิบติัการ          
   4.1 ค าถามสอดคลอ้งกบัจดุประสงค ์ +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
   4.2 ค าถามสอดคลอ้งกบักจิกรรมการทดลอง +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
   4.3 ค าถามมจี านวนเหมาะสม +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
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ตาราง 12 (ต่อ) 

 

รายการประเมนิ 
ผลการประเมนิ 
ผูเ้ชีย่วชาญคนที ่ รวม IOC สรปุ 
1 2 3 

   4.4 ค าถามใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจงา่ย ไมก่ ากวม 
   4.5 ค าถามส่งเสรมิการคดิแกป้ญัหาและการ        
น าไปใช ้

+1 
+1 

+1 
+1 

+1 
+1 

3 
3 

1 
1 

ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้

        รวม 
        เฉลีย่  

    17.34 
0.96 

 
ใชไ้ด ้
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ตาราง 13 ผลประเมนิความเทีย่งตรงเชงิเนื้อหา และค่าดชันีความสอดคลอ้ง (IOC) ของบท  

       ปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื การทดลองที ่ 2 เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

       พทิเูนีย 
 

รายการประเมนิ 
ผลการประเมนิ 
ผูเ้ชีย่วชาญคนที ่ รวม IOC สรปุ 
1 2 3 

1. จดุประสงค ์
    1.1 จดุประสงคม์คีวามสอดคลอ้งกบัเนื้อหา 

 
+1 

 
+1 

 
+1 

 
3 

 
1 

 
ใชไ้ด ้

    1.2 จดุประสงคม์คีวามชดัเจน สามารถ 
ประเมนิผลไดจ้รงิ 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

2. เน้ือหา    
    2.1 เนื้อหามคีวามสอดคลอ้งกบัจดุประสงค์ 
    2.2 เนื้อหามคีวามถูกตอ้งและครอบคลุม 
    2.3 เนื้อหามคีวามต่อเนื่องเป็นล าดบัขัน้ตอน 

 
+1 
0 
+1 

 
+1 
+1 
+1 

 
0 
+1 
+1 

 
2 
2 
3 

 
0.67 
0.67 

1 

 
ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้

    2.4 เนื้อหาเหมาะสมกบัระยะเวลาทีก่ าหนด +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
    2.5 เนื้อหาใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจงา่ย ไมก่ ากวม +1 +1 0 2 0.67 ใชไ้ด ้
3. วิธีการทดลอง 
     3.1 วธิกีารทดลองมคีวามสอดคลอ้งกบั
จดุประสงค ์
    3.2 วธิกีารทดลองมคีวามยาก-งา่ยเหมาะสม 

 
+1 
+1 

 
+1 
+1 

 
+1 
+1 

 
3 
3 

 
1 
1 

 
ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้

    3.3 วธิกีารทดลองเรยีงล าดบัเป็นขัน้ตอนได้
ถูกตอ้ง 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

    3.4 วธิกีารทดลองเหมาะสมกบัระยะเวลาที่
ก าหนด 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

    3.5 วธิกีารทดลองส่งเสรมิใหน้กัเรยีนคดิและ 
ปฏบิตัเิป็นวทิยาศาสตร ์

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

    3.6 วธิกีารทดลองใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจงา่ย  
ไมก่ ากวม 

+1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้

4. ค าถามท้ายบทปฏิบติัการ          
   4.1 ค าถามสอดคลอ้งกบัจดุประสงค ์ +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
   4.2 ค าถามสอดคลอ้งกบักจิกรรมการทดลอง +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
   4.3 ค าถามมจี านวนเหมาะสม +1 +1 +1 3 1 ใชไ้ด ้
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ตาราง 13 (ต่อ) 

 

รายการประเมนิ 
ผลการประเมนิ 
ผูเ้ชีย่วชาญคนที ่ รวม IOC สรปุ 
1 2 3 

   4.4 ค าถามใชภ้าษาทีเ่ขา้ใจงา่ย ไมก่ ากวม 
   4.5 ค าถามส่งเสรมิการคดิแกป้ญัหาและการ        
น าไปใช ้

+1 
+1 

+1 
+1 

+1 
+1 

3 
3 

1 
1 

ใชไ้ด ้
ใชไ้ด ้

        รวม 
        เฉลีย่  

    17.01 
0.95 

 
ใชไ้ด ้
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ตาราง 14 ผลประเมนิคุณภาพของบทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

 

รายการประเมนิ 
ผลการประเมนิ 
ผูเ้ชีย่วชาญคนที ่ รวม  ̅ 
1 2 3 

1. จดุประสงค ์
    1.1 จดุประสงคข์องการทดลองมคีวามชดัเจนและ 
เป็นไป ได ้

 
5 

 
5 

 
5 

 
15 

 
5 

    1.2 จดุประสงคข์องการทดลองมคีวามเหมาะสมกบั 
ระดบัของผูเ้รยีน 
2. เน้ือหา 

5 5 5 15 5 

    2.1 เนื้อหามคีวามเป็นไปไดใ้นการน าไปปฏบิตัจิรงิ 5 5 5 15 5 
    2.2 เนื้อหามคีวามเหมาะสมกบัระดบัชัน้ของผูเ้รยีน 5 5 5 15 5 
    2.3 เนื้อหาครอบคลุมความรูท้ีผู่เ้รยีนควรไดร้บั 
    2.4 ความถูกตอ้งของภาษา 

5 
4 

4 
4 

4 
4 

13 
12 

4.33 
4 

3. วิธีการทดลอง 
     3.1 การออกแบบวธิกีารทดลองมคีวามเหมาะสมกบั 
ผูเ้รยีน 
    3.2 วธิกีารทดลองช่วยกระตุน้ความสนใจใหแ้ก่ผูเ้รยีน 

 
5 
 
5 

 
5 
 
5 

 
5 
 
4 

 
15 
 

14 

 
5 
 

4.67 
    3.3 วธิกีารทดลองมลี าดบัขัน้ตอนทีเ่หมาะสม 4 5 5 14 4.67 
    3.4 วธิกีารทดลองมคีวามเหมาะสมทีจ่ะน าไปสู่การ
บรรลุจดุประสงคข์องการทดลอง  

4 4 4 12 4 

    3.5 ระยะเวลาทีใ่ชใ้นการทดลองมคีวามเหมาะสม 4 3 5 12 4 
    3.6 วธิกีารทดลองส่งเสรมิใหผู้เ้รยีนเกดิการเรยีนรู้ 
ดว้ยตนเองดว้ยการลงมอืปฏบิตั ิ

4 5 5 14 4.67 

    3.7 วธิกีารทดลองท าใหผู้เ้รยีนเขา้ใจในหลกัการ 
และทฤษฎ ี 

4 5 4 13 4.33 

4. ค าถามท้ายบทปฏิบติัการ        
   4.1 ค าถามส่งเสรมิทกัษะกระบวนการวทิยาศาสตร ์ 4 4 4 12 4 
   4.2 ค าถามส่งเสรมิการน าไปใชใ้นชวีติประจ าวนัและ 
ประยกุตใ์ชใ้นการเรยีนในระดบัทีส่งูขึน้  

4 3 4 11 3.67 

        รวม 
        เฉลีย่ 

    67.34 
4.49 
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ตาราง 15  ผลการวเิคราะหค์่าความยาก-งา่ย (p) และค่าอ านาจจ าแนก (r) ของแบบทดสอบวดัผล    

       สมัฤทธิท์างการเรยีน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื 

 

ขอ้ที ่
ค่าความ 

ยาก-งา่ย(p) 
ค่าอ านาจจ าแนก 

(r) 
ขอ้ที ่

ค่าความ 
ยาก-งา่ย(p) 

ค่าอ านาจจ าแนก 
(r) 

1 0.70 0.20 11 0.73 0.40 
2 0.77 0.20 12 0.67 0.27 
3 0.80 0.27 13 0.70 0.33 
4 0.67 0.27 14 0.60 0.53 
5 0.70 0.20 15 0.83 0.20 
6 0.70 0.20 16 0.77 0.20 
7 0.60 0.40 17 0.70 0.20 
8 0.70 0.33 18 0.63 0.20 
9 0.67 0.67 19 0.77 0.33 
10 0.73 0.27 20 0.60 0.27 

 

หมายเหตุ  

 ขอ้สอบทีค่ดัเลอืกไว ้20 ขอ้ มคี่าความยาก-งา่ย อยูร่ะหว่าง 0.60- 0.83 ค่าอ านาจจ าแนก

ตัง้แต่ 0.20 ขึน้ไป และมคี่าความเชื่อมัน่ของแบบทดสอบทัง้ฉบบั (reliability) เท่ากบั 0.72 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 
  -  บทปฏิบติัการ เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช  

  - แผนการจดัการเรียนรู้ เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  - ตวัอย่างแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน เร่ือง การเพาะเล้ียง 

   เน้ือเย่ือพืช 

  - แบบประเมินความพึงพอใจของผูเ้รียนต่อการจดัการเรียนรู้ เร่ือง การ 

   เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 
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บทปฏิบติัการ 

เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช (Plant Tissue Culture) 

ส าหรบัผู้เรียนระดบัชัน้มธัยมศึกษาตอนปลาย 
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บทปฏิบติัการ เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช (Plant Tissue Culture) 

การเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพืช 
 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื เป็นเทคนิคหนึ่งในการขยายพนัธุพ์ชืแบบไม่อาศยัเพศ โดยการ

น าชิ้นส่วนต่าง ๆ ของพชื เช่น ยอด ล าต้น ตาขา้ง กลบีดอก อบัเรณู หรอืแมก้ระทัง่โพรโตพลาสต ์

(protoplast) มาเพาะเลี้ยงในอาหารสงัเคราะห์ที่มสีารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจรญิเติบโตของพืช

ภายใตส้ภาวะควบคุม ไดแ้ก่ อุณหภมู ิแสง ความชืน้ และต้องท าในสภาพปลอดเชือ้ ชิ้นส่วนทีน่ ามา

เพาะเลี้ยงจะมคีุณสมบตัเิป็น Totipotency หมายถึง ความสามารถของเซลล์พชืที่พร้อมจะพฒันา

กลบัไปเป็นตน้พชืทีส่มบรูณ์ และสามารถน าออกปลกูในสภาพธรรมชาตไิด ้ 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

ขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพืช ประกอบดว้ย 5 ขัน้ตอน ดงันี้ 

 1. การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่   

 2. การฟอกฆา่เชือ้ส่วนเน้ือเยือ่พชื  

 3. การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่  

 4. การน าขวดเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ไปเลีย้ง  

 5. การยา้ยเนื้อเยือ่ออกจากขวดออกปลกู   
 

 

รปูท่ี 1 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื 
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1. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืช 

 เป็นการน าธาตุอาหารหลกัทีพ่ชืต้องการในการเจรญิเตบิโต และธาตุอาหารรองมาผสมกบั

วุน้ วติามนิและน ้าตาล และอาจเตมิฮอรโ์มนหรอืสารควบคุมการเจรญิเตบิโตในอตัราส่วนทีเ่หมาะสม 

ใส่ลงในขวดอาหารเพาะเลีย้งแลว้น าไปฆา่เชือ้ 

 1.1 องคป์ระกอบของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ 

  โดยทัว่ไปอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่แบ่งเป็น 5 กลุ่ม ไดแ้ก่ 

  1) สารอนินทรีย ์ไดแ้ก่  

     - ธาตุอาหารหลกั (macronutrients) ทีพ่ชืต้องการในปรมิาณมาก ไดแ้ก่ คารบ์อน 

(C) ไฮโดรเจน (H) ออกซเิจน (O) ไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรสั (P) โปแตสเซยีม (K) แคลเซยีม (Ca) 

แมกนีเซยีม (Mg) และก ามะถนั (S) 

    - ธาตุอาหารรอง (micronutrients) ทีพ่ชืตอ้งการในปรมิาณน้อย ไดแ้ก่ เหลก็ (Fe) 

ทองแดง (Cu) สงักะส ี(Zn) แมงกานีส (Mn) โมลบิดนิมั (Mo) และโบรอน (B) 

  2) สารอินทรีย ์ไดแ้ก่  

   - สารทีใ่หพ้ลงังาน เช่น น ้าตาลซูโครส (น ้าตาลทราย) กลูโคส และฟรุกโตส มกัใชใ้น

ปรมิาณ 20-40 กรมัต่ออาหาร 1 ลติร 

       - วติามนิ ได้แก่ อนิโนซทิอล (inositol) วติามนิบ ี1 (vitamin B1) วติามนิบ ี2 

(vitamin B2) ไนอะซนี (niacin) ไพรดิอ็กซนิ (pyridoxine) วติามนิซ ี(vitamin C) ซึ่งในสภาพ

ธรรมชาต ิพชืส่วนใหญ่สงัเคราะหไ์ดเ้องบางส่วน แต่ยงัไม่มากพอทีจ่ะช่วยใหพ้ชืมกีารเจรญิเตบิโตที่

ดไีด ้จงึตอ้งเตมิวติามนิลงไปดว้ย 

        - กรดอะมโิน จ าเป็นส าหรบัการเจรญิเตบิโตและสรา้งอวยัวะต่าง ๆ ทีน่ิยมใชก้นั คอื 

ไกลซนี (glycine) 

                   - สารควบคุมการเจรญิเตบิโต กลุ่มทีน่ิยมใชใ้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คอื สารกลุ่ม

ออกซิน (auxin) มหีน้าทีก่ระตุ้นใหเ้กดิราก ไดแ้ก่ Indole-3-acetic acid (IAA), Indole-3-butyric 

acid (IBA), 1-Naphthaleneacetic acid (NAA), 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เป็นต้น 

และไซโทไคนิน (cytokinin) มหีน้าทีก่ระตุ้นให้เกดิยอดจ านวนมาก ตวัอย่างของสารในกลุ่มนี้ เช่น 

N6-Benzylaminopurine (BAP) หรอื Benzyladenine (BA), Kinetin (KN), Thidiazuron (TDZ), 

Zeatin (ZN) เป็นตน้ 

                 - สารอนิทรยีอ์ื่น ๆ จากธรรมชาต ิเช่น  น ้ามะพรา้วอ่อน(มไีซโตไคนิน) น ้ามะเขอืเทศ 

มนัฝรัง่ กลว้ยบด สารสกดัจากยสีต ์(yeast extract) เป็นตน้ 
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  3) สารประกอบท่ีท าให้อาหารแขง็ตวั ไดแ้ก่ วุน้ (Agar) เจลไรด ์(gelrite) ไฟต้าเจล 

(phytagel) ดฟิโคแบคโตอะกา้ (Difo-bacto agar) เป็นตน้ 

  4) สารประกอบอ่ืน ๆ ได้แก่ ผงถ่าน (activated charcoal) ช่วยดูดซบัสารพษิสี

น ้าตาลหรอืด า (phenolic compound) ซึง่เป็นสารประกอบกลุ่มฟีนอลทีข่บัออกมาจากชิน้ส่วนพชืลง

สู่อาหารเพาะเลี้ยงซึ่งถ้ามมีากจะเป็นพษิต่อพชื ท าให้พชืไม่เจรญิเตบิโต อะดนีีนซลัเฟต (adenine 

sulfate) ช่วยกระตุน้การเกดิยอดในพชืบางชนิด  

  5) น ้า ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาพปกตทิัว่ไปมกันิยมใชน้ ้ากรอง แต่ส าหรบัใน

งานวจิยัตอ้งใชน้ ้ากลัน่ 

 จากองค์ประกอบของสูตรอาหารข้างต้น ท าให้มีการคิดค้นสูตรอาหารขึ้นมามากมาย

เพื่อใหเ้ป็นไปตามวตัถุประสงค์ เช่น อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) สามารถใชไ้ด้

ในพชืเกอืบทุกชนิด อาหารสูตร VW (Vacin and Went, 1949) นิยมใชเ้พาะเลีย้งเนื้อเยื่อกลว้ยไม้ 

อาหารสตูร WPM (Woody Plant Medium; Lloyd and McCown, 1980) นิยมใชเ้พาะเลีย้งพชืทีเ่ป็น

ไมเ้นื้อแขง็ อาหารสตูร Miller (1963) ใชเ้พาะเลีย้งอบัละอองเกสรของขา้ว 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือสตูร MS  

 อาหารสตูร MS นิยมใชก้บัพชืโดยทัว่ไป ประกอบไปดว้ยสารเคมชีนิดต่าง ๆ โดยแบ่งเป็น 

4 stocks ดงัแสดงในตารางดา้นล่าง ดงันี้ 

รู้หรือไม่?  ในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งพชืมอีงคป์ระกอบหลายชนิด และใช้ในปรมิาณสาร

ค่อนขา้งน้อย การชัง่สารทุกครัง้ทีเ่ตรยีมจงึท าให้ใช้เวลานาน ไม่สะดวก และอาจท าใหเ้กดิความ

คลาดเคลื่อนได ้จงึจ าเป็นต้องเตรยีมเป็นสารละลายความเข้มข้นสูง (stock solution) เพื่อให้

สามารถใชไ้ดห้ลายครัง้และสะดวกกว่าการชัง่สาร อย่างไรกต็ามต้องควรค านึงว่าสารชนิดใดทีอ่ยู่

ในสต๊อกเดยีวกนั เมือ่รวมผสมเขา้ดว้ยกนัตอ้งไมเ่กดิการตกตะกอนหรอืไมผ่ลติสารพษิต่อพชื 
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ตาราง 1 ชนิดและปรมิาณสารละลายของอาหารสตูร MS (Murashige; & Skoog.  1962) 

 

สาร 
ปรมิาณสารในสตูร 

MS (1962) (มก./ล.) 
ธาตอุาหารหลกั 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl2·2H2O 
MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1650 
1900 
440 
370 
170 

ธาตอุาหารรอง 
CuSo4· 5H2O  
KI  
ZnSO4·7H2O  
MnSO4·4H2O  
H3BO4  
NaMoO4· 2H2O  
CoCl2· 6H2O 

 
0.025 
0.83 
17.50 
22.30 
6.20 
0.25 
0.025 

สารอินทรีย(์วิตามิน) 
Glycine  
Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCl 
Nicotinic acid 
Myo-inosotal 

 
2.0 
0.1 
0.5 
0.5 
100 

สารละลายเหลก็ 
FeSO4• 7H2O 
Na2EDTA• 2H2O 

 
27.8 
37.3 

  

 อนึ่งในการเตรยีมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จะต้องมกีารปรบัค่า pH ของอาหารให้อยู่

ระหว่าง 5.7-5.8  ถ้าหากอาหารมคีวามเป็นเบส (pH >7) จะใชก้รดไฮโดรคลอรกิ(HCl) ในการปรบั

ค่า pH แต่ถา้อาหารมคีวามเป็นกรด (pH <7) จะใชโ้ซเดยีมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
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1.3 การฆ่าเช้ืออาหารเพาะเล้ียง 
 เนื่ องจากอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออุดมไปด้วยสารอาหารที่เหมาะแก่การเจริญของ

จลุนิทรยี ์ประกอบกบัในขณะทีเ่ตรยีมอาหาร จลุนิทรยีจ์ากทัง้ในอากาศ ภาชนะทีใ่ช ้รวมถงึจุลนิทรยี์

ตามผวิหนังเราที่สมัผสักบัอุปกรณ์ต่าง ๆ ล้วนมผีลต่อการท าให้เกิดการปนเป้ือนของจุลนิทรยีใ์น

อาหารและท าใหอ้าหารเกดิการเน่าเสยีได ้ดงันัน้ก่อนน าอาหารเพาะเลีย้งไปใช ้จงึต้องท าการฆ่าเชือ้

เสยีก่อน โดยทัว่ไปจะใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) ในการก าจดัเชือ้จุลนิทรยีใ์นอาหารเลีย้ง

เพาะเลีย้งและภาชนะทีบ่รรจุ ทีอุ่ณหภูม ิ121 ºC ความดนัไอ 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15-30 

นาท ีไอน ้ารอ้นจะแทรกซมึเขา้สู่เซลลแ์ละสปอร์ของจุลนิทรยี ์ท าใหโ้ปรตนีภายในเซลลจ์ุลนิทรยีเ์สยี

สภาพ เมื่อครบก าหนดน าขวดอาหารออกจากหมอ้นึ่งทิง้ไวใ้หเ้ยน็ก่อนน าไปเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ และ

ควรเก็บไว้ประมาณ 1 สปัดาห์ก่อนน าไปใช้ เพื่อตรวจสอบว่าไม่มกีารปนเป้ือนของเชื้อจุลนิทรยี์  
 นอกจากการฆา่เชือ้อาหารเพาะเลีย้งเน้ือเยือ่พชืดว้ยวธิดีงักล่าวแลว้ ปจัจบุนัยงัมวีธิกีารฆ่า

เชือ้ดว้ยวธิอีื่น ๆ อกีคอื การฆ่าเชือ้ดว้ยวธิทีางเคม ี(chemical sterilization) โดยเตมิลงไปในอาหาร 

เช่น โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ (NaClO) ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) เป็นต้น ซึง่วธิกีารนี้มขีอ้ดคีอื 

ท าไดส้ะดวก ราคาไมแ่พง ประหยดัเวลา แต่กม็ขีอ้เสยีคอือาจจะมผีลต่อการเจรญิเตบิโตของชิน้ส่วน

พชืทีน่ ามาเพาะเลีย้งได ้และการฆ่าเชือ้ดว้ยวธิทีางกายภาพ (physical sterilization) ไดแ้ก่ การฆ่า

เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งไอน ้าและการฆ่าเชือ้ดว้ยเตาอบไมโครเวฟ มขีอ้ดคีอื เป็นอุปกรณ์ทีห่าไดง้่ายแต่ผล

การฆา่เชือ้อาจจะไมแ่น่นอนขึน้อยูก่บัเวลาทีใ่ชแ้ละจ านวนครัง้ของการฆ่าเชือ้  

กลไกการออกฤทธิข์องโซเดยีมไฮโปคลอไรต ์

Na(OCl) + H2O            Na + + HOCl +  OCl- + OH- 

 โซเดยีมไฮโปคลอไรตจ์ะละลายน ้าแลว้แตกตวัใหก้รดไฮโปคลอรสั และเขา้ท าปฏกิริยิากบั

โปรตนีภายในเซลลข์องเชือ้จลุนิทรยี ์

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3   หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) (ซา้ย) และคลอรอ็กซ ์(ขวา)
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2.การฟอกฆ่าเช้ือช้ินส่วนเน้ือเย่ือพืช 

 เป็นการท าใหช้ิน้ส่วนทีจ่ะน ามาเพาะเลีย้งปราศจากเชือ้จุลนิทรยีต่์าง ๆ แบ่งออกได ้2 วธิ ี

คอื วธิทีางกายภาพ (physical method) เช่น รงัส ีความรอ้น เป็นต้น และวธิทีางเคม ี(chemical 

method) เป็นการเป็นน าชิ้นส่วนของพชืที่จะน ามาเพาะเลี้ยงแช่ในสารเคม ีเช่น โซเดยีมไฮโปคลอ

ไรต์ (NaOCl) หรอืชื่อทางการคา้เรยีกว่า คลอรอ็กซ ์(clorox) เมอรค์วิรกิคลอไรต์ (HgCl2) เป็นต้น 

ซึง่ความเขม้ขน้ของสารเคมแีละระยะเวลาทีใ่ชข้ึน้กบัชนิดของพชืและชิน้ส่วนทีน่ ามาเพาะเลีย้ง เช่น 

เนื้อเยื่อพืชที่อ่อนนิ่มและบาง ต้องท าด้วยความระมดัระวงั โดยแช่เนื้อเยื่อพืชลงในสารละลาย

โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ (NaOCl) ความเขม้ขน้ 0.5% หรอืคลอรอ็กซ์ 10% เป็นเวลา 10-15 นาท ี 

ส่วนพชืที่ผวินอกแขง็จะใชค้วามเขม้ขน้และระยะเวลาทีน่านกว่าในขัน้ตอนการฟอกฆ่าเชือ้ควรเติม

น ้ายาจบัใบ (surfactant) เช่น Tween20 ลงไปด้วย เพื่อช่วยลดแรงตึงผิวของเนื้อเยื่อ ท าให้

สารละลายฟอกฆา่เชือ้สามารถเขา้ไปสมัผสักบัเนื้อเยือ่ไดอ้ย่างทัว่ถงึ 
3.การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ 

 หลงัจากท าการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพชืเรยีบรอ้ยแล้ว ขัน้ตอนต่อมาคอืการน าเอาชิ้นส่วน

ของพชืที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้ววางลงบนอาหารเลี้ยงที่ปลอดเชื้อ โดยท าในตู้ยา้ยเนื้อเยื่อ ก่อนใช้งานตู้

ถ่ายเนื้อเยือ่จะท าความสะอาดตูถ่้ายเนื้อเยือ่โดยฉีดพ่นแอลกอฮอล ์70% และเปิด UV ร่วมดว้ย และ

เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการยา้ยชิน้ส่วนพชืลงขวด ไดแ้ก่ ปากคบีและมดีผ่าตดัต้องท าการฆ่าเชือ้โดยการจุ่ม

แอลกอฮอล ์95% และน าไปลนไฟ รอใหเ้ยน็จงึน าไปใชไ้ด ้
4. การน าขวดเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือไปเล้ียง  

 เป็นการน าเอาขวดอาหารเลี้ยงที่มชีิ้นส่วนของเนื้อเยื่อพชืไปเลี้ยงในห้องที่มกีารควบคุม

สภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสม ได้แก่ อณุหภมิู โดยทัว่ไปอยู่ในช่วง 22-28 ºC แสง มกัให้แสงแสงสี

ขาวจากหลอดฟลอูอเรสเซนต ์ซึง่มคีวามเขม้ของแสงประมาณ 1,000-4,000 ลกัซ ์เวลา 8-16 ชัว่โมง

ต่อวนั ความช้ืน ประมาณ 60% 
5. การย้ายเน้ือเย่ือออกจากขวดออกปลูก   

 เมื่อชิ้นส่วนพชืที่เพาะเลี้ยงมยีอดและรากขึ้นเป็นต้นอ่อนที่สมบูรณ์  จงึน าออกจากขวด

น าไปลา้งเอาวุน้ออกใหห้มดดว้ยน ้ากลัน่หรอืน ้าประปา โดยช่วงแรกปลูกในถาดเพาะช าและเกบ็ไว้

ในที่ร่ม อย่าให้ถูกแสงโดยตรงเพราะจะท าให้ต้นสูญเสยีน ้าไปและท าให้ต้นเหี่ยว เมื่อต้นพชืตัง้ตวั

แขง็แรงดแีลว้ท าการยา้ยลงปลกูในดนิต่อไป 
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ประโยชน์ของการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

   1. การขยายพนัธุพื์ช (micropropagation)  

  สามารถผลติพนัธุพ์ชืทีม่ลีกัษณะเหมอืนพ่อแม่ไดป้รมิาณมากและรวดเรว็ นิยมใชข้าย

พนัธุ์พชืที่มคี่าทางเศรษฐกจิ พชืที่มปีญัหาด้านการเพาะปลูกเน่ืองจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม 

และพชืสมนุไพรทีห่ายาก เช่น กลว้ยไม ้ปาลม์น ้ามนั กลว้ย กลว้ยไม ้ไมด้อกไมป้ระดบัต่าง ๆ  

 2. ผลิตพืชท่ีปราศจากโรค (disease-free plant) 

  ท าได้โดยการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชืส่วนที่เป็นเนื้อเยื่อที่เจรญิทีอ่ยู่ทีบ่รเิวณปลายยอด

ของล าตน้ (apical meristem) เนื่องจากเนื้อเยือ่ดงักล่าวไมม่ที่อน ้าท่ออาหารในการตดิต่อกบัส่วน 

อื่น ๆ ของตน้พชื จงึปราศจากเชือ้ไวรสัมากทีสุ่ด ท าใหไ้ดต้น้พนัธุใ์หมท่ีป่ราศจากโรค 

 3. เกบ็รกัษาเช้ือพนัธกุรรมของพืช (germplasm)  

  ใชเ้กบ็รกัษาพนัธุพ์ชืทีห่ายากและมแีนวโน้มว่าจะสูญพนัธุไ์ปเนื่องจากสภาพแวดลอ้ม

เปลี่ยนแปลง โดยการเก็บรกัษาไว้ในหลอดทดลองจะท าให้พชืมอีตัราการเจรญิเตบิโตที่ช้าลงและ

สามารถเกบ็ไวไ้ดเ้ป็นระยะเวลานาน เมือ่ใดทีต่้องการใชพ้ชืชนิดนัน้ ๆ จงึค่อยท าการถ่ายเนื้อเยื่อลง

สู่อาหารสงัเคราะห ์เพื่อชกัน าใหเ้กดิตน้กจ็ะไดพ้ชืพนัธุน์ัน้กลบัคนืมา  

 4. ผลิตสารทุติยภมิู (secondary metabolites)  

  สารทุตยิภูมหิลายชนิดสามารถผลติไดโ้ดยการสงัเคราะห ์แต่ยงัคงผลติไดใ้นปรมิาณ

น้อย เช่น ควนิิน (quinine) ทีใ่ชเ้ป็นยา วานิลา (vanilla )เป็นสารใหก้ลิน่ และไพรทีรนิ (pyrethrins) 

ส าหรับปราบแมลงศัตรูพืช เป็นต้น ดังนัน้การใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเข้ามาช่วยจึง

จ าเป็นต้องมกีารปรบัสภาพแวดล้อมและอาหารที่เหมาะสม เพื่อชกัน าให้เกดิการสงัเคราะห์สารที่

ตอ้งการไดม้ากขึน้  

 5. ปรบัปรงุพนัธุ์พืช (plant breeding)  

  ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืสามารถคดัเลอืกสายพนัธุ์ที่ทนทาน (tolerance plant) 

โดยการคดัสายพนัธุท์นทานจากการจดัเงือ่นไขของอาหารและสภาวะแวดลอ้ม เช่น การคดัสายพนัธุ์

พชืทนเคม็ สายพนัธุท์นต่อดนิเปรีย้ว ทนต่อความแหง้แลง้ หรอืเพิม่ความต้านทาน (resistant plant) 

โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มเีงื่อนไขต่าง ๆ เช่น การสร้างพนัธุ์ต้านทานต่อสารพิษของโรค 

ตา้นทานต่อแมลง ตา้นทานต่อยาก าจดัวชัพชื ฯลฯ  
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6. การศึกษาทางชีวเคมี สรีรวิทยาและพนัธศุาสตร ์(Biochemical and Physiology study)  

  ต้นพชืที่เลี้ยงในหลอดทดลองสามารถตดิตามผลการพฒันา การเปลี่ยนแปลงได้ง่าย

และใกล้ชดิ เนื่องจากการควบคุมตวัแปรต่าง ๆ ท าไดด้กีว่าในสภาพปลูกปกติ เช่น การศกึษาการ

ตอบสนองของเนื้อเยื่อพชืในอาหารทีม่เีง ื่อนไขต่าง ๆ เพื่อการคดัสายพนัธุ์พชืทนเคม็ สายพนัธุท์น

ต่อดนิเปรีย้ว ทนต่อความแหง้แลง้ หรอืเพิม่ความตา้นทานต่อโรคและแมลง  
 

 



104 
 

การทดลองท่ี 1  

การเตรียมอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

 

1. หลกัการและเหตผุล 
 อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่เป็นปจัจยัหนึ่งทีจ่ะท าใหก้ารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อประสบความส าเรจ็ 

เนื่องจากชิ้นส่วนพืชที่น ามาเพาะเลี้ยงนัน้ต้องการสารอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตที่

แตกต่างกนั อาหารเพาะเลี้ยงที่เป็นที่นิยมคอื อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog,1962) 

เพราะสามารถใช้กบัพชืได้เกอืบทุกชนิด โดยองค์ประกอบของอาหารสูตร MS ประกอบด้วยธาตุ

อาหารหลกั (macronutrients) ทีพ่ชืต้องการในปรมิาณมาก ธาตุอาหารรอง (micronutrients) ที่พชื

ต้องการในปรมิาณน้อย รวมทัง้วติามนิ แหล่งคารบ์อน และอาจมกีารเตมิฮอร์โมนหรอืสารควบคุม

การเจรญิเติบโตและสารอินทรยี์อื่น ๆ เช่น น ้ามะพร้าว น ้ามะเขอืเทศ กล้วยบดลงในอาหารด้วย 

ปจัจยัที่ส าคญัอกีประการหน่ึงคอือาหารเพาะเลี้ยงที่น ามาใช้ต้องปราศจากเชื้อจุลนิทรยี ์เพราะถ้า

หากอาหารทีใ่ชเ้พาะเลีย้งเกดิการปนเป้ือนของจลุนิทรยีจ์ะท าให้ชิน้ส่วนของพชืทีน่ ามาเพาะเลีย้งนัน้

ไม่สามารถพฒันาและเจรญิเตบิโตไดแ้ละตายในทีสุ่ด วธิกีารซึง่ใชใ้นการฆ่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้ง

คอืใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้าทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15-30 นาท ีแต่ในบทปฏบิตักิารนี้จะวธิกีารฆ่าเชือ้อย่างง่ายแทนการใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า

โดยใชส้ารเคมคีลอรอ็กซห์รอืน ้ายาซกัผา้ขาวไฮเตอรซ์ึง่มสี่วนผสมของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ 5.25% 

ในการฆา่เชือ้ 

 

2. วตัถปุระสงค ์เพื่อใหน้กัเรยีนสามารถ 

 2.1 บอกองคป์ระกอบของอาหารสตูร MS ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง  

 2.2 อธบิายขัน้ตอนการเตรยีมอาหารสตูร MS ไดถู้กตอ้ง 

 

3. เวลาท่ีใช้  3 คาบ (คาบละ 50 นาท)ี 
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4. วสัดอุปุกรณ์ 
 4.1 สารละลายเขม้ขน้ (stock solution) สตูร MS จ านวน 4  stocks 

 4.2 กระบอกตวง (cylinder) ปรมิาตร 10, 100 และ 500 มลิลลิติร 

 4.3 บกีเกอร ์(beaker) ปรมิาตร 50, 100 มลิลลิติร 

 4.4 เหยอืกพลาสตกิ (plastic beakers with handle) 1,000 มลิลลิติร 

 4.5 ชอ้นตกัสาร (spatula) และถว้ยส าหรบัชัง่สาร (weighing boat) 

 4.6 แท่งแกว้คนสาร (stirring rod) 

 4.7 หลอดหยด (dropper) 

 4.8 กระบวย (dipper) 

 4.9 เครือ่งชัง่ 2 ต าแหน่ง (balance) 

 4.10 กระดาษวดั pH (pH paper)  

 4.11 น ้ากลัน่ (distilled water) หรอืน ้า RO (reverse osmosis water) 

 4.12 ขวดเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ (tissue culture bottle) ขนาด 4 ออนซ ์พรอ้มฝาปิด (tissue 

culture cap) 

 4.13 คลอรอ็กซ ์(Clorox) หรอื น ้ายาซกัผา้ขาวไฮเตอร ์(Hyter liquid bleach) 1 ขวด  

 4.14 ชุดปรบัค่า pH ไดแ้ก่ NaOH ความเขม้ขน้ 1 N และ HCl ความเขม้ขน้ 1 N 

 4.15 ไมโครเวฟ (microwave) หรอื เครือ่งใหค้วามรอ้น (hot plate) 

 

5. วิธีการทดลอง 
 5.1 สารละลายเข้มข้น (stock solution) และปริมาณท่ีตวงมาเตรียมอาหาร 

  การค านวณปริมาตรของสารละลายเข้มข้นท่ีน ามาใช้ 

  C1 =   ความเขม้ขน้ของ stock   C2   =   ความเขม้ขน้ของอาหาร 

  V1 =   ปรมิาตรของ stock  V2   =  ปรมิาตรของอาหาร 

ตวัอยา่ง  สารละลายเขม้ขน้ของธาตุอาหารรอง เขม้ขน้ 100 เท่า (100x) ถา้ตอ้งการเตรยีมอาหาร

สตูร MS ปรมิาตร 1 ลติร ตอ้งตวงสารละลายเขม้ขน้มากีม่ลิลลิติร 

    C1V1  = C2V2 

    (100x) x V1 = (1x) x 1,000 ml 

        V1  = [(1x) x 1,000ml]/ (100x) 

       = 10 ml 
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ตารางท่ี 2  ชนิดของสารละลายเข้มข้น (stock solution) และปริมาณท่ีตวงมาเตรียมอาหาร 

 

สาร 
ปริมาณสารในสตูร 
MS (1962) (มก./ล.) 

สารละลายเข้มข้น 
(ก./ล.) 

ปริมาตรท่ีใช้ 
(มล./ล.) 

1. ธาตอุาหารหลกั 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl2·2H2O 
MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1650 
1900 
440 
370 
170 

10x 
16.5 
19.0 
4.4 
3.7 
1.7 

100 

2. ธาตอุาหารรอง 
CuSo4· 5H2O  
KI  
ZnSO4·7H2O  
MnSO4·4H2O  
H3BO4  
NaMoO4· 2H2O  
CoCl2· 6H2O 

 
0.025 
0.83 
17.50 
22.30 
6.20 
0.25 
0.025 

100x 
0.0025 
0.083 
1.750 
2.230 
0.620 
0.025 
0.0025 

10 

3. สารละลายเหลก็ 
FeSO4• 7H2O 
Na2EDTA• 2H2O 

 
27.85 
37.25 

100x 
2.785 
3.725 

10 

4.วิตามิน 
Glycine  
Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCl 
Nicotinic acid 
Myo-inosotal 

 
2.0 
0.1 
0.5 
0.5 
100 

100x 
0.20 
0.01 
0.05 
0.05 
10.0 

10 
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5.2 ขัน้ตอนการเตรียมอาหาร (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร/ 1 กลุ่มทดลอง) 

 1. ใส่น ้ากลัน่หรอืน ้า RO ปรมิาตร 300 มล. ในเหยอืกพลาสตกิขนาด 1000 มล.  

 2. ตวงสารละลายเขม้ขน้อาหารหลกั (stock 1) สารอาหารรอง (stock 2) สารละลายเหลก็

(stock 3) และวติามนิ (stock 4) จากขวดสารละลายเขม้ขน้มา 50, 5, 5 และ 5 มล. ตามล าดบั และ

ค่อย ๆ เทลงไปในเหยอืกทีเ่ตมิน ้าไวแ้ละใชแ้ท่งแกว้คนเพื่อใหส้ารละลายเขา้กนัเป็นเนื้อเดยีว  

 3. ชัง่และเตมิน ้าตาลทรายลงไป 15 กรมั คนใหน้ ้าตาลละลายหมด 

 4. เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตรประมาณ 480-490 มล. 

 5. ปรบัค่า pH ดว้ยกระดาษวดั pH ใหไ้ด ้5.7-5.8  

 6. เตมิน ้ากลัน่และปรบัปรมิาตรในกระบอกตวงใหค้รบ 500 มล. 

 7. ชัง่และเตมิวุน้ 5 กรมั และน าไปตม้ใหวุ้น้ละลาย (ถา้ท าอาหารเหลวไมต่อ้งเตมิวุน้) 

 8. ใชก้ระบวยตกัอาหารบรรจลุงขวดเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ปรมิาตร 20 มล./ขวด  

 9. ฆ่าเชือ้อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อดว้ยการหยดคลอรอ็กซหืรอืน ้ายาซกัผา้ขาวไฮเตอรล์ง

ไปขวดละ 1 หยด ในขณะทีอ่าหารยงัอุ่น และท าการปิดฝาขวดอาหารอยา่งรวดเรว็  

 10. เกบ็ขวดอาหารไวบ้นชัน้วางทีอุ่ณหภูมหิอ้ง และตรวจสอบการปนเป้ือนประมาณ 2-7 

วนั จงึน าไปใชใ้นการเพาะเลีย้งต่อไป  
 

ค าถามท้ายบทปฏิบติัการ 
1. จงวาดภาพหรอืแผนผงัล าดบัการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืสตูร MS  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………… 
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2. สารละลายเขม้ขน้ซึง่เป็นองคป์ระกอบของอาหารสตูร MS มอีะไรบา้ง และมคีวามส าคญัอยา่งไร  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………… 

3. เพราะเหตุใดการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งจงึจ าเป็นต้องฆา่เชือ้ก่อนน าไปใช ้ 

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………… 

4. MS stock solution ของธาตุอาหารหลกัเขม้ขน้ 10 เท่า (10x) หากตอ้งการเตรยีมอาหารสตูร 

MS ปรมิาตร 3 ลติร ตอ้งตวง MS stock solution ของธาตุอาหารหลกัมากีม่ลิลลิติร  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………
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การทดลองท่ี 2 

เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพิทูเนีย 

 

1. หลกัการและเหตผุล  
 จุดประสงค์ของการน าชิ้นส่วนใด ๆ ของพชืมาเพาะเลี้ยงในอาหารสงัเคราะห์ก็เพื่อให้ได้

แคลลสั ยอด ราก หรอืใหไ้ดเ้ป็นต้นพชืใหม่จ านวนมากในระยะเวลาอนัสัน้ นอกจากนี้การเพาะเลีย้ง

ในอาหารสงัเคราะห์ยงัสามารถท าได้ตลอดทัง้ปีโดยไม่ขึน้กบัฤดูกาลหรอืสภาพแวดล้อมเหมอืนใน 

สภาพธรรมชาติ เพราะสามารถควบคุมสภาพแวดล้อมในการเพาะเลี้ยงให้เหมาะสมได้ อย่างไร      

กต็ามในกระบวนการของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยงัคงต้องใช้เทคนิคปลอดเชือ้  โดยอุปกรณ์ทีใ่ชแ้ละ

อาหารเพาะเลีย้งตอ้งมกีารฆา่เชือ้ก่อนน ามาใชง้าน รวมถงึสภาพแวดลอ้มในการปฏบิตังิานกต็้องท า

ใหอ้ยูใ่นสภาพปลอดเชือ้ดว้ยเช่นกนั เพื่อใหต้น้พชืทีไ่ดป้ราศจากการปนเป้ือนของจุลนิทรยีซ์ึง่จะเป็น

อุปสรรคต่อการเจรญิและพฒันาของชิน้ส่วนต้นพชืทีน่ ามาเพาะเลีย้ง ในบทปฏบิตักิารนี้เลอืกใชต้้น 

พทิูเนียส าหรบัการทดลอง เนื่องจากพทิูเนียเป็นพชืที่นิยมน ามาใช้ในงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพราะ

สามารถใชไ้ดเ้กอืบทุกส่วนไมว่่าจะเป็น ยอด ล าต้น อกี ทัง้ยงัเจรญิเตบิโตไดง้่ายซึง่จะท าใหน้ักเรยีน

ไดส้งัเกตการพฒันาของชิน้ส่วนทีน่ ามาเพาะเลีย้งไดเ้ป็น อย่างด ีนอกจากนี้ในบทปฏบิตักิารนี้ยงัใช้

ตู้ปลาซึ่งดดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่ออย่างง่ายเพื่อลดความเสี่ยงจากการปนเป้ือนของจุลนิทรยีจ์าก

สภาพแวดลอ้มอกีดว้ย  

 

2. วตัถปุระสงค ์นกัเรยีนสามารถ 

 2.1 ท าการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนพชืดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

 2.2 อธบิายขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

 

3. เวลาท่ีใช้  3 คาบ (คาบละ 50 นาท)ี 

 

4. วสัดอุปุกรณ์ 
  4.1 อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่สตูร MS (MS culture medium) 

 4.2 พชืตวัอยา่ง : พทิเูนีย  

 4.3 ตูถ่้ายเนื้อเยือ่อยา่งงา่ย (simple laminar flow cabinet) 
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 4.4 ปากคบี (forceps) 

 4.5 ดา้มมดี (scalpel handle) และใบมดี (scalpel blade) 

 4.6 จานเพาะเลีย้งเชือ้ (petri dishes) 

 4.7 บกีเกอร ์(beaker) 

 4.8 เอทลิแอลกอฮอล ์95% (95% ethyl alcohol) 

 4.9 สารจบัใบ (tween 20) 

 4.10 ตะเกยีงแอลกอฮอล ์(alcohol burner) 

 4.11 ตะแกรงวางเครือ่งมอื (rack) 

 4.12 กระบอกฉีดเอทลิแอลกอฮอล ์70% (70% ethyl alcohol sprayer) 

 4.13 คลอรอ็กซ ์(Clorox) หรอื น ้ายาซกัผา้ขาวไฮเตอร ์(Hyter liquid bleach) 1 ขวด 

 4.14 น ้ากลัน่หรอืน ้า RO ทีน่ึ่งฆ่าเชือ้แลว้ (sterile distilled water or reverse osmosis 

water) ส าหรบัลา้งชิน้ส่วนพชื 

 

5. วิธีการทดลอง 
 5.1 การเตรียมอปุกรณ์ในการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ 

  1. เตรยีมสารละลายคลอรอ็กซห์รอืไฮเตอรค์วามเขม้ขน้ 15% จากนัน้น าปากคบี ดา้ม

มดีผ่าตดัและจานเพาะเลีย้ง แช่ในสารละลายเป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้น าอุปกรณ์ทัง้หมดไปผึง่ให้

แหง้ในทีไ่มม่ลีมพดั 

  2. เตรยีมตู้ปลาซึ่งดดัแปลงเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อ โดยท าการฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล์ 

70% ใหท้ัว่ตู ้และใชผ้า้สะอาดเชด็ 

 5.2 การเตรียมช้ินส่วนพืชส าหรบัน าไปเพาะเลี้ยง 

  1. น าชิน้ส่วนพชืทีต่อ้งการ เช่น ล าต้น ใบ เป็นต้น มาลา้งดว้ยน ้ายาลา้งจาน ตามดว้ย

น ้าสะอาด  

  2. ตกแต่งชิน้ส่วนพชื ตดัส่วนทีไ่มต่อ้งการออก 

  3. น าชิน้ส่วนพชืมาฟอกในสารละลายไฮเตอร ์ โดยฟอกครัง้แรกทีค่วามเขม้ขน้ 10% 

เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้ฟอกอกีครัง้ที่ความเขม้ขน้ 5% เป็นเวลา 5 นาท ีโดยหยด tween 20 ลงไป    

2-3 หยด ในการฟอกทุกครัง้ 
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  4. น าภาชนะเขา้ตู้ถ่ายเนื้อเยื่อ ใชป้ากคบีจุ่มเอทลิแอลกอฮอล ์95% ลนไฟ รอใหเ้ยน็ 

แลว้คบีชิน้ส่วนพชืทีฟ่อกในไฮเตอรล์า้งในน ้ากลัน่ 3 ครัง้ ๆ ละ 5 นาท ี จากนัน้น าไปเพาะเลีย้งใน

อาหารเพาะเลีย้ง 

          **หมายเหตุ  ในกรณีทีพ่ชืตวัอย่างเพาะเลีย้งในขวดอยู่แล้ว สามารถตดัชิน้ส่วนพชืน าไป

เพาะเลีย้งในอาหารใหม ่(subculture) ไดเ้ลยโดยไมต่อ้งท าการฟอกฆา่เชือ้ใหม่ 

 5.3 การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 

  1. จุม่ปากคบีและมดีผ่าตดัในเอทลิแอลกอฮอล ์95% ลนไฟ รอใหเ้ยน็  

  2. ตดัชิน้ส่วนพชืตามขนาดทีต่อ้งการบนจานเพาะเลีย้ง 

  3. เปิดฝาขวดอาหาร ลนปากขวด ใชป้ากคบีคบีชิน้ส่วนพชืทีเ่ตรยีมไวไ้ปวางเลีย้งใน

อาหารขวดละ 1 ชิน้ 

  4. ลนปากขวดอาหารอกีครัง้ ปิดฝาขวดให้แน่น อาจพนัปิดทบัด้วยพาราฟิล์มก่อน

น าไปวางเลีย้งในอุณหภมูหิอ้งและใหข้วดอาหารไดร้บัแสงอยา่งทัว่ถงึ 
 

แบบบนัทึกผลการทดลอง 

ขวด
อาหาร 

จ านวนใบ จ านวนราก 
หมายเหตุ 

สปัดาหท์ี ่1 สปัดาหท์ี ่2 สปัดาหท์ี ่1 สปัดาหท์ี ่2 
1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      
8      
9      
10      
รวม      
เฉล่ีย      
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ค าถามท้ายบทปฏิบติัการ 

1. จงวาดภาพหรอืแผนผงัล าดบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื พรอ้มอธบิายขัน้ตอนโดยละเอยีด  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………… 

2. ท าไมในการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่จงึตอ้งใชเ้ทคนิคปลอดเชือ้  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………… 

3. จงยกตวัอยา่งขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ทีต่อ้งใชเ้ทคนิคปลอดเชือ้มา 1  ขัน้ตอน และอธบิาย

ว่ามวีธิกีารท าใหป้ลอดเชือ้อยา่งไร  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

4. ใหน้กัเรยีนยกตวัอยา่งพชืทีส่นใจ 1  ชนิด มาท าการเพาะเลีย้งพรอ้มอธบิายเหตุผลของการเลอืก

พชืชนิดนัน้ๆ  

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………
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แผนการจดัการเรียนรู้ 

บทปฏิบติัการ เรื่อง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช (Plant Tissue Culture) 

 

จดุประสงคก์ารเรียนรู้ หลงัจากเรยีนดว้ยบทปฏบิตักิารผูเ้รยีนสามารถ  

 1. อธบิายความหมาย ขัน้ตอนและประโยชน์ของการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืได ้ 

 2. เขยีนสรปุขัน้ตอนการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืและขัน้ตอนการเพาะเลีย้ง

เนื้อเยือ่ได ้ 

 3. ใชเ้ครือ่งมอืในการชัง่ ตวง วดัในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่และเครือ่งมอืใน

การปฏบิตังิานเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืไดอ้ยา่งถูกตอ้ง  

 4. แสดงความเหน็หรอืมสี่วนรว่มในกจิกรรมได ้ 

 

ขัน้ตอนการจดัการเรียนรู้ 
 1. ขัน้สร้างความสนใจ 

  ผู้สอนอธิบายภาพรวมของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

หมายถงึ เทคนิคการขยายพนัธุพ์ชืแบบไม่อาศยัเพศ โดยการน าเอาชิน้ส่วนต่าง ๆ ของพชื เช่น ใบ 

ล าตน้ ยอด ตาขา้ง กลบีดอก อบัเรณู หรอืแมก้ระทัง่โพรโตพลาสต ์(protoplast) มาเพาะเลีย้งในขวด

ที่มอีาหารสงัเคราะห์ซึ่งมสีารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจรญิเติบโตของพืช และน าไปเลี้ยงภายใต้

สภาวะควบคุม ไดแ้ก่ อุณหภมู ิแสง ความชืน้ ต่อมาเมือ่ชิน้ส่วนพชืทีน่ ามาเพาะเลีย้งซึง่มกีารพฒันา

เป็นยอดและรากและเจรญิเตบิโตเป็นต้นพชืใหม่ทีส่มบูรณ์ ก็สามารถน าออกปลูกในสภาพธรรมชาติ

ได้ ซึ่งการที่ชิ้นส่วนพืชสามารถพัฒนาไปเป็นยอดหรือรากได้นัน้เกิดจากคุณสมบัติที่เรียกว่า 

Totipotency หมายถงึ ความสามารถของเซลลพ์ชืทีพ่รอ้มจะพฒันากลบัไปเป็นต้นพชืทีส่มบูรณ์ใหม่

นัน่เอง  

  ขอ้ดขีองการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืมดีว้ยกนัหลายประการ คอื 

  1. ท าใหส้ามารถขยายพนัธุพ์ชืไดจ้ านวนมากในระยะเวลาอนัสัน้   

  2. ตน้พชืทีไ่ดม้ลีกัษณะเหมอืนตน้พนัธุท์ุกประการ   

  3. ตน้พชืใหมท่ีไ่ดป้ลอดโรค   

  4. ลดพืน้ทีใ่นการเพาะปลกู  

  5. สามารถท าไดต้ลอดปีเนื่องจากไมต่อ้งพึง่สภาพแวดลอ้มตามธรรมชาต ิ 
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  อย่างไรก็ตาม ในการปฏิบตัิงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีข้อจ ากัดคือ อุปกรณ์และ

สารเคมทีีใ่ชม้รีาคาแพง  

  ส าหรบัขัน้ตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืชประกอบด้วย 5 ขัน้ตอน ได้แก่ (1) การ

เตรยีมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (2) การฟอกฆ่าเชื้อส่วนเนื้อเยื่อพชื (3) การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ      

(4) การน าขวดเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อไปเลีย้ง (5) และการยา้ยเนื้อเยื่อออกจากขวดออกปลูก ซึง่ขัน้ตอน

ทัง้หมดนี้จ าเป็นต้องใช้เทคนิคปลอดเชื้อซึ่งเป็นหวัใจส าคญัของการปฏบิตังิานด้านการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยือ่พชื เพราะถา้หากเกดิการปนเป้ือนของจลุนิทรยีไ์มว่่าจะเกดิจากชิน้ส่วนพชืทีน่ ามาเพาะเลีย้ง 

อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการปฏบิตังิาน สถานทีใ่นการปฏบิตังิาน หรอืแมก้ระทัง่เกดิจากตวัผู้ปฏบิตังิานเอง 

ย่อมท าให้ชิ้นส่วนที่น ามาเพาะเลี้ยงนัน้ไม่สามารถพฒันาและเจรญิเติบโตเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได ้

และตายในทีสุ่ด    

  ในการปฏบิตังิานเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่สามารถแบ่งเทคนิคปลอดเชือ้ไดเ้ป็น 5 ส่วน ดงันี้ 

  1. ชิ้นส่วนพืชที่น ามาเพาะเลี้ยง โดยทัว่ไปนิยมฟอกฆ่าเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ซึ่งมี

ส่วนผสมของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ 5.25% เนื่องจากสามารถหาได้ง่ายและมปีระสทิธภิาพในการ

ก าจดัเชือ้จลุนิทรยีไ์ดเ้ป็นอย่างด ีโดยใชท้ีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 5-20% แลว้แต่ลกัษณะของชิน้ส่วนพชื

ทีจ่ะน ามาเพาะเลีย้ง โดยหากเป็นชิ้นส่วนทีม่คีวามอ่อนนุ่มควรใช้ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต ่า ๆ และถ้า

หากชิ้นส่วนที่ใช้มเีปลือกแขง็ก็สามารถใช้ที่ระดบัความเข้มข้นสูง ๆ ได้ ทัง้นี้ในการฟอกฆ่าเชื้อ

ชิน้ส่วนพชืทุกครัง้จะต้องมกีารเตมิ tween 20 ซึ่งเป็นสารลดแรงตงึผวิลงไป 2-3 หยด เพื่อให้

สารเคมทีีใ่ชใ้นการฟอกฆา่เชือ้สมัผสักบัชิน้ส่วนพชืไดด้ยีิง่ขึน้ 

  2. อุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการเพาะเลีย้ง ไดแ้ก่ ปากคบี ดา้มมดีผ่าตดั จานเพาะเลีย้ง โดยปกติ

สามารถฆา่เชือ้ไดโ้ดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน ้า ซึง่จะก าจดัเชือ้ดว้ยไอน ้ารอ้นแรงดนัสูง ซึง่ไอน ้ารอ้น

จะแทรกซมึเขา้สู่เซลล์และสปอรข์องจุลนิทรีย ์ท าใหโ้ปรตนีของเซลล์จุลนิทรยีเ์สยีสภาพ โดยทัว่ไป

จะใชท้ีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15-30 นาท ี 

  3. อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ปกตจิะใช้วธิกีารฆ่าเชื้อเช่นเดยีวกบัการฆ่าเชื้อใน

อุปกรณ์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ แต่ปจัจุบนัได้มีการคิดค้นวิธีการในการฆ่าเชื้อในอาหาร

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแทนการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้ าเพื่อลดต้นทุน โดยการใช้สารเคมี เช่น 

โซเดียมไฮโปคลอไรต์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นต้น ซึ่งพบว่ามีประสิทธิภาพในการฆ่า

เชือ้จลุนิทรยีไ์ดเ้ป็นอยา่งด ี

  3. สถานทีท่ีใ่ชใ้นการปฏบิตังิาน ปกตจิะใชตู้้ถ่ายเนื้อเยื่อในการปฏบิตังิาน ซึง่จะมกีาร

ฆา่เชือ้ภายในตูด้ว้ยรงัส ีUV เป็นเวลา 30 นาท ีรว่มกบัการฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล ์70% แต่ 
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เนื่องจากตูถ่้ายเนื้อเยื่อมรีาคาแพง การดดัแปลงตู้ปลาเป็นตู้ถ่ายเนื้อเยื่อกใ็หผ้ลในการปฏบิตังิานได้

ดใีกลเ้คยีงกบัตูถ่้ายเนื้อเยือ่แบบปกตเิช่นกนั อกีทัง้ยงัสามารถเคลื่อนยา้ยไดส้ะดวกอกีดว้ย โดยก่อน

ปฏบิตังิานจะต้องท าการฆ่าเชือ้ดว้ยการฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล ์70% ใหท้ัว่บรเิวณตู้ และใชผ้า้เชด็

ใหแ้หง้ 

  4. ตวัผู้ปฏบิตังิาน เพื่อเป็นการลดการปนเป้ือนของจุลนิทรยีจ์ากตวัผูป้ฏบิตังิาน ผู้

ปฏบิตัคิวรเก็บผมให้เรยีบรอ้ย ล้างมอืใหส้ะอาดและท าการฉีดพ่นเอทลิแอลกอฮอล์ 70% ทัง้ก่อน

และขณะปฏบิตังิานเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

 2. ขัน้ส ารวจและค้นหา 

  ผู้สอนอธบิายเกี่ยวกบับทปฏบิตักิาร เรื่อง การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื โดยแบ่งให้ท า

การทดลองสปัดาหล์ะ 1 การทดลอง ดงันี้ 

  สปัดาหท์ี ่1 การทดลองที ่1 เรือ่ง การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

  สปัดาหท์ี ่2 การทดลองที ่2 การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พทิเูนีย   

  โดยหลงัจากที่ผู้สอนอธิบายเกี่ยวกับเนื้อหา วิธีการทดลองและการบนัทึกผลการ

ทดลองให้แก่ผู้เรยีน ผู้สอนให้ผู้เรยีนแบ่งเป็นกลุ่มย่อย โดยให้มสีมาชกิในกลุ่มมจี านวนเท่า ๆ กนั 

เพื่อลงมอืท าปฏบิตัิการ โดยผู้สอนท าหน้าที่ให้ค าแนะน าและการช่วยเหลอืตามสมควร และ เตอืน

ผูเ้รยีนใหร้ะมดัระวงัเกีย่วกบัการใชเ้ครือ่งแกว้และสารเคม ีเพราะสารเคมคีอืไฮเตอรท์ีม่สี่วนผสมของ

โซเดยีมไฮโปคลอไรต ์ซึง่มฤีทธิใ์นการกดักรอ่น อาจท าใหเ้สือ้ผา้และผวิหนงัไดร้บัอนัตรายได้ 

 3. ขัน้ลงข้อสรปุ 

  เมือ่ท าการทดลองเสรจ็ผูส้อนใหผู้เ้รยีนร่วมกนัอภปิรายเพื่อน าไปสู่ขอ้สรุปความรูท้ีไ่ด้

จากจดัการเรยีนรูด้ว้ยบทปฏบิตักิารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื โดยมหีวัขอ้ดงันี้ 

  1. สารละลายเขม้ขน้ซึง่เป็นองคป์ระกอบของอาหารสูตร MS ประกอบดว้ยอะไรบา้ง 

และแต่ละตวัมคีวามส าคญัอยา่งไร  

  2. ขัน้ตอนในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อและขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อให้

ปราศจากเชือ้ท าไดอ้ยา่งไร 

  3. ผู้เรยีนคดิว่าการปนเป้ือนของจุลนิทรยีท์ีเ่กดิขึน้ในขวดอาหาร มสีาเหตุจากอะไร

และจะสามารถแกไ้ขไดอ้ยา่งไร        
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แผนการจดัการเรียนรู้ เร่ือง การเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพืช (Plant Tissue Culture) 
ระยะเวลาทีใ่ชส้อน 2 สปัดาห ์สปัดาหล์ะ 3 คาบ ๆ ละ 50 นาท ี 

 

สปัดาหท์ี ่ ขัน้ตอน 
เวลา 
(นาท)ี 

กจิกรรม 

1 ทดสอบก่อนเรยีนดว้ยแบบทดสอบ
วดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน เรื่อง
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื และเก็บ
เป็นคะแนนก่อนเรยีน 

20 ใชข้อ้สอบปรนยั จ านวน 20 ขอ้  

ผู้สอนอธิบายภาพรวมของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื ข้อดแีละ
ขอ้จ ากดัของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ
พชื ขัน้ตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืช เทคนิคปลอดเชื้อที่ใช้ในการ
เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื ผูส้อนเน้นให้
ผู้เรียนส่วนร่วมโดยให้ผู้เรียนท า
ก า ร ท ด ล อ ง ด้ ว ย ต น เ อ ง แ ล ะ
แลกเปลี่ยนความเห็นกับเพื่อนใน
กลุ่มและผูส้อนได ้

25 
 
 
 
 
 

- ผูส้อนอธบิายภาพรวมของการท า
บทปฏบิตักิาร เรือ่ง การเพาะเลีย้ง
เนื้อเยือ่พชื การทดลองที ่1 เรือ่ง การ
เตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  
- ผูส้อนแบ่งผูเ้รยีนออกเป็น 3 กลุ่ม ๆ 
ละ13 คน 

ใหผู้เ้รยีนท าการทดลอง 105 ผู้เรียนท าการทดลองตามขัน้ตอนที่
ระบุในบทปฏิบัติการ โดยมีผู้สอนมี
หน้าทีใ่หค้ าแนะน าและช่วยเหลอื 

2  
 
 
 
 
 
 

25 - ผู้สอนอธิบายภาพรวมของการท า
บทปฏิบัติการ เรื่อง การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพชื การทดลองที่ 2 เรื่อง การ
เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พทิเูนีย   
- ผูส้อนแบ่งผูเ้รยีนออกเป็น 3 กลุ่ม ๆ 
ละ13 คน 

ใหผู้เ้รยีนท าการทดลอง 
 
 

105 ผู้เรียนท าการทดลองตามขัน้ตอนที่
ระบุในบทปฏิบัติการ โดยมีผู้สอนมี
หน้าทีใ่หค้ าแนะน าและช่วยเหลอื 
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สปัดาหท์ี ่ ขัน้ตอน 
เวลา 
(นาท)ี 

กจิกรรม 

 ทดสอบหลงัเรยีนด้วยแบบทดสอบ
วดัผลสมัฤทธิท์างการเรยีน เรื่อง
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื และเก็บ
เป็นคะแนนหลงัเรยีน 

20 ใชข้อ้สอบปรนยั จ านวน 20 ขอ้  
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ตวัอย่างแบบทดสอบวดัผลสมัฤทธ์ิทางการเรียน เร่ือง การเพาะเลีย้งเน้ือเยื่อพืช 

  

1. ขอ้ใดไมใ่ช่การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

 ก.  เป็นการขยายพนัธุพ์ชืแบบไมอ่าศยัเพศ  

 ข.  เป็นการน ายอด ใบ ล าตน้ มาเลีย้งในอาหารสงัเคราะห ์

 ค.  เป็นการเลีย้งชิน้ส่วนของพชืในสภาพปลอดเชือ้ 

 ง.  เป็นการขยายพนัธุจ์ากพชืทีม่อีายุมาก 

2. ในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่สตูร MS ปกตจิะใหอ้าหารมคี่า pH 5.7-5.8 หากอาหารม ี 

ค่า pH เท่ากบั 8 ควรใชส้ารเคมใีดในการปรบั pH  

  ก. โซเดยีมไฮโปคลอไรต์   ข. โซเดยีมไบคารบ์อเนต  

 ค. กรดไฮโดรคลอรกิ    ง. โซเดยีมไฮดรอกไซด ์ 

3. จงเรยีงล าดบัขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืทีถู่กตอ้ง  

 1. ยา้ยลงปลกูในถาดเพาะช า    

 2. น าชิน้ส่วนพชืไปฟอกฆา่เชือ้    

 3. น าชิน้ส่วนพชืไปลา้งดว้ยน ้ากลัน่  

 4. น าชิน้ส่วนพชืไปเพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะห ์  

 5. เตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่  

 6. น าขวดเลีย้งเนื้อเยือ่ไปเลีย้งในสภาพควบคุมอุณหภมู ิแสง และความชืน้ทีเ่หมาะสม  

 ก. 3  2  5  4  6  1       ข. 5  2  3  4  6  1 

 ค. 2  3  5  4  6  1    ง. 5  3  2  4  6  1 

4. สารละลายความเขม้ขน้สูง X มคีวามเขม้ขน้ 50 เท่า ตอ้งการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งสตูร MS  

1.5 ลติร ตอ้งตวงสารละลายความเขม้ขน้ X มากีม่ลิลลิติร 

 ก. 20 มลิลลิติร    ข. 30 มลิลลิติร  

 ค. 25 มลิลลิติร    ง. 50 มลิลลิติร 

5. คลอรอ็กซ ์(Clorox) คอืชื่อผลติภณัฑท์างการคา้ทีม่สี่วนผสมของสารเคมทีีม่ฤีทธิใ์นการฆา่เชือ้ 

จลุนิทรยีไ์ด ้สารเคมขีา้งตน้คอือะไร  

 ก. แคลเซยีมคลอไรด์    ข. โซเดยีมไฮโปคลอไรต ์ 

 ค. โซเดยีมคลอไรด ์    ง. เมอรค์วิรกิคลอไรต ์ 

 



119 
 

6. หากตอ้งการเตรยีมสารฟอกฆา่เชือ้เนื้อเยือ่พชืความเขม้ขน้ 15% ควรเตรยีมอยา่งไร  
 ก. น าสารฟอกฆา่เชือ้มา 15 มลิลลิติร ผสมกบัน ้ากลัน่ 85 มลิลลิติร  

 ข. น าสารฟอกฆ่าเชือ้มา 15 มลิลลิติร ผสมกบัน ้ากลัน่ 100 มลิลลิติร  

 ค. น าสารฟอกฆา่เชือ้มา 50 มลิลลิติร ผสมกบัน ้ากลัน่ 250 มลิลลิติร  

 ง. น าสารฟอกฆา่เชือ้มา 50 มลิลลิติร ผสมกบัน ้ากลัน่ 150 มลิลลิติร  

7. การเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่นิยมเตรยีมเป็นสารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้สงูเพราะเหตุใด

 ก. ลดความคลาดเคลื่อนในการชัง่สาร  ข. ป้องกนัสารเคมเีสื่อมสภาพเมือ่ถูกแสง 

 ค. ท าใหส้ามารถใชใ้นปรมิาณน้อย ๆ ได ้ ง. สารทีเ่ตรยีมไมเ่กดิการตกตะกอน 

8.  tween 20 ซึง่ใชใ้นขัน้ตอนฟอกฆา่เชือ้ชิน้ส่วนเนื้อเยื่อพชื มคีวามส าคญัอย่างไร  

 ก. ท าใหช้ิน้ส่วนพชืทีฟ่อกมคีวามใส 

 ข. ท าใหส้ารฟอกฆา่เชือ้สมัผสักบัชิน้ส่วนพชืไดด้ขีึน้ 

 ค. ท าใหใ้ชเ้วลาในการฟอกฆา่เชือ้ลดลง 

 ง. ท าใหช้ิน้ส่วนพชืมคีวามอ่อนนุ่ม 

9. ขอ้ใดเป็นขอ้ดขีองการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  

            ก.  ตน้พชืทีไ่ดม้รีากแกว้ 

            ข.  ตน้พชืทีไ่ด ้

            ค.  ตน้พชืทีไ่ดม้ลีกัษณะเหมอืนตน้พนัธุท์ุกประการ 

            ง.  ตน้พชืทีไ่ดม้คีวามหลากหลาย 

10. ผงถ่านทีเ่ตมิในอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ มหีน้าทีอ่ะไร  

  ก. ช่วยท าใหอ้าหารมสีสีนั  

 ข. ช่วยพยงุตน้พชื 

 ค. ช่วยดดูซบัสารพษิ 

 ง. ช่วยป้องกนัการปนเป้ือนของเชือ้จลุนิทรยี ์

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาคผนวก ง 

- ภาพตวัอย่างการสอนด้วยบทปฏิบติั เร่ือง การเพาะเล้ียง 

เน้ือเย่ือพืช กบัผูเ้รียนกลุ่มท่ีศึกษา  
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ภาพประกอบ 9 ภาพตวัอย่างการสอนดว้ยบทปฏบิตั ิเรื่อง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืกบัผูเ้รยีนกลุ่ม 

       ทีศ่กึษา 

 

 



 
 

แบบประเมินความพึงพอใจของผูเ้รียนต่อการจดัการเรียนรู้ 

ด้วยบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือพืช  

ส าหรบัผูเ้รียนชัน้มธัยมศึกษาตอนปลาย 
 

ค าช้ีแจง (กรณุาท าเครือ่งหมาย  ใน        ทีท่่านตอ้งการเลอืก ) 

ตอนท่ี 1  ข้อมลูทัว่ไปของผูป้ระเมิน เพศ            ชาย                      หญงิ 

ตอนท่ี 2  ความพึงพอใจต่อการจดัการเรียนการสอนด้วยบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเล้ียง

เน้ือเย่ือพืช ส าหรบัผู้เรียนชัน้มธัยมศึกษาตอนปลาย 

โดยที ่5 = มากทีสุ่ด  4 = มาก  3 = ปานกลาง  2 =  น้อย  1 = น้อยทีสุ่ด 

 

รายการประเมิน 
ระดบัความพึงพอใจ 
5 4 3 2 1 

ด้านการจดัการเรียนรู้      
1. ผูเ้รยีนมคีวามรูค้วามเขา้ใจใน เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื      
2. การน าเขา้สู่บทเรยีนมคีวามน่าสนใจ กระตุน้ใหผู้เ้รยีนอยากเรยีน      
3. ผูเ้รยีนไดล้งมอืปฏบิตักิารทดลองดว้ยตนเอง      
4. ผูส้อนใหค้ าปรกึษาและใหก้ารช่วยเหลอืผูเ้รยีนอย่างเพยีงพอขณะ 
ท าการทดลอง 

     

5. ผูเ้รยีนไดแ้สดงความคดิเหน็และวจิารณ์ผลการทดลองกบัเพื่อน 
ภายในกลุ่ม 

     

6. ผูเ้รยีนไดอ้ภปิราย ซกัถาม และแลกเปลีย่นความคดิเหน็อยา่ง 
มหีลกัการระหว่างเพื่อนและผูส้อน 

     

7. ระยะเวลาทีใ่ชใ้นการจดัการเรยีนรูเ้หมาะสม      
8. การจดักจิกรรมโดยการลงมอืปฏบิตัทิ าใหผู้เ้รยีนสามารถเชื่อมโยง 
ความรูห้รอืประสบการณ์เดมิของผูเ้รยีนได้ 

     

9. ผูเ้รยีนสรปุความรูแ้ละสามารถน าความรูท้ีไ่ดจ้ากการทดลอง 
ไปใชใ้นการเรยีนวชิาชวีวทิยาในหวัขอ้อื่น ๆ ได้ 

     

ด้านบทปฏิบติัการ เร่ือง การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช       
1. การทดลองสอดคลอ้งกบัวตัถุประสงคข์องบทปฏบิตักิาร      
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ตอนท่ี 3 ข้อคิดเหน็/เสนอแนะเพ่ิมเติม 

……………………………………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………… 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รายการประเมิน ระดบัความพึงพอใจ 
5 4 3 2 1 

2. ผูเ้รยีนสามารถปฏบิตัติามขัน้ตอนทีร่ะบุไวใ้นบทปฏบิตักิาร 
ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

     

3. บทปฏบิตักิารสามารถพฒันาทกัษะกระบวนการคดิของผูเ้รยีนได้      
4. บทปฏบิตักิารสามารถพฒันาทกัษะกระบวนการทดลองของผูเ้รยีนได ้      
5. บทปฏบิตักิารช่วยใหผู้เ้รยีนเขา้ใจ เรือ่ง การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชืได้      



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวติัย่อผูวิ้จยั 
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ประวติัย่อผูวิ้จยั 
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 สถานทีอ่ยู่ปจัจบุนั   44/11 หมูท่ี ่2 ต าบลนอกเมอืง อ าเภอเมอืง 
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