
บทท่ี  3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
การทดลองท่ี  1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 รวบรวมพันธุผักแวนจาก  4  ภาค  คือ  ภาคเหนือ 4  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดเชียงใหม  
เชียงราย  ตาก  และอุตรดิตถ   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดขอนแกน  
สกลนคร  และอุบลราชธานี  ภาคกลาง  จํานวน  2  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดนครนายก  และ
สุพรรณบุรี   และภาคตะวันออก  1  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดชลบุรี  รวม  10  แหลง 
 ศึกษาสัณฐานวิทยาโดยปลูกตนพืชทดลอง  โดยใชสวนยอดถึงขอท่ี  3  ในกะละมังขนาด
เสนผานศูนยกลาง 12  นิ้ว   บันทึกพืชทดลองในระยะท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี  แหลงละ  5  ตน  ดังนี้ 
 1.1  ลําตน  วัดความยาวของตนจากยอดถึงขอสุดทาย   ความยาวของตนจากยอดถึงขอท่ี 4  
และวัดเสนผานศูนยกลางลําตนระหวางขอท่ี 3  และ4   
 1.2  ใบ  ใชใบขอท่ี  3  วัดเสนผานศูนยกลางใบประกอบโดยวัดกลางปลายใบยอยมายัง
กลางปลายใบยอยอีกใบ  ท่ีอยูในระนาบเดียวกัน  วัดความกวางใบยอยจากขอบใบดานหนึ่งมายัง
ขอบใบอีกดานหนึ่งท่ีตําแหนงกวางท่ีสุด   วัดความยาวใบยอยโดยวัดจากฐานใบถึงปลายใบ  (ภาพท่ี 
1) และวัดความยาวกานใบ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี   5  วิธีการวัดขอมูลใบ 
ก = การวัดเสนผานศูนยกลางใบประกอบ     ข = การวัดความกวางใบยอย     

ค = การวัดความยาวใบยอย 
 

ก ข ค 
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การทดลองท่ี  2  การศึกษากายวิภาควิทยา 
ศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามยาวและตามขวางของราก  ลําตน  ใบ  และกานใบ  โดยใชวิธี 

paraffin embedding  ของ Johansen (1940) 
ข้ันตอนการเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อการศึกษาทางกายวิภาค  มีดังนี้ 
2.1 ตัดช้ินสวนของเนื้อเยื่อท่ีตองการศึกษา  โดยแชในน้ํายา  FAA  (formalin-acetic-acid-

alcohol) (ภาคผนวก ก)  เพื่อหยุดการทํางานของเซลลและรักษาสภาพเซลล 
2.2 ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อ  ดวยน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลลท้ัง  5 ชนิด 

(ภาคผนวก ก)  จากนั้นนําเนื้อเยื่อแชใน 100%  TBA  นาน  24  ช่ัวโมง  ตามดวยน้ํายาท่ีมีสวนผสม
ของ  TBA  และพาราฟนเหลว  ในอัตราสวน  1:1  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง   

2.3 ถายเน้ือเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว นําไปเก็บไวในตูควบคุม
อุณหภูมิท่ี 56  องศาเซลเซียส  เพื่อใหพาราฟนซึมไปในเนื้อเยื่อ  นานประมาณ  1  สัปดาห 

2.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน  จัดตําแหนงของเน้ือเยื่อใหอยูในตําแหนง  และระนาบท่ี
ตองการ 

2.5 นําแทงพาราฟนท่ีไดมาตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียมโดยใหช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง  แลว
นําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  โดยทําการตัดตามยาว  หรือตามขวาง ใหมีความหนา
ประมาณ  13-15  ไมครอน 

2.6 นําแถบช้ินสวนพืช  ท่ีตัดออกมาติดลงบนแผนกระจกสไลด   โดยใช   albumin 
(ภาคผนวก  ก)  เปนตัวยึดติดกับสไลด  วางสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนพืชแหง  และ
ติดกับแผนสไลด 

2.7 นําแผนกระจกสไลดไปละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อ  และทําความสะอาดเน้ือเยื่อ
โดยใช xylene   แลวยอมสีดวย  Delafield’s hematoxylin (ภาคผนวก  ก)  ปดแผนกระจกปดสไลด  
โดยใช  Canada balsam  เปนตัวยึด 

2.8 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อ  ใตกลองจุลทรรศน  และบันทึกภาพ 
 
การทดลองท่ี  3  การศึกษาจํานวนโครโมโซม 
 ศึกษาจํานวนโครโมโซมของผักแวน  10  แหลง  โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Feulgen and 
Rossenback  ท่ีมีช่ือวา  Feulgen squash method(ภูวดล,  2528;  Dyer,  1979)  โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

3.1 เตรียมรากพืช  โดยใชรากท่ีงอกใหมบริเวณปลายยอด  ตัดมาเฉพาะสวนปลายท่ีมีความ
ยาวประมาณ  3-5  มิลลิเมตร   
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3.2 หยุดวงชีพเซลล  โดยแชรากในสารละลาย  para-dichlorobenzene (PDB)(ภาคผนวก  
ข)  ท่ีอ่ิมตัวในน้ําเปนเวลานาน  60  นาที 

3.3 นําปลายรากท่ีแชในสารละลาย  PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน  แลวนําไปแชใน
น้ํายารักษาสภาพเซลล  (ภาคผนวก  ข)  นาน  5  นาที  แลวลางดวยน้ํากล่ัน 

3.4 แยกเซลลโดยแชรากใน  1 N  HCl (ภาคผนวก  ข)  ท่ีอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  นาน  
4  นาที  แลวลางออกดวยน้ํากล่ัน 

3.5 ยอมสีเนื้อเยื่อปลายรากใน  carbol fuchsin (ภาคผนวก  ข)  เปนเวลา  60  นาที 
3.6 นําปลายรากท่ีผานการยอมสีแลววางบนแผนกระจกสไลด  ขยี้ปลายรากดวยเข็มเข่ีย  

หยดสี carbol fuchsin  1  หยด  ตรงบริเวณปลายราก  ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเพื่อใหเซลลกระจาย  
คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิง  แลวปดแผนกระจกปดสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ  วางกระดาษซับบนแผน
กระจกสไลด  แลวกดนิ้วหัวแมมือลงไป  เพื่อใหเซลลกระจาย  และซับสีสวนเกินออก 

3.7 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  เลือกเซลลท่ีมีการแบงนิวเคลียส
ในระยะเมตาเฟส  และเปนเซลลทีมีการกระจายตัวของโครโมโซม  สามารถนับจํานวนโครโมโซม
ได  แลวบันทึกภาพใตกลองจุลทรรศน 
 
การทดลองท่ี  4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 ศึกษารูปแบบไอโซไซมของผักแวนจาก  10 จังหวัด  โดยใชเทคนิคโพลีอคริลาไมด
เจลอิเล็คโทรโฟรีซิส  ศึกษากับเอนไซม  3 ชนิด   คือ  acid   phosphatase ( ACP ),  esterase  ( EST ) 
และ  peroxidase  ( POX )  เพื่อนําไปหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของผักแวนท้ัง  10  จังหวัด  
โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
 1.   การเตรียมตัวอยางพืชและการสกัด  นําใบขอท่ีสามนับจากยอด  ของผักแวนจากแปลง
ปลูก  ลางดวยน้ํากล่ันใหสะอาด  เช็ดใหแหง  ช่ังใบใหไดน้ําหนัก   0.5  กรัม  แลวนํามาบดในโกรง
ท่ีแชเย็นจัด  จนตัวอยางละเอียด  เติมน้ํายาสกัดเอนไซม (ภาคผนวก ค)  3  มิลลิลิตร  และ  
polyvinyl-polyrrolidone ( PVPP )  0.5 กรัม  บดจนตัวอยางเขากัน  บรรจุสารละลายท่ีไดลงใน  
eppendorf  tube  แลวนําไปแยกสวนดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  14,000 รอบตอนาที   ท่ี
อุณหภูมิ  2 องศาเซลเซียส       เปนเวลา  30 นาที     ดูดเอาสวนท่ีเปนของเหลวใส    นําเขาเคร่ืองปน
เหวี่ยงอีกคร้ัง  แลวจึงดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสใน eppendorf  tube  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ  -20  องศา
เซลเซียส  เพื่อนําไปทําโพลิอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสตอไป 
 2.   การทําโพลิอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส  ประกอบชุดกระจกสําหรับทํา  slab  gel 
เขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย  separating  gel ( ภาคผนวก ค )  แลวนําสารละลายเจลเทลง
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ระหวางแผนกระจกพรอมเสียบหวี   ท้ิงไวประมาณ   30  นาที  เพื่อใหเจลแข็งตัว  จากนั้นดึงหวี
เสียบออก จะเห็นเปนชอง   สําหรับหยอดตัวอยางท่ีผสม  marker  dye  แลว  จากนั้นประกอบชุด
อิเล็คโทรโฟรีซิสเขาดวยกัน  เติม  electrode  buffer  ลงใน  chamber  หยอดตัวอยางท่ีผสมกับ   
marker  dye  ในอัตราสวน  9 : 1  ลงในชองเจล  ปริมาตร  20  ไมโครลิตร  ระวังอยาใหตัวอยางฟุง
กระจาย   ตอข้ัวบวกและข้ัวลบเขากับ  chamber  เปดสวิตซของเคร่ืองจายกระแสไฟฟา   โดยใช
กระแสไฟ  20  มิลลิแอมแปร   ปดเคร่ืองจายกระแสไฟ   เม่ือระดับของ   marker  dye  อยูหางจาก
ขอบลางของแผนเจล ประมาณ  1  นิ้ว  จากน้ันนําแผนกระจกออกจาก   chamber   ทําเครื่องหมาย
ใหทราบจุดเร่ิมตน   คอย ๆ แกะเจลท่ีอยูระหวางแผนกระจกออกมาวางในกลองพลาสติก  เพื่อยอม
สีเอนไซมตอไป 
 3.  นําเจลท่ีไดมายอมดวยสียอมเอนไซม   3    ชนิด      คือ      ACP,    EST     และ      POX           
(ภาคผนวก  ค)  เทลงในกลองพลาสติกท่ีมีเจลอยู    เก็บในท่ีมืด  เขยาเจลเปนระยะ ๆ  รอจนเกิด
แถบสี    จากนั้นลางเจลใหสะอาด  แลวแชเจลในกรดแอซิตริกเขมขน  7  เปอรเซ็นต   เพื่อรักษา
สภาพเจล   
 4. นําเจลท่ีเกิดแถบสีแลวมาบันทึกการเคล่ือนท่ีของ   marker  dye  และแถบสี   บันทึก  
ตําแหนง  ขนาด  จํานวนแถบสี  และรูปแบบการเกิดแถบสีของไอโซไซมแตละชนิด   ถายภาพเจล
และคํานวณคาระยะทางการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ ( Rf )  เพื่อนําไปเขียนแผนภาพไซโมแกรม  โดย 
 
     การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ      =            ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

              ระยะการเคล่ือนท่ีของ    marker  dye              
5.   การวิเคราะหกลุมพืช     กําหนดใหตัวอยางพืชเปน     operational     taxonomic     unit    

(OUT)  และแถบสีเปนลักษณะ  (character)   ใชการมีแถบสีและไมมีแถบสีมาวิเคราะห  โดยใหคา
การมีแถบสีเปน  1  และคาไมมีแถบสีเปน  0  นําคาท่ีไดมาวิเคราะหกลุมพืช (cluster  analysis )  
ของไอโซไซมนั้นดวย UPGMA   cluster  analysis  ตามวิธีการของ  Jaccard’s  similarity  
coefficient   โดยใชโปรแกรม  SPSS 
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การทดลองท่ี  5  การผลิตผักแวนโดยใชวัสดุปลูกท่ีไมใชดิน 
 แบงออกเปน  4  การทดลองยอย  ดังนี้   
 

5.1  การศึกษาผลของแหลงท่ีมาตอการเติบโต ในระบบสารละลายไหลผาน 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  จํานวน  4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน  

ดังนี้   กรรมวิธีท่ี  1  ผักแวนจากจังหวัดตาก    กรรมวิธีท่ี  2  ผักแวนจากจังหวัดสกลนคร  กรรมวิธี
ท่ี  3  ผักแวนจากจังหวัดสุพรรณบุรี    และกรรมวิธีท่ี  4  ผักแวนจากจังหวัดชลบุรี 
 ปลูกผักแวน  1  กรรมวิธีตอ 1 รางปลูก โดยใชกรวดยึดตนท่ีเร่ิมปลูกท่ีมีความยาวจากยอด
ถึงขอท่ี  3  ยาว  8-10  เซนติเมตร  โดยใชสารละลายธาตุอาหารสูตร  CMU-RPF  (ภาคผนวก ง)ให
ไหลผานรางปลูก  ติดต้ังปมน้ําเพื่อนําสารละลายธาตุอาหารหมุนเวียนกลับมาใชตลอดเวลา  เติม
สารละลายธาตุอาหารในถังบรรจุสารละลายท่ีมีปมน้ําใหไดระดับ  20 ลิตร  และเติมเพิ่มเพื่อให
ระบบดําเนินตอไปอยางตอเนื่อง  ทําการทดลองภายในโรงเรือนท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ีย   29  องศา
เซลเซียส   ความช้ืนสัมพัทธ   56  เปอรเซ็นต   ความเขมแสง   3,260  ลักซ    
 บันทึกความยาวตนจากปลายยอดถึงขอสุดทาย  เสนผานศูนยใบประกอบ  ความกวางใบ
ยอย  ความยาวใบยอย  และความยาวกานใบ  โดยใชวิธีเชนเดียวกับในการทดลองท่ี  1 (1.2)   
 

การทดลองท่ี  5.2  การศึกษาผลของวัสดุยึดตอการเติบโต ในระบบสารละลายหมุนเวียน     
เลือกผักแวนจากกรรมวิธีท่ีดีท่ีสุดในการทดลองท่ี  5.1  คือ กรรมวิธีท่ี 1 ผักแวนจากจังหวัด

ตาก  ปลูกในวัสดุยึด  4 ชนิด  โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  มี 4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  
5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน  ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1  ใชหินกรวดเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชอิฐมอญทุบเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชกอนดินเผาทรงกลมเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 4  ใชกอนดินเผาทรงส่ีเหล่ียมเปนวัสดุยึด 
ปลูกผักแวนท่ีมีความยาวจากยอดถึงขอท่ี 3  ยาว  8-10  เซนติเมตร (ซม.)  ปลูกในตะกรา

ขนาด  7x10  นิ้ว  ท่ีบรรจุวัสดุดังกลาวขางตน สูง  คร่ึงหนึ่งของความสูงของตะกรา  ปลูกใหสวน
ไหลอยูลึกลงไปในวัสดุยึด  2  ซม.  โดยวางตะกราในถาดดําขนาด  1x1.5 เมตร  สูง  10  ซม.  ท่ี
ติดต้ังปมน้ําเพื่อใหสารละลายธาตุอาหารสูตร  CMU-RPF  หมุนเวียนตลอดเวลา  โดยใหสารละลาย
ทวมสูง  7-8  ซม.  โดยเร่ิมใหสารละลายธาตุอาหาร  ภายหลังจากปลูก  5  วัน  ทําการทดลองภายใน
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โรงเรือนท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ีย   30  องศาเซลเซียส   ความช้ืนสัมพัทธ   55  เปอรเซ็นต   ความเขมแสง   
3,180   ลักซ   

บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี  5.1 
 

การทดลองท่ี  5.3   การศึกษาผลของวัสดุยึดตอการเติบโตในระบบปลูกในภาชนะทรงกลม  
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  มี 4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน  ดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี 1  ใชหินกรวดเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชอิฐมอญทุบเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชกอนดินเผาทรงกลมเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 4  ใชกอนดินเผาทรงส่ีเหล่ียมเปนวัสดุยึด 

 นําผักแวนของจังหวัดตากท่ีมีความยาวจากยอดถึงขอท่ี 3  ยาว  8-10  ซม.  ปลูกในภาชนะ
ทรงกลมขนาด  9  นิ้ว  ท่ีบรรจุวัสดุยึดคร่ึงหนึ่งของภาชนะ  ปลูกใหสวนไหลอยูลึกลงไปในวัสดุยึด  
1.5  ซม.  แลวเติมน้ําประปาจนเต็มภาชนะที่ใชปลูก  ใหสารละลายน้ําปุย  สูตร  CMU-RPF  
ภายหลังจากปลูก  5  วัน  และคอยเติมใหอยูในระดับขอบภาชนะ  ทําการทดลองภายในโรงเรอืนท่ีมี
ความเขมแสงเฉล่ีย  3,161 ลักซ   อุณหภูมิเฉล่ีย 28.8  องศาเซลเซียส   
บันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองท่ี  1 (1.2)   
 

การทดลองท่ี  5.4   การศึกษาเปรียบเทียบการปลูกผักแวนในวัสดุปลูกท่ีไมใชดนิ 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ     มี  4   กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน    ดังนี้  
กรรมวิธีท่ี 1  ใชขุยมะพราว  : แกลบ :  ทราย อัตราสวน  6 : 3 : 1 เปนวัสดุปลูก 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชขุยมะพราว  : แกลบ  อัตราสวน  1 : 1 เปนวัสดุปลูก 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชขุยมะพราวเปนวัสดุปลูก 
กรรมวิธีท่ี 4  ใชถานแกลบเปนวัสดุปลูก 
เตรียมโตะปลูกโดยใชกระสอบปุยปูบนพื้นโตะ 1 ช้ัน  แลววางกอนอิฐมอญใหเปนชอง

ขนาด  30 x100 ซม  แลวบรรจุวัสดุปลูก และทําการใหสารละลายปุยสูตร CMU-RPF  โดยใชบัวรด
น้ํารดในปริมาณ  3 ลิตรตอชอง  ปลูกโดยใชไหลผักแวนของจังหวัดตากท่ีมีความยาวจากยอดถึงขอ
ท่ี  3  ยาว  8-12  เซนติเมตร ปลูกใหสวนไหลอยูลึกลงไปในวัสดุปลูกประมาณ  1.5  ซม  เร่ิมให
สารละลายน้ําปุย  สูตร CMU-RPF (ภาคผนวก ง)   ภายหลังจากวันปลูก   5   วัน   โดยทําการใหวัน
ละคร้ัง ทดลองภายในโรงเรือนท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ีย 31  องศาเซลเซียส   ความช้ืนสัมพัทธ    60  
เปอรเซ็นต    ความเขมแสงเฉล่ีย  2,525  ลักซ   ขอมูลเชนเดียวกับการทดลองท่ี  1 (1.2)   
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สถานท่ีทําการวิจัย       หองปฏิบัติการทางสรีรวิทยา   ภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
โรงเรือนเพาะชํา   ภาควิชาพชืสวน  คณะเกษตรศาสตร  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 
 เร่ิมวิจยัในเดือน มิ.ย.  2548 และส้ินสุดการวิจัยในเดือน มิ.ย. 2551 


