
บทท่ี  3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
การทดลองท่ี  1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 รวบรวมพันธุผักแวนจาก  4  ภาค  คือ  ภาคเหนือ 4  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดเชียงใหม  
เชียงราย  ตาก  และอุตรดิตถ   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดขอนแกน  
สกลนคร  และอุบลราชธานี  ภาคกลาง  จํานวน  2  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดนครนายก  และ
สุพรรณบุรี   และภาคตะวันออก  1  จังหวัด  ไดแก  จังหวัดชลบุรี  รวม  10  แหลง 
 ศึกษาสัณฐานวิทยาโดยปลูกตนพืชทดลอง  โดยใชสวนยอดถึงขอท่ี  3  ในกะละมังขนาด
เสนผานศูนยกลาง 12  นิ้ว   บันทึกพืชทดลองในระยะท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี  แหลงละ  5  ตน  ดังนี้ 
 1.1  ลําตน  วัดความยาวของตนจากยอดถึงขอสุดทาย   ความยาวของตนจากยอดถึงขอท่ี 4  
และวัดเสนผานศูนยกลางลําตนระหวางขอท่ี 3  และ4   
 1.2  ใบ  ใชใบขอท่ี  3  วัดเสนผานศูนยกลางใบประกอบโดยวัดกลางปลายใบยอยมายัง
กลางปลายใบยอยอีกใบ  ท่ีอยูในระนาบเดียวกัน  วัดความกวางใบยอยจากขอบใบดานหนึ่งมายัง
ขอบใบอีกดานหนึ่งท่ีตําแหนงกวางท่ีสุด   วัดความยาวใบยอยโดยวัดจากฐานใบถึงปลายใบ  (ภาพท่ี 
1) และวัดความยาวกานใบ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี   5  วิธีการวัดขอมูลใบ 
ก = การวัดเสนผานศูนยกลางใบประกอบ     ข = การวัดความกวางใบยอย     

ค = การวัดความยาวใบยอย 
 

ก ข ค 
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การทดลองท่ี  2  การศึกษากายวิภาควิทยา 
ศึกษาจากเนื้อเยื่อท่ีตัดตามยาวและตามขวางของราก  ลําตน  ใบ  และกานใบ  โดยใชวิธี 

paraffin embedding  ของ Johansen (1940) 
ข้ันตอนการเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อการศึกษาทางกายวิภาค  มีดังนี้ 
2.1 ตัดช้ินสวนของเนื้อเยื่อท่ีตองการศึกษา  โดยแชในน้ํายา  FAA  (formalin-acetic-acid-

alcohol) (ภาคผนวก ก)  เพื่อหยุดการทํางานของเซลลและรักษาสภาพเซลล 
2.2 ดึงน้ําออกจากเซลลของเนื้อเยื่อ  ดวยน้ํายาท่ีใชดึงน้ําออกจากเซลลท้ัง  5 ชนิด 

(ภาคผนวก ก)  จากนั้นนําเนื้อเยื่อแชใน 100%  TBA  นาน  24  ช่ัวโมง  ตามดวยน้ํายาท่ีมีสวนผสม
ของ  TBA  และพาราฟนเหลว  ในอัตราสวน  1:1  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง   

2.3 ถายเน้ือเยื่อลงไปในขวดแกวท่ีบรรจุพาราฟนท่ีหลอมแลว นําไปเก็บไวในตูควบคุม
อุณหภูมิท่ี 56  องศาเซลเซียส  เพื่อใหพาราฟนซึมไปในเนื้อเยื่อ  นานประมาณ  1  สัปดาห 

2.4 นําเนื้อเยื่อมาฝงในพาราฟน  จัดตําแหนงของเน้ือเยื่อใหอยูในตําแหนง  และระนาบท่ี
ตองการ 

2.5 นําแทงพาราฟนท่ีไดมาตัดแตงใหเปนรูปส่ีเหล่ียมโดยใหช้ินสวนพืชอยูตรงกลาง  แลว
นําไปตัดดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบลอหมุน  โดยทําการตัดตามยาว  หรือตามขวาง ใหมีความหนา
ประมาณ  13-15  ไมครอน 

2.6 นําแถบช้ินสวนพืช  ท่ีตัดออกมาติดลงบนแผนกระจกสไลด   โดยใช   albumin 
(ภาคผนวก  ก)  เปนตัวยึดติดกับสไลด  วางสไลดบนเคร่ืองอุนสไลดจนแถบช้ินสวนพืชแหง  และ
ติดกับแผนสไลด 

2.7 นําแผนกระจกสไลดไปละลายพาราฟนออกจากเนื้อเยื่อ  และทําความสะอาดเน้ือเยื่อ
โดยใช xylene   แลวยอมสีดวย  Delafield’s hematoxylin (ภาคผนวก  ก)  ปดแผนกระจกปดสไลด  
โดยใช  Canada balsam  เปนตัวยึด 

2.8 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อ  ใตกลองจุลทรรศน  และบันทึกภาพ 
 
การทดลองท่ี  3  การศึกษาจํานวนโครโมโซม 
 ศึกษาจํานวนโครโมโซมของผักแวน  10  แหลง  โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Feulgen and 
Rossenback  ท่ีมีช่ือวา  Feulgen squash method(ภูวดล,  2528;  Dyer,  1979)  โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

3.1 เตรียมรากพืช  โดยใชรากท่ีงอกใหมบริเวณปลายยอด  ตัดมาเฉพาะสวนปลายท่ีมีความ
ยาวประมาณ  3-5  มิลลิเมตร   
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3.2 หยุดวงชีพเซลล  โดยแชรากในสารละลาย  para-dichlorobenzene (PDB)(ภาคผนวก  
ข)  ท่ีอ่ิมตัวในน้ําเปนเวลานาน  60  นาที 

3.3 นําปลายรากท่ีแชในสารละลาย  PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน  แลวนําไปแชใน
น้ํายารักษาสภาพเซลล  (ภาคผนวก  ข)  นาน  5  นาที  แลวลางดวยน้ํากล่ัน 

3.4 แยกเซลลโดยแชรากใน  1 N  HCl (ภาคผนวก  ข)  ท่ีอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  นาน  
4  นาที  แลวลางออกดวยน้ํากล่ัน 

3.5 ยอมสีเนื้อเยื่อปลายรากใน  carbol fuchsin (ภาคผนวก  ข)  เปนเวลา  60  นาที 
3.6 นําปลายรากท่ีผานการยอมสีแลววางบนแผนกระจกสไลด  ขยี้ปลายรากดวยเข็มเข่ีย  

หยดสี carbol fuchsin  1  หยด  ตรงบริเวณปลายราก  ใชเข็มเข่ียเคาะเนื้อเยื่อเพื่อใหเซลลกระจาย  
คีบเนื้อเยื่อสวนเกินท้ิง  แลวปดแผนกระจกปดสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ  วางกระดาษซับบนแผน
กระจกสไลด  แลวกดนิ้วหัวแมมือลงไป  เพื่อใหเซลลกระจาย  และซับสีสวนเกินออก 

3.7 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน  เลือกเซลลท่ีมีการแบงนิวเคลียส
ในระยะเมตาเฟส  และเปนเซลลทีมีการกระจายตัวของโครโมโซม  สามารถนับจํานวนโครโมโซม
ได  แลวบันทึกภาพใตกลองจุลทรรศน 
 
การทดลองท่ี  4   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 ศึกษารูปแบบไอโซไซมของผักแวนจาก  10 จังหวัด  โดยใชเทคนิคโพลีอคริลาไมด
เจลอิเล็คโทรโฟรีซิส  ศึกษากับเอนไซม  3 ชนิด   คือ  acid   phosphatase ( ACP ),  esterase  ( EST ) 
และ  peroxidase  ( POX )  เพื่อนําไปหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของผักแวนท้ัง  10  จังหวัด  
โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
 1.   การเตรียมตัวอยางพืชและการสกัด  นําใบขอท่ีสามนับจากยอด  ของผักแวนจากแปลง
ปลูก  ลางดวยน้ํากล่ันใหสะอาด  เช็ดใหแหง  ช่ังใบใหไดน้ําหนัก   0.5  กรัม  แลวนํามาบดในโกรง
ท่ีแชเย็นจัด  จนตัวอยางละเอียด  เติมน้ํายาสกัดเอนไซม (ภาคผนวก ค)  3  มิลลิลิตร  และ  
polyvinyl-polyrrolidone ( PVPP )  0.5 กรัม  บดจนตัวอยางเขากัน  บรรจุสารละลายท่ีไดลงใน  
eppendorf  tube  แลวนําไปแยกสวนดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  14,000 รอบตอนาที   ท่ี
อุณหภูมิ  2 องศาเซลเซียส       เปนเวลา  30 นาที     ดูดเอาสวนท่ีเปนของเหลวใส    นําเขาเคร่ืองปน
เหวี่ยงอีกคร้ัง  แลวจึงดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสใน eppendorf  tube  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ  -20  องศา
เซลเซียส  เพื่อนําไปทําโพลิอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสตอไป 
 2.   การทําโพลิอคริลาไมดเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส  ประกอบชุดกระจกสําหรับทํา  slab  gel 
เขาดวยกัน  จากนั้นเตรียมสารละลาย  separating  gel ( ภาคผนวก ค )  แลวนําสารละลายเจลเทลง
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ระหวางแผนกระจกพรอมเสียบหวี   ท้ิงไวประมาณ   30  นาที  เพื่อใหเจลแข็งตัว  จากนั้นดึงหวี
เสียบออก จะเห็นเปนชอง   สําหรับหยอดตัวอยางท่ีผสม  marker  dye  แลว  จากนั้นประกอบชุด
อิเล็คโทรโฟรีซิสเขาดวยกัน  เติม  electrode  buffer  ลงใน  chamber  หยอดตัวอยางท่ีผสมกับ   
marker  dye  ในอัตราสวน  9 : 1  ลงในชองเจล  ปริมาตร  20  ไมโครลิตร  ระวังอยาใหตัวอยางฟุง
กระจาย   ตอข้ัวบวกและข้ัวลบเขากับ  chamber  เปดสวิตซของเคร่ืองจายกระแสไฟฟา   โดยใช
กระแสไฟ  20  มิลลิแอมแปร   ปดเคร่ืองจายกระแสไฟ   เม่ือระดับของ   marker  dye  อยูหางจาก
ขอบลางของแผนเจล ประมาณ  1  นิ้ว  จากน้ันนําแผนกระจกออกจาก   chamber   ทําเครื่องหมาย
ใหทราบจุดเร่ิมตน   คอย ๆ แกะเจลท่ีอยูระหวางแผนกระจกออกมาวางในกลองพลาสติก  เพื่อยอม
สีเอนไซมตอไป 
 3.  นําเจลท่ีไดมายอมดวยสียอมเอนไซม   3    ชนิด      คือ      ACP,    EST     และ      POX           
(ภาคผนวก  ค)  เทลงในกลองพลาสติกท่ีมีเจลอยู    เก็บในท่ีมืด  เขยาเจลเปนระยะ ๆ  รอจนเกิด
แถบสี    จากนั้นลางเจลใหสะอาด  แลวแชเจลในกรดแอซิตริกเขมขน  7  เปอรเซ็นต   เพื่อรักษา
สภาพเจล   
 4. นําเจลท่ีเกิดแถบสีแลวมาบันทึกการเคล่ือนท่ีของ   marker  dye  และแถบสี   บันทึก  
ตําแหนง  ขนาด  จํานวนแถบสี  และรูปแบบการเกิดแถบสีของไอโซไซมแตละชนิด   ถายภาพเจล
และคํานวณคาระยะทางการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ ( Rf )  เพื่อนําไปเขียนแผนภาพไซโมแกรม  โดย 
 
     การเคล่ือนท่ีสัมพัทธ      =            ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

              ระยะการเคล่ือนท่ีของ    marker  dye              
5.   การวิเคราะหกลุมพืช     กําหนดใหตัวอยางพืชเปน     operational     taxonomic     unit    

(OUT)  และแถบสีเปนลักษณะ  (character)   ใชการมีแถบสีและไมมีแถบสีมาวิเคราะห  โดยใหคา
การมีแถบสีเปน  1  และคาไมมีแถบสีเปน  0  นําคาท่ีไดมาวิเคราะหกลุมพืช (cluster  analysis )  
ของไอโซไซมนั้นดวย UPGMA   cluster  analysis  ตามวิธีการของ  Jaccard’s  similarity  
coefficient   โดยใชโปรแกรม  SPSS 
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การทดลองท่ี  5  การผลิตผักแวนโดยใชวัสดุปลูกท่ีไมใชดิน 
 แบงออกเปน  4  การทดลองยอย  ดังนี้   
 

5.1  การศึกษาผลของแหลงท่ีมาตอการเติบโต ในระบบสารละลายไหลผาน 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  จํานวน  4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน  

ดังนี้   กรรมวิธีท่ี  1  ผักแวนจากจังหวัดตาก    กรรมวิธีท่ี  2  ผักแวนจากจังหวัดสกลนคร  กรรมวิธี
ท่ี  3  ผักแวนจากจังหวัดสุพรรณบุรี    และกรรมวิธีท่ี  4  ผักแวนจากจังหวัดชลบุรี 
 ปลูกผักแวน  1  กรรมวิธีตอ 1 รางปลูก โดยใชกรวดยึดตนท่ีเร่ิมปลูกท่ีมีความยาวจากยอด
ถึงขอท่ี  3  ยาว  8-10  เซนติเมตร  โดยใชสารละลายธาตุอาหารสูตร  CMU-RPF  (ภาคผนวก ง)ให
ไหลผานรางปลูก  ติดต้ังปมน้ําเพื่อนําสารละลายธาตุอาหารหมุนเวียนกลับมาใชตลอดเวลา  เติม
สารละลายธาตุอาหารในถังบรรจุสารละลายท่ีมีปมน้ําใหไดระดับ  20 ลิตร  และเติมเพิ่มเพื่อให
ระบบดําเนินตอไปอยางตอเนื่อง  ทําการทดลองภายในโรงเรือนท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ีย   29  องศา
เซลเซียส   ความช้ืนสัมพัทธ   56  เปอรเซ็นต   ความเขมแสง   3,260  ลักซ    
 บันทึกความยาวตนจากปลายยอดถึงขอสุดทาย  เสนผานศูนยใบประกอบ  ความกวางใบ
ยอย  ความยาวใบยอย  และความยาวกานใบ  โดยใชวิธีเชนเดียวกับในการทดลองท่ี  1 (1.2)   
 

การทดลองท่ี  5.2  การศึกษาผลของวัสดุยึดตอการเติบโต ในระบบสารละลายหมุนเวียน     
เลือกผักแวนจากกรรมวิธีท่ีดีท่ีสุดในการทดลองท่ี  5.1  คือ กรรมวิธีท่ี 1 ผักแวนจากจังหวัด

ตาก  ปลูกในวัสดุยึด  4 ชนิด  โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  มี 4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  
5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน  ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1  ใชหินกรวดเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชอิฐมอญทุบเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชกอนดินเผาทรงกลมเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 4  ใชกอนดินเผาทรงส่ีเหล่ียมเปนวัสดุยึด 
ปลูกผักแวนท่ีมีความยาวจากยอดถึงขอท่ี 3  ยาว  8-10  เซนติเมตร (ซม.)  ปลูกในตะกรา

ขนาด  7x10  นิ้ว  ท่ีบรรจุวัสดุดังกลาวขางตน สูง  คร่ึงหนึ่งของความสูงของตะกรา  ปลูกใหสวน
ไหลอยูลึกลงไปในวัสดุยึด  2  ซม.  โดยวางตะกราในถาดดําขนาด  1x1.5 เมตร  สูง  10  ซม.  ท่ี
ติดต้ังปมน้ําเพื่อใหสารละลายธาตุอาหารสูตร  CMU-RPF  หมุนเวียนตลอดเวลา  โดยใหสารละลาย
ทวมสูง  7-8  ซม.  โดยเร่ิมใหสารละลายธาตุอาหาร  ภายหลังจากปลูก  5  วัน  ทําการทดลองภายใน
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โรงเรือนท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ีย   30  องศาเซลเซียส   ความช้ืนสัมพัทธ   55  เปอรเซ็นต   ความเขมแสง   
3,180   ลักซ   

บันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองท่ี  5.1 
 

การทดลองท่ี  5.3   การศึกษาผลของวัสดุยึดตอการเติบโตในระบบปลูกในภาชนะทรงกลม  
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ  มี 4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน  ดังนี้ 
กรรมวิธีท่ี 1  ใชหินกรวดเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชอิฐมอญทุบเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชกอนดินเผาทรงกลมเปนวัสดุยึด 
กรรมวิธีท่ี 4  ใชกอนดินเผาทรงส่ีเหล่ียมเปนวัสดุยึด 

 นําผักแวนของจังหวัดตากท่ีมีความยาวจากยอดถึงขอท่ี 3  ยาว  8-10  ซม.  ปลูกในภาชนะ
ทรงกลมขนาด  9  นิ้ว  ท่ีบรรจุวัสดุยึดคร่ึงหนึ่งของภาชนะ  ปลูกใหสวนไหลอยูลึกลงไปในวัสดุยึด  
1.5  ซม.  แลวเติมน้ําประปาจนเต็มภาชนะที่ใชปลูก  ใหสารละลายน้ําปุย  สูตร  CMU-RPF  
ภายหลังจากปลูก  5  วัน  และคอยเติมใหอยูในระดับขอบภาชนะ  ทําการทดลองภายในโรงเรอืนท่ีมี
ความเขมแสงเฉล่ีย  3,161 ลักซ   อุณหภูมิเฉล่ีย 28.8  องศาเซลเซียส   
บันทึกขอมูลเชนเดียวกับการทดลองท่ี  1 (1.2)   
 

การทดลองท่ี  5.4   การศึกษาเปรียบเทียบการปลูกผักแวนในวัสดุปลูกท่ีไมใชดนิ 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ     มี  4   กรรมวิธี  กรรมวิธีละ  5  ซํ้า  ซํ้าละ  1  ตน    ดังนี้  
กรรมวิธีท่ี 1  ใชขุยมะพราว  : แกลบ :  ทราย อัตราสวน  6 : 3 : 1 เปนวัสดุปลูก 
กรรมวิธีท่ี 2  ใชขุยมะพราว  : แกลบ  อัตราสวน  1 : 1 เปนวัสดุปลูก 
กรรมวิธีท่ี 3  ใชขุยมะพราวเปนวัสดุปลูก 
กรรมวิธีท่ี 4  ใชถานแกลบเปนวัสดุปลูก 
เตรียมโตะปลูกโดยใชกระสอบปุยปูบนพื้นโตะ 1 ช้ัน  แลววางกอนอิฐมอญใหเปนชอง

ขนาด  30 x100 ซม  แลวบรรจุวัสดุปลูก และทําการใหสารละลายปุยสูตร CMU-RPF  โดยใชบัวรด
น้ํารดในปริมาณ  3 ลิตรตอชอง  ปลูกโดยใชไหลผักแวนของจังหวัดตากท่ีมีความยาวจากยอดถึงขอ
ท่ี  3  ยาว  8-12  เซนติเมตร ปลูกใหสวนไหลอยูลึกลงไปในวัสดุปลูกประมาณ  1.5  ซม  เร่ิมให
สารละลายน้ําปุย  สูตร CMU-RPF (ภาคผนวก ง)   ภายหลังจากวันปลูก   5   วัน   โดยทําการใหวัน
ละคร้ัง ทดลองภายในโรงเรือนท่ีมีอุณหภูมิเฉล่ีย 31  องศาเซลเซียส   ความช้ืนสัมพัทธ    60  
เปอรเซ็นต    ความเขมแสงเฉล่ีย  2,525  ลักซ   ขอมูลเชนเดียวกับการทดลองท่ี  1 (1.2)   
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สถานท่ีทําการวิจัย       หองปฏิบัติการทางสรีรวิทยา   ภาควิชาพืชสวน  คณะเกษตรศาสตร  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
โรงเรือนเพาะชํา   ภาควิชาพชืสวน  คณะเกษตรศาสตร  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

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


