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1. บทคัดย่อ 

 แหน (duckweed) เป็นพืชดอกที่มีขนาดเล็กที่สุดและสามารถเจริญเติบโตได้ดีและเร็วในเขตร้อน เช่น 

ประเทศไทย ดังน้ันแหนจึงมีความเหมาะสมในการนํามาพัฒนาเป็นพืชต้นแบบเพ่ือใช้ในการศึกษาทางชีววิทยา

โครงสร้างและสรีรวิทยาของพืช อณูชีววิทยา ชีวเคม ี รวมไปถึงการนําองค์ความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ทาง

เทคโนโลยีชีวภาพ จากการศึกษาพบว่าแหนที่พบในแหลง่นํ้าภายในมหาวิทยาลัยบูรพาประกอบไปด้วย 3 สาย

พันธ์ุซึ่งสามารถจําแนกได้ด้วยเทคนิค PCR คือ แหนใหญ ่(Spirodela polyrhiza) แหนเล็ก (Lemna minor) 

และ ไข่นํ้า (Wolffia globosa) ซึ่งสามารถนํามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในสภาวะปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 15 μmol.m-2.s-1 โดยทําการกําจัดสิ่งปนเป้ือนด้วยสารฟอกขาวหรือสารโพวิโดน

ไอโอดีน โดยแหนทั้ง 3 ชนิดเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเหลว Hoagland E และมีระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวน

ทวีคูณที่ 6.6, 2.7 และ 2.4 วัน ตามลําดับ เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าแหนใหญ่ แหนเล็ก และ

ไข่นํ้ามีลักษณะเป็นรูปวงรี มีขนาดฟรอนด์ (กว้าง x ยาว) เฉลี่ย 3.95 x 5.38, 1.37 x 2.41 และ 0.45 x 0.56 

มม. ตามลําดับ โดยมีจํานวนปากใบเฉล่ีย 88, 135 และ 78 คู่/มม.2 ตามลําดับ และขนาดของปากใบ (กว้าง x 

ยาว) เฉลี่ย 12.6 x 20.0, 13.7 x 22.5 และ 23.6 x 30.5 ไมครอน ตามลําดับ จากการศึกษาปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในแหนทั้ง 3 ชนิดพบว่า แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า มีปริมาณคาร์โปไฮเดรตสูงสุด

ที่ 10.9, 28.7 และ 18.8 %ของน้ําหนักแห้ง ตามลําดับ ในขณะที่มปีริมาณโปรตีนสูงสุดที่ 20.5, 16.0 และ 

7.48 %ของน้ําหนักแห้ง ตามลําดับ และพบว่ากรดซาลิไซลิกและกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกที่ความ

เข้มข้น 10 uM มีผลในการชะลอการเจริญเติบโตของแหนเล็กและแหนใหญ ่ ในขณะที่กรดแอบไซซิกและด่าง

ทับทิมส่งผลใหเ้กิดการยับย้ังการเจริญเติบโต อย่างไรก็ตามผู้วิจัยยังไม่พบสารเคมีชนิดใดที่สามารถเหน่ียวนําให้

แหนออกดอกภายใต้สภาวะท่ีกําหนด โดยผู้วิจัยกําลังศึกษาผลของแสงต่อการออกดอกของแหน และพัฒนา

กระบวนการถ่ายฝากยีนเข้าสู่แหนเพ่ือใช้พัฒนาเทคนิคการปรับปรุงพันธ์ุและการแปลงพันธ์ุในแหนต่อไป 
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2. ความสาํคญัและสรุปความเปน็มาของโครงการฯ  

ประเทศไทยเป็นประเทศที่อยู่ในเขตร้อนและมีทรัพยากรท่ีสามารถนํามาใช้วิจัยเพ่ือการพัฒนา

นวัตกรรมทางชีวภาพได้มาก แต่เน่ืองด้วยประเทศไทยเป็นประเทศกําลังพัฒนา แหล่งเงินทุนในการวิจัยจึงมีอยู่

จํากัด และขดีความสามารถในการวิจัยจึงมิอาจเปรียบเทียบกับประเทศที่พัฒนาแล้วได้ ซึ่งประเทศเหล่าน้ีจะ

เน้นการวิจัยพ้ืนฐานเพ่ือเป็นแหล่งข้อมูลในการทําวิจัยประยุกต์ต่อไป ดังน้ันเพ่ือการพัฒนาที่ย่ังยืนและ

เหมาะสมกับประเทศไทย การพัฒนาความรู้พ้ืนฐานควบคู่ไปกับการนําความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ จึงมีความ

จําเป็นอย่างย่ิงที่จะทําให้ประเทศไทยสามารถแข่งขันกับประเทศอ่ืนได้ 

ปัจจุบันงานวิจัยพ้ืนฐานทางด้านพืชจะเน้นไปที่พืชต้นแบบคือ Arabidopsis thaliana ซึ่งจัดเป็น

วัชพืชบกและขึ้นในสภาพอากาศที่เย็น ข้อได้เปรียบของ Arabidopsis คือ มีขนาดเลก็และยังมีขนาดของของจี

โนม (genome) เล็กกว่าพืชใบเลี้ยงคู่ชนิดอ่ืน เจริญเติบโตเร็วโดยใช้เวลาประมาณ 3 เดือนในแต่ละรุ่น 

นอกจากน้ี Arabidopsis ยังมีแหล่งขอ้มูลทางพันธุกรรมและมีการพัฒนากระบวนการทางพันธุวิศวกรรมที่

สมบูรณ์ทีสุ่ด ทําให้นักวิจัยสว่นใหญ่เลือก Arabidopsis เป็นต้นแบบในการศึกษากระบวนการทางชีววิทยาและ

ชีวเคมีในพืช แต่ข้อเสียของ Arabidopsis คือไม่สามารถนําไปพัฒนาเพ่ือการประยุกต์ใช้ได้ และเจรญิเติบโตได้

ในสภาพอากาศเย็นเท่าน้ัน ดังน้ันการวิจัยพ้ืนฐานโดยใช้ Arabidopsis จึงไม่เหมาะสมกับการพัฒนาทาง

วิทยาศาสตร์ของประเทศไทย 

 ในทางตรงข้าม แหน (duckweed) ซึ่งเป็นวัชพืชนํ้าที่พบทั่วไปในประเทศไทย มีความเหมาะสมในการ

นํามาพัฒนาเพ่ือใช้เป็นพืชต้นแบบในประเทศไทย กล่าวคอืแหนซึ่งจัดเป็นพืชใบเลี้ยงเด่ียวและเป็นพืชดอกที่เล็ก

ที่สุด สามารถเจริญเติบโตได้ง่ายและเร็วกว่า Arabidopsis นอกจากน้ีองค์ประกอบของเน้ือเย่ือไม่มีความ

สลับซับซ้อน อีกทั้งยังมีขนาดจีโนมใกล้เคียงกับ Arabidopsis แต่สามารถเจริญเติบโตได้ดีและเร็วในเขตร้อน 

ดังน้ันพืชตระกูลแหน (Lemnaoideae) จึงมีความเหมาะสมในการนํามาพัฒนาเป็นพืชต้นแบบเพ่ือใช้ใน

การศึกษาทางชีววิทยาของเซลล ์ โครงสร้างและสรีรวิทยาของพืช อณูชีววิทยา ชีวเคมี รวมไปถึงการนําองค์

ความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพในประเทศไทย 

 ดังน้ันการพัฒนาแหนใหญ่เพ่ือเป็นพืชต้นแบบจึงมีความสําคัญสําหรับการพัฒนาการเรียนการสอน

ทางด้านชีววิทยาและเทคโนโลยีชีวภาพทางด้านพืชในประเทศไทย และเพ่ือการรองรับข้อมูลทางพันธุกรรมของ

แหนที่สามารถนําไปใช้ในการทําวิจัยเชิงลึกและวิจัยเชิงประยุกต์ต่อไปในอนาคต 
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3. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

3.1. ศึกษาชีววิทยาของแหนในระดับต่างๆ เพ่ือใช้ประโยชน์ในการเรียนการสอนทางด้านพืชในระดับ

เซลลแ์ละระดับโมเลกุล และใช้เป็นพืชต้นแบบในการทําวิจัยพ้ืนฐาน 

3.2. พัฒนาการเพาะเลี้ยงและคัดเลือกสายพันธ์ุแหนที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในการทําวิจัยเชิงลึกหรือการทํา

วิจัยเชิงประยุกต์ 

3.3. พัฒนาเทคนิคทางพันธุวิศกรรมเพ่ือรองรับการประยุกต์ใช้กับข้อมูลรหัสพันธุกรรมของแหน และ

การปรับปรุงพันธ์ุ 

 

4. ขอบเขตของการวิจัย 

 โครงการวิจัยน้ีประกอบไปด้วยโครงการวิจัยย่อยสามส่วนทีเ่ก่ียวเน่ืองกัน 

4.1. การศึกษาวิจัยในเชิงชีววิทยาของแหน โดยจะมีการนําแหนแต่ละชนิดมาศึกษาโครงสร้างทาง

ชีววิทยาทั้งในระดับเน้ือเย่ือและในระดับเซลล ์ มกีารศึกษาวงจรชีวิตและการสืบพันธ์ุ รวมถึงการศึกษาทาง

ชีวเคมีและอณูชีววิทยา  

4.2. การพัฒนาการนําแหนเข้ามาเพาะเลี้ยงในห้องทดลอง เพ่ือการควบคุมตัวแปรต่างๆ และมีการ

ปรับปรุงอาหารเลี้ยง อุณหภูมิ และแสง ที่เป็นระบบ โดยจะมีการคัดเลือกสายพันธ์ุแหนที่เหมาะสมในการใช้

ประโยชน์ในการทําวิจัยเชิงลึกหรือวิจัยเชิงประยุกต์ต่อไป  

4.3.. การพัฒนาเทคนิคกระบวนการเปลี่ยนสภาพแหน (transformation) ที่เหมาะสมประหยัด และ

เป็นระบบเพ่ือใช้เป็นพ้ืนฐานในการปรับปรุงพันธ์ุหรือคัดเลือกพันธ์ุแหนโดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศกรรม 

(genetic engineering) หรือเทคนิคการกลายพันธ์ุ (mutation) ต่อไป โดยคาดว่าจะสามารถพัฒนาแหน

ต้นแบบที่สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในเชิงอาหาร พลังงานหรือสิ่งแวดล้อมได้ภายในระยะเวลาโครงการ 2-3 ปี 

 

5. วิธีการดําเนินการวิจัย 

 5.1. การเก็บตัวอย่างแหน 

ทําการเก็บตัวอย่างแหนจากแหล่งนํ้าธรรมชาติ 3 ชนิด ได้แก่ แหนใหญ ่(Spirodela polyrhiza) แหนเล็ก 

(Lemna minor) และไข่นํ้า (Wolffia globosa) จากบริเวณแหล่งนํ้าภายในมหาวิทยาลัยบูรพา จากน้ันนํามา

ล้างทําความสะอาดด้วยนํ้าประปาอย่างน้อย 3 ครั้งเพ่ือล้างตะกอนดิน เศษอินทรีย์ และแมลงน้ําหลายชนิดที่
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ติดอยู่ตามรากและใบของแหนใหญ่ออก จากน้ันจึงนํามาล้างด้วยนํ้ากลั่นแช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงเพ่ือล้าง

ไอออนจากนํ้าประปาและตกตะกอนเศษดินที่เหลืออยู่ 

 5.2. การกําจัดสิ่งมีชีวิตที่ปนเป้ือนในแหน 

5.2.1. เตรียมอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS; Murashige and Skoog, 1962) โดยทําการ

ทดลองเลี้ยงแหนในอาหารแข็ง MS ในขวดแก้วมีฝาปิด และมีอาหารเพาะเลี้ยงอยู่ขวดละ 20-25 มิลลิลิตร 

5.2.2. หาวิธีการท่ีเหมาะสมในการกําจัดสิ่งมีชีวิตปนเป้ือนในแหนใหญแ่ละแหนเล็ก โดยเริ่มจากการ

แช่ช้ินส่วนแหนใหญท่ี่ตัดรากออกลงในสารฟอกขาวไฮเตอร์ความเข้มขน้ 3, 5 หรือ 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1, 

3 และ 5 นาท ีแล้วล้างในนํ้ากลั่นฆ่าเช้ือทั้งหมด 3-5 ครั้งๆละ 5 นาท ีตัดแต่งเอาส่วนที่ถูกทําลายออกแล้ว

นําไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS โดยให้แสงสว่างด้วยหลอดฟลูออเรสเซนต์ ที่ ความเข้มแสง 15 μmol.m-2.s-1 

เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงต่อวัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

5.2.3. หาวิธีการท่ีเหมาะสมในการกําจัดสิ่งมีชีวิตปนเป้ือนในไข่นํ้า โดยเร่ิมจากการห่อไข่นํ้าในผ้าขาว

บาง แล้วนําไปแช่ในสารฟอกขาวไฮเตอร์ความเข้มข้น 2 หรือ 5 เปอร์เซน็ต์ หรือเบตาดีนความเข้มข้น 10 หรือ 

20 เปอร์เซ็นต์ หรือทิงเจอร์ไอโอดีนความเข้มข้น 5 หรือ 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 หรือ 60 วินาท ีล้างในนํ้า

กลั่นฆ่าเช้ือทั้งหมด 3-5 ครั้งๆละ 5 นาท ีแล้วนําไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS โดยให้แสงสว่างด้วย 

5.2.4. หลังจากกําจัดจุลินทรย์ีปนเป้ือนแล้วนําแหนไปเพาะเลี้ยงที่ หลอดฟลูออเรสเซนต์ ที่อุณหภูม ิ

25 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 15 μmol.m-2.s-1 เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงต่อวัน เป็นเวลา 10-14 วัน เพ่ือบันทึก

ร้อยละการรอดชีวิต และร้อยละการปนเป้ือนตามลําดับ 

5.3. การคัดเลอืกสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเล้ียงแหน 

5.3.1. เตรียมอาหารเหลว 4 สูตร ได้แก่ อาหารเหลวสูตร MS, Hoagland-E (Cross J, 

http://www.mobot.org/jwcross/duckweed/media.htm), Hoagland-E+ (Cowgill and Milazzo, 

1989) และ Schenk and Hildebrandt (SH; Schenk and Hildebrandt, 1972) โดยใช้ความเข้มข้นปกติ 

(1x) หรือที่ครึง่ความเข้มข้น (0.5x) และใช้นํ้ากลั่นปลอดเช้ือเป็นตัวควบคุม 

5.3.2. ถ่ายแหนปลอดเช้ือมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MS เป็นเวลา 7 วันเพ่ือปรับสภาพจากน้ันถ่าย

แหนลงในอาหารเหลวแต่ละชนิด โดยแต่ละขวดจะใส่แหนจํานวน 4-10 ฟรอนด์ ตามขนาดและชนิดของแหน 

โดยนําไปเพาะเลี้ยงในห้องควบคุมสภาวะที่มีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และให้แสงทีค่วามเข้มแสงประมาณ 

15 μ.mol.m-2.s-1 เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงต่อวัน นับจํานวนฟรอนด์ที่เพ่ิมขึ้นทุกๆ 2-3 วัน เป็นเวลา 10-14 วัน 
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5.3.3. วิเคราะห์การเจริญของแหนโดยศึกษาระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณ (doubling time) 

ของฟรอนด์ โดยอาหารที่ให้ค่าระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณน้อยที่สุดแสดงว่าแหนเจริญในอาหาร

ดังกล่าวได้ดีที่สุด 

 5.4. การวิเคราะห์การเติบโตของแหน 

เพาะเลี้ยงแหนในอาหารที่ใหก้ารเจริญเติบโตได้ดี และถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโค

รสโคปทุก 12 ช่ัวโมง แล้วนําข้อมูลภาพถ่ายมาวิเคราะห์ผลโดยการวัดขนาดของใบโดยใช้โปรแกรม ImageJ 

(Schneider et al., 2012) 

 5.5. การเพาะเลี้ยงแหนใหญ่เพื่อนํามาวิเคราะห์สารชีวโมเลกุล 

 5.5.1. เตรียมอาหารเหลว 4 สูตร ได้แก่ อาหารเหลวสูตร MS, E, E+ และ SH ใส่กระบะพลาสติก

สี่เหลี่ยมจํานวน 6 ใบๆละ 1 ลิตร นําแหนใหญ่และปหนเล็กปลอดเช้ือมาเพาะเลี้ยงในกระบะพลาสติกสี่เหลี่ยม

ที่เตรียมไว้ คลมุด้วยพลาสติกห่ออาหาร แลว้นําไปเพาะเลี้ยงในห้องควบคุมสภาวะที่มีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส และให้แสงทีค่วามเข้มแสง 15 μ.mol.m-2.s-1 16 ช่ัวโมงต่อวัน เป็นเวลา 14-21 วัน แล้วแต่ชนิดของ

แหน 

5.5.2. เก็บเก่ียวแหนท่ีเพาะเลี้ยงโดยการกรองผ่านตะแกรงลวดแล้วนํามาล้างให้สะอาดด้วยนํ้ากลั่น

จํานวน 3 ครั้ง เพ่ือชะล้างสารอาหารที่ติดอยู่กับใบและรากของแหนใหญ่ออกจากน้ันทิ้งให้สะเด็ดนํ้าก่อนนํามา

บดให้ละเอียดในไนโตรเจนเหลว เก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

5.6. การวิเคราะห์ปริมาณความชื้นด้วยวิธีอบลมร้อน 

 5.6.1. นําถ้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ไปอบไล่ความช้ืนในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากอบเสร็จแล้วรีบนําถว้ยอะลูมิเนียมฟอล์ยไปทําใหเ้ย็นในโถดูดความช้ืนที่มีสารดูด

ความช้ืนซิลิกา 30 นาที นําไปช่ังหานํ้าหนักด้วยเครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหน่ง จากน้ันนําไปอบซ้ําอีกคร้ังเป็น

เวลา 30 นาที จนทราบนํ้าหนักที่แน่นอน 

 5.6.2. ช่ังตัวอย่างแหนนํ้าหนักประมาณ 1-3 กรัม ใส่ลงในถ้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ที่รู้นํ้าหนักที่แน่นอน 

นําไปอบไล่ความช้ืนในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากอบเสร็จรีบนําถ้วย

อะลูมิเนียมฟอล์ยที่มีตัวอย่างไปทําให้เย็นในโถดูดความช้ืนทิ้งไว้ 30 นาที นําไปช่ังนํ้าหนักด้วยเครื่องช่ังทศนิยม 

4 ตําแหน่งก่อนนํามาอบซ้ําอีกคร้ังเป็นเวลา 30 นาที หรือจนได้นํ้าหนักที่แน่นอน 

5.6.3. นําค่าที่ได้มาคํานวณหาปริมาณความช้ืนของแหนใหญ่จากสูตร 
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   ปริมาณความช้ืน (ร้อยละ) = 
ሺ୵భି୵మሻ	୶	ଵ଴଴

୵భ
 

เมื่อ   w1= นํ้าหนักตัวอย่างก่อนอบ 

          w2= นํ้าหนักตัวอย่างหลังอบ 

5.7. การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในแหน 

 5.7.1. สกัดคาร์โบไฮเดรตในตัวอย่างแหนโดยใช้ตัวอย่างบด 1 กรัม ใสล่งในหลอดทดลองแล้วเติมกรด

ไฮโดรคลอลิกความเข้มข้น 2.5 นอร์มอล ปริมาตร 10 มลิลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 5 

นาที ทิ้งไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ผสมให้เข้ากันอีกคร้ังจากน้ันนําไปต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 2 

ช่ัวโมง เพ่ือย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตในตัวอย่างให้เปลี่ยนเป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว แล้วนําไปป่ันเหว่ียงที่

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกตะกอนตัวอย่างกับสารละลายออกจากกัน เก็บส่วน

สารละลายไปทําการวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 

5.7.2. วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีแอนโทรน โดยใช้สารละลายตัวอย่างปริมาตร  

500 ไมโครลิตร ใสล่งในหลอดทดลอง จากน้ันเติมสารละลายแอนโทรนปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้ว

นําไปต้มในอ่างนํ้าเดือดเป็นเวลา 8 นาที ทิง้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

630 นาโนเมตร 

5.7.3. วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีฟีนอลซัลฟิวริกโดยใช้สารละลายตัวอย่างปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ใสล่งในหลอดทดลอง จากน้ันเติมสารละลายฟีนอลความเข้มข้น 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร และเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 96 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันนําไปแช่ในอ่างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 

490 นาโนเมตร 

5.8. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในแหน 

 5.8.1. สกัดโปรตีนในตัวอย่างแหนใหญ่โดยใช้ตัวอย่างแหนใหญ่บด 1 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลองแล้ว

เติมกรดไฮโดรคลอลิกความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล ปริมาตร 10 มลิลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็น

เวลา 5 นาที ทิ้งไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารซ้ําอีกคร้ังเป็นเวลา 10 

นาที นําไปต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วนําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อ
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นาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกตะกอนตัวอย่างกับสารละลายออกจากกัน เก็บส่วนสารละลายไปทําการ

วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

 5.8.2 วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีลอว์รี (Lowry’s Method) โดยใส่สารละลายตัวอย่าง 200 

ไมโครลิตรลงในหลอดทดลอง จากน้ันเติมสารละลาย Lowry’s reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เติมสาร Folin–Ciocalteu reagent 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันทันที แล้ว

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 750 นาโนเมตร  

 5.8.2 วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยใช้ bicinchoninic acid (BCA) โดยใส่สารละลายตัวอย่าง 20 

ไมโครลิตรลงในหลอดทดลอง แล้วเติมสารละลาย BCA reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นําไปแช่ในอ่างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

562 นาโนเมตร  

 5.8.3. วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธีเจลดาลห์ (Kjeldahl Method) โดยย่อยตัวอย่างแหน 2 กรัม

ก่อนในหลอดย่อย ซึ่งใช้ซลิิเนียมซึ่งเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จํานวน 1 กรัม เติมกรดซัลฟิวรกิเข้มข้น 30 มลิลิลิตร 

และใส่เม็ดกันเดือด 10 เม็ด ย่อยตัวอย่างในเคร่ืองย่อยที่ต้ังอุณหภูมิไว้ 150 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 30 นาที 

จากน้ันเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 250 องศาเซลเซยีล ย่อยต่อไปอีก 30 นาที และเพ่ิมอุณหภูมิที่ 350 องศาเซลเซียส 

จนได้สารละลายใส หลังจากสารละลายใสย่อยต่ออีก 1 ช่ัวโมง แล้วนําสารตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ไปกลัน่โดยเจือ

จาง 200 เท่า ด้วยนํ้ากลั่น จากน้ันปรับ pH เป็น 9.5 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ทําการกลัน่เป็นเวลา 

8 นาที ไอระเหยที่ได้จะถูกดักไว้ในขวดรูปชมพู่ที่มีกรดบอริกความเข้มข้น 4% 100 มิลลลิิตร จากนั้นนําไป

ไทเทรตกับสารละลายกรดซลัฟิวริกจนถึงจุดยุติ นําปริมาตรที่ไทเทรตคาํนวณหาปริมาณโปรตีนจากสูตร 

%P ൌ	
൫Vୱୟ୫୮୪ୣ െ	Vୠ୪ୟ୬୩൯ 	ൈ	M୒ ൈ Cୟୡ୧ୢ 	ൈ D	 ൈ Z	 ൈ	 f୮୰୭୲ୣ୧୬

mୱୟ୫୮୪ୣ
	ൈ 100 

%P  คือ นํ้าหนักโปรตีนเป็นร้อยละ 

Vsample  คือ ปริมาตรกรดที่ใช้ไทเทรตกับสารตัวอย่าง (ml) 

Vblank  คือ ปริมาตรกรดที่ใช้ไทเทรตกับแบลงค ์(ml) 

MN  คือ มวลโมเลกุลของไนโตรเจน = 14.0067 (g/mol) 

Cacid  คือ ความเข้มขน้ของกรดในหน่วยโมลต่อลิตร (M) 

Z  คือ ปริมาณการแตกตัวของกรด 
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D  คือ จํานวนเท่าที่เจือจางตัวอย่าง 

Fprotein  คือ ค่าโปรตีนแฟคเตอร์คิดจากในตัวอย่างส่วนใหญ่นํ้าหนักไนโตรเจนมีประมาณ 

16%  ของน้ําหนักโปรตีนค่าโปรตีนแฟคเตอร์จึงมีค่า = 
ଵ଴଴%

ଵ଺%
 = 6.25 

Msample  คือ นํ้าหนักตัวอย่าง (mg) 

5.9. การศึกษาสารเคมีที่มีผลในการเหนี่ยวนําให้แหนใหญ่ออกดอก 

 5.9.1. เตรียมอาหารเหลวสูตร MS หรือ PS; Pirson-Seidel (Pirson and Seidel, 1950) ทีม่ีกรดซา

ลิไซลิก, กรดแอบไซซิก, กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก, กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซอีะซีติก หรือ ด่างทับทิม

ที่มีความเข้มขน้ 0.1, 1 และ 10 ไมโครโมลาร์ ตามลําดับ  

 5.9.2. นําแหนที่ได้จากการเพ่ิมจํานวนเป็นเวลา 30 วัน มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีสารเคมี

ดังกล่าว โดยนําไปเพาะเลี้ยงในห้องควบคุมสภาวะที่มีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียล และให้แสงทีค่วามเข้มของ

แสง 20 μ.mol.m-2.s-1 เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงต่อวัน นาน 15 วัน 

 5.9.3. บันทึกการแตกใบใหม่ การเจริญเติบโตและการออกดอกของแหน โดยถ่ายรูปแหน ทุกๆ 3 วัน 

นาน 15 วัน แล้วนําข้อมูลภาพถ่ายของแหนมาวิเคราะห์ผลโดยการวัดพ้ืนที่ใบ โดยใช้โปรแกรม Imagej เพ่ือ

ศึกษาระยะเวลาในการเพ่ิมจาํนวนทวีคูณของใบและพ้ืนทีใ่บ โดยระยะเวลาในการเพ่ิมจาํนวนทวีคูณของใบ

แสดงถึงการเจริญ (development) และระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบแสดงถึงการเติบโต 

(growth) 

 5.10. การศึกษาสัณฐานวิทยาของแหน 

 5.10.1. สุ่มตัวอย่างแหนที่ต้องการวิเคราะห์มาถ่ายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป 

เพ่ือศึกษาโครงสร้างภายนอก 

 5.10.2. นําแหนใหญ ่และแหนเล็กตัวอย่าง ไปตัด เพ่ือวัดความหนา และใช้ใข่นํ้าทั้งต้นเพ่ือส่องดู

โครงสร้างปากใบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 5.10.3. วัดความกว้าง ความยาวของใบ ขนาดของปากใบและจํานวนปากใบโดยใช้โปรแกรม Image J  

 5.11. การตรวจสอบชนิดของแหนโดยใชเ้ทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 5.11.1. การออกแบบไพรเมอร์ ทําได้โดยหาข้อมูลคลอโรพลาสต์จีโนมท่ีสนใจของแหนใหญ ่แหนเล็ก 

และไข่นํ้า ในฐานข้อมูล http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ โดยกําหนดค่าขนาดไพรเมอร์ 20 – 22 bp, Tm 
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50 – 60 , % Gc 50 - 60 , ขนาดช้ินดีเอ็นเอที่ได้อยู่ในช่วง 1000-1200 bp จากน้ันนําไพร์เมอร์ที่ออกแบบมา

ตรวจสอบโดยการ blast กับฐานข้อมูล NCBI 

5.11.2. การสกัดคลอโรพลาสต์จีโนมจากแหน ทําได้โดยนําแหนมา 1-2 กรัม ทําความสะอาดและเอา

รากออก บดให้ละเอียดใน Edwards Buffer (Edwards et al., 1991) นําไปป่ันที่ 10000 rpm เป็นเวลา 10 

นาที แยกส่วนใสมาผสมกับ isopropanol ในปริมาตรที่เท่ากัน แล้วนําไปป่ันที่ 10000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

เทสารละลายใสส่วนบนทิ้ง ลา้งตะกอนด้วย 70% Ethanol ทิ้งไว้ให้แห้ง ละลายตะกอนด้วยนํ้ากลั่น 100 

ไมโครลิตร 

5.11.3. เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้ Taq DNA Polymerase (PL1202, Vivantis) และไพร์

เมอร์ที่ออกแบบไว้ และใช้รอบ PCR ดังต่อไปนี้ Denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที 

Annealing ที่ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาท ีและ Extension ที่ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาท ี

ทั้งหมด 40 รอบ ผลิตภัณฑ์ทีไ่ด้นําไปรันเจลที่ความเข้มข้นวุ้น 1% ใน TAE buffer (Tris-Acetate EDTA) pH 

8.0 

6. ผลการวิจัย 

 6.1. ชนิดของแหนที่พบในแหล่งน้ําภายในมหาวิทยาลัยบูรพา 

   จากการสํารวจทางด้านชีววิทยาในแหล่งนํ้าภายในหมาวิทยาลัยบูรพาพบการกระจายตัวของ

แหน 3 ชนิด ในบริเวณมหาวิทยาลัยบูรพา (รูปที่ 1) ได้แก่ แหนใหญ่ (Spirodela polyrhiza) แหนเลก็ 

(Lemna minor) และไข่นํ้า (Wolffia globosa)  

 

รูปที่ 1. แหนชนิดต่างๆท่ีเก็บได้จากแหล่งนํ้าธรรมชาติภายในมหาวิทยาลัยบูรพา (A) บ่อนํ้าบริเวณหอพระ

โรงเรียนสาธิต พิบูลบําเพ็ญ (B) บ่อนํ้าบริเวณหลังตึกเคม ีคณะวิทยาศาสตร์ โดยพบว่าแหนใหญ่ (Spirodela 

A B 
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polyrhiza) จะมีขนาดใหญท่ี่สุดประมาณ 1 ซม. ในขณะที่แหนเล็ก (Lemna minor) จะมีขนาด 2-3 มม. และ

ไข่นํ้า (Wolffia globosa) ทีมขีนาดเล็กกว่า 1 มม. (สเกลบาร์ = 1 มม.) 

6.2. การกําจัดจุลินมรีย์ที่ปนเป้ือนในแหน 

 แหนที่เก็บจากแหล่งนํ้าธรรมชาติจะมีการปนเป้ือนจาก  สาหร่าย และจุลนิทรีย์ และสิ่งมีชีวิตที่ติดมา

กับราก เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ สาหร่ายและจุลินทรีย์เหลา่น้ันจะส่งผลให้แหนมสีภาวะที่ไม่

ปลอดเช้ือ (รูปที่ 2) ดังน้ันจึงต้องมีการกําจัดสิ่งมีชีวิตที่ปนเป้ือนน้ันด้วยด้วยสารฟอกขาว (Bleach) ทิงเจอร์

ไอโอดีนหรือเบตาดีนที่ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน  

 
  
 

 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.  แหนที่ผ่านการกําจัดจุลินทรีย์ปนเปื้อน และเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เป็นระยะเวลา 7-14 วัน 

A) แหนที่มีการปนเป้ือน B) แหนที่ปลอดการปนเป้ือน 

6.2.1. แหนใหญ ่

 6.2.1.1 ร้อยละการรอดชีวิต 

 จากการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในแหนใหญ่ด้วยสารฟอกขาว และทิงเจอร์ไอโอดีนที่เวลาและความ

เข้มข้นแตกต่างกันพบว่า เมื่อใช้สารฟอกขาว ที่ความเข้มขน้ร้อยละ 3 เป็นเวลา 5 นาที มีอัตราการรอดชีวิต

ของแหนใหญสู่งที่สุดร้อยละ 73.33 (รูปที่ 3) ในขณะที่เมือ่ใช้ความเข้มขน้ของทิงเจอร์ไอโอดีนที่ร้อยละ 50, 75 

และ100 เป็นเวลา 1, 3 หรือ 5 นาที ไม่พบการรอดชีวิตของแหนใหญ ่

 6.2.1.2 ร้อยละการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ 

 จากการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในแหนใหญ่ด้วยสารฟอกขาว และทิงเจอร์ไอโอดีนที่เวลาและความ

เข้มข้นแตกต่างกันพบว่าเมื่อใช้สารฟอกขาวความเข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลา 3 นาที พบการปนเป้ือนน้อยสุด

A B 
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เท่ากับร้อยละ 6.67 (รูปที ่4) ในขณะที่การกําจัดจุลินทรีย์ทีป่นเป้ือนด้วยทิงเจอร์ไอโอดีนความเข้มข้นรอ้ยละ 

50, 75 และ 100 ไม่พบการปนเป้ือนและไม่พบการรอดชีวิต 

 
รูปที่ 3.  การรอดชีวิตของแหนใหญท่ี่ผ่านการกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนด้วยสารฟอกขาว แล้วนํามาเพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS เป็นเวลา 7 วัน (บาร์ = SD; nd = ไม่พบการรอดชีวิต) 

หมายเหตุ :  ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

 

รูปที่ 4. การปนเป้ือนจุลินทรย์ีในแหนใหญท่ี่ผ่านการกําจัดจุลินทรีย์ปนเปื้อนด้วยสารฟอกขาว แล้วนํามา

เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS เป็นเวลา 7 วัน (บาร์ = SD; nd = ไมพ่บการรอดชีวิต) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

nd 

ab 

abc abc 
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 6.2.2. แหนเลก็ 

 6.2.2.1 ร้อยละการรอดชีวิต 

 จากการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในแหนเลก็ด้วยสารฟอกขาว และทิงเจอร์ไอโอดีนที่เวลาและความ

เข้มข้นแตกต่างกันพบว่า เมื่อใช้สารฟอกขาวที่ความเข้มขน้ร้อยละ 3 เป็นเวลา 1 นาที หรือ 3 นาที มกีารรอด

ชีวิตของแหนเล็กสูงที่สุดร้อยละ 66 (รูปที่ 5) ในขณะที่เมือ่ใช้ความเข้มขน้ทิงเจอร์ไอโอดีนร้อยละ 50, 75 และ 

100 ไม่พบการรอดชีวิตของแหนเล็ก 

6.2.2.2 ร้อยละการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ 

 จากการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในแหนเลก็ด้วยสารฟอกขาว และทิงเจอร์ไอโอดีนที่เวลาและความ

เข้มข้นแตกต่างกันพบว่าเมื่อใช้สารฟอกขาวความเข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลา 3 นาที พบการปนเป้ือนน้อย

ที่สุดเท่ากับร้อยละ 6.67 (รูปที่ 6) ในขณะทีก่ารกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนด้วยทิงเจอร์ไอโอดีนความเข้มข้นร้อย

ละ 50, 75 และ 100 ไม่พบการปนเป้ือน และไม่พบการรอดชีวิต 

  
รูปที่ 5. การรอดชีวิตของแหนเล็กที่ผ่านการกําจัดจุลินทรย์ีปนเป้ือนด้วยสารฟอกขาว แล้วนํามาเพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS เป็นเวลา 7 วัน (บาร์ = SD; nd = ไม่พบการรอดชีวิต) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

6.2.3. ไข่นํ้า 

 6.2.3.1 ร้อยละการรอดชีวิต 

จากการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในไข่นํ้าด้วยสารฟอกขาว เบตาดีน และทิงเจอร์ไอโอดีนที่เวลาและ 

nd 
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b 

ab 

nd nd nd nd nd 
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ความเข้มข้นแตกต่างกัน พบว่าเมื่อใช้เบตาดีนความเข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลา 30 วินาทีมีการรอด

ชีวิตของไข่นํ้าสูงที่สุดร้อยละ 33 (รูปที่ 7) ในขณะที่เมื่อใช้ความเข้มข้นของสารฟอกขาวที่ร้อยละ 2 และ 5 

หรือทิงเจอร์ไอโอดีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 และ 10 ที่เวลา 30 หรือ 60 วินาที ไม่พบการรอดชีวิตของไข่นํ้า 

 

รูปที่ 6. การปนเป้ือนจุลินทรย์ีในแหนเล็กทีผ่่านการกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนด้วยสารฟอกขาว แล้วนํามา

เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS เป็นเวลา 7 วัน (บาร์ = SD; nd = ไมพ่บการรอดชีวิต) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
รูปที่ 7. การรอดชีวิตของไข่นํ้าที่ผ่านการกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนด้วยไอโอดีน เบตาดีน สารฟอกขาว แล้วนํามา

เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS เป็นเวลา 7 วัน (บาร์ = SD; nd = ไมพ่บการรอดชีวิต) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 6.2.3.2 ร้อยละการปนเป้ือน  

       จากการกําจัดจุลินทรีย์ทีป่นเป้ือนในไข่นํ้าด้วยสารฟอกขาว เบตาดีน และทิงเจอร์ไอโอดีนที่เวลา

และความเข้มข้นแตกต่างกันพบว่าเมื่อใช้เบตาดีนความเข้มข้นร้อยละ 20 เป็นเวลา 60 วินาที พบการปนเป้ือน

น้อยสุดเท่ากับร้อยละ 6.67 (รูปที่ 8) ในขณะท่ีเมื่อใช้สารฟอกขาวความเข้มข้นร้อยละ 2 และ5 และทงิเจอร์

ไอโอดีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 และ10 เป็นเวลา 30 วินาที และ 60 วินาที ไม่พบการปนเป้ือน และไม่พบการ 

รอดชีวิต 

รูปที่ 8.  การปนเป้ือนจุลินทรีย์ในไข่นํ้าทีผ่่านการกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนด้วยไอโอดีน เบตาดีนและสารฟอก

ขาว แล้วนํามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS เป็นเวลา 7 วัน (บาร์ = SD; nd = ไมพ่บการ

รอดชีวิต) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

6.3. การเจรญิของแหนในห้องปฏิบัติการ 

6.3.1. แหนใหญ ่

เมื่อนําแหนใหญ่ที่ปราศจากเช้ือมาเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงที่มีอาหารเหลว 3 สูตร ได้แก่ 

Hoagland-E (E), Hoagland-E+ (E+) หรือ Schenk and Hildebrandt (SH) พบว่าแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวสูตร E มีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด (รูปที่ 9) โดยมีอัตราการเพ่ิมจํานวนทวีคูณ (doubling- 

time) ในเวลา 6.6 วัน (รูปที ่10) มีพ้ืนที่ฟรอนด์เฉลี่ย 28.8 ตารางมิลลิเมตร และความยาวรากเฉล่ีย 13.8 

มิลลิเมตร (รูปที่ 11) ภายในระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 15 วัน ในขณะทีแ่หนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 

E+ มีการสร้างทิวเรี่ยนจํานวนมากเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 45 วัน (รูปท ี12) 
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รูปที่ 9. การเจริญเติบโตของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร E, E+ หรือ SH (บาร์ = SD) 

 

 

รูปที่ 10. อัตราการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 15 วัน 

(บาร์ = SD) 

หมายเหตุ : ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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รูปที่ 11. เปรียบเทียบพ้ืนที่ฟรอนด์ (A) และความยาวราก (B) ของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงเพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 15 วัน (บาร์ = SD) 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12. ลักษณะภายนอกของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 30 วัน ใน A) อาหารสูตร E B) 

อาหารสูตร E+ C) อาหารสูตร SH และ D) Turions ที่พบในอาหารสูตร E+ 45 วัน (สเกล = 1 มม.) 
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จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร E โดยการถ่ายภาพภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ชนิดเสตอริโอไมโครสโคป โดยเริ่มต้นเพาะเลี้ยงที่ 1 ฟรอนด์พบว่าฟรอนด์เริ่มแรกจะไมม่ีการ

เจริญเติบโตเพ่ิมขึ้น ฟรอนด์ทีแ่ตกออกมาใหม่จะเจริญเติบโตเต็มที่ในระยะเวลาเฉลี่ย 72 ช่ัวโมง (รูปที่ 13) และ

เกิดรากภายในระยะเวลาเฉล่ีย 48 ช่ัวโมง และเริ่มแตกต้นใหม่ทันทีในช่ัวโมงที่ 72 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13. การเจริญเติบโตของแหนใหญ ่(A) และการแตกต้นใหม่ของแหนใหญ ่(B) ที่เพาะเลี้ยงใน

ห้องปฎิบัติการเป็นเวลา 96 ชม. ในอาหารสูตร E ซึ่งสอดคล้องกับภาพถ่ายการเจริญเติบโตของแหนใหญ่ทุกๆ 

12 ชม. เป็นเวลา 108 ชม. (C) (สเกล = 1 มม.) 
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6.3.2. แหนเลก็ 

จากการเพาะเลี้ยงแหนเล็ก (Lemna minor) ในอาหารเหลว 4 สูตร ได้แก่ Murashige & Skoog 

(MS), Hoagland-E (E), Hoagland-E+ (E+) หรือ Schenk and Hildebrandt (SH) ที่สองความเข้มข้น คือ 

ความเข้มข้นปกติ (1x) กับความเข้มข้นครึ่งหน่ึง (0.5x) พบว่าแหนเล็กทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลวแต่ละสูตรมี

ลักษณะสีของแผ่นใบที่แตกต่างกัน (รูปที่ 14) และมีการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันซึ่งจําแนกได้ดังน้ี 

 
 
 รูปที่ 14. ลักษณะสีของแหนเล็กที่แตกต่างกันหลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 10 วัน ในอาหาร (A) สูตร E และ 

(B) สูตร SH (สเกลบาร์ = 2 มม.)      

6.3.2.1. แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E ความเข้มข้นปกติ มีลักษณะแผ่นใบสีเขียวเป็น

จํานวนมาก ซึ่งพบมากกว่าชุดควบคุม โดยใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณที่ 2.7 วัน มีจํานวนฟรอนด์เฉลี่ย 

177.78 ฟรอนด์ (รูปที่ 15) 

6.3.2.2 แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร SH ความเข้มข้นปกติ มีลักษณะแผ่นใบสีเขียว

มากกว่าชุดควบคุม และแผ่นใบขาวซีดน้อยกว่าชุดควบคุม ใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณที่ 2.9 วันและมี

จํานวนฟรอนด์เฉลี่ย 130.67 ฟรอนด์ (รูปที่ 15) 

6.3.2.3 แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่ความเข้มข้นปกติ มีลักษณะแผ่นใบสีเขียว

จํานวนมาก และแผ่นใบขาวซีดพบมากกว่าชุดควบคุม ใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณที่ 2.8 วัน และมีจํานวนฟ

รอนด์เฉลี่ย 131.78 ฟรอนด์ 

6.3.2.4 แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E+ ความเข้มข้นปกติ มีลักษณะแผ่นใบสีเขียว

จํานวนมากกว่าชุดควบคุม และมีแผ่นใบขาวซีดน้อยกว่าชุดควบคุม ใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณที่ 3.0 วัน มี

จํานวนฟรอนด์เฉลี่ย 144.44 ฟรอนด์  

A B 
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6.3.2.5 แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในนํ้ากลั่น (ชุดควบคุม) มีลักษณะแผ่นใบสีเขียวน้อยที่สุด แต่ใช้เวลา

เพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณมากที่สุดและจํานวนฟรอนด์เฉลี่ยน้อยที่สุด คือ 5.4 วัน และ 42.56 ฟรอนด์ ตามลําดับ  

6.3.2.6 แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MS, SH, E และ E+ ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง มีลักษณะใบ

สีเขียวมากกว่าชุดควบคุม แต่แหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS และ SH ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง มี

จํานวนแผ่นใบขาวซีดที่มากกว่าชุดควบคุม และใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณที่ 3.67, 2.67, 2.57 และ 2.78 

วัน ตามลําดับ มีจํานวนฟรอนด์เฉลี่ย 84.67, 78.33, 158.89 และ 166.44 ฟรอนด์ ตามลําดับ 

6.3.2..7 แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS และ SH ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง มีลักษณะแผ่น

ใบขาวซีดมากที่สุด เมื่อเทียบกับอาหารเหลวสูตรอ่ืนๆและชุดควบคุม (รูปที่ 16) และใช้เวลาเพิ่มจํานวนแบบ

ทวีคูณที่ 3.67 และ 2.67 วัน ตามลําดับ โดยมีจํานวนแผ่นใบขาวซีด คือ 19.56 และ 41.44 ฟรอนด์ ตามลําดับ 

เมื่อทดสอบด้วยวิธี Tukey HSD ให้ผลทดสอบว่า แหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS และ 

SH ความเข้มข้นคร่ึงหน่ึงมีจํานวนแผ่นใบขาวซีดมากที่สุด (ตารางที่ 1) และแหนเล็กทีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

สูตร MS ความเข้มข้นครึ่งหน่ึงใช้เวลาในการเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณมากกว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

สูตรอ่ืนๆ และแหนเล็กที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลวทุกสูตรใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณน้อยกว่าชุดควบคุม

อย่างมีนัยสําคัญ (รูปที่ 17)   

ตารางที่ 1. ลกัษณะไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเป็นเวลา 10 วัน (n = 10) 

สูตรอาหาร ลักษณะแผน่ใบ (ใบ) 
สีเขยีว สีขาวซีด 

H2O 42.33±9.53a 9.11±3.62a 

MS 131.78±27.57b 9.67±5.77a 

SH 130.67±25.15b 6.67±5.29a 

E 177.78±25.51c 3.22±2.82a 

E+ 144.44±33.78b, c 5.44±3.00a 

0.5x MS 84.67±24.20a 19.56±20.45b 

0.5x SH 78.33±41.27a 41.44±42.67b 

0.5x E 158.89±31.99b, c 3.33±2.35a 

0.5x E+ 166.44±33.31b, c 4.22±2.22a 

 
หมายเหตุ ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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รูปที่ 15. การเพ่ิมจํานวนฟรอนด์ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเป็นเวลา 10 วัน (บาร์=SEM) 

 
รูปที่ 16. การปรากฏแผ่นใบขาวซีดของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเป็นเวลา 10 วัน (บาร์=SEM) 

 

เมื่อนําแหนเล็กที่ปลอดเช้ือมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 4 สูตร ที่ความเข้มข้นปกติ โดยมีนํ้ากลั่น

เป็นชุดควบคุม ทําการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 108 ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

สูตร SH และ E+ เริ่มมีการแตกฟรอนด์ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS, E 

และชุดควบคุมนํ้ากลั่น เริ่มมีการแตกฟรอนด์ที่เวลา 36 ช่ัวโมง (รูปที่ 18) 
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รูปที่ 17. เวลาที่ใช้เพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 10 วัน (บาร์ = SEM) 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญสถิติ (p<0.05) 

 

 
 
รูปที่ 18. ลักษณะการแตกฟรอนด์ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในระยะเวลา 36 ช่ัวโมง 
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รูปที่ 19. เปรียบเทียบพ้ืนที่ใบของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงอาหารเหลวที่เวลา 108 ช่ัวโมง (บาร์=SEM) 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อทําการเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 4 สูตร ความ

เข้มข้นปกติ ที่เวลา 108 ช่ัวโมง พบว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Hoagland’s E+ มีพ้ืนที่ใบมาก

ที่สุดคือ 31.39 ตารางมิลลิเมตร ในขณะทีแ่หนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS, SH และ E มีพ้ืนที่ใบ

เท่ากับ 17.93, 27.18 และ 22.14 ตารางมิลลิเมตร ตามลาํดับ (รูปที่ 19) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมนํ้ากลั่น มี

พ้ืนที่ใบ 16.69 ตารางมิลลิเมตร ซึ่งมีพ้ืนที่ใบน้อยที่สุด เมือ่สอบด้วยวิธี Duncan ใหผ้ลทดสอบว่า แหนเล็กที่

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E+ มีพ้ืนที่ใบมากว่าแหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS และนํ้ากลั่น

อย่างมีนัยสําคัญ 

 6.3.3. ไข่น้าํ 

จากการเพาะเลี้ยงไข่นํ้า ในอาหารเหลว 4 สูตร ได้แก่ Murashige & Skoog (MS), Hoagland-E (E), 

Hoagland-E+ (E+) หรือ Schenk and Hildebrandt (SH) ที่สองความเข้มข้น คือ ความเข้มข้นปกติ (1x) กับ

ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง (0.5x) เป็นเวลา 14 วัน พบว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวแต่ละสูตรมีลักษณะสีของ

แผ่นใบที่แตกต่างกัน (รูปที่ 20) และมีการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันซึ่งจําแนกได้ดังน้ี 

4.2.1 ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในนํ้ากลั่น (ชุดควบคุม) มีลักษณะฟรอนด์สีเขียวน้อยกว่าอาหารเหลวสูตรอ่ืน 

และใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณมากที่สดุ คือ 4.23 วัน  
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รูปที่ 20. ลักษณะสีของใบที่แตกต่างกันของไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 14 วัน ใน (A) อาหาร

เหลวสูตร E   (B) อาหารเหลวสูตร E+   (C) ฟรอนด์สีเขียว   (D) ฟรอนด์สีขาวซีด (สเกลบาร์ = 1 มม.) 

4.2.2 ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ ที่ความเข้มข้นปกติ (1x) มลีักษณะ

ฟรอนด์สีเขียวมากกว่าชุดควมคุม และมีฟรอนด์สีขาวซีดน้อยกว่าชุดควมคุม โดยใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ

ที่ 2.72, 2.70, 2.33 และ 2.82 วัน ตามลําดับ (รูปที่ 21)  

4.2.3 ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ ที่ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง (0.5x) มี

ลักษณะฟรอนด์สีเขียวมากกว่าชุดควมคุม โดยใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณที่ 2.63, 2.50, 2.41 และ 2.57 

วัน ตามลําดับ (รูปที่ 21) และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS และ E+ ที่ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง (0.5x) 

มีลักษณะฟรอนด์สีขาวซีดมากที่สุด เมื่อเทียบกับอาหารเหลวสูตร MS, SH และ E (รูปที่ 22) โดยมีฟรอนด์สี

ขาวซีดเฉลี่ย คอื 3.33 และ 3.67 ฟรอนด์ ตามลําดับ 

เมื่อทดสอบด้วยวิธี Duncan ให้ผลทดสอบว่า ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E+ และMS ที่

ความเข้มข้นครึ่งหน่ึง มีจํานวนฟรอนด์สีขาวซีดมากที่สุด (รปูที่ 22) และไข่นํ้าทีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E 

ที่ความเข้มข้นปกติ ใช้เวลาในการเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณน้อยกว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรอ่ืนๆ 

และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทุกสูตรใช้เวลาเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณน้อยกว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (รูปที ่21)  

A B 

C D 



24 
 

  
รูปที่ 21. การเพ่ิมจํานวนฟรอนด์แบบทวีคูณของไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเป็นเวลา 14 วัน (n = 3) 
(บาร์=SEM) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญสถิติ (p<0.05) 
 

 
รูปที่ 22. การปรากฏฟรอนด์สีขาวซีดของไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเป็นเวลา 14 วัน (n = 3) 
(บาร์=SEM) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญสถิติ (p<0.05) 

 
เมื่อทําการเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตของไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเป็นระยะเวลา 14 

วัน พบว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Hoagland E มีการเพ่ิมจํานวนฟรอนด์แบบทวีคูณมากที่สุดคือ  

2.33 วัน จึงได้นําไข่นํ้าที่ปราศจากการปนเป้ือนมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร Hoagland E (E) ทีค่วาม
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เข้มข้นปกติ เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยเริ่มต้นจาก 1 ฟรอนด์ พบว่ามีการเพ่ิมจํานวนฟรอนด์เป็น 23 ฟรอนด์

โดยเฉล่ีย มีการเพ่ิมจํานวนโดยฟรอนด์จะติดกัน 2 ฟรอนด์ แล้วหลุดออกจากกันที่บริเวณระหว่างฟรอนด์ 2 

ฟรอนด์ จะแยกออกเป็นฟรอนด์เดียว จากน้ันก็จะมีฟรอนด์ขนาดเล็ก เกิดขึ้นมาใหม่จากฟรอนด์เดิม และฟ

รอนด์ที่หลุดออกมา (รูปที่ 23) 

 

 
รูปที่ 23. การเกิดฟรอนด์ใหม่ของไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E เป็นระยะเวลา 48 ชม.  (A) ไข่นํ้าที่

พร้อมจะแตกฟรอนด์ใหม่ (B) ฟรอนด์ใหม่เริ่มแตกออกมา ในระยะเวลา 16 ชม. (C) 32 ชม. (D) 48 ชม.      

(สเกลบาร์ = 1 มม.) 

 6.4 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของแหนที่เพาะเลี้ยงในหอ้งปฏิบัติการ  

แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ มีลักษณะฟรอนด์ และขนาดที่แตกต่าง

กัน (รูปที่ 24) 

 

 

รูปที่ 24. ลักษณะของฟรอนด์ (A) แหนใหญ่ (B) แหนเลก็ (C) ไข่นํ้า ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS  
(สเกลบาร์ = 1 มม.)  

A B 

C D 

A B C 
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6.4.1. ความกว้างของฟรอนด์ 

แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า มีความกว้างของฟรอนด์เฉลี่ยเท่ากับ 3.95, 1.37, และ 0.45 มิลลิเมตร 

ตามลําดับ ซึ่งมีขนาดที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 25) 

 
รูปที่ 25.  ความกว้างฟรอนด์แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS 

(บาร์=SD)  หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

6.4.2. ความยาวของฟรอนด์ 

          แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า มคีวามยาวของฟรอนด์เฉลี่ยเท่ากับ 5.38, 2.41 และ 0.56 มลิลิเมตร 

ตามลําดับ ซึ่งมีขนาดที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 26) 

 

 
รูปที่ 26. ความยาวฟรอนด์แหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS 

(บาร์=SD)  หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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6.4.3. ความหนาของฟรอนด์ 

 จากการเปรียบเทียบลักษณะความหนาฟรอนด์ (รูปที่ 27)  พบว่าแหนใหญ่มีความหนาเฉล่ีย

เท่ากับ 0.21 มิลลิเมตร และ แหนเล็กมีความหนาเฉล่ียเท่ากับ 0.16 มิลลิเมตร ซึ่งมีขนาดที่แตกต่างกัน ส่วน

ไข่นํ้าไม่สามารถวัดขนาดความหนาของฟรอนด์ได้ (รูปที่ 28)    

 

 

รูปที่ 27. ภาพถ่ายด้านข้างเปรียบเทียบความหนาของฟรอนด์ (A) แหนใหญ่ (B) แหนเล็ก (สเกลบาร์ = 1 มม.) 

 
รูปที่ 28.  ความยาวฟรอนด์แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS 

(บาร์=SD; nd=ไม่สามารถวิเคราะห์ได้) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

6.4.4. จํานวนปากใบ 

จากการเปรียบเทียบจํานวนปากใบด้านหลังฟรอนด์ (รูปที่ 29) และด้านล่างฟรอนด์ (รูปที่ 30) ของ

แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ พบว่าจํานวนปากใบของแหนเล็กมีค่าเฉลี่ยเทา่กับ 

134.68 คู่ต่อตารางมิลลิเมตร ซึ่งมีจํานวนแตกต่างกับแหนใหญแ่ละไข่นํ้าที่มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 88.06 และ 78.08 

คู่ต่อตารางมิลลิเมตร ตามลําดับ (รูปที่ 31) ในขณะที่ด้านล่างฟรอนด์ไม่พบปากใบ 
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รูปที่ 29. ปากใบที่พบบนด้านหลังฟรอนด์ของ (A) แหนใหญ่ (B) แหนเล็ก และใน (C) ไข่นํ้า ที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวสูตร MS (สเกลบาร์ = 0.1 มม.) 

 

รูปที่ 30. ลักษณะด้านผิวใต้ฟรอนด์ของ (A) แหนใหญ่ (B) แหนเล็ก ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS 

(สเกลบาร ์= 0.1 มม.) 

 

 
รูปที่ 31. ความหนาแน่นของปากใบที่พบในแหนใหญ่ แหนเล็ก และไขนํ้่าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วย

อาหารสูตร MS (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 6.4.5. ความกว้างปากใบ 

 ขนาดความกว้างปากใบของไข่นํ้ามีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 30.49 μm ซึ่งมีขนาดแตกต่างกับแหนใหญ ่และ

แหนเล็กทีม่ีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 12.57 μm และ 13.67 μm ตามลําดับ (รูปที่ 32) 

 
รูปที่ 32. ความกว้างปากใบของแหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS 

(บาร์=SD) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 6.4.6. ความยาวปากใบ 

 ขนาดความปากใบของแหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า มคี่าเฉลี่ยเท่ากับ 19.98, 22.51 และ 30.49 μm

ตามลําดับ ซึ่งมีขนาดที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 33) 

 
รูปที่ 33. ความยาวปากใบของแหนใหญ ่แหนเล็ก และไขนํ้่าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารสูตร MS 

(บาร์=SD) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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6.4.7. ความยาวราก 
 จากการวิเคราะห์ความยาวรากของแหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ ใน
อาหารเหลวสูตร MS (รูปที่ 34) พบว่าความยาวรากของแหนใหญ่มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 3.26 มิลลิเมตร ส่วนแหน
เล็กไม่สามารถวัดความยาวรากได้ในอาหารสูตร MS ในขณะที่ไข่นํ้าไม่พบโครงสร้างของราก 
 

 

รูปที่ 34. รากของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS (สเกลบาร์ = 1 มม.) 
 

6.5. ปริมาณสารชีวโมเลกุลในแหน 

6.5.1. แหนใหญ ่

6.5.1.1 ความช้ืน 

จากการวิเคราะห์ความช้ืนโดยวิธีอบลมร้อนพบว่า แหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E, E+ และ 

SH มีความช้ืนคิดเป็นร้อยละ 96.77, 97.65 และ 96.38 ตามลําดับ (รูปที ่35) ซึ่งค่าความช้ืนดังกล่าวสามารถ

นําไปคํานวณหานํ้าหนักแห้งของแหนใหญท่ี่ใช้ทดลองได้ 

 

รูปที่ 35. ความช้ืนในแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 21 วัน 

(บาร์=SD) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 6.5.1.2 คาร์โบไฮเดรตในรูปแป้งและนํ้าตาล 

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในแหนใหญท่ี่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีแอนโทรน หรือฟีนอลซลัฟิวริก ให้ผลที่

แตกต่างกัน โดยวิธีฟีนอลซัลฟิวริกจะให้ค่าที่สูงกว่า และมีค่าความคลาดเคล่ือนมากกว่า (รูปที่ 36) อย่างไรก็

ตามแนวโน้มของปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่วัดได้จากทั้งสองวิธีเป็นไปในทิศทางเดียวกัน คือ แหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลวสูตร E+ จะให้ปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงกว่าอาหารเหลวสูตร E หรือ SH โดยถ้ายึดปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตที่วิเคราะห์ได้จากวิธีแอนโทรน แหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E, E+ และ SH มี

ปริมาณคาร์โบไฮเดรต 72.36, 108.90 และ 63.47 มิลลิกรัมต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง ตามลาํดับ แต่ถ้ายึดปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตที่วิเคราะห์ได้จากวิธีหรือฟีนอลซัลฟิวริก แหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E, E+ และ SH 

มีปริมาณคาร์โบไฮเดรต 110.83, 190.28 และ 112.04 มลิลิกรัมต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง ตามลําดับ (รูปที ่36) 

 

รูปที่ 36. ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร E, E+ หรือ SH เป็น

เวลา 21 วัน และวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีแอนโทรนหรือวิธีฟีนอลซัลฟิวริก (บาร์=SD) 

 6.5.1.3 โปรตีน 

ปริมาณโปรตีนในแหนใหญท่ี่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยกรดไบซินโคนินิค หรือวิธีของลอว์รใีห้ผลไม่

แตกต่างกัน ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยกรดไบซินโคนินิค พบว่าแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

สูตร E, E+ และ SH มีปริมาณโปรตีน 200.49, 237.41 และ 186.95 มลิลิกรัมต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง ตามลําดับ 

ในขณะที่ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของลอว์รี พบว่าแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E, E+ 

และ SH มีปริมาณโปรตีน 197.74, 205.16 และ 174.19 มิลลิกรมัต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง ตามลําดับ แสดงให้เห็น
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ว่าแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E+ จะให้ปรมิาณโปรตีนสูงกว่าอาหารเหลวสูตร E หรือ SH 

ถึงแม้ว่าทั้งอาหารทั้งสามสูตรจะให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (รปูที่ 37) 

 
 
รูปที่ 37. ปริมาณโปรตีนในแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 21 

วัน และวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยกรดไบซินโคนินิคหรือวิธีของลอว์รี (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
 
รูปที่ 38. ปริมาณโปรตีนในแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร E เป็นเวลา 21 วัน และ

วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยกรดไบซินโคนินิค, วิธีของลอว์รี หรือวิธีเจลดาลห์ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยสองวิธีข้างต้นไม่ได้เป็นการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด เน่ืองจากต้องมีการสกัดโปรตีนออกมาจากตัวอย่างก่อนที่จะนําไปวิเคราะห์ ดังน้ันผู้วิจัยจึงทําการ

เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่วัดได้จากการสกัดแล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยกรดไบซินโคนินิค หรือวิธีของลอว์รี กับ

ปริมาณโปรตีนที่วัดได้จากตัวอย่างทั้งหมดโดยใช้วิธีเจลดาลห์ โดยใช้แหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร E เป็น

ตัวอย่างในการวิเคราะห์ ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าวิธีทั้งสามวิธี ไม่มคีวามแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ 

โดยวิธีเจลดาลห์จะให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนสูงที่สดุและมีความคลาดเคลื่อนน้อยที่สุด (รูปที่ 38) 

6.5.2. แหนเลก็ 

6.5.2.1 ความช้ืน 

จากการทดลอง พบว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 4 สูตร MS, SH, E และ E+ มีปริมาณ

ความช้ืนร้อยละ 93.60, 92.80, 94.98 และ 94.87 ตามลําดับ (รูปที่ 39) เมื่อทดสอบค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan 

และ Tukey HSD ให้ผลทดสอบว่า แหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E และ E+ มีปริมาณความช้ืนสูง

กว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS และ SH อย่างมีนัยสําคัญ 

 
รูปที่ 39. ความช้ืนในแหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS, E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 14 

วัน (บาร์=SEM) หมายเหตุ ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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6.5.2.2 คาร์โบไฮเดรตในรูปแป้งและนํ้าตาล 

 จากการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ พบว่าแหนเล็กที่

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตเท่ากับ 211.26, 208.71, 213.69 

และ 286.99 มิลลิกรมัต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง ตามลําดับ (รูปที่ 40) เมื่อทดสอบด้วยวิธี Duncan และ Tukey 

HSD ให้ผลทดสอบว่า ปริมาณคาร์โบไฮเดรตของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E+ มากกว่าแหนเล็กที่

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทั้งสามสูตรอย่างมีนัยสําคัญ 

 
รูปที่ 40. ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS, E, E+ หรือ SH 

เป็นเวลา 14 วัน (บาร์=SEM) 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

6.5.2.3 โปรตีน  

 จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ พบว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 157.86, 160.01, 117.0 และ 152.52 

มิลลิกรมัต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง ตามลําดับ (รูปที่ 41) เมื่อทดสอบด้วยวิธี Duncan และ Tukey HSD ให้ผล

ทดสอบว่า แหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E มีปรมิาณโปรตีนน้อยกว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

เหลวสูตรอ่ืนอย่างมีนัยสําคัญ 
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รูปที่ 41. ปริมาณโปรตีนในแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS, E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 

14 วัน (บาร์=SEM) หมายเหตุ ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 

6.5.3. ไข่น้าํ 

6.5.3.1 ความช้ืน 

จากการทดลองพบว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ มีปร

ความช้ืนร้อยละ 93.69, 96.07, 96.28 และ 96.79 ตามลาํดับ (รูปที่ 42) เมื่อทดสอบทางสถิติด้วยวิธี Duncan 

ให้ผลทดสอบว่า ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS มีปริมาณความช้ืนน้อยกว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวสูตร SH, E+ และ E อย่างมีนัยสําคัญ 

6.5.3.2 คาร์โบไฮเดรตในรูปแป้งและนํ้าตาล 

 เมื่อทําการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในไข่นํ้าที่เพาะเล้ียงในอาหารเหลว 4 สูตร พบว่าไข่นํ้าที่

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ มีคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 9.17, 13.44, 18.67 และ 18.84 

ของน้ําหนักแห้ง ตามลําดับ (รูปที่ 43) เมื่อทดสอบทางสถิติด้วยวิธี Duncan และ Tukey HSD ให้ผลทดสอบ

ว่า ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทุกสูตรไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ  

6.5.3.3 โปรตีน  

 เมื่อทําการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 4 สูตร พบว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลวสูตร MS, SH, E และ E+ มีโปรตีนร้อยละ 2.34, 5.05, 7.48 และ 2.99 ของน้ําหนักแห้ง
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ตามลําดับ (รูปที่ 44) เมื่อทดสอบทางสถิติด้วยวิธี Duncan ให้ผลทดสอบว่า ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

สูตร E มีปริมาณโปรตีนมากกว่าไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรอ่ืน อย่างมีนัยสําคัญ 

 
รูปที่ 42. ความช้ืนในไข่นํ้าทีเ่พาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS, E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 14 วัน       

(บาร์=SEM) หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญสถิติ (p<0.05) 

 
รูปที่ 43. ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS, E, E+ หรือ SH เป็น

เวลา14 วัน โดยเทียบเป็นร้อยละของน้ําหนักแห้ง (บาร=์SEM) 

หมายเหตุ : ไมแ่ตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญสถิติ (p<0.05) 
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รูปที่ 44. ปริมาณโปรตีนในไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในอาหารสูตร MS, E, E+ หรือ SH เป็นเวลา 14 

วัน โดยเทียบเป็นร้อยละของน้ําหนักแห้ง (บาร์=SEM) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญสถิติ (p<0.05) 

6.6. ผลของสารเคมีต่อการเจริญเติบโตและการออกดอกของแหน 

6.6.1. แหนใหญ ่

6.6.1.1. เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS 

 
รูปที่ 45. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มขน้ 0.1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนํา ในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มสีารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) 

และที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทลิีนไดอะมีนเต-ตราอะซีติก กรด 2,4-ได

คลอโรฟีนอกซอีะซีติกและด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิม

จํานวนทวีคูณของใบ (รูปที่ 45, A) ของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (10.97 วัน) มากกว่า

ชุดควบคุมและอาหารที่มีสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที ่

45, B) ของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (6.53 วัน) และอาหารที่มกีรด 2,4-ไดคลอโรฟี

นอกซีอะซีติก (5.52 วัน) มากกว่าชุดควบคุมและอาหารทีม่ีสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ  

 

รูปที่ 46. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มสีารเคมีเหน่ียวนํา(ชุดควบคุม) และ

ที่มีสารเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซี-ติก กรด 2,4-ไดคลอโรฟี

นอกซีอะซีติกและด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณ

ของใบ (รูปที่ 46, A) ของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (11.05 วัน) มากกว่าชุดควบคุมและ

อาหารที่มีสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที ่46, B) ของ

แหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (11.17 วัน) และอาหารที่มีกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก 

(8.82 วัน) มากกว่าชุดควบคุม อาหารที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติกและด่างทบัทิม 

 การทดสอบผลสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มีสารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) และทีม่ี

สารเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลไิซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอก

ซีอะซีติกและด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของ
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ใบ (รูปที ่47, A) ของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดซาลิไซลกิ (13.72 วัน) กรดแอบไซซิก (15.31 วัน) 

และกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (17.94 วัน) มากกว่าชุดควบคุม อาหารที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเต

ตราอะซีติกและด่างทับทิม  ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รปูที่ 47, B) ของแหน

ใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซกิ (26.94 วัน) มากกว่าอาหารที่มีกรดซาลิไซลิก มากกว่าอาหารที่มี

กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก และมากกว่าชุดควบคุม อาหารที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติกและ

ด่างทับทิม 

 
 

รูปที่ 47. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ่ที่ยงเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มีสารเคมี

เหน่ียวนําที่ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

6.6.1.2. เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS 

 
 

รูปที่ 48. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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การทดสอบผลของสารเหนี่ยวนําในอาหารเหลวสูตร PS ที่ไม่มีสารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) และทีม่ี

สารเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลไิซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอก

ซีอะซีติก และด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของ

ใบ (รูปที ่48, A) ของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดซาลิไซลกิ (11.60 วัน) มากกว่าชุดควบคุมและด่าง

ทับทิม ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 48, B) ของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในชุด

ควบคุมและอาหารที่มีด่างทับทิมทั้งสามความเข้มข้นไมแ่ตกต่างกัน 

 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร PS ที่ไม่มีสารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) และ

ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอ

โรฟีนอกซีอะซีติกและด่างทับทิม ทีร่ะดับความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวน

ทวีคูณของใบ (รูปที่ 49, A) ของแหนใหญท่ี่เพาะลี้ยงในชุดควบคุมและอาหารที่มีสารเคมีเหน่ียวนําไม่แตกต่าง

กัน ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที ่49, B) ของแหนใหญ่ที่เพาะลี้ยงในอาหารที่

มีกรดแอบไซซกิ (24.50 วัน) มากกว่าชุดควบคุม กรดซาลไิซลิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก และด่าง

ทับทิม 

 

รูปที่ 49. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร PS ที่ไม่มีสารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) และ

ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอ

โรฟีนอกซีอะซีติกและด่างทับทิม ทีร่ะดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจาํนวน

ทวีคูณของใบ (รูปที่ 50, A) ของแหนใหญท่ี่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (19.10 
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วัน) มากกว่าอาหารที่มีกรดแอบไซซิก ชุดควบคุม กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก  และด่างทับทิม ในขณะที่

ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 50, B) ของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในชุดควบคุมและ

สารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ ไม่แตกต่างกัน 

 

รูปที่ 50. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 6.6.2. แหนเลก็ 

6.6.2.1. เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS 

 
 

รูปที่ 51. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มสีารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) 

และที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทลิีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ได

คลอโรฟีนอกซอีะซีติกและด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิม
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จํานวนทวีคูณของใบ (รูปที่ 51, A) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดแอบไซซกิ (2.66 วัน) และอาหาร

ที่มีกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (2.73 วัน) มากกว่าอาหารที่มีด่างทับทิม (2.51 วัน) และมากกว่าอาหาร

ที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก (2.33 วัน) ในขณะทีร่ะยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูป

ที่ 51, B) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดแอบไซซิก (2.84 วัน) และอาหารท่ีมีกรด 2,4-ไดคลอโรฟี

นอกซีอะซีติก (2.89 วัน) มากกว่าอาหารที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก (2.09 วัน) 

 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มสีารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) 

และที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทลิีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ได

คลอโรฟีนอกซอีะซีติกและด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวน

ทวีคูณของใบ (รูปที่ 52, A) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (5.63 วัน) มากกว่าอาหารที่มี

กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (4.81 วัน) และมากกว่าชุดควบคุม อาหารท่ีมีกรดซาลิไซลิก (2.26 วัน) กรด

เอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก (2.35 วัน) และด่างทับทิม (2.47 วัน) ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวน

ทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 52, B) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดแอบไซซิก (9.20 วัน) มากกว่า

อาหารชุดควบคุมและอาหารที่มีกรดซาลิไซลิก (2.40 วัน) กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก (2.06 วัน) และ

ด่างทับทิม (2.19 วัน) 

  

 
 

รูปที่ 52. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร์=SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มสีารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) 

และที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทลิีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ได

คลอโรฟีนอกซอีะซีติกและด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิม

จํานวนทวีคูณของใบ (รูปที่ 53, A) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดแอบไซซกิ (9.84 วัน) มากกว่า

อาหารท่ีมีกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (6.53 วัน) และอาหารท่ีมีกรดซาลิไซลิก (5.15 วัน) และมากกว่า

ชุดควบคุมและอาหารที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก (2.33 วัน) และด่างทับทิม (2.33 วัน) ในขณะที่

ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 53, B) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดแอบไซ

ซิกความเข้มขน้ 10 ไมโครโมลาร์ (23.06 วัน) มากกว่าชุดควบคุมและอาหารที่มีสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ 

 

รูปที่ 53. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา

ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

6.6.2.2 เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS 

การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร PS ที่ไม่มีสารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) และ

ที่มีสารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอ

โรฟีนอกซีอะซีติกและด่างทับทิม ทีร่ะดับความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจาํนวน

ทวีคูณของใบ (รูปที่ 54, A) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (2.82 วัน) และอาหารท่ีมีด่าง

ทับทิม (2.62 วัน) มากกว่าชุดควบคุมและอาหารท่ีมีกรดซาลิไซลิก (2.44 วัน) และกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอก

ซีอะซีติก (2.38 วัน)  ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 54, B) ของแหนเล็กที่

เพาะเลี้ยงในชุดควบคุมและอาหารท่ีมีสารเคมีเหน่ียวนําไม่แตกต่างกัน 

 

-5.00

5.00

15.00

25.00

35.00

Control SA 10 
μM

ABA 10 
μM

EDTA 
10 μM

2,4-D 
10 μM

KMnO4 
10 μM

Fr
on

d 
do

ub
lin

g 
tim

e 
(d

ay
)

สารเคมีเหน่ียวนําท่ีความเข้มข้น 10 μM

b
a

b
a

c

a

-5.00

5.00

15.00

25.00

35.00

Control SA  10 
μM

ABA  
10 μM

EDTA  
10 μM

2,4-D  
10 μM

KMnO4  
10 μMLe

af
 a

re
a 

do
ub

lin
g 

tim
e 

(d
ay

)

สารเคมีเหน่ียวนําท่ีความเข้มข้น 10 μM

a a

b

a
a

a

A B 



44 
 

 

รูปที่ 54. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีสารเคมเีหน่ียวนําที่

ระดับความเข้มข้น 0.1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร PS ไม่มีสารเคมีเหน่ียวนํา (ชุดควบคุม) และที่

มีสารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทลิีนไดอะมีนเต-ตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอ

โรฟีนอกซีอะซีติกและด่างทับทิม ทีร่ะดับความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวน

ทวีคูณของใบ (รูปที่ 55, A) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดแอบไซซิก (3.80 วัน) มากกว่าอาหารที่มี

กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (2.88 วัน) และอาหารที่มีกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติก (2.32 วัน) 

ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 55, B) ในอาหารท่ีมีกรดแอบไซซิกมากกว่าชุด

ควบคุมและอาหารที่มีสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ 

  

 

รูปที่ 55. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีสารเคมเีหน่ียวนําที่

ระดับความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร=์SD) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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 การทดสอบผลของสารเคมีเหน่ียวนําในอาหารเหลวสูตร PS ในชุดควบคุม (ไมม่ีสารเคมีเหน่ียวนํา) 

และที่มสีารเคมีเหน่ียวนํา ได้แก่ กรดซาลิไซลิก กรดแอบไซซิก กรดเอทลิีนไดอะมีนเต-ตราอะซีติก กรด 2,4-ได

คลอโรฟีนอกซอีะซีติก และด่างทับทิม ที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ พบว่า ระยะเวลาในการเพ่ิม

จํานวนทวีคูณของใบ (รูปที่ 56, A) ของแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดแอบไซซกิ (9.70 วัน) มากกว่า

อาหารที่มีกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติก (5.59 วัน) และมากกว่าชุดควบคุมและสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ 

ในขณะที่ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของพ้ืนที่ใบ (รูปที่ 56, B) ในอาหารท่ีมีกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอก

ซีอะซีติกความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ (4.11 วัน) มากกว่าชุดควบคุมและสารเคมีเหน่ียวนําอ่ืนๆ   

 

รูปที่ 56. ระยะเวลาในการเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนเลก็เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีสารเคมีที่ระดับความ

เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ โดยคํานวณจาก A) จํานวนใบ, B) พ้ืนที่ใบ (บาร์=SD, ไม่พบการโต=ng) 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

6.6.3. การออกดอก 

 ในการพัฒนาเทคนิคการทําพันธุวิศวกรรมในแหนใหญ ่ขัน้แรกคือการทาํให้แหนใหญ่ออกดอก จาก

การศึกษาการเหน่ียวนําให้แหนใหญแ่ละแหนเล็กออกดอกโดยใช้กรดซาลิไซลิกเป็นสารเคมีในการเหน่ียวนําโดย

เพาะเลี้ยงแหนในอาหารสูตร MS และในอาหารสูตร PS (Pirson-seidel; Krajncic and Nemec, 1995) 

พบว่ากรดซาลิไซลิก 10 ไมโครโมลต่อลิตร ส่งผลให้แหนใหญ่ที่เจรญิในสองสูตรอาหารมีลักษณะใบใหญ่ หนา 

ใต้ใบมีสแีดงเข้ม (รูปที ่57) ในขณะที่กรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 100 ไมโครโมลต่อลิตร มีผลยับย้ังการ

เจริญเติบโตของแหนใหญท่ําให้แหนใหญ่แคระแกรน ใบเหลือง และตาย ในส่วนของแหนเล็กพบว่ากรดซาลิไซ

ลิก 10 ไมโครโมลต่อลิตร ไม่ส่งผลต่อแหนเล็กที่เจรญิในอาหาร PS แต่ทําให้แหนเล็กเจริญช้าลงในอาหาร MS 

และไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาอย่างมีนัยสําคัญ (รูปที่ 58) อย่างไรก็ตามในการทดลองนี้ยังไม่พบ

การออกดอกของแหนเล็กและแหนใหญ ่
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วันที่ Control 
สารเคมีเหน่ียวนํา 

Salicylic acid (SA) 
0.1 μM 

Salicylic acid (SA) 1 
μM 

Salicylic acid (SA) 
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รูปที่ 57. ลักษณะแหนใหญ่ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ที่มีกรดซาลิไซลิกเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไมม่ี

กรดซาลิไซลิก) เป็นระยะเวลา 15 วัน (สเกล = 1 มม.) 

 



47 
 

 

วันที่ Control 
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รูปที่ 58. ลักษณะแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PS ทีม่ีกรดซาลิไซลกิเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่มีกรด

ซาลิไซลิก) เป็นระยะเวลา 15 วัน (สเกล = 1 มม.) 
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6.7. การตรวจสอบชนิดของแหนโดยใชเ้ทคนคิ PCR 

6.7.1. การออกแบบไพรเมอร์ 

 ไพรเมอร์ถูกออกแบบด้วยโปรแกรม Vector NTI® Advance (Life Technologies, USA) โดยอาศัย

ข้อมูลคลอโรพลาสต์จีโนมของแหนแต่ละชนิดในการออกแบบ ไพร์เมอร์ทีอ่อกแบบสําเร็จจะมีลําดับเบส 20 – 

22 bp, มีค่า Tm ในช่วง 50 – 60 องศาเซลเซียส และสัดส่วน GC 50 – 60 % ซึ่งจะให้ผลิตภัณฑ์ DNA 

ในช่วง 1000–1200 bp จากการวิเคราะห์พบว่าไพร์เมอร์บางช้ินที่ออกแบบมาสามารถเข้าคู่กับคลอโรพลาสต์

จีโนมของแหนคนละชนิดได้ (ตารางที่ 2) ซึ่งคู่ไพร์เมอร์ที่จําเพาะต่อแหนชนิดเดียวจะถูกเลือกไปทดสอบ

ความจําเพาะเจาะจงในการเข้าคู่กับจีโนมสิง่มีชีวิตอ่ืนต่อไป 

ตารางที่ 2. ขอ้มูลของไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วยโปรแกรม Vector NTI® Advance  

No. 
 

Name 
 

ลําดับเบสของไพรเมอร์ 
 

Tm 
 

%GC 
 

ขนาด
ไพรเมอร์ 

(bp) 
สกุลแหนที่ไพรเมอร์
สามารถเข้าคู่ได้ 

1 Lmchlf1 TAATTAAGGGCGAACGACGG 54.4 50 20 แหนเล็ก 
2 Lmchlf2 AATTAAGGGCGAACGACGGG 55 50 20 แหนเล็ก 
3 Lmchlf3 CATCCGCCCCCTTACTTAAGC 53.7 56.3 21 แหนเล็กและไข่นํ้า 
4 Lmchlr1 CTTCTGCAGCGATTGGTTTG 53.4 50 20 แหนเล็ก 
5 Lmchlr2 CATGGCGGCTTGCTTGAGAT 54.2 50 20 แหนเล็กและไข่นํ้า 
6 Lmchlr3 TCGCCTTCATTGCTGCTCCT 54 50 20 แหนเล็ก 
7 Wachlf1 CGTCAACAGATGCTGCTTCCC 57 57.1 21 ไข่นํ้า 
8 Wachlf2 GCGCGTGGTGGATTCACAAT 56.8 55 20 ไข่นํ้าและแหนใหญ ่
9 Wachlf3 GCGCGTGGTGGATTCACAATC 56.8 57.1 21 ไข่นํ้าและแหนใหญ ่

10 Wachlr1 GCAAGCCAGTTTGGACCGAT 56.3 55 20 ไข่นํ้า 
11 Wachlr2 ATCGCCTTCATTGCTGCTCC 57 55 20 ไข่นํ้า 
12 Wachlr3 CGCCTTCATTGCTGCTCCTC 57.1 55 20 ไข่นํ้า 
13 Spchlf1 TCCTCTCCCAAGTCGCTACA 52.2 55 20 แหนใหญ ่
14 Spchlf2 ATATAGGGCGAACGACGGGA 52.2 55 20 แหนใหญ่และแหนเล็ก 
15 Spchlf3 TATAGGGCGAACGACGGGAA 52.5 55 20 แหนใหญ่และแหนเล็ก 
16 Spchlr1 CACTGGAAGAGCGTACGGAA 52.8 55 20 แหนใหญ ่
17 Spchlr2 CGTCCTTGGATTGCTGTTGC 52.2 55 20 แหนใหญ ่
18 Spchlr3 GCGTCCTTGGATTGCTGTTG 52.8 55 20 แหนใหญ ่
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 6.7.2. การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร ์

 เมื่อพิจารณาคู่ไพร์เมอร์ที่เหมาะสมในการเขา้คู่กับคลอโรพลาสต์จีโนมของแหนแต่ละชนิดแล้วพบว่า

ทุกคู่มีความจําเพาะเจาะจงต่อแหนชนิดน้ันๆมากทีสุ่ด โดยอาจจะมีบางคู่ที่มีไพร์เมอรห์น่ึงสามารถเข้าคู่ได้กับ

จีโนมของสิ่งมีชีวิตอ่ืน เช่น Lmchlr หรือ Wachlf แต่เมือ่พิจารณาเป็นคู่แล้วจะพบความจําเพาะเจาะจง ซึ่ง

กระบวนการดังกล่าวทําได้โดยการนําไพร์เมอร์แต่ละอันไปบลาสต์ (Blast) กับฐานข้อมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิตใน 

NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) แลว้นํามา

วิเคราะห์ค่าตะแนนที่ได้ (Total score) และความเหมือนของลําดับ (Query cover) (ตารางที่ 3) 

ตารางที ่3. ผลการบลาสต์ไพรเมอร์ที่ออกแบบในฐานข้อมูล NCBI (แสดงผล 5 อันดับแรก) 

ช่ือ 
 

ลําดับ 
 

No. 
 

สิ่งมีชีวิต 
 

ชนิด 
 

Total 
score 

Query 
cover 

Lmchlf 
 
 
 
 
 

TAA-TTA-
AGG-GCG-
AAC-GAC-

GG 
 
 

1 แหนเล็ก L. minor 40.1 100% 

2 พืช 
S. sp. 
nov. 'nanocephala' 36.2 90% 

3 แบคทีเรีย A. cylindrica 34.2 85% 
4 พืช S. actinophylla 34.2 85% 
5 เห็ด T. Versicolor 32.2 80% 

Lmchlr 
 
 
 
 

CTT-CTG-
CAG-CGA-
TTG-GTT-

TG 
 

1 หญ้านํ้า R. rostratum 40.1 100% 
2 แหนเล็ก L. minor 40.1 100% 
3 แบคทีเรีย R. hominis 64.4 95% 
4 หนอน พยาธิ B. Malayi 36.2 90% 
5 เพลี้ย A. pisum 34.2 85% 

Wachlf 
 
 
 
 

CGT-CAA-
CAG-ATG-
CTG-CTT-

CCC 
 

1 Chromalveolata B. pacifica  42.1 100% 
2 ไข่นํ้า W. australiana  42.1 100% 
3 ไข่นํ้า W. lingulata 42.1 100% 
4 โลมาแม่นํ้าจีน L. vexillifer 40.1 95% 
5 แรดขาว C. simum 40.1 95% 

Wachlr 
 
 
 
 

GCA-AGC-
CAG-TTT-
GGA-CCG-

AT 
 

1 ไข่นํ้า W. columbiana  40.1 100% 
2 ไข่นํ้า W. australiana 40.1 100% 
3 ไข่นํ้า W. lingulata  40.1 100% 
4 ไข่นํ้า W. australiana 40.1 100% 
5 ไข่นํ้า W. australiana  40.1 100% 
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ตารางที ่3. ผลการบลาสต์ไพรเมอร์ที่ออกแบบในฐานข้อมูล NCBI (ต่อ) 

 
ช่ือ 

 

 
ลําดับ 

 

 
No. 

 

 
สิ่งมีชีวิต 

 

 
Species 

 

 
Total 
score 

 
Query 
cover 

Spchlf 
 
 
 
 

TCC-TCT-
CCC-AAG-
TCG-CTA-
CA 
 

1 แหนใหญ ่ S. polyrhiza 40.1 100% 
2 พืช C. rubella 34.2 85% 
3 สาหร่าย Calothrix sp 90.7 95% 
4 เห็ด T. melanosporum 34.2 85% 
5 เช้ือรา P. brasiliensis 34.2 85% 

Spchlr 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAC-TGG-
AAG-AGC-
GTA-CGG-
AA 
 
 
 
 
 

1 แหนใหญ ่
S. polyrhiza strain 
7498  40.1 100% 

2 แหนใหญ ่
S. polyrhiza strain 
SJ PsbK 40.1 100% 

3 แหนใหญ ่
S. polyrhiza strain 
8790 PsbK  40.1 100% 

4 แหนใหญ ่
S. polyrhiza strain 
7498 PsbK  40.1 100% 

5 แหนใหญ ่
S. polyrhiza strain 
7222 PsbK  40.1 100% 

 

ตารางที ่4. ขนาดผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากการทํา PCR เมื่อใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จําเพาะต่อแหนแต่ละชนดิ คํานวณ

โดยใช้โปรแกรม Vector NTI® Advance 

No. ช่ือไพร์เมอร์ ลําดับ ใช้ตรวจสอบ ขนาด DNA ทีไ่ด้ 

1 
ไพรเมอร์
แหนเล็ก 

 
 

Lmchlf TAA-TTA-AGG-
GCG-AAC-GAC-GG จีโนมของ

แหนเล็ก 
 

1,077  bp 

  
Lmchlr CTT-CTG-CAG-

CGA-TTG-GTT-TG 

2 
ไพรเมอร์
ไข่นํ้า 

 
 

Wachlf CGT-CAA-CAG-
ATG-CTG-CTT-CCC จีโนมของ

ไข่นํ้า 
 

1,175  bp 

  
Wachlr GCA-AGC-CAG-

TTT-GGA-CCG-AT 

3 
ไพรเมอร์
แหนใหญ ่

 
 

Spchlf TCC-TCT-CCC-
AAG-TCG-CTA-CA จีโนมของ

แหนใหญ ่
 

1,190  bp 

  
Spchlr CAC-TGG-AAG-

AGC-GTA-CGG-AA   
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6.7.3. การประมาณขนาดผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้  

จาการทํานายขนาดของผลิตภัณฑ์ DNA เมือ่ใช้คู่ไพร์เมอร์ที่ออกแบบมาจําเพาะต่อแหนแต่ละชนิดโดย

ใช้โปรแกรม Vector NTI® Advance พบว่าผลิตภัณฑ์ DNA ที่คํานวณได้มีขนาดอยู่ในช่วง 1000 – 1200 bp 

โดยเมื่อใช้คู่ไพร์เมอร์แหนเล็กจะให้ขนาดช้ิน DNA 1,077 bp, คู่ไพร์เมอร์ไข่นํ้าจะให้ขนาดช้ิน DNA 1,175 bp 

และ คู่ไพร์เมอร์แหนใหญ่จะให้ขนาดช้ิน DNA 1,190 bp ตามลําดับ (ตารางที่ 4) 

6.7.4. การวิเคราะห์ชนิดของแหนด้วยเทคนิค PCR 

6.7.4.1 คู่ไพร์เมอร์ไข่นํ้า 

จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนคิ PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ไข่นํ้า และ DNA แม่พิมพ์จาก

แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ พบแถบ DNA ในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหน

ใหญ ่และไข่นํ้าตามลําดับ แต่ไม่พบแถบ DNA ในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหนเล็ก (รูปที่ 59)  

 
 

รูปที่ 59. Agarose Gel แสดงแถบ DNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพร์

เมอร์ไข่นํ้าและ DNA แม่พิมพ์ที่สกัดจาก แหนใหญ ่(2) แหนเล็ก (3) และ ไข่นํ้า (4) ที่เพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการ โดยเทียบขนาดแถบ DNA ที่ได้กับ 1 kb DNA ladder (1) 
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เมื่อวิเคราะห์ผลโดยการหาขนาดแถบ DNA โดยใช้โปรแกรม ImageJ (Schneider et al., 2012) 

พบว่าแถบ DNA ที่ปรากฏในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหนใหญแ่ละไขนํ้่า มีขนาด DNA เฉลี่ยเท่ากับ 1097 

และ 1050 bp ตามลําดับ (ตารางที่ 5) 

ตารางที่ 5. ขนาดผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์

ไข่นํ้าและ DNA แม่พิมพ์ที่สกัดจากแหนที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ คํานวณโดยใช้โปรแกรม ImageJ (n=4) 

DNA แม่พิมพ์ ขนาด DNA  ค่าคลาดเคลื่อน 

แหนใหญ ่ 1097 ±135 

แหนเล็ก - - 

ไข่นํ้า 1050 ±173 

 
 

6.7.4.2 คู่ไพร์เมอร์แหนใหญ ่

จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์แหนใหญแ่ละ DNA แม่พิมพ์จาก

แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ พบแถบ DNA ในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหน

ใหญ ่แต่ไม่พบแถบ DNA ในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหนเล็ก และไขนํ้่าตามลําดับ (รูปที่ 60) เมื่อวิเคราะห์

ผลโดยการหาขนาดแถบ DNA โดยใช้โปรแกรม ImageJ พบว่าแถบ DNA ที่ปรากฏในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์

จากแหนใหญม่ีขนาด DNA เฉลี่ยเท่ากับ 1,140 bp (ตารางที่ 6) 

ตารางที่ 6. ขนาดผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์

แหนใหญ่และ DNA แม่พิมพ์ที่สกัดจากแหนที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ คํานวณโดยใช้โปรแกรม ImageJ 

(n=4) 

DNA แม่พิมพ์ ขนาด DNA  ค่าคลาดเคลื่อน 

แหนใหญ ่ 1140 ±131 

แหนเล็ก - - 

ไข่นํ้า - - 
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รูปที่ 60. Agarose Gel แสดงแถบ DNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพร์

เมอร์แหนใหญแ่ละ DNA แมพิ่มพ์ที่สกัดจาก แหนใหญ ่(2) แหนเล็ก (3) และ ไข่นํ้า (4) ที่เพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการ โดยเทียบขนาดแถบ DNA ที่ได้กับ 1 kb DNA ladder (1) 

 

6.7.4.3 คู่ไพร์เมอร์แหนเล็ก 

จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์แหนเล็กและ DNA แม่พิมพ์จาก

แหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในหอ้งปฏิบัติการ พบแถบ DNA ในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหน

ทั้งสามชนิด (รปูที่ 61) และเมื่อวิเคราะห์ผลโดยการหาขนาดแถบ DNA โดยใช้โปรแกรม ImageJ พบว่าแถบ 

DNA ที่ปรากฏในช่องที่ใช้ DNA แม่พิมพ์จากแหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า มีขนาด DNA เฉลี่ยเท่ากับ 1,127 

bp, 996 bp และ 943 bp ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 
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รูปที่ 61. Agarose Gel แสดงแถบ DNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพร์

เมอร์แหนเล็กและ DNA แมพิ่มพ์ที่สกัดจาก แหนใหญ ่(2) แหนเล็ก (3) และ ไข่นํ้า (4) ที่เพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการ โดยเทียบขนาดแถบ DNA ที่ได้กับ 1 kb DNA ladder (1) 

ตารางที่ 7. ขนาดผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์

แหนเล็กและ DNA แม่พิมพ์ที่สกัดจากแหนที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ คํานวณโดยใช้โปรแกรม ImageJ 

(n=4) 

DNA แม่พิมพ์ ขนาด DNA  ค่าคลาดเคลื่อน 

แหนใหญ ่ 1127 ±154 

แหนเล็ก 996 ±212 

ไข่นํ้า 943 ±247 
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7. อภิปรายผลการวิจัย 

 7.1. การกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนในแหน 

 ตัวอย่างแหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้าจากแหล่งนํ้าภายในมหาวิทยาลัยบูรพามีสิ่งมีชีวิตหลากหลาย

อาศัยอยู่ร่วมกัน เช่น หนอนนํ้า แมลงหลายชนิด สาหร่าย และจลุินทรย์ี เมื่อนําแหนดังกล่าวมาเพาะเลี้ยงใน

อาหารสูตร MS ในห้องปฏิบัติการที่มีการควบคุมอุณหภูมิ ความช้ืนสัมพัทธ์ และความเข้มแสง พบว่ามีการ

ปนเป้ือนของสาหร่าย และจุลนิทรีย์ การปนเป้ือนดังกล่าวอาจส่งผลต่อการวิเคราะห์ต่อไป ดังน้ันจึงต้องมีการ

กําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนด้วยสารเคมีก่อนนํามาศึกษา 

 7.1.1. สารฟอกขาวเหมาะสมสําหรบัใชใ้นการกําจัดจุลนิทรีย์ที่ปนเปื้อนในแหนใหญแ่ละแหนเล็ก 

 จากการศึกษาพบว่าการใช้สารฟอกขาวในการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนในแหนใหญแ่ละแหนเล็ก 

ส่งผลใหแ้หนใหญ่และแหนเล็ก มีร้อยละของการรอดชีวิตสูงที่สุด ในขณะที่มีการปนเป้ือนของจุลินทรีย์น้อย

ที่สุด ในขณะทีเ่มื่อใช้ทิงเจอร์ไอโอดีนกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนกลับไม่พบการรอดชีวิตของแหนใหญแ่ละแหน

เล็ก แสดงให้เห็นว่าสารฟอกขาว เช่น ไฮเตอร์ มีประสิทธิภาพเพียงพอในการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนภายนอก 

ซึ่งสารฟอกขาวดังกล่าวมีราคาถูกจึงสามารถนํามาใช้ได้สะดวก โดยผู้วิจัยพบว่าสําหรับแหนใหญ่ การใช้ไฮเตอร์

ความเข้มข้น 3% เป็นเวลา 5 นาที ให้ประสทิธิภาพในการกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนและอัตราการรอดชีวิตที่ดี

ที่สุด ในขณะทีแ่หนเล็กจะไวต่อสารฟอกขาวมากกว่าแหนใหญท่ําให้เวลาที่ใช้ในการกําจดัจุลินทรีย์ที่เหมาะสม

สั้นกว่าอยู่ในช่วง 1 – 3 นาท ีที่ความเข้มขน้ไฮเตอร์ร้อยละ 3 เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามท่ีเวลาและความ

เข้มข้นดังกล่าว แหนเล็กมคีวามแตกต่างระหว่างร้อยละการรอดชีวิตกับร้อยละการปนเป้ืออยู่ประมาณ 30% 

ดังน้ันผู้วิจัยจึงสรุปได้ว่าสารฟอกขาวมีความเหมาะสมทีส่ดุในการใช้กําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนในแหนใหญแ่ละ

แหนเล็ก เพ่ือที่จะนํามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 

 7.1.2. โพวิโดนไอโอดีนเหมาะสมสําหรับใช้ในการกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนในไขน่้ํา 

 เน่ืองจากไข่นํ้าเป็นพืชดอกที่มีขนาดเล็กที่สดุทําให้ไข่นํ้ามคีวามบอบบางท่ีสุดเมื่อเทียบกับแหนชนิดอ่ืน 

การใช้สารฟอกขาวหรือทิงเจอร์ไอโอดีนในการกําจัดจุลินทรีย์ปนเป้ือนทําให้ไข่นํ้าตายทั้งหมด ดังน้ันผู้วิจัยจึง

สนใจทีจ่ะใช้โพวิโดนไอโอดีน เช่น เบตาดีน® ซึ่งมีฤทธ์ิในการกําจัดจุลินทรีย์เช่นเดียวกับทิงเจอร์ไอโอดีนแต่

ฤทธ์ิจะอ่อนกว่า จากการศึกษาพบว่าความเข้มข้นของเบตาดีนที่เหมาะสมในการกําจดัจุลินทรีย์ปนเปื้อนใน

ไข่นํ้าคือที่ 10% เป็นระยะเวลา 30 วินาที ซึ่งเป็นสภาวะเดียวที่ให้อัตราการรอดชีวิตสูงกว่าการปนเป้ือนที่ 5 - 

10% อย่างไรก็ตามข้อเสียของการใช้โพวิโดนไอโอดีนคือราคาที่แพงกว่าสารฟอกขาว แต่ก็สามารถหาซื้อได้ง่าย 
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ดังน้ันผู้วิจัยจึงสรุปได้ว่าโพวิโดนไอโอดีนมีความเหมาะสมท่ีสุดในการใช้กําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนในไข่นํ้า 

เพ่ือที่จะนํามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 

 7.2. อาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแหน  

 7.2.1. แหนเจริญเติบโตได้ดีในอาหาร Hoagland E 

 การเพาะเลี้ยงแหนภายนอกตัวอาคารในสภาวะปลอดเช้ือทําได้ยาก และควบคุมสภาวะแวดล้อมที่

สามารถรบกวนผลการทดลองได้ยาก เช่น ความเข้มแสงและอุณหภูมิที่แตกต่างกันในแต่ละวัน ผู้วิจัยจึงเลือกทํา

การเพาะเลี้ยงแหนใหญ่ในในห้องปฏิบัติการควบคุมสภาวะที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และให้แสงความเข้ม

แสง 15 μmol.m2.s-1 เป็นเวลา 12 ช่ัวโมงต่อวัน ในอาหารเหลว 4 สูตร เพ่ือค้นหาสตูรอาหารที่เหมาะสมใน

การเพาะเลี้ยงแหนในห้องปฏิบัติการ โดยผลการศึกษาพบว่าแหนเจริญเติบโตได้ดีในอาหาร Hoagland E 

เน่ืองจากแหนที่เพาะเลี้ยงในอาหาร Hoagland E มีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด โดยมีระยะเวลาในการเพ่ิม

จํานวนทวีคูณของแหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้า ในอาหาร Hoagland E อยู่ที่ 6.6, 2.7 และ 2.4 วัน 

ตามลําดับ 

 ในขณะทีแ่หนที่เพาะเลี้ยงในอาหารอาหาร Hoagland E+ จะมีอาการใบเหลืองหรือขาวซีดในช่วง

สัปดาห์ที่ 2 ของการเพาะเลี้ยง นอกจากน้ียังพบการสร้างทิวเรี่ยนจํานวนมากในแหนใหญ่เมื่อเพาะเลี้ยงใน

ระยะยาว ซึ่งเป็นสิ่งที่แสดงให้เห็นถึงการตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม ซึ่งสาเหตุอาจมาจากอาหาร 

Hoagland E+ มีธาตุอาหารบางชนิดมากเกินไปโดยสังเกตได้จากแหนกลบัเจริญเติบโตได้ดีกว่าในอาหาร 

Hoagland E+  ครึ่งสูตร ทั้งน้ีอาหารเหลวสูตร E+ มีธาตุอาหารหลักมากกว่าสูตร E ถึง 2-10 เท่า ซึ่งธาตุอาหาร

ที่มีมากเกินไปอาจส่งผลยังย้ังการเจริญเติบโตได้ และเมื่อพิจารณาอาหาร MS และ SH จะพบว่า อาหารท้ังสอง

ชนิดส่งผลให้แหนเจริญเติบโตได้ไม่ต่างกัน แต่ไม่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงในระยะเวลานาน เพราะว่าอาหาร

ทั้งสองชนิดน้ีมีปริมาณธาตุอาหารบางชนิดที่จําเป็นสําหรับการเจริญเติบโตของแหนน้อยกว่าอาหาร Hoagland 

E โดยสังเกตได้จากการใช้ความเข้มข้นครึ่งหน่ึงของอาหารทั้งสองสูตรสง่ผลให้การเจริญเติบโตของแหนลดลง

อย่างชัดเจน เมื่อเทียบกับอาหาร Hoagland E ครึ่งความเข้มข้นซึ่งไมส่่งผลต่อการเจริญเติบโตมากนัก ดังน้ัน

จากผลการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นว่า อาหาร Hoagland E เหมาะสมที่สุดที่จะนํามาใช้เพาะเลี้ยงแหนใน

ห้องปฏิบัติการ 
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 7.2.2. อาหาร Hoagland E+ กระตุ้นการสะสมคาร์โบไฮเดรตในแหน 

 จากการเปรียบเทียบปริมาณคาร์โบไฮเดรตในแหนพบว่าแหนที่เจรญิในอาหารเหลวสูตร Hoagland 

E+ มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงที่สุด ในขณะที่การเจริญเติบโตโดยรวมจะช้าที่สุด แสดงให้เห็นว่าการเจริญเติบโต

ที่ช้าน้ันส่งผลให้แหนสามารถสะสมคาร์โบไฮเดรตได้มากขึ้น โดยเมื่อแหนอยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสมจะชะลอ

กระบวนการจริญเติบโตส่งผลให้คาร์โบไฮเดรตที่สร้างขึ้นจากการสังเคราะห์ด้วยแสงไม่ถูกนําไปใช้ในการสร้าง

โครงสร้างและเกิดการสะสมเพ่ิมขึ้นตามลําดับ 

 7.3. แหนเจรญิเติบโตและขยายพนัธุ์ได้อย่างรวดเร็วในหอ้งปฏิบัติการ 

 7.3.1. แหนใหญ่ใชเ้วลาเจริญเติบโตเต็มที่ 72 ชั่วโมง 

 จากการศึกษาแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอไมโค

รสโคปโดยเริ่มต้นที่ 1 ฟรอนด์ พบว่าฟรอนด์แรกจะไม่มีการเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้นอาจมีสาเหตุมาจากฟรอนด์

น้ันๆเจริญเติบโตเต็มที่อยู่ก่อนแล้ว หรือการฝืนแยกฟรอนด์แหนใหญ่ออกจากกันเพ่ือทําให้ได้ฟรอนด์เด่ียวอาจ

ทําให้แหนใหญห่ยุดการเจริญเติบโต และเป็นผลให้เวลาทีใ่ช้ในการเตรียมตัวสืบพันธ์ุต่างกัน แต่ระยะเวลาที่ใช้

ในการเจริญเติบโตของฟรอนด์ที่แตกออกมาใหม่ใกล้เคียงกัน ทุกหน่วยทดลองฟรอนด์จะเจริญเติบโตเต็มที่ใน

เวลา 72 ช่ัวโมงโดยกําหนดเวลาที่เจริญเติบโตเต็มที่เมื่อฟรอนด์หยุดการเปลี่ยนแปลง และจะแตกฟรอนด์ใหม่

ทันทีเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ในช่ัวโมงที่ 72 จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าแหนใหญ่เป็นพืชที่เจริญเติบโตที่

รวดเร็ว และพร้อมขยายพันธ์ุได้ทันทีเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่แล้ว 

 7.3.2. แหนเลก็ใช้เวลาในการเจริญเติบโตเต็มที่ 24 ชั่วโมง 

จากการทดลองพบว่าแหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวความเข้มข้นปกติสูตร MS, SH, E และ E+ 

โดยมีนํ้ากลั่นเป็นชุดควบคุม เริ่มมีการเจริญของฟรอนด์ที่เวลา 24 ช่ัวโมง โดยในอาหารเหลวความเข้มข้นครึ่ง

สูตรใช้เวลานานกว่าอาหารเหลวความเข้มข้นปกติและในอาหารเหลว SH แหนเล็กมีการเจริญมากขึน้เรื่อยๆ 

จนแตกฟรอนด์ใหม่ที่เวลา 96 ช่ัวโมง ในขณะที่แหนเล็กที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E และ E+ มี

การแตกฟรอนด์ใหม่ที่เวลา 108 ช่ัวโมง แต่แหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในนํ้ากลั่นและอาหารเหลว MS ยังไม่มีการ

แตกฟรอนด์ใหม่ในระยะเวลาที่ทดลอง ทั้งน้ีแหนเล็กที่เจรญิในอาหารเหลว Hoagland E มีอัตราการแตก 

ฟรอนด์เร็วกว่าอาหารเหลว MS ซึ่งสองคลอ้งกับรายงานวิจัยของ Kittiwongwattana และ Vuttipongchaikij 

(2013)  
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 7.4. การใช้แหนเป็นพืชต้นแบบในการศึกษาทางชีววิทยา 

 เน่ืองจากแหนใหญม่ีขนาดเลก็และเจรญิเติบโตได้เร็ว และมีองค์ประกอบต่างๆของพืชดอกสมบูรณ์ เรา

จึงสามารถพัฒนาแหนมาใช้ในการเรียนการสอนทางชีววิทยาได้ โดยเฉพาะการศึกษาโครงสร้างของเน้ือเย่ือและ

เซลล์ต่างๆภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เช่น การศึกษาโครงสรา้งของท่อลําเลียง, แอเรนไคมา (เซลล์ที่ทําหน้าที่เก็บ

อากาศ), หรือเซลล์ช้ันผิวหนัง เป็นต้น นอกจากน้ีแหนยังมเีซลล์พิเศษที่เรยีกว่า Idioblast ซึ่งเป็นเซลลท์ี่สะสม

ผลึกแคลเซียมออกซาเลทไว้ภายใน และสามารถมองเห็นได้โดยใช้เทคนิค Differential Interference 

Contrast (DIC) นอกจากน้ีเน่ืองจากแหนตอบสนองต่อสภาวะภายนอกได้เร็ว จึงเหมาะสมที่จะใช้ทดสอบการ

ปิดเปิดของปากใบ โดยไม่ต้องมีการลอกเซลล์ช้ันผิวหนังออกมาทําการศึกษาเหมือนการใช้พืชต้นแบบชนิดอ่ืน 

 7.4.1. โครงสร้างทางสณัฐานวิทยา 

 จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของแหนใหญ ่แหนเล็ก และไขนํ้่า ที่เพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิ ความเข้มแสง และความช้ืนสัมพัทธ์โดยนํามาศึกษาภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์เพ่ือดูลักษณะภายนอกของแหนพบว่า แหนใหญ่มีขนาดของฟรอนด์ใหญ่ทีสุ่ด รองลงมาคือแหนเล็ก

และไข่นํ้า ส่วนความหนาฟรอนด์ของแหนใหญ่จะหนามากกว่าแหนเล็ก  แต่มีจํานวนปากใบและขนาดปากใบที่

เล็กกว่าแหนเลก็ และไข่นํ้า ดังตารางที่ 8 จากผลการวิเคราะห์ข้างต้นทําให้สามารถจําแนกชนิดของแหน

เบ้ืองต้นได้ตามองค์ประกอบทางสัณฐานวิทยาดังกล่าว 

ตารางที่ 8. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแหน 

 

 

 

 

 

 

 

  

ลักษณะท่ีศึกษา แหนใหญ ่ แหนเล็ก ไข่น้ํา 

ความกว้างฟรอนด์แม่ (mm.) 3.95 1.37 0.45 

ความยาวฟรอนแม่ (mm.) 5.38 2.41 0.56 

ความหนาของฟรอนด์ (mm.) 0.21 0.16 - 

จํานวนปากใบ (คู่/mm2) 88.06 134.68 78.08 

ความกว้างปากใบ (μm.) 12.57 13.67 23.55 

ความยาวปากใบ (μm.) 19.98 22.51 30.49 
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7.4.2. ไข่น้าํเหมาะสมในการใช้ศึกษาการทํางานของปากใบ 

เน่ืองจากไข่นํ้ามีขนาดปากใบที่ใหญ่ที่สุดเมื่อเทียบกับแหนเล็กและแหนใหญ่ ซึ่งจะทําใหก้ารสักเกตการ

ปิดเปิดของปากใบทําได้ง่าย นอกจากน้ีเน่ืองจากไข่นํ้ามีขนาดเล็กที่สุดทาํให้ในแต่ละครั้งที่ทําการสังเกตจะได้

ข้อมูลมาจากจาํนวนตัวอย่างของไข่นํ้าจํานวนมากเมื่อเทียบกับแหนเล็กและแหนใหญ ่

7.5. ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตนีในแหน 

7.5.1. การวิเคราะห์ปริมาณคารโบไฮเดรตด้วยวิธีแอนโทรนมีความน่าเชื่อถือมากกว่าวิธีฟนีอล

ซัลฟิวรกิ 

 ปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่วิเคราะห์ด้วยวิธีแอนโทรนและวิธีฟีนอลซัลฟิวรกิแตกต่างกันที่ระดับนัยสําคัญ 

0.05 อาทิเช่นแหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตเฉลี่ย 72.36 เมื่อวัด

โดยวิธีแอนโทรน และ 110.83 มิลลกิรัมต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง เมื่อวัดโดยวิธีฟีนอลซัลฟิวริก ดังน้ันจะเห็นได้ว่า

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่วิเคราะห์ได้จากวิธีฟีนอลซัลฟิวรกิมีปริมาณมากกว่าและมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสูง ซึ่ง

อาจเกิดจากฟีนอลสามารถทาํปฏิกิริยากับสารประกอบชนิดอ่ืนที่สกัดได้จากแหนและมผีลรบกวนการวิเคราะห์ 

 วิธีแอนโทรนมีความจําเพาะต่อนํ้าตาลสูงกว่าวิธีฟีนอลซัลฟิวริก โดยสังเกตได้จากการทดลองวิเคราะห์

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในสารละลายแป้ง 1 เปอร์เซ็นต์ และสารละลายน้ําตาล 1 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธีแอนโทรน 

และวิธีฟีนอลซลัฟิวริก ซึ่งวิธีแอนโทรนสามารถตรวจพบคาร์โบไฮเดรตได้ดีกว่าทั้งในตัวอย่างแป้งมาตรฐาน 

(85.9 และ 68.7 เปอร์เซ็นต์ ในวิธีแอนโทรน และวิธีฟีนอลซัลฟิวริก ตามลําดับ; ข้อมลูที่ไม่ได้ตีพิมพ์) หรือนํา

ตาลมาตรฐาน (104.1 และ 72.5 เปอร์เซ็นต์ ในวิธีแอนโทรน และวิธีฟีนอลซัลฟิวริก ตามลําดับ; ข้อมูลที่ไม่ได้

ตีพิมพ์) แสดงให้เห็นว่าวิธีแอนโทรนน่าเช่ือถือกว่าวิธีฟีนอลซัลฟิวริกในการวัดนํ้าตาลหรือคาร์โบไฮเดรตที่

สามารถถูกเปลี่ยนเป็นนํ้าตาลได้ในสภาวะที่ร้อนและเป็นกรด 

 7.5.2. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยกรดไบซินโคนนิิค วิธลีอว์รี และวิธเีจลดาลห์ มี

ประสิทธิภาพไม่แตกต่างกัน 

 ปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ด้วยกรดไบซินโคนินิค วิธีลอว์รี และวิธีเจลดาลห์ ไม่แตกต่างกันอย่างมี

นัยสําคัญ แต่สงัเกตได้ว่าปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้ด้วยวิธีเจลดาลห์จะมากกว่าอีก 2 วิธี ซึ่งความแตกต่าง

เล็กน้อยน้ีอาจมาจากปริมาณโปรตีนที่สกัดได้จากตัวอย่างแหนใหญ่ที่นํามาวิเคราะห์ด้วยกรดไบซินโครนินิค 

และวิธีลอว์รี ยังไม่ใช่โปรตีนทั้งหมดในตัวอย่าง เพราะการสกัดน้ันไม่สามารถทําได้ 100% แต่จากการทดลอง

พบว่า เมื่อเทียบร้อยละของปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้ โดยให้ปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้จากวิธีเจลดาลห์
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เป็น 100% ประสิทธิภาพในการสกัดโปรตีนในแหนใหญด้่วย 0.1 นอรม์อล กรดไฮโดรคลอริก อยู่ทีป่ระมาณ 

86% ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ โดยสามารถปรับปรุงให้มปีระสิทธิภาพมากขึ้นโดยการสกัดซ้ํา (Casal et al., 

1999) อย่างไรก็ตามข้อได้เปรียบของการวิเคราะห์โปรตีนด้วยกรดไบซินโคนินิค หรือวิธีลอว์รี คือการใช้

ตัวอย่างในปริมาณน้อย ทําให้วิเคราะห์หลายตัวอย่างได้ในเวลาเดียวกัน เมื่อเทียบกับวิธีเจลดาลห์ ซึ่งต้องใช้

ตัวอย่างในปริมาณมากกว่า นอกจากน้ีเมื่อเปรียบเทียบการวิเคราะห์โปรตีนที่สกัดจากแหนใหญ่ด้วยกรดไบ

ซินโคนินิค หรอืวิธีลอว์รี ก็ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ แสดงให้เห็นว่าวิธีลอว์รีเหมาะสมในการ

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่สกัดจากแหนใหญ่ที่สุด เพราะมีราคาถูกกว่าการวิเคราะห์ด้วยกรดไบซินโคนินิค 

 7.5.3. แหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบติัการมีปริมาณโปรตีนสูงแต่มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตตํ่า 

 แหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารท้ังสามสูตรมปีริมาณคาร์โบไฮเดรตในรูปแป้งและนํ้าตาลไม่แตกต่างกัน 

โดยมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E+ ที่ 10.9 เปอร์เซ็นต์ของ

นํ้าหนักแห้ง ซึง่ถือว่าน้อยเมื่อเทียบกับพืชพลังงาน โดยมีประมาณ 1 ใน 3 ของหัวมันสําปะหลัง (30.15%, 

Karim et al., 2009) และมีประมาณ 1 ใน 6 ของกากมันสําปะหลัง (64.6%, Oboh, 2006) และคิดเป็น

ครึ่งนึงของถั่วเหลือง (20.3%, Stevenson et al., 2006) นอกจากน้ีเมื่อเปรียบเทียบกับแหนเล็กและไข่นํ้า

แล้วพบว่าแหนใหญม่ีปริมาณคาร์โบไฮเดรตตํ่าที่สุด (แหนเล็ก 28.7% และไข่นํ้า 18.84%, งานวิจัยน้ี) อย่างไร

ก็ตามปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีวิเคราะห์ได้ส่วนใหญ่มาจากฟรอนด์ซึ่งเกิดขึ้นระหว่างการสังเคราะห์ด้วยแสง 

ดังน้ันช่วงระยะเวลาในการเก็บตัวอย่างจึงมีความสําคัญเพราะพืชจะสะสมแป้งมากทีส่ดุในตอนเย็น และจะพบ

แป้งน้อยที่สุดในเวลาเช้า ทําให้ตัวอย่างที่เก็บในเวลาเช้าจะมีการสะสมของแป้งน้อยกว่าตัวอย่างพืชที่เก็บใน

ตอนเย็น ดังน้ันอาจเป็นไปได้ว่าแหนใหญ่ใช้แป้งที่สร้างขึ้นอย่างรวดเร็วในการสร้างชีวมวล เช่น เซลลูโลส และ

เพคติน ซึ่งไม่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยวิธีแอนโทรน ทําให้เมื่อวิเคราะห์แล้วมีปริมาณแป้งสะสมอยู่น้อยเมื่อเทียบ

กับนํ้าหนักทั้งหมด และสามารถอธิบายได้ว่าในอาหารเหลว Hoagland E+ ซึ่งแหนใหญ่เจริญเติบโตได้ช้าที่สุด

กลับมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงที่สุด เพราะแป้งที่สังเคราะห์ขึ้นถูกสะสมไว้ และไม่ได้นําไปใช้ในการสร้างชีวมวล 

 แหนใหญ่ที่เพาะเลี้ยงในอาหารท้ังสามสูตรมปีริมาณโปรตีนไม่แตกต่างกัน ผลการทดลองแสดงให้เห็น

ว่าสตูรอาหารที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อการสงัเคราะห์โปรตีนของแหนใหญ่ และปริมาณโปรตีนที่สามารถ

วิเคราะห์ได้ คือ 200.65 กรัมต่อกรัมนํ้าหนักแห้ง หรือ 20.06 เปอร์เซ็นต์ในนํ้าหนักแห้ง ซึ่งใกล้เคียงกับโปรตีน

ที่วิเคราะห์ได้จากแหนเล็ก (16%, งานวิจัยน้ี; 20%, Casal et al., 1999) และมีประมาณคร่ึงหน่ึงของถั่ว

เหลือง (39.6%, Stevenson et al., 2006) แต่มีมากกว่ากากมันสําปะหลังประมาณ 2.5 เท่า (8.2%, Oboh, 
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2006) และมากกว่าไข่นํ้า (7.5%, งานวิจัยน้ี) ดังน้ันแหนใหญ่จึงเหมาะสมที่จะนํามาใช้เป็นพืชเพ่ือการผลิต

โปรตีนมากกว่าคาร์โบไฮเดรต ยกเว้นกรณีที่ต้องการชีวมวลในปริมาณมาก 

7.5.4. แหนเลก็ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตนีสูง 

แหนเล็กที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E+ มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่วิเคราะห์ได้สูงสุดเท่ากับ 28.7% 

ของน้ําหนักแห้ง ซึ่งมีปริมาณมากกว่าแหนใหญ่ (10.9%, งานวิจัยน้ี) และยังมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตใกล้เคียง

กับหัวมันสําปะหลัง (30.15%, Karim et al., 2009) ซึ่งเป็นพืชพลังงาน อีกทั้งยังมีปริมาณมากกว่าถั่วเหลืองซึ่ง

เป็นพืชอาหารประมาณ 1.5 เท่า (20.3%, Stevenson et al., 2006) ในขณะที่ปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้

จากแหนเล็กทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร SH เท่ากับ 16.0% ของน้ําหนักแห้ง ซึ่งคอ่นข้างใกล้เคียงกับ

โปรตีนที่วิเคราะห์ได้จากแหนเล็ก (20%) ดังในรายงานวิจัยของ Casal และคณะ (1999) และแหนใหญ ่

(20.06%, งานวิจัยน้ี) และยังมีปริมาณโปรตีนมากกว่าสองเท่าของกากมันสําปะหลัง (8.2%, Oboh; 2006) ซึ่ง

เป็นพืชพลังงาน แต่มีปริมาณโปรตีนเกือบครึ่งหน่ึงเมื่อเทียบกับถั่วเหลืองซึ่งเป็นพืชอาหาร (39.6%, 

Stevenson et al., 2006)  

 7.5.5. ไข่น้าํทีเ่พาะเลี้ยงในหอ้งปฏิบัติการมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงแต่มีปริมาณโปรตํ่า 

ไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E+และ E มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่วิเคราะห์ได้สูงสุดเท่ากับ 

18.84% และ 18.67% ของนํ้าหนักแห้ง ตามลําดับ ซึ่งมปีริมาณมากกว่าแหนใหญ่ (10.9%; งานวิจัยน้ี) และมี

ปริมาณมากกว่าถั่วเหลือง (11.4%, Steven และคณะ, 2006) ซึ่งเป็นพืชอาหารแต่มีปริมาณคาร์โบไฮเดรต

น้อยกว่าแหนเล็ก (28.7%, งานวิจัยน้ี) และยังมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตน้อยกว่ากับมันสําปะหลัง (25.00%, 

Sriroth และคณะ, 1998) ซึ่งเป็นพืชพลังงาน ในขณะที่ปรมิาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้จากไข่นํ้าที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว Hoagland E เทา่กับ 7.48% ของนํ้าหนักแห้ง ซึ่งมีปริมาณน้อยกว่าแหนใหญ่และแหนเล็ก 

(20.06%, 11.7%, งานวิจัยน้ี) ทั้งน้ีพบว่าไข่นํ้าสามารถใช้ทดแทนโปรตีนจากถั่วเหลืองได้ถึงร้อยละ 75 ในการ

เลี้ยงไก่ไข่ ซึ่งจะทําให้สีสันของใข่แดงเพ่ิมมากขึ้นด้วย (Chantiratikul et al., 2010) แสดงให้เห็นว่าถึงแม้ว่า

ไข่นํ้าเป็นพืชนํ้าที่มีการสะสมโปรตีนน้อยเมื่อเทียบกับแหนใหญแ่ละแหนเล็ก แต่ไข่นํ้าสามารถนําไปประกอบ

อาหารและใช้ทดแทนอาหารสัตว์ได้ ดังน้ันการพัฒนาปรับปรุงพันธ์ุให้ไข่นํ้ามีปริมาณโปรตีนสูงขึ้นอาจช่วยให้

ไข่นํ้ากลายเป็นพืชอาหารทางเลือกต่อไป  
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7.6. สารเคมีเหนี่ยวนาํทีส่่งผลต่อการเจรญิเติบโตของแหนในห้องปฏิบัติการ 

7.6.1. กรดซาลิไซลิกชะลอการเจรญิเติบโตของแหนเล็กและแหนใหญ่ 

กรดซาลิไซลิกที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ส่งผลให้แหนเล็กมกีารเจริญช้าลง แต่ไม่ส่งผลต่อ

การเติบโต ในขณะที่กรดซาลิไซลิกที่ความเข้มข้นดังกล่าวส่งผลใหแ้หนใหญม่ีการเจริญเติบโตช้าลง ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองมาจากแหนเล็กและแหนใหญ่เกิดความเครียด เน่ืองจากสภาวะที่ไม่เหมาะสม จึงส่งผลใหก้ารเจริญเติบโต

ช้าซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Cleland และ Ben-Tal (1982) ที่ศึกษาผลของการให้กรดซาลิไซลิกความ

เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ต่อการเจริญเติบโตของแหน (Lemna gibba สายพันธ์ุ G3) ในอาหารสูตร Hutner 

พบว่ากรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ส่งผลใหก้ารเจริญเติบโตลดลง 

7.6.2. กรดแอบไซซิกยับย้ังการเจรญิเติบโตของแหนเลก็และแหนใหญ่ 

กรดแอบไซซิกที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ส่งผลให้แหนเล็กมกีารเจริญช้าลงและยับย้ังการ

เติบโต และกรดแอบไซซิกความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ สง่ผลให้แหนเลก็มีการเจริญเติบโตช้าลง ในขณะที่กรด

แอบไซซิกความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ สง่ผลให้แหนใหญ่มีการเติบโตช้าลง แต่ไม่ส่งผลต่อการเจริญ เน่ืองจาก

กรดแอบไซซิกสามารถทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของแร่ธาตุในใบ จึงส่งผลยับย้ังการเจริญเติบโตในแหน 

(Dekock et al., 1978) 

7.6.3. กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติกที่ระดับความเข้มข้น 0.1 ถึง 10 ไมโครโมลาร์ ไม่ส่งผลต่อ

การเจรญิเติบโตของแหนเลก็และแหนใหญ่ 

กรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติกที่ระดับความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 ไมโครโมลาร์ ไม่ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโตของแหนเล็กและแหนใหญ่ เน่ืองจากกรดเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซีติกเป็นสารคีเลตที่สามารถช่วย

รักษาเสถียรภาพของวิตามินในอาหาร ทําให้วิตามินในอาหารไม่สูญเสียไปได้ง่ายและช่วยให้อาหารเสื่อม

คุณภาพน้อยลง ป้องกันการตกตะกอนของเหล็ก จึงไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโต 

7.6.4. กรด 2,4-ไดคลอโรฟนีอกซีอะซีติกชะลอการเจรญิเติบโตของแหนเล็กและแหนใหญ่ 

กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ส่งผลใหแ้หนเล็กมีการ

เจริญเติบโตช้าลง ในขณะทีก่รด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกที่ความเข้มข้นดังกล่าวส่งผลใหแ้หนใหญ่มีการ

เจริญเติบโตช้าลง ส่วนกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร ์ส่งผลใหแ้หนใหญ่มีการ

เติบโตช้าลง เน่ืองจากกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกเป็นสารในกลุ่มออกซินทีม่คีุณสมบัติเป็นสารกําจัด
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วัชพืช ถ้าใช้ความเข้มข้นสูงสามารถทําให้พืชตาย หากใช้ความเข้มข้นตํ่าจะสามารถควบคุมการเจริญเติบโตของ

พืชได้จึงส่งผลให้การเจริญเติบโตช้า 

7.6.5. ด่างทับทิมยับย้ังการเจริญของแหนใหญ ่

ด่างทับทิมที่ความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 ไมโครโมลาร์ ไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของแหนเล็ก 

ในขณะที่ด่างทับทิมที่ระดับความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ ส่งผลใหแ้หนใหญ่มีการเจริญช้าลง แต่ไม่ส่งผลต่อการ

เติบโต เน่ืองจากด่างทับทิมเป็นเป็นตัวออกซิไดซ์อย่างแรง ซึ่งอาจจะเกิดปฏิกิริยากับธาตุอาหารตัวอ่ืนที่อยู่ใน

อาหารเพาะเลี้ยงทําให้ส่งผลต่อการเจริญช้า 

7.6.6. สารเคมีเหนี่ยวนําทีร่ะดับความเข้มข้นในช่วง 0.1 ไมโครโมลาร์ ถึง 10 ไมโครโมลาร์ ไม่

สามารถเหนี่ยวนําให้แหนเลก็และแหนใหญ่ออกดอกได้ 

การเหน่ียวนําแหนเล็กและแหนใหญ่ด้วยสารเคมี โดยนําแหนที่มีลักษณะเป็นกระจุก 2 ใบ ที่ปราศจาก

การปนเป้ือนอายุประมาณ 1 เดือน ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS มาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 

MS และ PS ทีเ่ติมสารเคมีเหน่ียวนําเร่งการออกดอก ได้แก่ กรดซาลิไซลกิ กรดแอบไซซิก กรดเอทิลนีไดอะมีน

เตตราอะซีติก กรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกและด่างทบัทิม ที่ระดับความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 ไมโครโม

ลาร์ มาเพาะเลี้ยงภายในห้องปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ 24-25 องศาเซลเซยีส ความเข้มแสง 20 umol m-2 s-1 

ให้แสง 16 ช่ัวโมงต่อวัน เป็นระยะเวลา 15 วัน พบว่า แหนเล็กและแหนใหญ่มีการเกิดความเครียด เน่ืองจาก

การตอบสนองต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมจากการเหน่ียวนําด้วยสารเคมี จงึทําให้มีการลดลงหรือยับย้ังการ

เจริญเติบโตและการเพ่ิมขนาดของใบ แต่สารเคมีเหน่ียวนําให้เกิดการออกดอกที่ระดับความเข้มข้นดังกล่าวไม่

สามารถเหน่ียวนําให้แหนเลก็และแหนใหญ่ออกดอกได้ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากสูตรอาหาร อุณหภูมิ ความเข้ม

แสงและช่วงเวลาการให้แสงยังไม่เหมาะสม หรือมาจากแหนเล็กและแหนใหญท่ี่นํามาเพาะเลี้ยงมีกระจุกของใบ

ไม่ถึง 4 ใบ เมือ่เทียบกับแหนเล็กและแหนใหญท่ี่เจริญเติบโตตามธรรมชาติที่มีกระจุกของใบ 4 ใบ จงึทําให้ยัง

ไม่พบการออกดอกของแหนเล็กและแหนใหญ่ ซึ่งผลการทดลองแตกต่างจากงานวิจัยของ Tanaka และ 

Cleland (1980) ที่ใช้แหน Lemna gibba สายพันธ์ุ G3 ที่มีลักษณะกระจุกของใบ 4 ใบ มาเพาะเลี้ยงใน

อาหารสูตร Hoagland ที่มีกรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร ์โดยเพาะเลี้ยงในห้องควบคุมสภาวะที่

อุณหภูมิ 27-28 องศาเซลเซยีส ความเข้มแสง 6000-7000 ลักซ์ และให้แสง 8 ช่ัวโมงต่อวัน พบว่า กรดซาลิไซ

ลิกที่ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ สามารถเหน่ียวนําให้เกิดการออกดอกในแหนได้ นอกจากน้ียังแตกต่างจาก

งานวิจัยของ Cleland และ Ben-Tal (1982) ที่ใช้แหน Lemna gibba สายพันธ์ุ G3 ที่มีกระจุกของใบ 4 ใบ 
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มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Hutner ที่มีกรดซาลิไซลกิความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ โดยเพาะเลี้ยงใน

ห้องควบคุมสภาวะที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 6000-7000 ลักซ ์และให้แสง 9 ช่ัวโมงต่อวัน 

เป็นระยะเวลา 11 วัน พบว่า กรดซาลิไซลิกที่ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ สามารถเหน่ียวนําให้เกิดการออก

ดอกในแหนได้ และแตกต่างจากงานวิจัยของ Krajnčič และ Nemec (1995) ที่เพาะเลี้ยงแหนใหญ่ในอาหาร

สูตร Pirson-seidel ที่มีกรดจัสโมนิก (Jasmonic acid) ที่ความเข้มข้น 0.475-47.5 nmol·L-1 โดยเพาะเลี้ยง

ในห้องควบคุมสภาวะที่อุณหภูมิ 27-28 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 3000±100 ลักซ์ โดยให้แสง 16 ช่ัวโมง

ต่อวัน หรือให้แสง 8 ช่ัวโมงต่อวัน พบว่า กรดจัสโมนิกทีค่วามเข้มข้น 0.475-47.5 nmol·L-1 สามารถเหน่ียวนํา

ให้เกิดการออกดอกในแหนใหญ่ได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า สูตรอาหารที่ใช้ อุณหภูมิ ความเขม้แสงและช่วงเวลาการ

ให้แสงมผีลต่อการออกดอกของแหน ดังน้ันผู้วิจัยคาดว่านอกเหนือจากการกระตุ้นด้วยสารเคมีแล้วการควบคุม

ชนิดและปริมาณของแสงที่เหมาะสมจะช่วยให้แหนออกดอกได้ 

7.7. การวิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธกุรรมของแหนด้วยเทคนิค PCR 

7.7.1. การออกแบบไพรเมอร์เพื่อนําไปตรวจสอบแหนแต่ละชนิด                                                      

การจําแนกชนิดของแหนโดยวิธีทางสัณฐานวิทยาอาจช่วยให้แยกแยะแหนแต่ละชนิดได้  แต่ต้องใช้

เวลานานถึงจะสามารถจําแนกชนิดได้ ดังน้ันจึงได้ทําการวิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมเพ่ือช่วยในการ

ตรวจสอบยืนยันชนิดของแหนได้รวดเร็วย่ิงขึ้น จากการออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Vector NTI โดยใช้

ข้อมูลลําดับคลอโรพลาสต์จีโนม ของแหนใหญ่ แหนเล็ก และไข่นํ้า จากฐานข้อมูล NCBI ในการออกแบบจะ

กําหนดค่า Tm=50-60 oC %GC=50-60 และขนาดของไพรเมอร์ 1000-1200 bp ไพรเมอร์ที่ออกแบบจะมี

ความจําเพาะเจาะจง ต่อแหนชนิดน้ันๆ  เมื่อออกแบบไพรเมอร์สําเร็จจะได้ forward primers และ reverse 

primers ของแหนแต่ละชนดิ  และเมื่อนําไพรเมอร์ที่ได้ไปทดสอบความจําเพาะเจาะจงกับฐานข้อมูล NCBI 

พบว่าไพรเมอร์มีความจําเพาะเจาะจง เน่ืองจากไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษาตรวจพบข้อมูลของพืชตระกูลแหนที่

ต้องการศึกษา นอกจากน้ียังพบสิ่งมีชีวิตอ่ืน ซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตที่ไม่ต้องการศึกษา ซึ่งมคีา่ความคล้ายคลึงกันอยู่ใน

ระดับที่ใกล้เคยีงกัน และมีเปอร์เซ็นต์ที่มีคู่เบสเหมือนกันอยู่ในระดับสูง 

7.7.2. ความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ต่อแหนที่เพาะเลีย้งในห้องปฏิบัติการ 

เมื่อสกัดดีเอ็นเอจากแหนที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ และนํามาเพ้ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ทั้งสามชนิด พบว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบมาตรวจสอบแหนใหญ่มีความจําเพาะ

เจาะจงต่อแหนใหญ ่ในขณะที่ไพรเมอร์แหนเล็กและไข่นํ้าที่ออกแบบมาตรวจสอบแหนเล็กและไข่นํ้า ไม่มี
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ความจําเพาะเจาะจงเน่ืองจากไพรเมอร์ไข่นํ้าสามารถจับกับลําดับจีโนมของแหนใหญ ่ทาํให้ปรากฏแถบช้ินดี

เอ็นเอขึ้นมา ส่วนไพรเมอร์แหนเล็กสามารถจับกับลําดับจีโนมของแหนใหญ ่และไข่นํ้าทําให้ปรากฏแถบช้ินดี

เอ็นเอขึ้นมาเช่นกัน แสดงให้เห็นว่าไพร์เมอร์ที่ออกแบบมานั้นสามารถใช้บ่งบอกชนิดของแหนใหญ่ได้ชัดเจน 

และสามารถใช้จํานแกชนิดของแหนทั้งสามชนิดได้จากผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

7.7.3. ความจําเพาะเจาจงของไพรเมอร์ต่อพืชสกุลแหน (ข้อมูลที่ไม่ได้ตีพิมพ์) 

จากการสกัดดีเอ็นเอจากจอกซ่ึงเป็นตัวแทนของพืชนํ้ากับพริกซึ่งเป็นตัวแทนของพืชบก เมื่อทดสอบ

ด้วยไพรเมอร์ไข่นํ้าและไพรเมอร์แหนใหญพ่บว่าไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ในขณะที่เมื่อใช้ไพรเมอร์แหนเล็ก

ปรากฏแถบช้ินดีเอ็นเอ แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ไข่นํ้าและไพรเมอร์แหนใหญ่มีความจําเพาะเจาะจงต่อพืชสกุล

แหนเท่าน้ัน สว่นไพรเมอร์แหนเล็กไม่มีความจําเพาะเจาะจงต่อพืชสกุลแหน เน่ืองจากไพรเมอร์แหนเล็ก

สามารถจับกับลําดับจีโนมของจอกทําให้ปรากฏแถบช้ินดีเอ็นเอขึ้นมา แสดงว่าไพรเมอร์แหนเล็กมคีวามจําเพาะ

เจาะจงต่อพืชตระกูล Araceae ซึ่งประกอบไปด้วยจอกและแหน เป็นต้น ซึ่งอาจมีลําดับจีโนมท่ีใกลเ้คียงกัน 

7.7.4. การวิเคราะห์หาสาเหตุความไม่จําเพาะเจาะจงของไพรเมอร ์

ในขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์ ได้มีการทาํการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ด้วยการบ

ลาสต์จากฐานข้อมูล NCBI ผลจากการทําอิเล็กโตรโพรริซิสปรากกฎว่ามีเพียงไพรเมอร์ของแหนใหญ่เทา่น้ันที่มี

ความจําเพาะเจาะจงต่อแหนใหญ ่จึงมีการตรวจสอบไพรเมอร์ไข่นํ้าและไพรเมอร์แหนเล็กว่าเพราะสาเหตุใดจึง

ไม่มีความจําเพาะเจาะจงโดยนําข้อมูลลําดับของไพรเมอร์ไข่นํ้าและแหนเล็กมาทดสอบด้วยโปรแกรม Vector 

NTI ผลจากการตรวจสอบแสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ของแหนเล็กและไขนํ้่าที่ออกแบบมาไม่มีความจําเพาะ

เจาะจงเน่ืองจากลําดับข้อมูลที่ใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ของแหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้าใช้ลําดับจีโนมท่ีอยู่

ในคลอโรพลาสต์ของแหนทั้งสามชนิด ซึ่งมลีําดับที่คล้ายคลึงกันมาก เมื่อนํามาตรวจสอบหาลําดับที่ไม่เข้าคู่ 

พบว่าไพรเมอร์ของไข่นํ้าสามารถจับกับลําดับจีโนมของแหนใหญ ่และไพรเมอร์แหนเล็กสามารถจับกับลําดับ

จีโนมของแหนใหญแ่ละไข่นํ้า โดยมีลําดับที่ไม่เข้าคู่ประมาณ 1-3 คู่เบสในแต่ละไพร์เมอร์ แสดงให้เห็นว่าลาํดับ

ที่แตกต่างกันเพียงเล็กน้อยไม่ส่งผลต่อการเข้าคู่ของไพรเมอร์กับลําดับจีโนมของแหนทาํให้ไพรเมอร์สามารถจับ

กับลําดับจีโนมของแหนและปรากฏแถบช้ินดีเอ็นเอขึ้นมาหลังจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมและการทํา

ทําอิเล็กโตรโพรริซิส 
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7.8. การพัฒนาแหนเพื่อนาํไปใช้ประโยชน์ทางชีวภาพ 

 ถึงแม้ว่าผู้วิจัยยังไม่สามารถเหน่ียวนําให้แหนออกดอกได้ในห้องปฏิบัติการ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากอายุ

ของแหนใหญท่ี่นํามาเพาะเลี้ยงน้อยและยังไม่สามารถออกดอกได้ หรือมาจากสภาวะท่ีใช้ในการเพาะเลี้ยง

เน่ืองจากในงานวิจัยที่รายงานผลการเหน่ียวนําให้แหนใหญ่ออกดอกเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีอุณหภูมิและให้แสง

ที่ความเข้มแสงสูงกว่าที่ผู้วิจัยใช้ในการเพาะเลี้ยง ซึ่งยังต้องมีการศึกษาวิจัยสภาวะที่เหมาะสมเพ่ิมขึน้ในอนาคต 

เพ่ือเป็นจุดเริ่มต้นในการศึกษาทางพันธุศาสตร์ และปรับปรุงพันธ์ุแหนใหญ่ใหส้ามารถตอบสนองต่อโจทย์วิจัย

ได้ นอกจากน้ียังสามารถพัฒนาเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมไปพร้อมๆกันได้ โดยการถ่ายยีนที่สนใจเข้าไปในแหน

ใหญ ่เน่ืองจากข้อมูลทางพันธุกรรมของแหนใหญ่ได้มีการเปิดเผยแล้ว แต่ยังไม่มีการต้ังช่ือยีนและทําฐานข้อมูล

ที่สามารถเข้าถงึได้โดยง่าย (http://spirodelagenome.org/)  
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8. สรุปผลการวิจัย 

 แหน (duckweed) ที่พบในแหล่งนํ้าภายในมหาวิทยาลัยบูรพาประกอบไปด้วย 3 สายพันธ์ุคือ แหน

ใหญ ่(Spirodela polyrhiza) แหนเล็ก (Lemna minor) และ ไข่นํ้า (Wolffia globosa) ซึ่งสามารถนํามา

เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการในสภาวะปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 15 μmol.m-2.s-1 

โดยทําการกําจัดสิ่งปนเป้ือนด้วยสารฟอกขาวหรือสารโพวิโดนไอโอดีน จากการศึกษาพบว่าแหนใหญ ่แหนเล็ก 

และไข่นํ้าสามารถจําแนกได้ด้วยเทคนิค PCR โดยออกแบบไพร์เมอร์ให้สอดคล้องกับคลอโรพลาสต์จีโนมของ

แหนแต่ละชนดิ และได้ขนาดช้ิน DNA หลงัจากการทําการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่ประมาณ 1140, 996, 

และ 1050 คู่เบส ตามลําดับซึ่งใกล้เคียงกับที่ประมาณการไว้ จากการเปรียบเทียบการเจริญของแหนทั้ง 3 ชนิด

ในอาหารเหลว 4 สูตรพบว่าแหนทั้ง 3 ชนิดเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเหลว Hoagland E และมีระยะเวลาใน

การเพ่ิมจํานวนทวีคูณของแหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้า อยู่ที่ 6.6, 2.7 และ 2.4 วัน ตามลําดับ โดยแหนใหญ่

และแหนเล็กจะใช้ระยะเวลาในการเจริญเติบโตเพ่ือแตกฟรอนด์ใหม่ 72 และ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ เมื่อศึกษา

ลักษณะทางสณัฐานวิทยาพบว่าแหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้ามีลักษณะเป็นรูปวงรี มีขนาดฟรอนด์ (กว้าง x 

ยาว) เฉลี่ย 3.95 x 5.38, 1.37 x 2.41 และ 0.45 x 0.56 มม. ตามลําดับ โดยมีจํานวนปากใบเฉล่ีย 88, 135 

และ 78 คู่/มม.2 ตามลําดับ และขนาดของปากใบ (กว้าง x ยาว) เฉลี่ย 12.6 x 20.0, 13.7 x 22.5 และ 23.6 x 

30.5 ไมครอน ตามลําดับ จากการศึกษาปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในแหนทั้ง 3 ชนิดพบว่า แหนใหญ ่

แหนเล็ก และไข่นํ้า มีปริมาณคาร์โปไฮเดรตสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland E+ โดยวัดค่าได้ 

10.9, 28.7 และ 18.8 %ของน้ําหนักแห้ง ตามลําดับ ในขณะที่มีปริมาณโปรตีนสูงสุดที่ 20.5, 16.0 และ 7.48 

%ของน้ําหนักแห้ง ตามลําดับ นอกจากน้ียังพบสารเคมีและฮอร์โมนบางชนิดที่ความเข้มข้น 10 uM มีผลในการ

ชะลอหรือยับย้ังการเจริญเติบโตของแหนดังน้ี กรดซาลิไซลกิและกรด 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซีติกมีผลในการ

ชะลอการเจริญเติบโตของแหนเล็กและแหนใหญ ่และกรดแอบไซซิกยับย้ังการเจริญเติบโตของแหนเล็กและ

แหนใหญ ่ในขณะที่ด่างทับทิมยับย้ังการเจริญของแหนใหญ่เท่าน้ัน อย่างไรก็ตามผู้วิจัยยังไม่พบสารเคมีชนิดใด

ที่สามารถเหน่ียวนําให้แหนออกดอกภายใต้สภาวะที่กําหนด โดยผู้วิจัยกําลังศึกษาผลของแสงต่อการออกดอก

ของแหน และพัฒนากระบวนการถ่ายฝากยีนเข้าสู่แหนเพ่ือใช้พัฒนาเทคนิคการปรับปรุงพันธ์ุและการแปลง

พันธ์ุในแหนต่อไป 
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9. ประโยชน์และการประยุกต์ใช้งาน 

 9.1. สามารถเพาะเลี้ยงแหนใหญ ่แหนเล็ก และไข่นํ้าที่ปราศจากจุลินทรย์ีปนเป้ือนได้ภายในห้องปฏิบัติการ 

 9.2. นําแหนทีเ่พาะเลี้ยงได้มาเป็นพืชต้นแบบในการศึกษาทางด้านชีววิทยา ชีวเคมี และเทคโนโลยีชีวภาพ 

 9.3. งานวิจัยช้ินน้ีนําไปใช้ในการเรียนการสอน 5 รายวิชา ได้แก่ 

  307312 เทคนิคระดับโมเลกุลในเทคโนโลยีชีวภาพ (มคอ.3) 

  307313 ข้อมลูทางชีวภาพ 

  307332 การเพาะเลี้ยงเซลลแ์ละเน้ือเย่ือ (มคอ.3) 

  307483 หัวขอ้เลือกสรรทางเทคโนโลยีชีวภาพ 

  307493 ปัญหาพิเศษทางเทคโนโลยีชีวภาพ 

 9.4. ผลงานวิจัยได้นําไปเผยแพร่ในการประชุมวิชาการระดับประเทศในงานวิทยาศาสตร์วิจัยครั้งที่ 5  

 9.5. ผลงานวิจัยได้นําไปใช้ในการบริการวิชาการในงานสัปดาห์วันวิทยาศาสตร์แห่งชาติภาคตะวันออกคร้ัง

ที่ 29 และคร้ังที่ 30 ณ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 9.6. ผลงานวิจัยบางส่วนได้ถูกตีพิมพ์ในรายงานสืบเน่ืองการประชุมวิชาการระดับประเทศในงาน

วิทยาศาสตร์วิจัยครั้งที่ 6 (อรไพลิน และคณะ, 2557) โดยงานวิจัยส่วนใหญ่จะเก็บไว้ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ

ระดับนานาชาติต่อไป 

 9.7. สามารถพัฒนาการใช้แหนเพ่ือผลิตโปรตีนต่างๆโดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม หรือใช้เป็นตัว

บ่งช้ีทางชีวภาพ หรือใช้ชีวมวลในการทําชีวพลังงานต่อไปในอนาคต 
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