
 
 

บทที่ 3 

 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
การศึกษาการผสมพันธุกลวยไม ในสกุล Spathoglottis  แบงออกเปน 3 การทดลองคือ 

1. การศึกษาการถายทอดลักษณะสีดอก 
2. การศึกษาความมีชีวิตของเมล็ดลูกผสม 
3. การศึกษาโครโมโซม 

อุปกรณและวธีิการทดลองมีดังนี ้
 
การทดลองท่ี 1.1 การศึกษาการถายทอดลักษณะสีดอก 
 
 1.1.1 วัสดุอุปกรณ 

 1.1.1.1พืชทดลอง 
  ไดแกตนพนัธุเอ้ืองดินใบหมากจํานวน 4 สายพันธุคือ S. affinis S. plicata  

S. plicata var. alba  และลูกผสมของ S. vanoverburgii × S. affinis  ตนคัดเลือก   
 

 1.1.1.2 อุปกรณ  
 1.1.1.2.1  ภาชนะปลูกกระถางพลาสติก ขนาด 3.5 และ 6 นิ้ว  

สําหรับถาดหลุมพลาสติกสําหรับเพาะกลา ขนาด 1 นิ้ว x 120 หลุม 
 1.1.1.2.2  วัสดปุลูกตนกลา : ทรายและขุยมะพราว อัตรา 2  : 1 
 1.1.1.2.3  วัสดปุลูกหลังยายกลา กาบมะพราวสับ ปุยคอก  9 : 1 
 1.1.1.2.4  ปุย ปุยละลายชา ออสโมโคส สูตร 14-14-14  
 1.1.1.2.5  อุปกรณการบันทึกขอมูล ไดแก ไมบรรทัด สมุด ดินสอ แผน

เทียบสี ของบริษัท Munsell USA กลองถายรูป  
 

 1.1.1.3 วิธีการ  
 1.1.1.3.1 ทําการผสมเอ้ืองดินใบหมาก คูผสมละ 5  ฝก  ไดแก คูผสม  

S. affinis  × S. plicata   S. affinis × S. plicata var. alba   S. plicata var. alba  × S. affinis   
[S. vanoverburgii × S. affinis] × S. plicata var. alba  และ [S. vanoverburgii × S. affinis] × S. 
plicata  
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   1.1.1.3.2 นําฝกอายุ 30 วันไปเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ ประมาณ 10 
 เดือนไดตนท่ีสามารถนําออกปลูกได  

 1.1.1.3.3 ปลูกลงถาดเพาะกลาพลาสติก ดวยเคร่ืองปลูกทราย ผสมขุย
มะพราว เม่ืออายุสามเดือนจึงยายลงปลูกในกระถาง 3.5 นิ้ว โดยใชเคร่ืองปลูก กาบมะพราวสับผสม
ปุยคอก  

 1.1.1.3.4 บันทึกสีดอกของลูกผสม โดยทําการบันทึกผล สีและลวดลาย
ของกลีบเล้ียง และกลีบดอก  โดยเทียบสีกับแผนเทียบสีมาตรฐานของบริษัท Munsell USA พรอม
ท้ังถายรูปดอกไวเปนหลักฐานอางอิง  
 
การทดลองท่ี 1.2 เปรียบเทียบลักษณะดอก ระหวาง  S. vanoverburgii × S. affinis  ตนคัดเลือก  

และ ลูกผสมท่ีไดจาก S. vanoverburgii × S . affinis   
 

1.2.1วัสดุอุปกรณ 
 

  1.2.1.1 พืชทดลอง  
   ไดแก S. vanoverburgii × S. affinis  เปนตนท่ีคัดเลือกจากประชากรจาก
ลักษณะดอกหนา สีเขม กานตรง และ  S. vanoverburgii × S. affinis  10 โคลน สุมเลือกจาก
ประชากร 
 
  1.2.1.2 วัสดุ เคร่ืองมือ อุปกรณ 
   1.2.1.1 กลองถายรูป 
   1.2.1.2 เคร่ืองอบ hot air oven 

1.2.1.3 ถุงกระดาษ 
1.2.1.4 เคร่ืองช่ัง ดิจิตอล แบบทศนิยมสามตําแหนง 
1.1.2.5 กระดาษกรอง 

 
1.2.3 วิธีการ 

1.2.3.1 นําดอกของกลวยไม มาบันทึก สีขนาด และลวดลายบนดอก
ตลอดจนบรรยายลักษณะทางกายภาพอ่ืนๆ  
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1.2.3.2 นําไปใสในถุงกระดาษ แลวอบในเคร่ืองอบแบบ hot air oven เปน
เวลา 1 สัปดาห 

1.2.3.3 นําดอกแหงท่ีไดมาช่ังน้ําหนักแหง ดวยเคร่ืองช่ังดิจิตอล แบบ
ทศนิยมสามตําแหนง 

 
การทดลองท่ี 2  การศึกษาโครโมโซม 

ศึกษาโครโมโซมจากปลายรากพืชทดลอง ดวยวีธีการขยีเ้ซลล ตามเทคนิค Feulgen’s 
squash ท่ีดัดแปลงโดยจารุวรรณ (2550) 

 
 2.1 วัสดุและอุปกรณ 
 

 2.1.1 พืชทดลอง  
ปลายรากของกลวยไมสกุล Spathoglottis พันธุแท 6 ชนดิไดแก S. afiinis S. hardingiana   

S. kimballiana  S. petri  S. plicata  S. vanoverburgii  และลูกผสม จํานวน  2 สายพันธุ ไดแก         
S. vanoverburgii × S. affinis  และ (S. vanoverburgii × S. affinis) × S. plicata 
 

 2.1.2 อุปกรณในการตรวจนบัโครโมโซม 
 2.1.2.1 อางน้ําควบคุมอุณหภมิูใหเปน 60° ซ 
 2.1.2.2 ปรอทวัดความรอน 

  2.1.2.3 กลองจุลทรรศน (compound microscope) และมีอุปกรณใน 
ถายภาพ 

2.1.2.4 อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจกปดสไลด 
สไลด หลอด vial พรอมฝาปด กระบอกตวงสารเคมี และบีกเกอร 

 2.1.2.5 ใบมีดผาตัดพรอมดาม 
 2.1.2.6 ปากคีบและเข็มเข่ีย 
 2.1.2.7 ปากกาเมจิกชนดิถาวร 
 2.1.2.8 กระดาษซับ 
 2.1.2.9 ปายติดกาว 
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2.1.3 สารเคมี 
 2.1.3.1 สารละลายอ่ิมตัว paradiclorobenzene (PDB) เปน pre-treatment  

solution 
2.1.3.2  น้ํายาตรึงเซลล (fixative solution) เพื่อรักษาสภาพ และหยุดการ

ทํางานของ     เซลลประกอบดวย absolute ethyl alcohol 3 สวน และ glacial acetic  1 สวน 
        2.1.3.3  ethyl alcohol 70 % 
    2.1.3.4  hydro chloric acid เขมขน 1 นอรมอล (1N HCl) 
       2.1.3.5 carbol fuchsin 5 และ 10 % 

 2.1.3.6 น้ํายาเคลือบเล็บ 
 
 2.1.4 วิธีการทดลอง  

 2.1.4.1 เก็บตัวอยางปลายราก ในระหวางชวงเวลา 8.30 น. - 9.00 น.  
2.1.4.2 แชปลายรากในสารละลายอ่ิมตัว PDB ใชเปน pre-treatment  เปน

เวลา 8 ช่ัวโมง  
2.1.4.3 นําปลายรากออกมาซับดวยกระดาษซับและลางดวยน้ํากล่ันสาม

คร้ัง จากนั้นนําแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล นาน 5 นาที เพื่อหยดุการทํางานของเซลล  
2.1.4.4 ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1N HCL ท่ีอุณหภูมิ 

60  ซ นาน 5นาที แลวลางออกดวยน้ํากล่ัน 
2.1.4.5 ยอมเนือ้เยื่อปลายรากดวย สารละลายสี carbon fuchin เปนเวลา 1 

ช่ัวโมง จากนัน้คีบเนื้อเยื่อวางลงบนแผนสไลด ใชมีดผาตัดตัดเอาเฉพาะสวนปลายรากยาว
ประมาณ 1 มิลลิเมตร ใชเข็มเข่ียขยี้ปลายรากเพื่อใหเซลลกระจายตัว คีบเนื้อเยื่อสวนท่ีเปน 
เยื่อหุมปลายรากออกเหลือไวเฉพาะเนื้อเยือ่เจริญท่ีอยูภายใน หยดสียอมอีกหนึ่งหยด แลว
ปดแผนสไลด โดยใชกระดาษซับวางบนแผนสไลด กดแผนกระจกปดสไลดดวย
นิ้วหวัแมมือ เพื่อใหเซลลกระจาย แลวซับสีท่ีลนออกจากกระจกแผนกระจกปดสไลด 

2.1.4.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือก
เซลลท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟส และมีการกระจายตัวของโครโมโซมดีอยาง
นอย 10 เซลล สามารถนับจํานวนโครโมโซมไดแมนยํา เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกดแผน
กระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบนราบ และอยูในระนาบเดียวกัน ผ่ึงลมท้ิงไวระวังอยา
ใหอากาศเขา ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบนแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเซลลแหง นํา
แผนกระจกสไลดไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อนับจํานวนโครโมโซมและ



18 
 

 
 

บันทึกภาพนําแผนสไลด ไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยนําเซลล ท่ีมีการแบงเซลล 
ในระยะเมตาเฟส และเปนเซลลท่ีมีโครโมโซม ขดตัวแนน และกระจายตัวดี สามารถนับ
จํานวนโครโมโซมได เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลว ทําการบันทึกภาพจากกลองจุลทรรศน  

 
การทดลองท่ี 3 การศึกษาความสมบูรณของเมล็ดกลวยไม 
 
 3.1 วัสดุอุปกรณ 
 

3.1.1 พืชทดลอง กลวยไมสกุล Spathoglottis จํานวน 4  ชนิด ไดแก S. affinis        
S. plicata  S. kimballiana  และ S. vanoverburgii 

 
 3.1.2 วัสดุ เคร่ืองมือ อุปกรณ  
  3.1.2.1  กลองจุลทรรศน (compound microscope) และมีอุปกรณในการ 
ถายภาพ  

   3.1.2.2  คอมพิวเตอรใชในการตรวจนับเมล็ด 
   3.1.2.3  ดายสําหรับผูกแทกพลาสติก 
   3.1.2.4   อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจกปด 

สไลด สไลด หลอด vial พรอมฝาปด กระบอกตวงสารเคมี และบีกเกอร 
   3.1.2.5   ปากกาเมจิกชนดิถาวร 

 3.1.2.6   กระดาษซับ 
 3.1.2.7   ปายแทกพลาสติกเจาะรูตรงปลาย 
 3.1.2.8   มีดผาตัด 
 3.1.2.9   กระดาษกรองสี 
 

 3.1.3 สารเคมี 
 3.1.3.1  neutral red   
 3.1.3.2  aceto orcein 10 % 
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 3.1.4 วิธีการทดลอง  
3.1.4.1 ผสมพันธุกลวยไมโดยวิธีผสมเกสรเม่ือดอกบานไดสองวนั เขียน

ช่ือคูผสมผูกติดกับกานชอดอกไวหลวมๆ คูผสมละ 5 ดอก จากนัน้เกบ็ฝกเม่ือฝกแกจัด คือ
เร่ิมปริตามรอยตะเข็บ อายุฝกประมาณ 35-45 วัน 

3.1.4.2 ใชมีดผาตัด ผาเมล็ดแลวใสใสในหลอด vial ใสน้ําและสี จํานวน
อยางละสองหยด ท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที 

 3.1.4.3  นําไปเมล็ดไปลางดวยน้าํสองคร้ังโดยหอดวยกระดาษกรอง  
 3.1.4.4  เตรียมในสไลดโดยการหยดน้ําเปลาหยดลงบนสไลดท่ีมีเมล็ด

เกล่ียใหสมํ่าเสมอ แลวปดดวยกระจกปดสไลด   
 3.1.4.5  สองดูใตกลองจุลทรรศนถายภาพสไลดละ 5 ภาพ 
 3.1.4.6  นําภาพท่ีไดมานับจาํนวนเมล็ดท่ีมีชีวิตและไมมีชีวิตใน           

              คอมพิวเตอร  
 
 
 


