
 
 

บทที่ 3 

 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
การศึกษาการผสมพันธุกลวยไม ในสกุล Spathoglottis  แบงออกเปน 3 การทดลองคือ 

1. การศึกษาการถายทอดลักษณะสีดอก 
2. การศึกษาความมีชีวิตของเมล็ดลูกผสม 
3. การศึกษาโครโมโซม 

อุปกรณและวธีิการทดลองมีดังนี ้
 
การทดลองท่ี 1.1 การศึกษาการถายทอดลักษณะสีดอก 
 
 1.1.1 วัสดุอุปกรณ 

 1.1.1.1พืชทดลอง 
  ไดแกตนพนัธุเอ้ืองดินใบหมากจํานวน 4 สายพันธุคือ S. affinis S. plicata  

S. plicata var. alba  และลูกผสมของ S. vanoverburgii × S. affinis  ตนคัดเลือก   
 

 1.1.1.2 อุปกรณ  
 1.1.1.2.1  ภาชนะปลูกกระถางพลาสติก ขนาด 3.5 และ 6 นิ้ว  

สําหรับถาดหลุมพลาสติกสําหรับเพาะกลา ขนาด 1 นิ้ว x 120 หลุม 
 1.1.1.2.2  วัสดปุลูกตนกลา : ทรายและขุยมะพราว อัตรา 2  : 1 
 1.1.1.2.3  วัสดปุลูกหลังยายกลา กาบมะพราวสับ ปุยคอก  9 : 1 
 1.1.1.2.4  ปุย ปุยละลายชา ออสโมโคส สูตร 14-14-14  
 1.1.1.2.5  อุปกรณการบันทึกขอมูล ไดแก ไมบรรทัด สมุด ดินสอ แผน

เทียบสี ของบริษัท Munsell USA กลองถายรูป  
 

 1.1.1.3 วิธีการ  
 1.1.1.3.1 ทําการผสมเอ้ืองดินใบหมาก คูผสมละ 5  ฝก  ไดแก คูผสม  

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 นําฝกอายุ 30 วันไปเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ ประมาณ 10 
 เดือนไดตนท่ีสามารถนําออกปลูกได  

 1.1.1.3.3 ปลูกลงถาดเพาะกลาพลาสติก ดวยเคร่ืองปลูกทราย ผสมขุย
มะพราว เม่ืออายุสามเดือนจึงยายลงปลูกในกระถาง 3.5 นิ้ว โดยใชเคร่ืองปลูก กาบมะพราวสับผสม
ปุยคอก  

 1.1.1.3.4 บันทึกสีดอกของลูกผสม โดยทําการบันทึกผล สีและลวดลาย
ของกลีบเล้ียง และกลีบดอก  โดยเทียบสีกับแผนเทียบสีมาตรฐานของบริษัท Munsell USA พรอม
ท้ังถายรูปดอกไวเปนหลักฐานอางอิง  
 
การทดลองท่ี 1.2 เปรียบเทียบลักษณะดอก ระหวาง  S. vanoverburgii × S. affinis  ตนคัดเลือก  

และ ลูกผสมท่ีไดจาก S. vanoverburgii × S . affinis   
 

1.2.1วัสดุอุปกรณ 
 

  1.2.1.1 พืชทดลอง  
   ไดแก S. vanoverburgii × S. affinis  เปนตนท่ีคัดเลือกจากประชากรจาก
ลักษณะดอกหนา สีเขม กานตรง และ  S. vanoverburgii × S. affinis  10 โคลน สุมเลือกจาก
ประชากร 
 
  1.2.1.2 วัสดุ เคร่ืองมือ อุปกรณ 
   1.2.1.1 กลองถายรูป 
   1.2.1.2 เคร่ืองอบ hot air oven 

1.2.1.3 ถุงกระดาษ 
1.2.1.4 เคร่ืองช่ัง ดิจิตอล แบบทศนิยมสามตําแหนง 
1.1.2.5 กระดาษกรอง 

 
1.2.3 วิธีการ 

1.2.3.1 นําดอกของกลวยไม มาบันทึก สีขนาด และลวดลายบนดอก
ตลอดจนบรรยายลักษณะทางกายภาพอ่ืนๆ  
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1.2.3.2 นําไปใสในถุงกระดาษ แลวอบในเคร่ืองอบแบบ hot air oven เปน
เวลา 1 สัปดาห 

1.2.3.3 นําดอกแหงท่ีไดมาช่ังน้ําหนักแหง ดวยเคร่ืองช่ังดิจิตอล แบบ
ทศนิยมสามตําแหนง 

 
การทดลองท่ี 2  การศึกษาโครโมโซม 

ศึกษาโครโมโซมจากปลายรากพืชทดลอง ดวยวีธีการขยีเ้ซลล ตามเทคนิค Feulgen’s 
squash ท่ีดัดแปลงโดยจารุวรรณ (2550) 

 
 2.1 วัสดุและอุปกรณ 
 

 2.1.1 พืชทดลอง  
ปลายรากของกลวยไมสกุล Spathoglottis พันธุแท 6 ชนดิไดแก S. afiinis S. hardingiana   

S. kimballiana  S. petri  S. plicata  S. vanoverburgii  และลูกผสม จํานวน  2 สายพันธุ ไดแก         
S. vanoverburgii × S. affinis  และ (S. vanoverburgii × S. affinis) × S. plicata 
 

 2.1.2 อุปกรณในการตรวจนบัโครโมโซม 
 2.1.2.1 อางน้ําควบคุมอุณหภมิูใหเปน 60° ซ 
 2.1.2.2 ปรอทวัดความรอน 

  2.1.2.3 กลองจุลทรรศน (compound microscope) และมีอุปกรณใน 
ถายภาพ 

2.1.2.4 อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจกปดสไลด 
สไลด หลอด vial พรอมฝาปด กระบอกตวงสารเคมี และบีกเกอร 

 2.1.2.5 ใบมีดผาตัดพรอมดาม 
 2.1.2.6 ปากคีบและเข็มเข่ีย 
 2.1.2.7 ปากกาเมจิกชนดิถาวร 
 2.1.2.8 กระดาษซับ 
 2.1.2.9 ปายติดกาว 
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2.1.3 สารเคมี 
 2.1.3.1 สารละลายอ่ิมตัว paradiclorobenzene (PDB) เปน pre-treatment  

solution 
2.1.3.2  น้ํายาตรึงเซลล (fixative solution) เพื่อรักษาสภาพ และหยุดการ

ทํางานของ     เซลลประกอบดวย absolute ethyl alcohol 3 สวน และ glacial acetic  1 สวน 
        2.1.3.3  ethyl alcohol 70 % 
    2.1.3.4  hydro chloric acid เขมขน 1 นอรมอล (1N HCl) 
       2.1.3.5 carbol fuchsin 5 และ 10 % 

 2.1.3.6 น้ํายาเคลือบเล็บ 
 
 2.1.4 วิธีการทดลอง  

 2.1.4.1 เก็บตัวอยางปลายราก ในระหวางชวงเวลา 8.30 น. - 9.00 น.  
2.1.4.2 แชปลายรากในสารละลายอ่ิมตัว PDB ใชเปน pre-treatment  เปน

เวลา 8 ช่ัวโมง  
2.1.4.3 นําปลายรากออกมาซับดวยกระดาษซับและลางดวยน้ํากล่ันสาม

คร้ัง จากนั้นนําแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล นาน 5 นาที เพื่อหยดุการทํางานของเซลล  
2.1.4.4 ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1N HCL ท่ีอุณหภูมิ 

60  ซ นาน 5นาที แลวลางออกดวยน้ํากล่ัน 
2.1.4.5 ยอมเนือ้เยื่อปลายรากดวย สารละลายสี carbon fuchin เปนเวลา 1 

ช่ัวโมง จากนัน้คีบเนื้อเยื่อวางลงบนแผนสไลด ใชมีดผาตัดตัดเอาเฉพาะสวนปลายรากยาว
ประมาณ 1 มิลลิเมตร ใชเข็มเข่ียขยี้ปลายรากเพื่อใหเซลลกระจายตัว คีบเนื้อเยื่อสวนท่ีเปน 
เยื่อหุมปลายรากออกเหลือไวเฉพาะเนื้อเยือ่เจริญท่ีอยูภายใน หยดสียอมอีกหนึ่งหยด แลว
ปดแผนสไลด โดยใชกระดาษซับวางบนแผนสไลด กดแผนกระจกปดสไลดดวย
นิ้วหวัแมมือ เพื่อใหเซลลกระจาย แลวซับสีท่ีลนออกจากกระจกแผนกระจกปดสไลด 

2.1.4.6 นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือก
เซลลท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟส และมีการกระจายตัวของโครโมโซมดีอยาง
นอย 10 เซลล สามารถนับจํานวนโครโมโซมไดแมนยํา เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลวกดแผน
กระจกปดสไลดเบาๆ เพื่อใหเซลลแบนราบ และอยูในระนาบเดียวกัน ผ่ึงลมท้ิงไวระวังอยา
ใหอากาศเขา ใชน้ํายาเคลือบเล็บทาบนแผนกระจกปดสไลดเพื่อปองกันไมใหเซลลแหง นํา
แผนกระจกสไลดไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อนับจํานวนโครโมโซมและ



18 
 

 
 

บันทึกภาพนําแผนสไลด ไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยนําเซลล ท่ีมีการแบงเซลล 
ในระยะเมตาเฟส และเปนเซลลท่ีมีโครโมโซม ขดตัวแนน และกระจายตัวดี สามารถนับ
จํานวนโครโมโซมได เม่ือไดเซลลท่ีตองการแลว ทําการบันทึกภาพจากกลองจุลทรรศน  

 
การทดลองท่ี 3 การศึกษาความสมบูรณของเมล็ดกลวยไม 
 
 3.1 วัสดุอุปกรณ 
 

3.1.1 พืชทดลอง กลวยไมสกุล Spathoglottis จํานวน 4  ชนิด ไดแก S. affinis        
S. plicata  S. kimballiana  และ S. vanoverburgii 

 
 3.1.2 วัสดุ เคร่ืองมือ อุปกรณ  
  3.1.2.1  กลองจุลทรรศน (compound microscope) และมีอุปกรณในการ 
ถายภาพ  

   3.1.2.2  คอมพิวเตอรใชในการตรวจนับเมล็ด 
   3.1.2.3  ดายสําหรับผูกแทกพลาสติก 
   3.1.2.4   อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดแกวขนาดเล็ก แผนกระจกปด 

สไลด สไลด หลอด vial พรอมฝาปด กระบอกตวงสารเคมี และบีกเกอร 
   3.1.2.5   ปากกาเมจิกชนดิถาวร 

 3.1.2.6   กระดาษซับ 
 3.1.2.7   ปายแทกพลาสติกเจาะรูตรงปลาย 
 3.1.2.8   มีดผาตัด 
 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 ผสมพันธุกลวยไมโดยวิธีผสมเกสรเม่ือดอกบานไดสองวนั เขียน

ช่ือคูผสมผูกติดกับกานชอดอกไวหลวมๆ คูผสมละ 5 ดอก จากนัน้เกบ็ฝกเม่ือฝกแกจัด คือ
เร่ิมปริตามรอยตะเข็บ อายุฝกประมาณ 35-45 วัน 

3.1.4.2 ใชมีดผาตัด ผาเมล็ดแลวใสใสในหลอด vial ใสน้ําและสี จํานวน
อยางละสองหยด ท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที 

 3.1.4.3  นําไปเมล็ดไปลางดวยน้าํสองคร้ังโดยหอดวยกระดาษกรอง  
 3.1.4.4  เตรียมในสไลดโดยการหยดน้ําเปลาหยดลงบนสไลดท่ีมีเมล็ด

เกล่ียใหสมํ่าเสมอ แลวปดดวยกระจกปดสไลด   
 3.1.4.5  สองดูใตกลองจุลทรรศนถายภาพสไลดละ 5 ภาพ 
 3.1.4.6  นําภาพท่ีไดมานับจาํนวนเมล็ดท่ีมีชีวิตและไมมีชีวิตใน           

              คอมพิวเตอร  
 
 
 


