
 
 

บทที ่3 
 

อุปกรณ์และวธีิการ 
 
 การศึกษาความสามารถในการผสมขา้มหมู่ของกลว้ยไมส้กุลหวายของไทยและหวายพนัธ์ุ
การคา้ แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 การผสมพนัธ์ุและการติดฝัก การทดลองท่ี 2 
จาํนวนโครโมโซมของกลว้ยไมส้กลุหวาย 
 
การทดลองที ่1 การผสมพนัธ์ุและการติดฝัก  
 การทดลองน้ีแบ่งออกเป็น 2 การทดลอง การทดลองย่อยแต่ละการทดลองมีอุปกรณ์และ
วิธีการดงัต่อไปน้ี 
 

การทดลองที ่1.1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และช่วงเวลาการออกดอก  
ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานของส่วนประกอบของตน้พืช ไดแ้ก่ ราก ลาํตน้ ใบ และ

ดอก และช่วงเวลาการออกดอกโดยบนัทึกขอ้มูลดงักล่าวจากตน้พืชทดลอง 5 ตน้ ในระยะท่ีส่วน
ต่างๆ ของตน้เจริญเติบโตเตม็ท่ีแลว้  

 
1.1.1 วสัดุและอุปกรณ์ 

1.1.1.1 พืชทดลอง  
   กลว้ยไมห้วาย ทั้งหมด 4 หมู่ ไดแ้ก่ Dendrobium Disticho-

phyllum Hk. f. Formosae (Benth. & Hk. f.) Hk. f. Stachyobium Lindl. และกลุ่มหวายลูกผสม 
จาํนวน 10 ชนิดและ 2 สายพนัธ์ุ ดงัน้ีคือ 

- หมู่ Dendrobium ไดแ้ก่ เอ้ืองสีตาล (Dendrobium hetero-
carpum Lindl.) คร่ังแสดนอ้ย (D. lanyaiae Seidenf.) และ
คร่ังแสด (D. unicum Seidenf.)  

- หมู่ Distichophyllum Hk. f. ไดแ้ก่ เอ้ืองขา้วตอกใต ้ (D. 
trinervium Ridl.)  

- หมู่ Formosae (Benth. & Hk. f.) Hk. f. ไดแ้ก่ เอ้ืองแซะ
ดอยปุย (D. christyanum  Rchb. f.)  
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- หมู่ Stachyobium Lindl. ไดแ้ก่ เอ้ืองขา้วตอก (D. compac-
tum Rolfe ex W. Hackett.) D. pychnostachyum Lindl.     
D. gregulus Seidenf. D. microbulbon A. Rich. และเอ้ือง
นางลม (D. peguanum Lindl.)  

- กลุ่มหวายลูกผสม ไดแ้ก่ ลูกผสมฟอร์มกลมดอกสีขาว และ
ลูกผสมฟอร์มกลมดอกสีม่วง (ภาพท่ี 2)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2  กลว้ยไมส้กลุหวาย 10 ชนิดและ 2 สายพนัธ์ุ  

ก) D. heterocarpum Lindl.; ข) D. lanyaiae Seidenf.; ค) D. unicum Seidenf.; ฆ) D. 
trinervium Ridl.; ง) D. christyanum Rchb. f.; จ) D. compactum Rolfe ex W. Hac-
kett.; ฉ) pychnostachyum Lindl.; ช) D. gregulus Seidenf.; ซ) D. microbulbon A. 
Rich.; ฌ) D. peguanum Lindl.; ญ) D. hybrid (white flower); ฎ) D. hybrid (purple 
flower) 

 
1.1.1.2   อุปกรณ์ ไดแ้ก่ ไมบ้รรทดั เวอร์เนียคาริปเปอร์ สมุด ปากกา 

 

ก ข ค ฆ 

ง จ ฉ ช 

ซ ฎ ฌ ญ 
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1.1.2 วธีิการ 
1.1.2.1 บนัทึกลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของส่วนประกอบของตน้พืช

ทดลองไดแ้ก่ ราก ลาํตน้ ใบ และดอก ในระยะท่ีส่วนต่างๆ ของตน้เจริญเติบโตเต็มท่ีโดยบนัทึก
ลกัษณะจากตวัอยา่ง 5 ตน้ และบนัทึกช่วงเวลาท่ีพืชทดลองออกดอก 

1.1.2.2 บนัทึกจาํนวนและขนาดของส่วนประกอบของตน้ดงัน้ี 
1.1.2.2.1 ราก บนัทึกขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของราก 
1.1.2.2.2 ลาํต้น เสน้ผา่นศูนยก์ลางของลาํตน้ ความยาวของลาํ

ตน้จากโคนถึงยอด ความยาวขอ้ปลอ้ง  
1.1.2.2.3 ใบ รูปร่างใบ จาํนวนใบต่อตน้ ความกวา้งและความ

ยาวใบ โดยวดัขนาดของใบท่ี 3 นบัจากโคนตน้  
1.1.2.2.4 ดอก จาํนวนดอกต่อช่อ เส้นผา่นศูนยก์ลางดอกบาน 

ความกวา้งและความยาวดอก ความกวา้งและความยาวของกลีบเล้ียงและกลีบดอก สีของกลีบดอก  
   1.1.2.2.5       ช่วงเวลาการออกดอก บนัทึกช่วงเวลาและจาํนวน

ดอกท่ีพืชทดลองออกดอกในรอบปี 
 

การทดลองที ่1.2 การผสมตัวเองและการผสมข้ามหมู่และชนิด 
  ศึกษาความเขา้กนัไดข้องกลว้ยไมส้กลุหวาย 10 ชนิด และ 2 สายพนัธ์ุ 
 

1.2.1 วสัดุและอุปกรณ์ 
1.2.1.1 พืชทดลอง ไดแ้ก่ กลว้ยไมส้กลุหวายทั้ง 10 ชนิด และ 2 สายพนัธ์ุ 
1.2.1.2 วสัดุท่ีใช ้ไดแ้ก่ ไมจ้ิ้มฟัน ถุงซิป แผน่ป้ายแขวนพลาสติก ดินสอ 

เสน้ดา้ย สมุดบนัทึก และกลอ้งถ่ายภาพดิจิตอล 
 

1.2.2  วธีิการทดลอง 
1.2.2.1 การผสมเกสร 

   คดัเลือกตน้พอ่-แม่พนัธ์ุท่ีมีลกัษณะท่ีดี สมบูรณ์แขง็แรง ไม่มีโรค
และแมลง ดอกมีสีสันสวยงาม ทาํการผสมเกสรแบบพบกนัหมดและสลบัพ่อ-แม่ ผสมช่วงเวลา 
8:30-9:30 น. โดยใชไ้มป้ลายแหลมท่ีสะอาดเข่ียกลุ่มเรณูออกมา แลว้นาํไปใส่ยอดเกสรเพศเมียซ่ึง
เป็นแอ่งท่ีมีนํ้ าเมือกเหนียว ใสคลา้ยแป้งเปียก แลว้ติดป้ายบนัทึกคู่ผสมและวนัท่ีทาํการผสม  
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   1.2.2.2  การบนัทึกขอ้มูล 

    บนัทึกคู่ผสมท่ีผสมติด วนัท่ีผสม และจาํนวนดอกท่ีผสมติด  
 
การทดลองที ่2 จํานวนโครโมโซม  
 ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยือ่ปลายรากของพืชทดลองดว้ยวิธี feulgen’s squash ท่ีดดัแปลง
โดยดวงทิพย ์(2539) และประภสัสร (2543) 
 

2.1 วสัดุและอุปกรณ์ 
2.1.1 ปลายรากของพืชทดลอง  
2.1.2 ขวดแกว้ขนาดเลก็สาํหรับเกบ็ตวัอยา่งปลายราก 
2.1.3 แผน่กระจกสไลดแ์ละแผน่ปิดสไลด ์
2.1.4 อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 
2.1.5 เทอร์โมมิเตอร์ 
2.1.6 วสัดุอ่ืนๆ ไดแ้ก่ กรรไกร ปากคีบ เขม็เข่ีย นํ้ายาเคลือบเลบ็ กระดาษทิชชู 

นาฬิกาจบัเวลา หลอดหยด กระติกนํ้าแขง็ หลอดดูดสาร 
2.1.7 กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด compound microscope  และ photomicroscope 
2.1.8 สารเคมี  

2.1.8.1 สารเคมีท่ีใช้สําหรับหยุดวงชีพเซลล์ (pre-treatment) ไดแ้ก่               
para-dichlorobenzene และ 8-hydroxyquinoline   

2.1.8.2 สารเคมีท่ีใชเ้ตรียมสารเคมีในการรักษาสภาพเซลล ์(fixative) คือ 
95% ethyl alcohol  และ glacial acetic acid ในอตัราส่วน 3:1 

2.1.8.3 สารเคมีท่ีใชส้าํหรับยอ่ยแยกเซลล ์(hydrolytic solution) คือ 1 N 
HCl 

2.1.8.4 สีท่ีใชย้อ้ม ไดแ้ก่ lacto-propionic orcein และ carbon fuchsin  
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2.2  วธีิการทดลอง 
2.2.1 เตรียมปลายราก โดยเลือกรากท่ีงอกใหม่ท่ีกาํลงัเจริญเติบโตซ่ึงบริเวณ

ปลายรากมีสีขาวขุ่น  และมีความยาวประมาณ  1  เซนติเมตร ตัดมาเฉพาะส่วนปลายเพียง                      
1-2 มิลลิเมตร เกบ็ตวัอยา่งปลายรากในช่วงเวลา 8:00 9:00 10:00 และ 11:00 น. 

2.2.2 หยุดวงชีพเซลล์ โดยแช่ปลายรากในสารละลาย pre-treatment ไดแ้ก่  
para-dichlorobenzene หรือ 8-hydroxyquinoline เป็นเวลา 3 4 5 6 และ 7 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส 

2.2.3 นาํปลายรากออกมาจากสารละลาย pre-treatment ลา้งให้สะอาดดว้ยนํ้ า
กลัน่  3 คร้ัง แลว้นาํไปแช่ดว้ยนํ้ายารักษาสภาพเซลลน์าน 5 นาที จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ากลัน่อีก  3 คร้ัง 

2.2.4 ยอ่ยเซลลใ์ห้แยกออกจากกนั โดยแช่รากใน 1 N HCl นาน 5 นาทีท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลว้จึงลา้งออกดว้ยนํ้ากลัน่อีก 3 คร้ัง 

2.2.5 ยอ้มเน้ือเยือ่ปลายรากในสียอ้ม lacto-propionic orcein หรือ carbon fuch-
sin แช่ไวน้าน 1 และ 2 ชัว่โมง แลว้คีบเน้ือเยือ่วางบนแผน่สไลด ์แลว้ใชมี้ดตดัเอาเฉพาะส่วนปลาย
รากยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร เข่ียส่วนเกินท้ิงไป หยดสีลงไปอีก 1 หยดบริเวณปลายราก ใชเ้ขม็เข่ีย
เคาะเน้ือเยื่อเบาๆ เพื่อให้เซลล์กระจาย คีบเน้ือเยื่อส่วนเกินท้ิง แลว้ปิดแผ่นกระจกปิดสไลด์บน
บริเวณท่ีมีเน้ือเยือ่ วางกระดาษซบับนแผน่สไลดเ์พือ่ซบัสีท่ีมากเกินไปออก และกดดว้ยน้ิวหวัแม่มือ
ลงไปเพ่ือใหเ้ซลลก์ระจาย และเคาะดว้ยปลายดา้มดินสอเบาๆ เพื่อไล่ฟองอากาศออกจนหมด 

2.2.6 นาํแผ่นกระจกสไลด์ไปศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยเลือกเซลลท่ี์มี
การแบ่งนิวเคลียสในระยะเมตาเฟส และมีการกระจายตวัของโครโมโซมดี สามารถนับจาํนวน
โครโมโซมไดแ้ม่นยาํ เม่ือไดเ้ซลลท่ี์ตอ้งการแลว้กดแผ่นกระจกสไลด์เบาๆ เพื่อให้เซลลแ์บนราบ 
และอยู่ในระนาบเดียวกนั ใชน้ํ้ ายาเคลือบเล็บทาตามขอบของกระจกปิดสไลด์เพื่อป้องกนัไม่ให้
เซลล์แห้ง นําแผ่นสไลด์ไปตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อนับจาํนวนโครโมโซม โดยนับ
โครโมโซมจาํนวน 5 เซลลต่์อปลายราก และบนัทึกภาพ  
 


