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The technique for pollinia separation and pollen germination test 
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Abstract

 A suitable medium for Dendrobium orchid pollen germination was determined. The cultivars used 

were Dendrobium orchid dwarf type (pink), Earsakul and Bom17.  The flower of 3 - 5 days after full bloom 

was used for pollen germination. The pollinias were incubated on 11 different media formulas and agar 

medium with or without sucrose, in dark condition for 72 hours prior to test for viability and germination. 

The results shown that all 3 cultivars showed 100% viability in 11 media formulars, but giving much 

lower percentage of pollen tube growth. The pollinia germination of dwarf type gave the highest result of 

50.41% on sugar-free agar medium. For Earsakul and Bom 17, pollen germinations were as low as 2.2 

and 6.53%, respectively. For the pollinia separation technique, using 0.5% hemicellulase for 15 minutes 

gave the best enzyme digestion. For mechanical method, hand squeeze technique superior to the use of 

vortex. 
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บทคัดยอ 

 การทดลองเพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการงอกของละอองเรณูกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) 

จํานวน 3 พันธุ คือ หวายแคระ เอียสกุล และบอม17 โดยใชดอกท่ีบานเปนเวลา 3-5 วันมาศึกษาโดยนํากอนเรณู 

(pollinia) มาเพาะทดสอบความมีชีวิตโดยการยอมสี acetocarmine และการเพาะทดสอบความงอกบนอาหาร

สังเคราะห 11 สูตร (สูตร Brewbaker and Kwack (1963) และสูตรอาหารวุนที่เติมหรือไมเติมซูโครส) และนํา

ไปไวในที่มืดเปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวา กลวยไมทั้ง 3 พันธุมีความมีชีวิตของละอองเรณู 100 เปอรเซ็นต ในทุก

สูตรอาหาร แตมีการงอกของละอองเรณูตํ่าลงมาก โดยพบวาเรณูของพันธุหวายแคระที่เพาะในอาหารวุนที่ไม

เติมซูโครสมีการงอกของละอองเรณูสูงที่สุดคือ 50.41 เปอรเซ็นต สําหรับพันธุเอียสกุลและบอม17 มีการงอกของ

ละอองเรณูตํ่ามาก 2.2-6.53 เปอรเซ็นต ตามลําดับเทานั้น สําหรับการแยกกลุมของเรณูของกลวยไมพบวาวิธีการ

ที่ดีที่สุด คือ การแชกลุมเรณูในเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% เปนเวลา 15 นาที สวนการแยกโดยใช

วิธีกลที่ดีที่สุดคือการขยี้ดวยมือ ซึ่งใหผลดีกวาการใช Vortex 

คําสําคัญ : กลวยไมสกุลหวาย การยอยกลุมเรณู ความมีชีวิตของเรณู การงอกของเรณู 

คํานํา

 ปจจุบันกลวยไมเปนพืชที่ไดรับความสนใจ

ในแวดวงการเกษตรเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากเปนไม

ดอกท่ีมีความสวยงาม และเปนพืชเศรษฐกิจที่สราง

รายไดจากการสงออกใหแกประเทศไทยเปนจํานวน

มาก จึงสงผลใหมีผูที่ศึกษาเกี่ยวกับการผสมพันธุ 

และปรับปรุงพันธุกลวยไมเพิ่มมากขึ้น เพื่อรักษา

พันธุกลวยไมหรือเพื่อการพัฒนาพันธุกลวยไมใหม 

ๆ ใหมีคุณภาพดีกวาเดิม แตการผสมพันธุกลวยไม

นั้นยังมีโอกาสในการผสมติดนอย ซึ่งมีปจจัยที่เขามา
เกี่ยวของหลายปจจัย ปจจัยหลักไดแก ลักษณะทาง

พันธุกรรมที่สามารถเขากันไดของคูผสม ความมีชีวิต

และความสามารถในการงอกของละอองเรณู 
นอกจากนี้ความสมบูรณพันธุของพันธุพอและแม ซึ่ง

สภาพแวดลอมเขามามีสวนเกี่ยวของในประเด็นนี้

อยางมาก 

 การตรวจสอบความมีชีวิตของละอองเรณู 

(pollen viability) จัดเปนขั้นตอนสําคัญที่ชวยใหการ
ผสมพันธุมีประสิทธิภาพมากขึ้น การตรวจสอบความ

มีชีวิตของละอองเรณูมีหลายวิธี เชน การยอมสี 

(dye staining) การตรวจสอบการงอกของละอองเรณู 

(pollen germination) และการทดสอบผสม (cross-

ing) การทดสอบโดยการยอมสีนั้นเปนวิธีที่งาย และ

เห็นผลไดรวดเร็ว แตตรวจสอบไดเพียงวาละอองเรณู

มีชีวิตอยูหรือไมเทานั้น สําหรับวิธีการตรวจสอบการ

งอกของละอองเรณูนั้นใชเวลาในการทดสอบ 3 ถึง 4 

วัน แตมีความแมนยํามากกวาการยอมสี

 อยางไรก็ตาม การทดสอบกับละอองเรณู

กลวยไมทั้งวิธีการยอมสีและการตรวจสอบการงอก

ของละอองเรณูนั้นยังคงมีปญหา เนื่องจากละออง

เรณูของกลวยไมมีลักษณะอัดตัวกันเปนกอนแข็งที่

เรียกวา pollinia ทําใหการตรวจสอบการติดสีและ

เปอรเซ็นตการงอกทําไดเฉพาะเรณูที่อยู ดานนอก

เทานั้น จึงจําเปนตองหาวิธีการเพื่อใหสามารถแยก
กอนเรณูออกมาเปนเรณูเดี่ยว ๆ และนอกจากนี้ใน

การทดสอบการงอกของละอองเรณูยังจําเปนตองหา

สูตรอาหารสังเคราะหที่เหมาะสมซึ่งพืชแตละชนิดจะ

แตกตางกัน

 ในการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับ
การตรวจสอบการงอกของหลอดละอองเรณูใน

กลวยไมนั้น Stort and  de L. Galdino (1984) ได

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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ทดสอบการงอกของละอองเรณูกลวยไมลูกผสมสกุล 

Laelia พบวา ละอองเรณูของกลวยไมงอกไดดีใน

สูตรอาหารที่ใชวุนปริมาณ 1.5 กรัม ซูโครสปริมาณ 

1 กรัม และนํ้าปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และ Ketsa 

and  Wisuttiamonkul (2013) ไดรายงานวา stigma 

fluid เปนสวนสําคัญสําหรับการงอกของละอองเรณู

กลวยไมสกุลหวาย ซึ่งสอดคลองกับการรายงาน 

Lack and Diaz (1990) ที่พบวา stigma fluid เปน

ตัวกระตุนใหละอองเรณูเกิดการงอก และกระตุนให

หลอดละอองเรณูเจริญเติบโต จึงเปนที่มาสําหรับการ

ศึกษาครั้งนี้ ซึ่งเปนการศึกษาความสามารถในการ

งอกของละอองเรณูกลวยไมสกุลหวายโดยใช stigma 

fluid รวมกับสูตรอาหารตาง ๆ ที่เหมาะสม

 สําหรับวิธีการยอยกอนเรณู (pollinia) ใหได

เปนละอองเรณู (pollen) นั้นโดยทั่วไปใชหลักการ

เดียวกับการแยกโปรโตพลาสต ซึ่งมี 2 วิธีการหลัก

คือ 1) การแยกโดยวิธีกล โดยการตัด หั่น บดเบา 

ๆ พรอมทั้งเขยาหรือลดแรงดันออสโมติก (osmotic 

pressure) ของสารละลายแชเนื้อเยื่อ เพื่อใหผนัง

เซลลแตกงายขึ้น วิธีนี้เหมาะสําหรับใชกับเซลลขนาด

ใหญ แตมีขอเสียคือไดโปรโตพลาสตนอยและเซลล

เสียหายคอนขางมาก และ 2) การแยกโดยใชเอนไซม 

โดยการใชสารกลุม hydrolytic enzyme ยอยทําลาย

ผนังเซลล วิธีนี้มีขอดีคือสามารถใหผลผลิตโปรโต
พลาสตไดจํานวนมาก เอนไซมที่นิยมใชยอยผนัง

เซลลเชน pectinase cellulase และ hemicellulase 

และการเลือกใชความเขมขนของเอนไซมนั้นขึ้นอยู

กับระยะเวลาที่ตองการใหเกิดการยอยผนังเซลล ถา

ความเขมขนสูงระยะเวลาที่ใชในการยอยก็จะสั้นลง 

(Davey et al., 2005)
 จากประเด็นดังกลาวนี้ จึงเปนที่มาของการ

ศึกษาในครั้งนี้ ที่มีจุดประสงคเพื่อหาวิธีการที่เหมาะ

สมสําหรับตรวจสอบการมีชีวิต และการงอกของเรณู
กลวยไมสกุลหวาย โดยศึกษาอายุดอกท่ีเหมาะสม 

สูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับกระตุ นการงอกของ

เรณู รวมทั้งวิธีการแยกกอนเรณูใหเปนเรณูเดี่ยวเพื่อ

ให สามารถตรวจสอบการมีชีวิตและการงอกได

แมนยํามากขึ้น

อุปกรณและวธิีการ

การศึกษาลักษณะเรณูกล วยไมที่ เหมาะสม

สําหรับนํามาตรวจสอบความมีชีวิต

 ชอดอกกลวยไมสกุลหวายนั้นในหนึ่งชอดอก

ประกอบดวยดอกตูมและดอกบานในระยะที่แตกตาง

กัน โดยจะพบความบริบูรณของดอกจากตําแหนง

ลางสุดไปบนสุด ดังนั้น ดอกกลวยไมแตละดอกใน

ชอเดียวกันจึงมีความบริบูรณของเกสรเพศผูมีความ

เหมาะสมในการผสมพันธุไดตางกัน งานวิจัยสวนนี้

จึงตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของกอนเรณูใน

ระยะการบานของดอกที่แตกตางกัน ตั้งแตดอกตูม

ระยะสุดทาย ดอกท่ีบานวันแรก และดอกที่บานมา

แลว 3 5 7 และ 15 วันโดยศึกษาในกลวยไมสกุล

หวายพันธุการคา 3 พันธุ ไดแก พันธุหวายแคระ

ดอกสีชมพู พันธุเอียสกุล และ พันธุบอม17  โดย

ตรวจสอบจํานวนกอนเรณูในแตละดอก สีของกอน

เรณู และลักษณะทางกายภาพอื่น ๆ รวมทั้งตรวจ

สอบความมีชีวิตของกอนเรณูโดยวิธีการย อมสี 

acetocarmine ความเขมขน 1% แลวตรวจสอบ

ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา และคัด

เลือกตัวอยางจากวันที่เหมาะสมนําไปตรวจสอบดวย

กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning 

electron microscope รุน JSM-54LOLV: JAPAN) 
การศึกษาสูตรอาหารสําหรับการชักนําการงอก

ของละอองเรณู

 นํากอนเรณูจากดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุ
การคาท้ัง 3 พันธุ ที่ดอกบานมาแลว 3 วัน มาทดสอบ

ความงอกของละอองเรณูทันทีหลังจากเก็บจากตน 

โดยทดสอบอาหารที่ใชในการทดสอบความงอกของ

เรณู 11 สูตร (Table 1) คือ อาหารวุน (0.7%) ที่

ไมเติมนํ้าตาลซูโครส อาหารสูตร Brewbaker and 
Kwack (1963) (เติมวุน 0.7%) ที่เติมนํ้าตาลซูโครส

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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ตางกัน 6  ระดับคือ  0  2   5  10  15  และ 20% 

(นํ้าหนัก/ปริมาตร) และ อาหารวุน (0.7%) ที่เติม

นํ้าตาลซูโครสความเขมขนตางกัน 4 ระดับคือ 2 5 

10 และ 15%  (นํ้าหนัก/ปริมาตร) โดยกอนเพาะได

นํากลุมเรณูคลุกลงใน stigma fluid ของแตละพันธุ 

แลวจึงนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่เตรียม

ไว โดยแตละพันธุทดสอบสูตรอาหารละ 5 ซํ้า ซํ้าละ 

4 กอนเรณู จากนั้นนําไปเก็บในสภาพมดืท่ีอุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง แลวจึงนํามา

ตรวจสอบความมีชีวิต และการงอกของเรณูตามวิธี

การดังนี้

 การตรวจสอบความมีชีวิตของละออง

เรณูดวยวิธีการยอมสี 

 นําเรณูกลวยไมทั้ง 3 พันธุที่เพาะในอาหาร

สูตรสังเคราะหที่แตกตางกันเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

นํามายอมดวยสี acetocarmine ความเขมขน 1% 

ซึ่งทําโดยหยดนํ้ากลั่นลงบนสไลด 1 หยด แลวเขี่ย

กลุมเรณูลงบนหยดนํ้า ปดทับดวย cover slip แลว

ขยี้ (squeeze) เบา ๆ ดวยมือ จากนั้นหยด สียอม 

acetocarmine 2 ไมโครลิตร ลงบนสไลด และใช

ไมโครปเปตตดูดละอองเรณูที่ยอมสีแลวมาใสบน 

Haemacytometer  ปดดวย cover slip และตรวจนับ

ละอองเรณูภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 400 

เทา โดยสุมนับจํานวนเรณูเดี่ยว ๆ ในชองตารางของ 

hemacytometer ที่มีขนาดเล็กท่ีสุดท้ังหมด 3 ชอง 

ละอองเรณูที่มีชีวิตจะยอมติดสีแดงสมํ่าเสมอ สวน

ละอองเรณูที่ยอมไมติดสีแดงหรือติดสีไมสมํ่าเสมอ

จัดเปนละอองเรณูที่ไมมีชีวิต และนํามาคํานวณ

เปอรเซ็นตความมีชีวิตเทียบกับจํานวนละอองเรณูที่

สุมนับทั้งหมด
 การตรวจสอบการงอกของละอองเรณู

 ตรวจดูการงอกของละอองเรณูภายใต 

กลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย  400 เทา  โดยละออง
เรณูที่งอกคือ ละอองเรณูที่มีการงอกของหลอดละออง

เรณูยาวมากกวาหรือเทากับเสนผานศูนยกลางของ

ละอองเรณูนั้น ๆ โดยสุมนับจํานวนละอองเรณูที่แยก

เปนละอองเรณูเดี่ยว ๆ ในแตละ microscopic field 

จํานวนทรีทเมนตละ 3 field และคํานวณเปอรเซ็นต

ความงอกของละอองเรณู เทียบกับจํานวนละอองเรณู

ที่สุมนับทั้งหมด

การศึกษาวิธีการแยกกอนเรณูใหเปนละอองเรณู

เดี่ยว

 นํากอนเรณูจากดอกกลวยไมทั้ง 3 พันธุ ที่

บานแลวเปนเวลา 3 วัน มาใสในหลอดไมโครเซนตริ-

ฟวจ หลอดละ 1 กอน โดยแบงการทดลองออกเปน 2 

กลุมทรีทเมนตหลัก คือ การแยกเรณูโดยใชสารเคมี 

และโดยวิธีกล ทําการทดลอง 5 ซํ้า ซํ้าละ 4 กลุมเรณู

 การแยกโดยใชสารเคมีแบงเปน 5 ทรีทเมนต 

คือ ยอยดวยเอนไซม 4 ชนิด คือ cellulase ความ

เขมขน 1%  hemicellulase ความเขมขน 0.5%  

macerozyme ความเขมขน 1% และ pectinase  

ความเขมขน 0.2% แบงเวลาในการแชกอนเรณู เปน 

4 ระยะ คือ การจุมยก (quick dip) และแชนาน 5 10 

และ 15 นาที แลวลางเอนไซมออกดวยนํ้าและ ทรีท

เมนตที่ 5 ใชสารละลาย formaldehye (37%) : acetic 

acid : alcohol (FAA) อัตราสวน 1:1:9 โดยสุมกลุม

เรณูแชในหลอดที่มีสารละลาย FAA หลอดละ 1 กอน 

ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้น

ผึ่งใหแหงบนสไลด เติมนํ้ากลั่น 8 ไมโครลิตร ขยี้ดวย

แทงเหล็กและยอมดวยสี acetocarmine 2 ไมโครลิตร 

วางลงบน hemacytometer และปดดวย cover 

slip นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนตามกรรมวิธีที่
ดัดแปลงจาก Luangsuwalai et al. (2008)

 สําหรับการแยกโดยวิธีกลแบงเปน 5  ทรีท-

เมนตโดยการเขยาดวย Vortex (Vortex-Genie® 2, 

Scientific Industries) เปนเวลา 10 นาที ที่ระดับ
ความเร็ว 2 4 6 8 และ แยกโดยการขยี้ (squeezed) 

ดวยมือ ทรีทเมนตที่แยกโดยใช Vortex ทําโดย

เติมนํ้ากลั่น 300 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซน

ตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนดวยเครื่อง 

Vortex ที่ระดับความเร็วรอบตาง ๆ หลังจากนั้นนํา
ไปปนเหวี่ยงแบบ quick spin เพื่อตกตะกอน แลวดูด

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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สารละลายสวนบนออกใหเหลือเพียง 50 ไมโครลิตร 

จากนั้นกวนตะกอนที่ เหลือแลวดูดของเหลวที่มี

ละอองเรณูปนอยูหยดลงบน hemacytometer และ

ปดดวย cover slip นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

ที่กําลังขยาย 400 เทา สําหรับการแยกโดยการขยี้นั้น

ทําโดยหยดนํ้ากลั่น 5 ไมโครลิตร บนกอนเรณูแลวปด

ทับดวย cover slip และขยี้ดวยมือเบา ๆ แลวตรวจ

ดูภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกขอมูลโดยนับจํานวน

เรณูเดี่ยว ๆ ในชองตารางขนาดเล็กท่ีสุดของ hema-

cytometer ทั้งหมด 3 ชอง และคํานวณเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตและเปอรเซ็นตการงอกของละอองเรณู

เทียบกับจํานวนละอองเรณูเดี่ยวทั้งหมด

การทดสอบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจสอบ

การงอกของละอองเรณู

 จากการศึกษาเอนไซมที่ดีที่สุดในการแยก

กอนเรณูใหไดเปนละอองเรณูเดี่ยว ๆ คือ วิธีการแยก

โดยใชเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% 

สวนวิธีการแยกโดยใชวิธีกลที่ดีที่สุด คือ การขยี้เบา 

ๆ ดวยมือ ดังนั้นจึงไดเลือกวิธีการดังกลาวมาทําการ

ศึกษาตอ เพื่อทดสอบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจ

สอบการงอกของละอองเรณูหลังจากผานการแยก

ละอองเกสร โดยกําหนดทรีทเมนตในการทดสอบ

ทั้งหมด 5 ทรีทเมนต คือ

 1) นํากอนเรณูคลุกใน stigma fluid และจุม

ในเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% โดย

วิธีจุมยก
 2) นํากอนเรณูจุมในเอนไซม hemicellulase 

ความเขมขน 0.5% โดยวิธีจุมยก และนํามาคลุกใน 

stigma fluid 

 3) นํากอนเรณูไปขยี้ใหกระจายดวยมือเบาๆ 
และนํามาคลุกใน stigma fluid 

 4) นํากอนเรณูจุมในเอนไซม hemicellulase 

ความเขมขน 0.5% โดยวิธีจุมยก และนํามาคลุกใน 

stigma fluid แลวขยี้ใหกลุมเรณูกระจายตัวดวยมือ

เบา ๆ

 5) นํากอนเรณูจุมในนํ้าเปลา (control) ทั้งนี้

การจุมยกในการทดลองนี้ไมลางเอนไซมออก จากนั้น

นํากอนเรณูไปเพาะใหงอกบนอาหารวุนความเขมขน 

0.7% ที่ไมเติมนํ้าตาล วางแผนการทดลองแบบ CRD 

จํานวน 4 ซํ้า ซํ้าละ 4 กอนเรณู ทดสอบในกลวยไม

หวายแคระ

ผลและวิจารณ

อายุการบานของดอกกลวยไมที่เหมาะสม

 จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเรณู

กลวยไมทั้ง 3 พันธุ (Figure 1) พบวา ในระยะดอก

ตูมมีสีเหลืองออน ลักษณะเรณูอวบนํ้า ไมมีเชื้อรา

ปกคลุม ตรวจพบกอนเรณู 4 กอน เปนกอนเรณูที่

เกาะติดกันแนน และติดกับอับเรณูโดยมีเยื่อบาง ๆ 

คลุมอยู จึงทําใหการนํากอนเรณูออกจากอับเรณูทํา

ไดยาก อยางไรก็ตามจากการตรวจสอบความมีชีวิต 

พบวา กอนเรณูมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต สําหรับการ

ศึกษาในดอกบานวันแรกพบวา กอนเรณูยังคงมี

จํานวน 4 กอน แตมีสีเหลืองเขมขึ้น ลักษณะอวบนํ้า

ลดนอยลง และมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต แตยังคง มีเยื่อ

เมือกบาง ๆ ทําใหแกะออกจากอับเรณูยากเชนกัน

 สําหรับกอนเรณูของดอกบานวันที่ 3 และ 5 

พบวา กอนเรณูยังคงมี 4 กอน ลักษณะเรียวรี สีเหลือง

เขมขึ้น และมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต ไมมีเยื่อเมือก 

ทําใหแกะออกจากอับเรณูไดงาย  เหมาะสําหรับใช

ในการผสมพันธุ สวนในดอกบานวันที่ 7 ยังมีเรณู 4 
กอน แตในวันที่ 15 นั้น บางดอกกอนเรณูหลุดหาย

ไปบางสวน มีสีเหลืองเขมมากที่สุด  ลักษณะเรียวรี 

เริ่มมีเชื้อราเกาะบริเวณกอนเรณูซึ่งทําใหเปอรเซ็นต
ความมีชีวิตลดลง ซึ่งดอกบานวันที่ 15 มีเชื้อราเกาะ

เรณูมากกวา 80 เปอรเซ็นต และความมีชีวิตลดลง

เหลือเพียง 50 เปอรเซ็นต

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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Figure 1  Pollinia of Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ (Top) ‘BOM 17’ (Middle)  and dwarf type Dendrobium  

                (Bottom) at various stages: bud (A),  1st day bloom (B),  3rd day (C), 5th day (D), 7th day (E)  

             and 15th day (F). The color of pollinia was verified by the Royal Horticultural Society color 

             chart. The pollinia viability was determined by 1% acetocarmine staining.

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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Figure 2  Pollinia of Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ and ‘BOM17’ at the 3rd day of blooming stage 

             magnified by scanning electron microscope

 เมื่อตรวจสอบลักษณะของเรณูดวยกลองจุล-

ทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Figure 2) ซึ่งทํา

ในกลวยไมสกุลหวายพันธุเอียสกุล และพันธุบอม17 

ดวยกําลังขยาย 75 เทา พบวา กอนเรณูกลวยไม

มีลักษณะเปนเรณูประกอบ หรือที่เรียกวา com-

pound pollen ขนาดยาวประมาณ 200 ไมโครเมตร 

โดย 1 กอนเรณูจะประกอบไปดวยละอองเรณูขนาด

ประมาณ 1.2 ไมโครเมตร อัดแนนหลายรอยละออง
เรณู ซึ่งแตละละอองเรณูไมมีรูปทรงที่แนชัด พื้นผิว

ของละอองเรณูเรียบคลายกอนขี้ผึ้ง เมื่อกดทําใหเสีย

รูปทรงได 

สูตรอาหารที่ เหมาะสมสําหรับการงอกของ

ละอองเรณู

 จากการตรวจสอบความมีชีวิตของละออง

เรณูในกลวยไมสกุลหวาย 3 พันธุ ไดแก พันธุหวาย

แคระ  พันธุเอียสกุล และพันธุบอม17 โดยวิธีการ
ยอมดวยสี acetocarmine ความเขมขน 1% พบวา 

กลวยไมทั้ง 3 พันธุมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตเทากับ 

100% (Table 1)
 สําหรับการตรวจสอบการงอกของละออง

เรณูโดยการเพาะบนอาหารสังเคราะหทั้งหมด 11 

สูตร (Table 1 and Figure 3) พบวา ละอองเรณู

กลวยไมสกุลหวายพันธุหวายแคระงอกไดดีที่สุด โดย

การเพาะในสูตรอาหารวุนที่ไมเติมนํ้าตาลซูโครสมี

เปอรเซ็นตความงอกสูงสุดคือ  50.41%  รองลงมา

คืออาหารอาหารวุนที่เติมนํ้าตาลซูโครสที่ความเขม

ขน 2% มีเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 24.54% สวน

การเพาะบนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and 
Kwack (1963) และอาหารวุนที่เติมนํ้าตาลซูโครส

มีความงอกนอยมากอยูในชวง 0.25% – 5.03%  
เทานั้น นอกจากนี้ยังพบวา อาหารสังเคราะหสูตร 

BK ที่เติมนํ้าตาลซูโครส 20% ละอองเรณูมีรูปรางคง

เดิมเหมือนเมื่อเริ่มเพาะและไมพบการงอกของหลอด

ละอองเรณู (Figure 3A) สวนในกลวยไมสกุลหวาย

พันธุเอียสกุล และ พันธุบอม17 พบวา การเพาะใน
อาหารทุกสูตร ละอองเรณูมีการงอกนอยมาก อยูใน

ชวงประมาณ 0.46% – 6.5% เทานั้น นอกจากนี้ยัง

พบการแตก และการฟบเล็กลงจากปกติของละออง
เรณูเกิดขึ้นคอนขางมากอีกดวย (Figure 3 A and B)   

 จากการทดสอบความมีชีวิตของละอองเรณู
โดยการยอมสีดวย acetocarmine และพบวา มี

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงมากคิดเปน 100 เปอรเซ็นต 

แตเมื่อนําละอองเรณูมาทดสอบความงอกบนอาหาร

สังเคราะหสูตรตาง ๆ พบวาเปอรเซ็นตการงอกนอย

กวานั้น เนื่องจากการทดสอบความมีชีวิตของละออง

เรณูโดยการยอมสี เปนเพียงการทําปฏิกิริยากัน

ระหวางสารเคมีที่เปนสียอมกับไซโตพลาสซึมของ

ละอองเรณู ซึ่งมี peroxidase enzyme ที่สามารถทํา

ปฏิกิริยากับสียอมไดดีจึงติดสียอมได อีกท้ังภายใน

ละอองเรณูยังคงมีองคประกอบทางเคมีสูงเพียงพอที่

จะใหผลบวกกับสียอม แตการงอกหลอดละอองเรณู

จําเปนตองมีองคประกอบอื่นที่สมบูรณมากกวา จึง

ทําใหการทดสอบความมีชีวิตของละอองเรณูไม

สามารถบงบอกถึงความมีชีวิตของละอองเรณูไดถูก

ตองแมนยํานัก นอกจากนี้การงอกของละอองเรณูบน

อาหารสังเคราะหยังขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ไดแก อายุ

ของละอองเรณู องคประกอบและปริมาณอาหารที่

เพาะเลี้ยง พันธุกรรม อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ 

เปนตน (Shivanna, 2003)

 อยางไรก็ตาม ละอองเรณูที่เพาะบนอาหาร

วุ นที่ไมเติมนํ้าตาลซูโครสแตสามารถงอกไดดีนั้น 

อาจเนื่องจากการนํากอนเรณูคลุกลงใน stigma fluid 

กอนเพาะ สารอาหารจาก stigma fluid ที่อยูบนยอด

เกสรตัวเมียชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของละออง

เรณู โดยใน stigma fluid มีนํ้าตาลซูโครสเปนสวน
ประกอบหลัก (Shivanna, 2003) แตสําหรบัพันธุเอีย

สกุล และพันธุบอม17 นั้น การใช stigma fluid รวม

กับการเพาะในอาหารสูตรตางๆ ทุกสูตรที่ทดสอบไม

สามารถกระตุนใหละอองเรณูงอกได ทั้งนี้อาจเนื่อง

มาจากปญหาทางพันธุกรรม เนื่องจากเมื่อพิจารณา
ความแตกตางของพันธุ กลวยไมที่มีผลตอการงอก

ของละอองเรณูนั้น ในภาพรวมพบวา พันธุหวายแคระ

มีการงอกดี ซึ่งสอดคลองกับการสังเกตตามธรรมชาติ
วาพันธุในกลุมนี้ติดฝกไดดี สวนพันธุบอม17 และ

พันธุ  เอียสกุลนั้นเป นพันธุ ที่มี กําเนิดมาจากการ

กลายพันธุที่มีที่มาจากสายพันธุกรรมหลักเดียวกัน

และขอมูลจากการสอบถามจากผูปลูกเลี้ยงกลวยไม

พบวาท้ังสองพันธุมีการติดฝกนอยมาก แมวาจะมี

การผสมดวยมือก็ตาม รวมทั้งผลจากงานวิจัยของ 

Sornchai et al. (2016) ซึ่งไดตรวจสอบปริมาณ

ดีเอ็นเอของกลวยไมดวยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร พบ

วา กลวยไมสกุลหวายพันธุแท คือ Dendrobium 

bigibbum var compactum ซึ่งเปนกลวยไมพันธุแท

มีจีโนม 2 ชุด มีปริมาณดีเอ็นเอ 1.85 พิโคกรัม/2C  

สวนพันธุบอม17 และพันธุเอียสกุล มีปริมาณดีเอ็นเอ 

2.15 และ 3.59 พิโคกรัม/2C แสดงวาท้ังสองพันธุมี   

จีโนมมากกวา 2 ชุด จึงอาจสงผลใหการงอกของเรณู

ลดลง

 สําหรับการเหี่ยวหรือแตกของละอองเรณูนั้น 

เปนผลมาจากคา water potential ในอาหาร ซึ่งถา

มีคาใกลเคียงกับในไซโตพลาสซึมของละอองเรณูจะ

ทําใหการเคลื่อนที่ของนํ้าเขาสูเซลลละอองเรณูเปน

ไปไดยาก หรือถาในอาหารมี water potential ตํ่ากวา 

อาจทําใหนํ้าในละอองเรณูเคลื่อนที่ออกสูอาหาร จึง

ทําใหละอองเรณูเหี่ยวฟบ และยังมีผลทําใหการงอก

และขยายหลอดละอองเรณูเปนไปไดยากเนื่องจาก

ละอองเรณูไมสามารถดูดนํ้าเขาไปได สวนการแตก

ของละอองเรณูเกิดขึ้นเนื่องจากในอาหารสังเคราะหมี

คา water potential สูงกวาในละอองเรณูหรือมีคาแรง
ดันออสโมติกของนํ้าสูงกวาในละอองเรณูมาก จึงมี

การเคลื่อนที่ของนํ้าเขาสูละอองเรณูในปริมาณมาก
เกินไปจนกระทั่งเกิดการแตกของละอองเกสรขึ้น ซึ่ง

สงผลใหมีเปอรเซ็นตการงอกที่ตํ่าลงไปดวย (Shivan-

na and Rangaswamy, 1992) ซึ่งพบไดจากการที่
ละอองเรณูพันธุหวายแคระไมเกิดการเปลี่ยนแปลง

เมื่อเพาะในอาหารที่มีระดับนํ้าตาลซูโครส 20%  และ

ในพันธุบอม17 เพาะบนอาหารสูตร Brewbaker and 
Kwack (1963) ที่เติมนํ้าตาลซูโครส 20% ที่มีลักษณะ

เหี่ยวฟบ สวนใน พันธุเอียสกุล มีละอองเรณูแตกเมื่อ

เพาะบนอาหารวุนที่เติมนํ้าตาลซูโครส 15% 

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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Table 1  Pollen viability of 3 Dendrobium cultivars determined by 1% acetocarmine staining and pollen  

            germination at 72 hr germinated in various pollen germination media in the dark condition

Figure 3  The viable pollens of dwarf type Dendrobium stained by 1% acetocarmine (A). The damaged 

              pollens of Den. Sonia ‘Earsakul’ on agar medium containing 15% sucrose (B). The plasmo

              lyzed pollens of Den. Sonia ‘BOM 17’ observed on Brewbaker and Kwack (1963) medium 

              containing 20% sucrose (C). The germination of pollen observed at 72 hr on synthetic 
              medium; dwarf type Dendrobium (D) Den. Sonia ‘Earsakul’ (E) Den. Sonia ‘BOM 17’ (F).
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การศึกษาวิธีการย อยกลุ มเรณูที่ เหมาะสม

สําหรับการทดสอบการงอกของละอองเรณู

 การศึกษาการแยกกลุ มเรณูของกลวยไม

สกุลหวายพันธุ หวายแคระใหไดเปนละอองเรณู

เดี่ยวๆ โดยการใชสารเคมี พบวา วิธีการที่สามารถ

แยกใหไดละอองเรณูเดี่ยวๆ ไดดีที่สุด คือ การแชใน

เอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% นาน 15 

นาที โดยละอองเรณูที่ไดมีความความสมบูรณมาก 

รองลงมาไดแก การใชเอนไซม macerozyme ความ

เขมขน 1%  และ cellulase ความเขมขน 1% สวน

การใช pectinase ความเขมขน 0.2% และ FAA นั้น

แยกไดนอยมาก และสําหรับชวงเวลาที่ใชในการแช

กลุมเรณูในเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 

0.5% ที่สามารถแยกละอองเรณูเดี่ยว ๆ ไดดีที่สุด

คือ 15 นาที รองลงมาไดแก 10 นาที 5 นาที ตาม

ลําดับ (Figure 4) สวนการแยกกลุมเรณูโดยวิธีกล

พบวา วิธีการที่สามารถแยกใหไดละอองเรณูเดี่ยว 

ๆไดดีที่สุดคือ การขยี้ดวยมือ (Figure 5) และการ

ศึกษาความมีชีวิตของละอองเรณูโดยวิธีการยอมดวย 

acetocarmine ละอองเรณูเดี่ยว ๆ ที่มีลักษณะ

สมบูรณ  ที่ไดจากการแยกกอนเรณูโดยวิธีตาง ๆ มี

ความมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต

 ในการใชเอนไซมในการยอยนั้นยังมีปจจัย

อื่นที่เก่ียวของดวย ไดแก ความเขมขนของเอนไซม 

อุณหภูมิ pH ของสารละลาย และแสง นอกจากนี้

ระยะเวลาที่ใชในการแชกลุมเรณูในเอนไซมก็มีผล

ตอการแยกละอองเรณูดวยเชนกัน ซึ่งหากใชเวลาใน

การแชนานก็จะสามารถยอยกลุมเรณูใหเปนละออง

เรณูเดี่ยว ๆ ไดปริมาณมากขึ้น ซึ่งเห็นไดชัดเจนจาก

การแชกลุมเรณูในเอนไซมนานขึ้นพบวา เรณูถูกยอย

ออกมาไดมากขึ้น อยางไรก็ตามหากใชเวลานานเกิน

ไปก็จะสงผลใหผนังเซลลถูกยอยจนหมดเหลือเพียง

เยื่อหุมเซลลบางๆที่เรียกวาโปรโตพลาสต แตสําหรับ

การยอยกลุมเรณูอาจสงผลเชิงลบตอการงอกของ

หลอดเรณูได

 สําหรับการแยกกอนเรณูโดยใชสารละลาย 

FAA (อัตราสวน 1:1:9) พบความเสียหายของละออง

เรณู และมีออรแกแนลลบางสวนของละอองเรณูหลุด

ออกมา ทั้งนี้เนื่องจากสารละลายชนิดนี้มีแอลกอฮอล 

และกรดแอซีติกเปนสวนประกอบ ทําใหเซลลเหี่ยว

เนื่องจากเสียนํ้า นิวเคลียสตกตะกอน ออรกาแนลล

ถูกทําลาย และเนื้อเยื่อแข็งตัว เมื่อนํามาขยี้จึงทําให

ใหเซลลแตกได

Figure 4  The number of single pollens of dwarf type Dendrobium resulted from various protocols of 

              pollinia digestion
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Figure 5  The number of single pollens of dwarf type Dendrobium resulted from various mechanical 

              pollen separation techniques

 จากการที่พบวา วิธีการแยกเรณูที่ดีที่สุดคือ 

การยอยกอนเรณูดวย เอนไซม hemicellulase ความ

เขมขน 0.5% เปนเวลา 15 นาที หรือใชวิธีการขยี้

ดวยมือ และจากวิธีการเพาะใหงอกที่กลาวมาแลว

ขางตน จึงไดทดสอบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับเพาะ

และตรวจสอบการงอกของเรณู โดยเปรียบเทียบการ

ใช hemicellulase และการขยี้ ซึ่งจัดทรีทเมนตทั้ง

สิ้น 5 วิธีการ ตาม (Table 2) โดยในการทดลองนี้

เลือกใชวิธีจุมยกโดยไมลางเอนไซมออกแทนการแช

เปนเวลา 15 นาที ดังนั้นเอนไซมจะยังเคลือบอยูที่ผิว

กลุมเรณูขณะเพาะใหงอก หลังจากนั้นนํากลุมเรณู

มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร พบวา การนํากลุมเรณู

มาคลุกใน stigma fluid แลวแยกโดยใชเอนไซม 

hemicellulase ความเขมขน 0.5%  และ การแยก

กลุมเรณูโดยใชเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 

0.5% แลวนํามาคลุกใน stigma fluid  นั้น ทั้งสองวิธี

การทําใหเรณูแยกออกมาไดดีมี  และมีการงอกของ

หลอดเรณูสูงคือ 76.17 และ 73.99 เปอรเซ็นต ตาม

ลําดับ สวนวิธีการอื่น ๆ ไมพบการงอกของหลอดเรณู 

(Table 2)

Table 2  The germination of dwarf type Dendrobium pollens after separated by various procedure 

             followed by germinated on agar medium (0.7% agar) for 72 hr in the dark condition
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สรุป

 วิธีการที่เหมาะสมในการตรวจสอบความมี

ชีวิตและการงอกของละอองเรณูกลวยไมซึ่งเปนเรณู

แบบ compound ที่ละอองเรณูอัดตัวกันแนนซึ่งเรียก

วา pollinia นั้น ควรเลือกกอนเรณูจากดอกท่ีบานแลว

เปนเวลา 3 – 5 วัน แลวแยกละอองเรณูโดยนํากลุม

เรณูมาคลุกใน stigma fluid แลวนําไปจุมในเอนไซม 

hemicellulase ความเขมขน 0.5% หรือทําสลับขั้น

ตอนกัน จากนั้นนํามาเพาะใหงอกบนอาหารวุนความ

เขมขน 0.7% ที่ไมเติมนํ้าตาล เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

ในที่มืด แลวตรวจสอบความมีชีวิตโดยการยอมสี 

acetocarmine หรือตรวจสอบการการงอกของละออง

เรณูภายใตกลองจุลทรรศน

คําขอบคุณ

 งานวิจัยนี้ ได รับการสนับสนุนจากศูนย 

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

และศูนย ความเป นเลิศด านเทคโนโลยีชีวภาพ

เกษตร สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและการวิจัยดาน

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงานคณะกรรมการ

การอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ และไดรับงบ

ประมาณบางสวนจากโครงการสนบัสนุนปญหาพิเศษ

ระดับปริญญาตรี สาขาเทคโนโลยีชีวภาพทางการ
เกษตร คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัย

เกษตรศาสตร
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