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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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บทคัดยอ 

 การทดลองเพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการงอกของละอองเรณูกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) 

จํานวน 3 พันธุ คือ หวายแคระ เอียสกุล และบอม17 โดยใชดอกท่ีบานเปนเวลา 3-5 วันมาศึกษาโดยนํากอนเรณู 

(pollinia) มาเพาะทดสอบความมีชีวิตโดยการยอมสี acetocarmine และการเพาะทดสอบความงอกบนอาหาร

สังเคราะห 11 สูตร (สูตร Brewbaker and Kwack (1963) และสูตรอาหารวุนที่เติมหรือไมเติมซูโครส) และนํา

ไปไวในที่มืดเปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวา กลวยไมทั้ง 3 พันธุมีความมีชีวิตของละอองเรณู 100 เปอรเซ็นต ในทุก

สูตรอาหาร แตมีการงอกของละอองเรณูตํ่าลงมาก โดยพบวาเรณูของพันธุหวายแคระที่เพาะในอาหารวุนที่ไม

เติมซูโครสมีการงอกของละอองเรณูสูงที่สุดคือ 50.41 เปอรเซ็นต สําหรับพันธุเอียสกุลและบอม17 มีการงอกของ

ละอองเรณูตํ่ามาก 2.2-6.53 เปอรเซ็นต ตามลําดับเทานั้น สําหรับการแยกกลุมของเรณูของกลวยไมพบวาวิธีการ

ที่ดีที่สุด คือ การแชกลุมเรณูในเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% เปนเวลา 15 นาที สวนการแยกโดยใช

วิธีกลที่ดีที่สุดคือการขยี้ดวยมือ ซึ่งใหผลดีกวาการใช Vortex 

คําสําคัญ : กลวยไมสกุลหวาย การยอยกลุมเรณู ความมีชีวิตของเรณู การงอกของเรณู 

คํานํา

 ปจจุบันกลวยไมเปนพืชที่ไดรับความสนใจ

ในแวดวงการเกษตรเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากเปนไม

ดอกท่ีมีความสวยงาม และเปนพืชเศรษฐกิจที่สราง

รายไดจากการสงออกใหแกประเทศไทยเปนจํานวน

มาก จึงสงผลใหมีผูที่ศึกษาเกี่ยวกับการผสมพันธุ 

และปรับปรุงพันธุกลวยไมเพิ่มมากขึ้น เพื่อรักษา

พันธุกลวยไมหรือเพื่อการพัฒนาพันธุกลวยไมใหม 

ๆ ใหมีคุณภาพดีกวาเดิม แตการผสมพันธุกลวยไม

นั้นยังมีโอกาสในการผสมติดนอย ซึ่งมีปจจัยที่เขามา
เกี่ยวของหลายปจจัย ปจจัยหลักไดแก ลักษณะทาง

พันธุกรรมที่สามารถเขากันไดของคูผสม ความมีชีวิต

และความสามารถในการงอกของละอองเรณู 
นอกจากนี้ความสมบูรณพันธุของพันธุพอและแม ซึ่ง

สภาพแวดลอมเขามามีสวนเกี่ยวของในประเด็นนี้

อยางมาก 

 การตรวจสอบความมีชีวิตของละอองเรณู 

(pollen viability) จัดเปนขั้นตอนสําคัญที่ชวยใหการ
ผสมพันธุมีประสิทธิภาพมากขึ้น การตรวจสอบความ

มีชีวิตของละอองเรณูมีหลายวิธี เชน การยอมสี 

(dye staining) การตรวจสอบการงอกของละอองเรณู 

(pollen germination) และการทดสอบผสม (cross-

ing) การทดสอบโดยการยอมสีนั้นเปนวิธีที่งาย และ

เห็นผลไดรวดเร็ว แตตรวจสอบไดเพียงวาละอองเรณู

มีชีวิตอยูหรือไมเทานั้น สําหรับวิธีการตรวจสอบการ

งอกของละอองเรณูนั้นใชเวลาในการทดสอบ 3 ถึง 4 

วัน แตมีความแมนยํามากกวาการยอมสี

 อยางไรก็ตาม การทดสอบกับละอองเรณู

กลวยไมทั้งวิธีการยอมสีและการตรวจสอบการงอก

ของละอองเรณูนั้นยังคงมีปญหา เนื่องจากละออง

เรณูของกลวยไมมีลักษณะอัดตัวกันเปนกอนแข็งที่

เรียกวา pollinia ทําใหการตรวจสอบการติดสีและ

เปอรเซ็นตการงอกทําไดเฉพาะเรณูที่อยู ดานนอก

เทานั้น จึงจําเปนตองหาวิธีการเพื่อใหสามารถแยก
กอนเรณูออกมาเปนเรณูเดี่ยว ๆ และนอกจากนี้ใน

การทดสอบการงอกของละอองเรณูยังจําเปนตองหา

สูตรอาหารสังเคราะหที่เหมาะสมซึ่งพืชแตละชนิดจะ

แตกตางกัน

 ในการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับ
การตรวจสอบการงอกของหลอดละอองเรณูใน

กลวยไมนั้น Stort and  de L. Galdino (1984) ได

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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ทดสอบการงอกของละอองเรณูกลวยไมลูกผสมสกุล 

Laelia พบวา ละอองเรณูของกลวยไมงอกไดดีใน

สูตรอาหารที่ใชวุนปริมาณ 1.5 กรัม ซูโครสปริมาณ 

1 กรัม และนํ้าปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และ Ketsa 

and  Wisuttiamonkul (2013) ไดรายงานวา stigma 

fluid เปนสวนสําคัญสําหรับการงอกของละอองเรณู

กลวยไมสกุลหวาย ซึ่งสอดคลองกับการรายงาน 

Lack and Diaz (1990) ที่พบวา stigma fluid เปน

ตัวกระตุนใหละอองเรณูเกิดการงอก และกระตุนให

หลอดละอองเรณูเจริญเติบโต จึงเปนที่มาสําหรับการ

ศึกษาครั้งนี้ ซึ่งเปนการศึกษาความสามารถในการ

งอกของละอองเรณูกลวยไมสกุลหวายโดยใช stigma 

fluid รวมกับสูตรอาหารตาง ๆ ที่เหมาะสม

 สําหรับวิธีการยอยกอนเรณู (pollinia) ใหได

เปนละอองเรณู (pollen) นั้นโดยทั่วไปใชหลักการ

เดียวกับการแยกโปรโตพลาสต ซึ่งมี 2 วิธีการหลัก

คือ 1) การแยกโดยวิธีกล โดยการตัด หั่น บดเบา 

ๆ พรอมทั้งเขยาหรือลดแรงดันออสโมติก (osmotic 

pressure) ของสารละลายแชเนื้อเยื่อ เพื่อใหผนัง

เซลลแตกงายขึ้น วิธีนี้เหมาะสําหรับใชกับเซลลขนาด

ใหญ แตมีขอเสียคือไดโปรโตพลาสตนอยและเซลล

เสียหายคอนขางมาก และ 2) การแยกโดยใชเอนไซม 

โดยการใชสารกลุม hydrolytic enzyme ยอยทําลาย

ผนังเซลล วิธีนี้มีขอดีคือสามารถใหผลผลิตโปรโต
พลาสตไดจํานวนมาก เอนไซมที่นิยมใชยอยผนัง

เซลลเชน pectinase cellulase และ hemicellulase 

และการเลือกใชความเขมขนของเอนไซมนั้นขึ้นอยู

กับระยะเวลาที่ตองการใหเกิดการยอยผนังเซลล ถา

ความเขมขนสูงระยะเวลาที่ใชในการยอยก็จะสั้นลง 

(Davey et al., 2005)
 จากประเด็นดังกลาวนี้ จึงเปนที่มาของการ

ศึกษาในครั้งนี้ ที่มีจุดประสงคเพื่อหาวิธีการที่เหมาะ

สมสําหรับตรวจสอบการมีชีวิต และการงอกของเรณู
กลวยไมสกุลหวาย โดยศึกษาอายุดอกท่ีเหมาะสม 

สูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับกระตุ นการงอกของ

เรณู รวมทั้งวิธีการแยกกอนเรณูใหเปนเรณูเดี่ยวเพื่อ

ให สามารถตรวจสอบการมีชีวิตและการงอกได

แมนยํามากขึ้น

อุปกรณและวธิีการ

การศึกษาลักษณะเรณูกล วยไมที่ เหมาะสม

สําหรับนํามาตรวจสอบความมีชีวิต

 ชอดอกกลวยไมสกุลหวายนั้นในหนึ่งชอดอก

ประกอบดวยดอกตูมและดอกบานในระยะที่แตกตาง

กัน โดยจะพบความบริบูรณของดอกจากตําแหนง

ลางสุดไปบนสุด ดังนั้น ดอกกลวยไมแตละดอกใน

ชอเดียวกันจึงมีความบริบูรณของเกสรเพศผูมีความ

เหมาะสมในการผสมพันธุไดตางกัน งานวิจัยสวนนี้

จึงตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของกอนเรณูใน

ระยะการบานของดอกที่แตกตางกัน ตั้งแตดอกตูม

ระยะสุดทาย ดอกท่ีบานวันแรก และดอกที่บานมา

แลว 3 5 7 และ 15 วันโดยศึกษาในกลวยไมสกุล

หวายพันธุการคา 3 พันธุ ไดแก พันธุหวายแคระ

ดอกสีชมพู พันธุเอียสกุล และ พันธุบอม17  โดย

ตรวจสอบจํานวนกอนเรณูในแตละดอก สีของกอน

เรณู และลักษณะทางกายภาพอื่น ๆ รวมทั้งตรวจ

สอบความมีชีวิตของกอนเรณูโดยวิธีการย อมสี 

acetocarmine ความเขมขน 1% แลวตรวจสอบ

ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา และคัด

เลือกตัวอยางจากวันที่เหมาะสมนําไปตรวจสอบดวย

กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning 

electron microscope รุน JSM-54LOLV: JAPAN) 
การศึกษาสูตรอาหารสําหรับการชักนําการงอก

ของละอองเรณู

 นํากอนเรณูจากดอกกลวยไมสกุลหวายพันธุ
การคาท้ัง 3 พันธุ ที่ดอกบานมาแลว 3 วัน มาทดสอบ

ความงอกของละอองเรณูทันทีหลังจากเก็บจากตน 

โดยทดสอบอาหารที่ใชในการทดสอบความงอกของ

เรณู 11 สูตร (Table 1) คือ อาหารวุน (0.7%) ที่

ไมเติมนํ้าตาลซูโครส อาหารสูตร Brewbaker and 
Kwack (1963) (เติมวุน 0.7%) ที่เติมนํ้าตาลซูโครส

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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ตางกัน 6  ระดับคือ  0  2   5  10  15  และ 20% 

(นํ้าหนัก/ปริมาตร) และ อาหารวุน (0.7%) ที่เติม

นํ้าตาลซูโครสความเขมขนตางกัน 4 ระดับคือ 2 5 

10 และ 15%  (นํ้าหนัก/ปริมาตร) โดยกอนเพาะได

นํากลุมเรณูคลุกลงใน stigma fluid ของแตละพันธุ 

แลวจึงนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่เตรียม

ไว โดยแตละพันธุทดสอบสูตรอาหารละ 5 ซํ้า ซํ้าละ 

4 กอนเรณู จากนั้นนําไปเก็บในสภาพมดืท่ีอุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง แลวจึงนํามา

ตรวจสอบความมีชีวิต และการงอกของเรณูตามวิธี

การดังนี้

 การตรวจสอบความมีชีวิตของละออง

เรณูดวยวิธีการยอมสี 

 นําเรณูกลวยไมทั้ง 3 พันธุที่เพาะในอาหาร

สูตรสังเคราะหที่แตกตางกันเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

นํามายอมดวยสี acetocarmine ความเขมขน 1% 

ซึ่งทําโดยหยดนํ้ากลั่นลงบนสไลด 1 หยด แลวเขี่ย

กลุมเรณูลงบนหยดนํ้า ปดทับดวย cover slip แลว

ขยี้ (squeeze) เบา ๆ ดวยมือ จากนั้นหยด สียอม 

acetocarmine 2 ไมโครลิตร ลงบนสไลด และใช

ไมโครปเปตตดูดละอองเรณูที่ยอมสีแลวมาใสบน 

Haemacytometer  ปดดวย cover slip และตรวจนับ

ละอองเรณูภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 400 

เทา โดยสุมนับจํานวนเรณูเดี่ยว ๆ ในชองตารางของ 

hemacytometer ที่มีขนาดเล็กท่ีสุดท้ังหมด 3 ชอง 

ละอองเรณูที่มีชีวิตจะยอมติดสีแดงสมํ่าเสมอ สวน

ละอองเรณูที่ยอมไมติดสีแดงหรือติดสีไมสมํ่าเสมอ

จัดเปนละอองเรณูที่ไมมีชีวิต และนํามาคํานวณ

เปอรเซ็นตความมีชีวิตเทียบกับจํานวนละอองเรณูที่

สุมนับทั้งหมด
 การตรวจสอบการงอกของละอองเรณู

 ตรวจดูการงอกของละอองเรณูภายใต 

กลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย  400 เทา  โดยละออง
เรณูที่งอกคือ ละอองเรณูที่มีการงอกของหลอดละออง

เรณูยาวมากกวาหรือเทากับเสนผานศูนยกลางของ

ละอองเรณูนั้น ๆ โดยสุมนับจํานวนละอองเรณูที่แยก

เปนละอองเรณูเดี่ยว ๆ ในแตละ microscopic field 

จํานวนทรีทเมนตละ 3 field และคํานวณเปอรเซ็นต

ความงอกของละอองเรณู เทียบกับจํานวนละอองเรณู

ที่สุมนับทั้งหมด

การศึกษาวิธีการแยกกอนเรณูใหเปนละอองเรณู

เดี่ยว

 นํากอนเรณูจากดอกกลวยไมทั้ง 3 พันธุ ที่

บานแลวเปนเวลา 3 วัน มาใสในหลอดไมโครเซนตริ-

ฟวจ หลอดละ 1 กอน โดยแบงการทดลองออกเปน 2 

กลุมทรีทเมนตหลัก คือ การแยกเรณูโดยใชสารเคมี 

และโดยวิธีกล ทําการทดลอง 5 ซํ้า ซํ้าละ 4 กลุมเรณู

 การแยกโดยใชสารเคมีแบงเปน 5 ทรีทเมนต 

คือ ยอยดวยเอนไซม 4 ชนิด คือ cellulase ความ

เขมขน 1%  hemicellulase ความเขมขน 0.5%  

macerozyme ความเขมขน 1% และ pectinase  

ความเขมขน 0.2% แบงเวลาในการแชกอนเรณู เปน 

4 ระยะ คือ การจุมยก (quick dip) และแชนาน 5 10 

และ 15 นาที แลวลางเอนไซมออกดวยนํ้าและ ทรีท

เมนตที่ 5 ใชสารละลาย formaldehye (37%) : acetic 

acid : alcohol (FAA) อัตราสวน 1:1:9 โดยสุมกลุม

เรณูแชในหลอดที่มีสารละลาย FAA หลอดละ 1 กอน 

ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้น

ผึ่งใหแหงบนสไลด เติมนํ้ากลั่น 8 ไมโครลิตร ขยี้ดวย

แทงเหล็กและยอมดวยสี acetocarmine 2 ไมโครลิตร 

วางลงบน hemacytometer และปดดวย cover 

slip นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนตามกรรมวิธีที่
ดัดแปลงจาก Luangsuwalai et al. (2008)

 สําหรับการแยกโดยวิธีกลแบงเปน 5  ทรีท-

เมนตโดยการเขยาดวย Vortex (Vortex-Genie® 2, 

Scientific Industries) เปนเวลา 10 นาที ที่ระดับ
ความเร็ว 2 4 6 8 และ แยกโดยการขยี้ (squeezed) 

ดวยมือ ทรีทเมนตที่แยกโดยใช Vortex ทําโดย

เติมนํ้ากลั่น 300 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซน

ตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนดวยเครื่อง 

Vortex ที่ระดับความเร็วรอบตาง ๆ หลังจากนั้นนํา
ไปปนเหวี่ยงแบบ quick spin เพื่อตกตะกอน แลวดูด

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559ว.วิทยาศาสตรเกษตร 309

สารละลายสวนบนออกใหเหลือเพียง 50 ไมโครลิตร 

จากนั้นกวนตะกอนที่ เหลือแลวดูดของเหลวที่มี

ละอองเรณูปนอยูหยดลงบน hemacytometer และ

ปดดวย cover slip นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

ที่กําลังขยาย 400 เทา สําหรับการแยกโดยการขยี้นั้น

ทําโดยหยดนํ้ากลั่น 5 ไมโครลิตร บนกอนเรณูแลวปด

ทับดวย cover slip และขยี้ดวยมือเบา ๆ แลวตรวจ

ดูภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกขอมูลโดยนับจํานวน

เรณูเดี่ยว ๆ ในชองตารางขนาดเล็กท่ีสุดของ hema-

cytometer ทั้งหมด 3 ชอง และคํานวณเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตและเปอรเซ็นตการงอกของละอองเรณู

เทียบกับจํานวนละอองเรณูเดี่ยวทั้งหมด

การทดสอบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจสอบ

การงอกของละอองเรณู

 จากการศึกษาเอนไซมที่ดีที่สุดในการแยก

กอนเรณูใหไดเปนละอองเรณูเดี่ยว ๆ คือ วิธีการแยก

โดยใชเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% 

สวนวิธีการแยกโดยใชวิธีกลที่ดีที่สุด คือ การขยี้เบา 

ๆ ดวยมือ ดังนั้นจึงไดเลือกวิธีการดังกลาวมาทําการ

ศึกษาตอ เพื่อทดสอบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจ

สอบการงอกของละอองเรณูหลังจากผานการแยก

ละอองเกสร โดยกําหนดทรีทเมนตในการทดสอบ

ทั้งหมด 5 ทรีทเมนต คือ

 1) นํากอนเรณูคลุกใน stigma fluid และจุม

ในเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% โดย

วิธีจุมยก
 2) นํากอนเรณูจุมในเอนไซม hemicellulase 

ความเขมขน 0.5% โดยวิธีจุมยก และนํามาคลุกใน 

stigma fluid 

 3) นํากอนเรณูไปขยี้ใหกระจายดวยมือเบาๆ 
และนํามาคลุกใน stigma fluid 

 4) นํากอนเรณูจุมในเอนไซม hemicellulase 

ความเขมขน 0.5% โดยวิธีจุมยก และนํามาคลุกใน 

stigma fluid แลวขยี้ใหกลุมเรณูกระจายตัวดวยมือ

เบา ๆ

 5) นํากอนเรณูจุมในนํ้าเปลา (control) ทั้งนี้

การจุมยกในการทดลองนี้ไมลางเอนไซมออก จากนั้น

นํากอนเรณูไปเพาะใหงอกบนอาหารวุนความเขมขน 

0.7% ที่ไมเติมนํ้าตาล วางแผนการทดลองแบบ CRD 

จํานวน 4 ซํ้า ซํ้าละ 4 กอนเรณู ทดสอบในกลวยไม

หวายแคระ

ผลและวิจารณ

อายุการบานของดอกกลวยไมที่เหมาะสม

 จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเรณู

กลวยไมทั้ง 3 พันธุ (Figure 1) พบวา ในระยะดอก

ตูมมีสีเหลืองออน ลักษณะเรณูอวบนํ้า ไมมีเชื้อรา

ปกคลุม ตรวจพบกอนเรณู 4 กอน เปนกอนเรณูที่

เกาะติดกันแนน และติดกับอับเรณูโดยมีเยื่อบาง ๆ 

คลุมอยู จึงทําใหการนํากอนเรณูออกจากอับเรณูทํา

ไดยาก อยางไรก็ตามจากการตรวจสอบความมีชีวิต 

พบวา กอนเรณูมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต สําหรับการ

ศึกษาในดอกบานวันแรกพบวา กอนเรณูยังคงมี

จํานวน 4 กอน แตมีสีเหลืองเขมขึ้น ลักษณะอวบนํ้า

ลดนอยลง และมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต แตยังคง มีเยื่อ

เมือกบาง ๆ ทําใหแกะออกจากอับเรณูยากเชนกัน

 สําหรับกอนเรณูของดอกบานวันที่ 3 และ 5 

พบวา กอนเรณูยังคงมี 4 กอน ลักษณะเรียวรี สีเหลือง

เขมขึ้น และมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต ไมมีเยื่อเมือก 

ทําใหแกะออกจากอับเรณูไดงาย  เหมาะสําหรับใช

ในการผสมพันธุ สวนในดอกบานวันที่ 7 ยังมีเรณู 4 
กอน แตในวันที่ 15 นั้น บางดอกกอนเรณูหลุดหาย

ไปบางสวน มีสีเหลืองเขมมากที่สุด  ลักษณะเรียวรี 

เริ่มมีเชื้อราเกาะบริเวณกอนเรณูซึ่งทําใหเปอรเซ็นต
ความมีชีวิตลดลง ซึ่งดอกบานวันที่ 15 มีเชื้อราเกาะ

เรณูมากกวา 80 เปอรเซ็นต และความมีชีวิตลดลง

เหลือเพียง 50 เปอรเซ็นต

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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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.
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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

 เมื่อตรวจสอบลักษณะของเรณูดวยกลองจุล-

ทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Figure 2) ซึ่งทํา

ในกลวยไมสกุลหวายพันธุเอียสกุล และพันธุบอม17 

ดวยกําลังขยาย 75 เทา พบวา กอนเรณูกลวยไม

มีลักษณะเปนเรณูประกอบ หรือที่เรียกวา com-

pound pollen ขนาดยาวประมาณ 200 ไมโครเมตร 

โดย 1 กอนเรณูจะประกอบไปดวยละอองเรณูขนาด

ประมาณ 1.2 ไมโครเมตร อัดแนนหลายรอยละออง
เรณู ซึ่งแตละละอองเรณูไมมีรูปทรงที่แนชัด พื้นผิว

ของละอองเรณูเรียบคลายกอนขี้ผึ้ง เมื่อกดทําใหเสีย

รูปทรงได 

สูตรอาหารที่ เหมาะสมสําหรับการงอกของ

ละอองเรณู

 จากการตรวจสอบความมีชีวิตของละออง

เรณูในกลวยไมสกุลหวาย 3 พันธุ ไดแก พันธุหวาย

แคระ  พันธุเอียสกุล และพันธุบอม17 โดยวิธีการ
ยอมดวยสี acetocarmine ความเขมขน 1% พบวา 

กลวยไมทั้ง 3 พันธุมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตเทากับ 

100% (Table 1)
 สําหรับการตรวจสอบการงอกของละออง

เรณูโดยการเพาะบนอาหารสังเคราะหทั้งหมด 11 

สูตร (Table 1 and Figure 3) พบวา ละอองเรณู

กลวยไมสกุลหวายพันธุหวายแคระงอกไดดีที่สุด โดย

การเพาะในสูตรอาหารวุนที่ไมเติมนํ้าตาลซูโครสมี

เปอรเซ็นตความงอกสูงสุดคือ  50.41%  รองลงมา

คืออาหารอาหารวุนที่เติมนํ้าตาลซูโครสที่ความเขม

ขน 2% มีเปอรเซ็นตความงอกเทากับ 24.54% สวน

การเพาะบนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and 
Kwack (1963) และอาหารวุนที่เติมนํ้าตาลซูโครส

มีความงอกนอยมากอยูในชวง 0.25% – 5.03%  
เทานั้น นอกจากนี้ยังพบวา อาหารสังเคราะหสูตร 

BK ที่เติมนํ้าตาลซูโครส 20% ละอองเรณูมีรูปรางคง

เดิมเหมือนเมื่อเริ่มเพาะและไมพบการงอกของหลอด

ละอองเรณู (Figure 3A) สวนในกลวยไมสกุลหวาย

พันธุเอียสกุล และ พันธุบอม17 พบวา การเพาะใน
อาหารทุกสูตร ละอองเรณูมีการงอกนอยมาก อยูใน

ชวงประมาณ 0.46% – 6.5% เทานั้น นอกจากนี้ยัง

พบการแตก และการฟบเล็กลงจากปกติของละออง
เรณูเกิดขึ้นคอนขางมากอีกดวย (Figure 3 A and B)   

 จากการทดสอบความมีชีวิตของละอองเรณู
โดยการยอมสีดวย acetocarmine และพบวา มี

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงมากคิดเปน 100 เปอรเซ็นต 

แตเมื่อนําละอองเรณูมาทดสอบความงอกบนอาหาร

สังเคราะหสูตรตาง ๆ พบวาเปอรเซ็นตการงอกนอย

กวานั้น เนื่องจากการทดสอบความมีชีวิตของละออง

เรณูโดยการยอมสี เปนเพียงการทําปฏิกิริยากัน

ระหวางสารเคมีที่เปนสียอมกับไซโตพลาสซึมของ

ละอองเรณู ซึ่งมี peroxidase enzyme ที่สามารถทํา

ปฏิกิริยากับสียอมไดดีจึงติดสียอมได อีกท้ังภายใน

ละอองเรณูยังคงมีองคประกอบทางเคมีสูงเพียงพอที่

จะใหผลบวกกับสียอม แตการงอกหลอดละอองเรณู

จําเปนตองมีองคประกอบอื่นที่สมบูรณมากกวา จึง

ทําใหการทดสอบความมีชีวิตของละอองเรณูไม

สามารถบงบอกถึงความมีชีวิตของละอองเรณูไดถูก

ตองแมนยํานัก นอกจากนี้การงอกของละอองเรณูบน

อาหารสังเคราะหยังขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ไดแก อายุ

ของละอองเรณู องคประกอบและปริมาณอาหารที่

เพาะเลี้ยง พันธุกรรม อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ 

เปนตน (Shivanna, 2003)

 อยางไรก็ตาม ละอองเรณูที่เพาะบนอาหาร

วุ นที่ไมเติมนํ้าตาลซูโครสแตสามารถงอกไดดีนั้น 

อาจเนื่องจากการนํากอนเรณูคลุกลงใน stigma fluid 

กอนเพาะ สารอาหารจาก stigma fluid ที่อยูบนยอด

เกสรตัวเมียชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของละออง

เรณู โดยใน stigma fluid มีนํ้าตาลซูโครสเปนสวน
ประกอบหลัก (Shivanna, 2003) แตสําหรบัพันธุเอีย

สกุล และพันธุบอม17 นั้น การใช stigma fluid รวม

กับการเพาะในอาหารสูตรตางๆ ทุกสูตรที่ทดสอบไม

สามารถกระตุนใหละอองเรณูงอกได ทั้งนี้อาจเนื่อง

มาจากปญหาทางพันธุกรรม เนื่องจากเมื่อพิจารณา
ความแตกตางของพันธุ กลวยไมที่มีผลตอการงอก

ของละอองเรณูนั้น ในภาพรวมพบวา พันธุหวายแคระ

มีการงอกดี ซึ่งสอดคลองกับการสังเกตตามธรรมชาติ
วาพันธุในกลุมนี้ติดฝกไดดี สวนพันธุบอม17 และ

พันธุ  เอียสกุลนั้นเป นพันธุ ที่มี กําเนิดมาจากการ

กลายพันธุที่มีที่มาจากสายพันธุกรรมหลักเดียวกัน

และขอมูลจากการสอบถามจากผูปลูกเลี้ยงกลวยไม

พบวาท้ังสองพันธุมีการติดฝกนอยมาก แมวาจะมี

การผสมดวยมือก็ตาม รวมทั้งผลจากงานวิจัยของ 

Sornchai et al. (2016) ซึ่งไดตรวจสอบปริมาณ

ดีเอ็นเอของกลวยไมดวยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร พบ

วา กลวยไมสกุลหวายพันธุแท คือ Dendrobium 

bigibbum var compactum ซึ่งเปนกลวยไมพันธุแท

มีจีโนม 2 ชุด มีปริมาณดีเอ็นเอ 1.85 พิโคกรัม/2C  

สวนพันธุบอม17 และพันธุเอียสกุล มีปริมาณดีเอ็นเอ 

2.15 และ 3.59 พิโคกรัม/2C แสดงวาท้ังสองพันธุมี   

จีโนมมากกวา 2 ชุด จึงอาจสงผลใหการงอกของเรณู

ลดลง

 สําหรับการเหี่ยวหรือแตกของละอองเรณูนั้น 

เปนผลมาจากคา water potential ในอาหาร ซึ่งถา

มีคาใกลเคียงกับในไซโตพลาสซึมของละอองเรณูจะ

ทําใหการเคลื่อนที่ของนํ้าเขาสูเซลลละอองเรณูเปน

ไปไดยาก หรือถาในอาหารมี water potential ตํ่ากวา 

อาจทําใหนํ้าในละอองเรณูเคลื่อนที่ออกสูอาหาร จึง

ทําใหละอองเรณูเหี่ยวฟบ และยังมีผลทําใหการงอก

และขยายหลอดละอองเรณูเปนไปไดยากเนื่องจาก

ละอองเรณูไมสามารถดูดนํ้าเขาไปได สวนการแตก

ของละอองเรณูเกิดขึ้นเนื่องจากในอาหารสังเคราะหมี

คา water potential สูงกวาในละอองเรณูหรือมีคาแรง
ดันออสโมติกของนํ้าสูงกวาในละอองเรณูมาก จึงมี

การเคลื่อนที่ของนํ้าเขาสูละอองเรณูในปริมาณมาก
เกินไปจนกระทั่งเกิดการแตกของละอองเกสรขึ้น ซึ่ง

สงผลใหมีเปอรเซ็นตการงอกที่ตํ่าลงไปดวย (Shivan-

na and Rangaswamy, 1992) ซึ่งพบไดจากการที่
ละอองเรณูพันธุหวายแคระไมเกิดการเปลี่ยนแปลง

เมื่อเพาะในอาหารที่มีระดับนํ้าตาลซูโครส 20%  และ

ในพันธุบอม17 เพาะบนอาหารสูตร Brewbaker and 
Kwack (1963) ที่เติมนํ้าตาลซูโครส 20% ที่มีลักษณะ

เหี่ยวฟบ สวนใน พันธุเอียสกุล มีละอองเรณูแตกเมื่อ

เพาะบนอาหารวุนที่เติมนํ้าตาลซูโครส 15% 

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย
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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).

การทดสอบความงอกเรณูกลวยไมสกุลหวาย



ปท่ี 47 ฉบับท่ี 3 กันยายน – ธันวาคม 2559 ว.วิทยาศาสตรเกษตร314

การศึกษาวิธีการย อยกลุ มเรณูที่ เหมาะสม

สําหรับการทดสอบการงอกของละอองเรณู

 การศึกษาการแยกกลุ มเรณูของกลวยไม

สกุลหวายพันธุ หวายแคระใหไดเปนละอองเรณู

เดี่ยวๆ โดยการใชสารเคมี พบวา วิธีการที่สามารถ

แยกใหไดละอองเรณูเดี่ยวๆ ไดดีที่สุด คือ การแชใน

เอนไซม hemicellulase ความเขมขน 0.5% นาน 15 

นาที โดยละอองเรณูที่ไดมีความความสมบูรณมาก 

รองลงมาไดแก การใชเอนไซม macerozyme ความ

เขมขน 1%  และ cellulase ความเขมขน 1% สวน

การใช pectinase ความเขมขน 0.2% และ FAA นั้น

แยกไดนอยมาก และสําหรับชวงเวลาที่ใชในการแช

กลุมเรณูในเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 

0.5% ที่สามารถแยกละอองเรณูเดี่ยว ๆ ไดดีที่สุด

คือ 15 นาที รองลงมาไดแก 10 นาที 5 นาที ตาม

ลําดับ (Figure 4) สวนการแยกกลุมเรณูโดยวิธีกล

พบวา วิธีการที่สามารถแยกใหไดละอองเรณูเดี่ยว 

ๆไดดีที่สุดคือ การขยี้ดวยมือ (Figure 5) และการ

ศึกษาความมีชีวิตของละอองเรณูโดยวิธีการยอมดวย 

acetocarmine ละอองเรณูเดี่ยว ๆ ที่มีลักษณะ

สมบูรณ  ที่ไดจากการแยกกอนเรณูโดยวิธีตาง ๆ มี

ความมีชีวิต 100 เปอรเซ็นต

 ในการใชเอนไซมในการยอยนั้นยังมีปจจัย

อื่นที่เก่ียวของดวย ไดแก ความเขมขนของเอนไซม 

อุณหภูมิ pH ของสารละลาย และแสง นอกจากนี้

ระยะเวลาที่ใชในการแชกลุมเรณูในเอนไซมก็มีผล

ตอการแยกละอองเรณูดวยเชนกัน ซึ่งหากใชเวลาใน

การแชนานก็จะสามารถยอยกลุมเรณูใหเปนละออง

เรณูเดี่ยว ๆ ไดปริมาณมากขึ้น ซึ่งเห็นไดชัดเจนจาก

การแชกลุมเรณูในเอนไซมนานขึ้นพบวา เรณูถูกยอย

ออกมาไดมากขึ้น อยางไรก็ตามหากใชเวลานานเกิน

ไปก็จะสงผลใหผนังเซลลถูกยอยจนหมดเหลือเพียง

เยื่อหุมเซลลบางๆที่เรียกวาโปรโตพลาสต แตสําหรับ

การยอยกลุมเรณูอาจสงผลเชิงลบตอการงอกของ

หลอดเรณูได

 สําหรับการแยกกอนเรณูโดยใชสารละลาย 

FAA (อัตราสวน 1:1:9) พบความเสียหายของละออง

เรณู และมีออรแกแนลลบางสวนของละอองเรณูหลุด

ออกมา ทั้งนี้เนื่องจากสารละลายชนิดนี้มีแอลกอฮอล 

และกรดแอซีติกเปนสวนประกอบ ทําใหเซลลเหี่ยว

เนื่องจากเสียนํ้า นิวเคลียสตกตะกอน ออรกาแนลล

ถูกทําลาย และเนื้อเยื่อแข็งตัว เมื่อนํามาขยี้จึงทําให

ใหเซลลแตกได

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

 จากการที่พบวา วิธีการแยกเรณูที่ดีที่สุดคือ 

การยอยกอนเรณูดวย เอนไซม hemicellulase ความ

เขมขน 0.5% เปนเวลา 15 นาที หรือใชวิธีการขยี้

ดวยมือ และจากวิธีการเพาะใหงอกที่กลาวมาแลว

ขางตน จึงไดทดสอบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับเพาะ

และตรวจสอบการงอกของเรณู โดยเปรียบเทียบการ

ใช hemicellulase และการขยี้ ซึ่งจัดทรีทเมนตทั้ง

สิ้น 5 วิธีการ ตาม (Table 2) โดยในการทดลองนี้

เลือกใชวิธีจุมยกโดยไมลางเอนไซมออกแทนการแช

เปนเวลา 15 นาที ดังนั้นเอนไซมจะยังเคลือบอยูที่ผิว

กลุมเรณูขณะเพาะใหงอก หลังจากนั้นนํากลุมเรณู

มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร พบวา การนํากลุมเรณู

มาคลุกใน stigma fluid แลวแยกโดยใชเอนไซม 

hemicellulase ความเขมขน 0.5%  และ การแยก

กลุมเรณูโดยใชเอนไซม hemicellulase ความเขมขน 

0.5% แลวนํามาคลุกใน stigma fluid  นั้น ทั้งสองวิธี

การทําใหเรณูแยกออกมาไดดีมี  และมีการงอกของ

หลอดเรณูสูงคือ 76.17 และ 73.99 เปอรเซ็นต ตาม

ลําดับ สวนวิธีการอื่น ๆ ไมพบการงอกของหลอดเรณู 

(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

ชีวิตและการงอกของละอองเรณูกลวยไมซึ่งเปนเรณู

แบบ compound ที่ละอองเรณูอัดตัวกันแนนซึ่งเรียก

วา pollinia นั้น ควรเลือกกอนเรณูจากดอกท่ีบานแลว

เปนเวลา 3 – 5 วัน แลวแยกละอองเรณูโดยนํากลุม

เรณูมาคลุกใน stigma fluid แลวนําไปจุมในเอนไซม 

hemicellulase ความเขมขน 0.5% หรือทําสลับขั้น

ตอนกัน จากนั้นนํามาเพาะใหงอกบนอาหารวุนความ

เขมขน 0.7% ที่ไมเติมนํ้าตาล เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

ในที่มืด แลวตรวจสอบความมีชีวิตโดยการยอมสี 

acetocarmine หรือตรวจสอบการการงอกของละออง

เรณูภายใตกลองจุลทรรศน

คําขอบคุณ

 งานวิจัยนี้ ได รับการสนับสนุนจากศูนย 

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

และศูนย ความเป นเลิศด านเทคโนโลยีชีวภาพ

เกษตร สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและการวิจัยดาน

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงานคณะกรรมการ

การอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ และไดรับงบ

ประมาณบางสวนจากโครงการสนบัสนุนปญหาพิเศษ

ระดับปริญญาตรี สาขาเทคโนโลยีชีวภาพทางการ
เกษตร คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัย

เกษตรศาสตร
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