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Abstract: Root-tip preparation techniques for somatic chromosome investigation of Eulophia graminea Lindl. 
were studied. The studies comprised of 1) root-tip sampling at 8.00, 9.00, 10.00, 11.00 and 12.00 am, 2) pre-
treatment durations in para-dichlorobenzene (PDB) of 0, 30 minutes, 1, 2 and 3 hours and 3) staining durations 
in carbol fuchsin of 1, 6, 12, 24, 36 and 48 hours. The results showed suitable technique of root-tip preparation 
for chromosome investigation being root tip sampling at 11.00 am followed by fixation without PDB treatment 
then stained with carbol fuchsin  for 1 hour. Chromosome counts from squashed cells revealed the root tip 
chomosome number of E. graminea Lindl. as 2n = 56. 
 

 
 
 
 
 
 

บทคัดยอ: การศึกษาเทคนิคในการเตรียมเนื้อเยื่อปลายรากของกลวยไมดินชางผสมโขลง เพื่อศึกษาโครโมโซม
ประกอบดวย 1) การหาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเก็บตัวอยางปลายรากโดยทดลองเก็บตัวอยางปลายรากเวลา 8.00, 
9.00, 10.00, 11.00 และ 12.00 น. 2) การหาความยาวนานที่เหมาะสมในการหยุดวงชีพเซลล โดยแชปลายรากใน
สารละลาย para-dichlorobenzene (PDB) นาน  0, 30  นาที 1, 2  และ 3  ชั่วโมง  และ 3) การหาระยะความยาวนานที่
เหมาะสมของการยอมสีปลายรากดวยสารละลาย carbol fuchsin  นาน 1, 6, 12, 24, 36  และ 48 ช

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ั่วโมง   จากผลการ
ทดลองสามารถสรุปวิธีปฏิบัติที่เหมาะสมในการเตรียมเนื้อเยื่อปลายรากของชางผสมโขลงเพื่อศึกษาโครโมโซม คือ เก็บ
ตัวอยางปลายรากเวลา 11.00 น. แลวนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล โดยไมตองผานการหยุดวงชีพเซลลใน PDB 
จากนั้นยอมปลายรากดวยสี carbol fuchsin นาน 1 ชั่วโมง แลวจึงขยี้เนื้อเยื่อจากการตรวจนับโครโมโซม พบวา เซลล
ปลายรากของชางผสมโขลงมีโครโมโซม 2n = 56 
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คํานํา 
 

ชางผสมโขลง (Eulophia graminea Lindl.) เปน
กลวยไมดินที่พบในบริเวณปาโปรงหรือปาผลัดใบทั่ว
ประเทศ (อบฉันท, 2547)  แตในปจจุบันไมคอยจะพบ
กลวยไมชนิดนี้มากนักในสภาพธรรมชาติ เนื่องจากมีการ
นําออกไปจากแหลงเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ โดยไม
มีการทดแทน ทําใหปริมาณของชางผสมโขลงในปาลด
นอยลงเรื่อย ๆ  นอกจากการรุกรานโดยมนุษยแลวการ
ลดลงของชางผสมโขลงยังมีผลมาจากสภาพทาง
นิเวศวิทยาของแหลงกระจายพันธุอีกดวย  ดังมีรายงานวา
กลวยไมดินชนิดนี้ไมสามารถเจริญเติบโตจนครบวงจรป
ในสภาพที่แหงแลงไดและตนพืชที่เกิดจากเมล็ดที่กระจาย
ไปตกในพื้นที่ปาที่มีความแหงแลงยาวนานจะตายไป
กอนที่จะสรางลําลูกกลวย (ฉันทนา และคณะ, 2547)  
สภาวะดังกลาวจึงทําใหกลวยไมดินชนิดนี้มีความเสี่ยงตอ
การสูญพันธุในอนาคต 

ศู นย ศึ กษาการพัฒนาห วยฮ อ ง ไค ร อั น
เนื่องมาจากพระราชดําริ อําเภอดอยสะเก็ด จังหวัด
เชียงใหม ไดรวบรวมชางผสมโขลงที่สํารวจพบในพื้นที่ปา
ภายในศูนย ฯ  และพื้นที่อื่น ๆ ในเขตปาสงวนแหงชาติปา
ขุนแมกวงไวเพื่อการอนุรักษพันธุกรรมของกลวยไมชนิดนี้
และเพื่ อการศึกษาการใชประโยชน ในดานตาง  ๆ  
การศึกษาโครโมโซมของชางผสมโขลงครั้งนี้เปนสวนหนึ่ง
ของงานอนุรักษและศึกษาพันธุโดยเปนการศึกษาเทคนิค
ในการเตรียมเนื้อเยื่อปลายรากเพื่อศึกษาโครโมโซม  
วิธีการพื้นฐานที่จะไดจากการศึกษาในครั้งนี้จะเปน
ประโยชนในการนําไปใชศึกษาโครโมโซมของกลวยไมชนิด
นี้ในสายพันธุตาง ๆ เพื่อเปนขอมูลเสริมขอมูลจําเพาะ
ทางดานพฤษศาสตรที่ใชในการวิเคราะหความสัมพันธใน
กลุมและระหวางกลุมของชางผสมโขลงที่เก็บรวบรวมมา
จากพื้นที่ที่มีสภาพทางนิเวศวิทยาแตกตางกัน 

 
วิธกีารทดลอง 

 
ศึกษาโครโมโซมของพืชทดลองคือชางผสมโขลง

สายพันธุ ที่ พบเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ ใน 

ปาเต็งรังของศูนยฯ โดยศึกษาจากเซลลของเนื้อเยื่อปลาย
รากดวยวิธี Feulgen’s squash ซึ่งดัดแปลงโดย 
ดวงทิพย (2539)   เริ่มจากการเก็บตัวอยางปลายรากออน
ในเวลา  8.00, 9.00, 10.00, 11.00  และ 12.00 น.  ตัด
สวนปลายมา 3-5 มิลลิเมตร แลวหยุดวงชีพของเซลล
เนื้ อ เยื่ อปลายราก เหล านั้ น ในสารละลาย  para-
dichlorobenzene  (PDB) ที่อิ่มตัวในน้ําเปนเวลา 30 นาที, 
1, 2 และ 3  ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ไม
หยุดวงชีพของเซลล  จากนั้นตรึงเซลลในน้ํายาคารนอย 
นาน 5 นาที  ลางปลายรากใหสะอาดกอนนําไปยอยแยก
เซลลใน 1 N HCl ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที ลางดวยน้ําแลวยอมสีเนื้อเยื่อในสารละลาย carbol 
fuchsin นาน 1, 6, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง   นําปลาย
รากที่ผานการยอมสีแลววางบนแผนกระจก  ใชเข็มเขี่ยตัด
เอามาเฉพาะปลายรากใหมีความยาว 1-2 มิลลิเมตร  หยด
สีลงไปอีก 1 หยด   ขยี้ปลายรากแลวใชเข็มเขี่ยเคาะ
เนื้อเยื่อใหเซลลกระจาย   ปดดวยแผนปดกระจก  วาง
กระดาษซับบนแผนปดกระจก  กดดวยหัวแมมือเพื่อให
เซลลกระจายแลวซับสีที่มากเกินไปออก นําแผนกระจกไป
ศึกษาเซลลปลายรากใตกลองจุลทรรศน    เลือกเซลลที่
นิวเคลียสมีการแบงตัวอยูในระยะเมตาเฟส   นับจํานวน
โครโมโซม แลวบันทึกภาพใตกลองจุลทรรศน 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
การศึกษาเทคนิคในการเตรียมเนื้อเยื่อปลาย

รากของชางผสมโขลงเพื่อศึกษาโครโมโซมครั้งนี้เปนการ
นําวิธีการศึกษาโครโมโซมจากเนื้อเยื่อพืชโดยวิธีขยี้ มา
ดัดแปลงโดยการแบงระยะเวลาที่ใชในแตละขั้นตอนของ
การเตรียมเนื้อเยื่อออกเปนชวงที่แตกตางกัน เพื่อได
กรรมวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการปฏิบัติ  ผลการทดลองมี
ดังนี้ 
 
การเก็บตัวอยางปลายราก 

การเก็บตัวอยางปลายรากในชวงเวลา 8.00, 
9.00, 10.00, 11.00 และ 12.00 น.  แลวนําแตละกรรมวิธี
ไปผานขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อเพื่อศึกษาโครโมโซมนั้น  
พบวากรรมวิธีที่เก็บปลายรากที่เวลา 8.00, 9.00 และ 
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 การศึกษาโครโมโซมของกลวยไมดนิชางผสมโขลง 

10.00 น. นั้นไดเซลลปลายรากที่อยูในระยะเริ่มตนของ   
เมตาเฟส  เห็นไดวาโครโมโซมมีการหดตัวเล็กนอย สวน
กรรมวิธีที่เก็บปลายรากเวลา 11.00 น. ไดเซลลที่มี
โครโมโซมหดตัวเปนแทงเห็นไดชัดเจน และกรรมวิธีที่เก็บ
ปลายรากที่เวลา 12.00 น. พบวาเซลลอยูในระยะ
อินเตอรเฟส   ด
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ังเห็นไดจากภาพที่ 1 
 
การหยุดวงชีพเซลล 
 การทดลองนี้เปนการทดลองที่สืบเนื่องมาจาก
ขอ 1 โดยการเก็บตัวอยางปลายรากตามกรรมวิธีที่ไดผลดี
ที่สุดในขอ 1 คือเวลา 11.00 น. แลวนําไปทดลองหยุดวง
ชีพเซลลในสารละลาย  PDB  ที่อุณหภูมิประมาณ 15 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที, 1, 2 และ 3 ชั่วโมง  
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ไมแชตัวอยางปลายราก
ใน  PDB จากนั้นนําเนื้อเยื่อปลายรากดังกลาวไปผาน
ขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อแลวตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศน ผลการทดลองปรากฏวาทุกกรรมวิธีรวมทั้ง
กรรมวิธีควบคุมใหเซลลที่มีโครโมโซมที่หดสั้น  เห็นรูปราง
ชัดเจน  และสามารถนับจํานวนไดแนนอน  ดังแสดงใน
ภาพที่ 2 
 
การยอมสีโครโมโซม 

การทดลองเพื่ อหาระยะความยาวนานที่
เหมาะสมของการแชปลายรากในสีที่ใชยอมโครโมโซมเปน
การทดลองตอเนื่องจากขอ 1 และ 2 โดยใชวิธีการเก็บ
ตัวอยางปลายรากและการหยุดวงชีพเซลลที่เหมาะสม
ที่สุดจากขอ 1 และ 2 มาเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ  กลาวคือ
เก็บตัวอยางปลายรากเวลา 11.00 น. นําเนื้อเยื่อไปยอม
ดวยสี carbol fuchsin นาน 1, 6, 12, 24, 36 และ 48 
ชั่วโมง  โดยไมผานกรรมวิธีการหยุดวงชีพเซลลไดผลคือ  
ทุกกรรมวิธีใหเซลลปลายรากที่มีโครโมโซมติดสีเขม
สมํ่าเสมอและเห็นชัดเจน (ภาพที่ 3) 

จากผลที่ไดจากการทดลองที่รายงานไวขางตน 
สามารถกลาวไดวาเทคนิคที่ เหมาะสมในการเตรียม
เนื้อเยื่อปลายราก เพื่อศึกษาโครโมโซมของชางผสมโขลง คือ 
การเก็บตัวอยางปลายราก และเก็บในชวงเวลา 11.00 น. 
จากนั้นแชปลายรากในน้ํายารักษาสภาพเซลลนาน 5 นาที  

ยอมดวยสี carbol fuchsin นาน 1 ชั่วโมง วิธีการนี้
นอกจากจะเปนวิธีการที่ไดผลดีแลวยังชวยลดขั้นตอนของ
การเตรียมเนื้อเยื่อได โดยที่ไมตองหยุดวงชีพเซลลก็
สามารถเห็นโครโมโซมชัดเจน และนับวันไดแมนยํา อนึ่ง
ในการยอมสีเนื้อเยื่อนั้น แมจะสรุปไดวากรรมวิธีการยอม
สีนาน 1 ชั่วโมง ซึ่งเปนชวงเวลาที่ส้ันที่สุดในการทดลอง
ครั้งนี้เปนชวงเวลาที่ดีที่สุด แตก็ยังอาจจะลดระยะเวลา
การยอมสีใหส้ันลงอีกได จึงควรมีการทดลองตอไปในแงนี้ 
 
จํานวนโครโมโซม 

 การศึกษาโครโมโซมจากเซลลปลายราก พบวา 
ชางผสมโขลงมีจํานวนโครโมโซม 2n = 56 (ภาพที่ 4) ผล
การทดลองนี้สอดคลองกับที่ Goldblatt (1981, 1984) 
และ Felix and Guerra (2000) ไดเสนอผลของการศึกษา
โคมโมโซมของชางผสมโขลง ที่ศึกษาโดย Mehra and 
Sehgel (1975) Biswas (1978, 1980) วากลวยไมชนิดนี้
มีจํานวนโครโมโซม  2n = 54 และ 56 

 
สรุป 

  
การทดลองเพื่อหาเทคนิคที่เหมาะสมในการ

เตรียมเนื้อเยื่อปลายรากของชางผสมโขลง เพื่อศึกษา
โครโมโซม  พบวาวิธีที่เหมาะสมที่สุด คือ  การเก็บตัวอยาง
ปลายรากในเวลา 11.00 น.  แชปลายรากในน้ํายารักษา
สภาพเซลลนาน 5 นาที และจากการตรวจนับจํานวน
โครโมโซม พบวา ชางผสมโขลงมีจํานวนโครโมโซม  2n = 54  
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Figure 1 Somatic chromosomes of root-tip cells collected  at different durations of time.  
 A =   8.00 am (1,180 ×), B =  9.00 am (1,025 ×), C = 10.00 am (1,050 ×),  

D = 11.00 am (1,575 ×), E = 12.00 am (675 ×) 
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Figure 2 Somatic chromosomes of root-rip cells pre-treated at different durations of time. 
A = control (750 ×), B = 30 minute (1,240 ×), C = 1 hour (725 ×), 
D = 2 hours (1,180 ×), E = 3 hours (985 ×) 



 การศึกษาโครโมโซมของกลวยไมดนิชางผสมโขลง 
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Figure 3 Somatic chromosomes of root-tip cells stained at different durations of time. 
A  =  1 hour (1,180 ×), B =  6 hours (860 ×), C = 12 hours (1,125 ×), 
D  =  24 hours (985 ×), E  = 36 hours (675 ×), F  = 48 hours (890 ×) 
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Figure 4  Somatic chromosomes of root-tip cells (1,075 ×). 
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