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บทคัดยอ 

          การชักนําใหเกิดตนพอลิพลอยดเปนวิธีการหนึ่งที่นิยมใชในการปรับปรุงพันธุ

กลวยไม เพ่ือใหไดดอกที่ มีขนาดใหญ กลีบกวางหนา สีเขม รูปทรงดอกดีและแข็งแรง 

การศึกษาในครั้งน้ีนํากลวยไมมาวิ่ง (Doritis pulcherrima  Lindl.) ซ่ึงเปนกลวยไมพันธุพ้ืนเมือง

ที่มีดอกขนาดเล็กแตมีหลายดอกในชอเดียว มาชักนําใหเกิดตนพอลิพลอยดซ่ึงอาจทําใหไดตน

กลวยไมมาวิ่งที่มีตนขนาดเล็กลงแตดอกมีขนาดใหญขึ้นเหมาะสําหรับปลูกเปนกลวยไมกระถาง 

โดยนําเมล็ดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW ดัดแปลง นาน 25 วัน เอ็มบริโอจะเจริญเปน

โพรโทคอรมที่มีรูปรางคอนขางกลม จากนั้นนําโพรโทคอรมที่ไดมาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี   

โคลชิซินเขมขน 0, 0.01, 0.05 และ 0.10 % (w/v) ในที่มืด เปนระยะเวลา 5 วันและ 10 วัน 

แลวยายมาเลี้ยงในอาหารวุนสูตร VW ดัดแปลง สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโพรโทคอรมทุก    

2 สัปดาห เปนเวลา 14 สัปดาห พบวาการเพิ่มความเขมขนและระยะเวลาที่ไดรับโคลชิซินทําให

เปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น และการเจริญเติบโตของโพรโทคอรมมี

แนวโนมชาลง หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 14 สัปดาห โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.10 % 

(w/v) เปนเวลา 10 วัน มีเปอรเซ็นตการตายสูงถึง 94.76 ± 0.82 % และมีเพียง 0.88 ± 0.35 % 

เทานั้นที่เจริญเติบโตจนถึงระยะที่มีรากเกิดขึ้น การตรวจสอบความเปนพอลิพลอยดดวยการนับ

จํานวนโครโมโซม การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล และการวัดขนาดนิวเคลียสของเซลล

ในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบ พบวาโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) เปนเวลา 

5 วันและ 10 วัน สามารถชักนําใหเกิดตนกลวยไมมาวิ่งเตตระพลอยดไดสูงสุดคือ 30 % และ 

โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.05 % (w/v) เปนเวลานาน 10 วัน สามารถชักนําใหเกิด          

ตนกลวยไมมาวิ่งออกตะพลอยดไดสูงสุดคือ 15 % ตนกลวยไมมาวิ่งดิพลอยดและตนเตตระ-

พลอยด มีลั กษณะภายนอกไมแตกต างกันคือ  มี ใบคอนข าง เรียวยาว  แผนใบบาง                
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สวนตนออกตะพลอยดมีลักษณะใบคอนขางสั้น แผนใบหนา อวบน้ํา ใบซอนกันแนน          

การเจริญเติบโตชากวาตนดิพลอยดและตนเตตระพลอยด จากการศึกษาความยาวของเซลลคุม 

พบวามีความยาวแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยตนดิพลอยด  ตนเตตระพลอยด และตน  

ออกตะพลอยด มีเซลลคุมยาว  33.59 ± 2.55,  41.96 ± 3.68 และ 47.95 ± 5.88 ไมโครเมตร

ตามลําดับ และการศึกษาความหนาแนนของปากใบ พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

เชนกัน โดยตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยด และตนออกตะพลอยด มีความหนาแนนของปากใบ 

37.52 ± 10.17, 28.38 ± 6.91 และ 15.13 ± 2.58 ปากใบตอตารางมิลลิเมตรตามลําดับ 
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Abstract 

Induction of polyploidy is a potential method for breeding orchid mutants 

with the aim of producing larger flowers with intense colors. In this study, Doritis 

pulcherrima Lindl., a small-flower wild orchid was treated in vitro by colchicine to induce 

polyploidy and hopefully obtain plants with larger flowers suitable for ornamental potted 

plants. Seeds of Doritis pulcherrima Lindl. were germinated in modified liquid VW 

medium on a shaker for 25 days. Subsequently, globular protocorms were treated with 

0, 0.01, 0.05 and 0.10 % (w/v) colchicine in the liquid medium in dark incubation for 5 

and 10 days. The protocorms were then transferred to modified VW agar medium 

without colchicine to recover. Development of the protocorms was observed at 2 week 

intervals for 14 weeks. The results indicated that increasing colchicine concentration 

and duration of treatment tended to increase the percentage of dead protocorms and 

decreased surviving protocorm developmental processes . After culture on modified VW 

agar medium for 14 weeks, the highest percentage of protocorm death of  94.76 ± 0.82 

% was found in the treatment using 0.10 % (w/v) colchicine for 10 days and only 0.88 ± 

0.35 % of the protocorms developed to the final stage of root protrusion. Chromosome 

number, DNA content and nuclear diameter of abaxial epidermal cells of new leaves 

were investigated to identify treated plants with different ploidy levels. Treatment with 

0.10 % (w/v) colchicine for both 5 and 10 days provided the highest percentage of 

tetraploid plants of 30 %. Treatment with 0.05 % (w/v) colchicine for 10 days provided 

the highest percentage of octaploid plants of 15 %. The appearance of both diploid and 
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tetraploid plants was normal with thin oblong leaves. However, growth of the octaploid 

plants produced rosette forms and the rate of growth was slower than either diploid or 

tetraploid plants. All plants of the 3 ploidy levels were significantly different in guard cell 

length and stomatal density. Guard cell lengths of the diploid, tetraploid and octaploid 

plants were  33.59 ± 2.55,  41.96 ± 3.68 and 47.95 ± 5.88 μm ,respectively. The 

densities of the stomata of the diploid, tetraploid and octaploid plants were 37.52 ± 

10.17, 28.38 ± 6.91 and 15.13 ± 2.58  stomata / mm2, respectively.  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1  บทนําตนเรือ่ง 
 

กลวยไมเปนพืชใบเลี้ยงเด่ียว วงศ Orchidaceae ไมมีเน้ือไมอายุหลายป 
(perennial herb) ปจจุบันพบวามีอยูตามธรรมชาติประมาณ 19,000 ชนิด (อบฉันท, 2543) มี
การดํารงชีวิตแตกตางกัน 2 รูปแบบ คือ พวกที่เจริญอยูบนพ้ืนดิน เรียกวา กลวยไมดิน 
(terrestrial orchids) และพวกที่เจริญโดยเกาะติดกับตนไมอ่ืน เรียกวา กลวยไมอิงอาศัย 
(epiphytic orchids) ตนกลวยไมมีหลากหลายขนาดตั้งแตพวกที่มีลําตนขนาดตั้งแตเล็กที่สุดโต 
กวาหัวไมขีดไฟเล็กนอยเทานั้น เชน พวกสิงโต จนถึงพวกที่มีตนขนาดใหญเกือบเทาตนออย 
เชน วานเพชรหึง กลวยไมสามารถกระจายพันธุไดเกือบทุกสภาพอากาศ โดยเฉพาะประเทศ
ไทยจัดไดวามีสภาพอากาศเหมาะสมเอื้อตอการเจริญเติบโตของกลวยไม จึงสํารวจพบกลวยไม
มากถึงประมาณ 1,150 ชนิด แตละชนิดมีลักษณะเดนสวยงาม แตกตางจากกลวยไมที่เจริญใน
แถบลาตินอเมริกา (มาลินี, 2534 ; ชนินทร  และ วิภาส, 2550) 

 เน่ืองจากดอกกลวยไมมีลักษณะรูปทรงที่หลากหลายและมีสีสันสวยงาม ใหดอก
ที่บานคงทนอยูไดเปนเวลานาน อีกทั้งปลูกเลี้ยงงาย จึงมีการนําเอากลวยไมมาปลูกเพื่อประดับ
ตกแตงบานเรือนและเพื่อการคา โดยขายในรูปตนหรือตัดดอก ในป พ.ศ. 2548 ประเทศไทย
สงออกดอกกลวยไมไดมากถึงประมาณ 2,540 ลานบาท และเม่ือยอนไปนับตั้งแตป พ.ศ. 2541 
เรื่อยมาจนถึงป พ.ศ. 2547 ปริมาณและมูลคาการสงออกดอกกลวยไมไปสูตลาดโลกไดขยายตัว
มากขึ้นเรื่อยๆ อยางเห็นไดชัดเจน (ดรุณวรรณ, 2549) เปนการยืนยันถึงความกาวหนาของ
อุตสาหกรรมกลวยไมไทย กลวยไมที่ไดรับความนิยมมีทั้งกลวยไมที่ปลูกและพัฒนาพันธุโดยนัก
ปรับปรุงพันธุและกลวยไมปาในธรรมชาติ ทําใหกลวยไมปาบางสวนถูกนําออกมาจากปาเพื่อ
ประโยชนทางการคาหรือปลูกไวดูเลน จํานวนประชากรกลวยไมปาจึงลดลงอยางรวดเร็ว จน
กลวยไมบางชนิดเกือบสูญพันธุ (ครรชิต, 2541) แนวทางหนึ่งที่อาจชวยลดปญหานี้ น่ันคือการ
ปรับปรุงพันธุกลวยไมปาใหมีลักษณะดีกวาเดิมและเพ่ิมจํานวนใหไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงจะสงผลให
กลวยไมปาที่ไดรับการปรับปรุงพันธุไดรับความสนใจมากกวากลวยไมปาเดิม ความตองการ
กลวยไมปาจึงอาจลดลง 

การปรับปรุงพันธุพืชสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก การผลิตลูกผสมจากตนพอ
แมพันธุดี (ครรชิต, 2541) การชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยการฉายรังสี  (Irfaq and Nawab, 
2001) และชักนําใหเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมที่เรียกวาการชักนําพืชใหเกิดพอลิพลอยด           
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(polyploid) (กนิษฐา, 2542 ; สุมนา, 2549) วิธีการเหลานี้สามารถนํามาประยุกตกับการปรับปรุง
พันธุกลวยไมไดเชนกัน 
  กลวยไมที่เปนตนพอลิพลอยดมักใหดอกที่มีขนาดใหญ กลีบกวาง หนา สีเขม 
รูปทรงดอกดีและแข็งแรงกวาดอกกลวยไมที่เปนตนดิพลอยด (diploid) (Norberto, 2005) ซ่ึง
เปนลักษณะของตนพันธุดีตรงกับความตองการของตลาด (กาญจนา, 2548) การศึกษาในครั้งนี้
ใชกลวยไมมาวิ่ง (Doritis pulcherrima  Lindl.) ซ่ึงเปนกลวยไมพันธุพ้ืนเมืองที่มีดอกขนาดเล็ก
แตมีหลายดอกในหนึ่งชอดอก  นักปรับปรุงพันธุนิยมนํามาผสมขามกับกลวยไมในสกุล 
Phalaenopsis  ไดลูกผสมที่มีชื่อสกุลใหมวา Doritaenopsis ซ่ึงมีลักษณะเหมาะทั้งปลูกเปนไม
ตัดดอกและไมกระถาง (Park et al., 2003) การชักนํากลวยไมมาวิ่งใหเกิดตนพอลิพลอยดอาจ
ทําใหไดตนกลวยไมมาวิ่งที่มีตนขนาดเล็กลง แตดอกมีขนาดใหญขึ้น เหมาะสําหรับปลูกเปน
กลวยไมกระถางและอาจเปนที่ตองการของตลาด สรางมูลคาทางเศรษฐกิจได 
 
1.2  การตรวจสอบเอกสาร 
 
1.2.1  ขอมูลทางพฤกษศาสตรและจํานวนโครโมโซมของกลวยไมมาวิ่ง 
 

กลวยไมมาวิ่งกระจายพันธุอยูในอินเดีย พมา อินโดจีน มาเลเซีย และพบทุก
ภาคของประเทศไทย (อบฉันท,2543) มีชื่อวิทยาศาสตรหลายชื่อ แตชื่อที่ใชกันมากคือ Doritis 
pulcherrima Lindl.  และ Phalaenopsis pulcherrima (Lindl.) J.J.Sm. (สุรางครัชต, 2551) จาก
รายงานชื่อพันธุไมใน A Checklist of the Vascular Plants of Lao PDR ซ่ึง Newman  และ
คณะ (2007) เปนผูศึกษา ไดรายงานกลวยไมมาวิ่งในชื่อ Doritis pulcherrima Lindl. ดังน้ัน ใน
การศึกษาครั้งน้ีจึงใชชื่อวิทยาศาสตรของกลวยไมมาวิ่งตามรายงานเลมน้ี 

สุรางครัชต (2551) ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของกลวยไมมาวิ่ง และกลาวถึง
ลักษณะของกลวยไมมาวิ่ง ดังน้ี ตน (ภาพที่ 1ก) สูง 2 – 30 เซนติเมตร มีระบบรากที่โผลขึ้นมา
เหนือพ้ืนดิน คลายรากอากาศของกลวยไมอิงอาศัย แตละรากมีลักษณะคอนขางกลมเรียวยาว
และไมแตกแขนง  ปลายรากมีสีเขียวใสจนถึงแดงคล้ํา ใบ แผนใบหนาและคอนขางแข็ง เรียง
สลับซายขวา ซอนกันแนน ปลายใบสอบกวาง หรือปลายใบมน กวาง 1.5 – 4 เซนติเมตร ยาว    
5 – 12 เซนติเมตร จํานวน 2 – 10 ใบ ทองใบสีเขียวและหลังใบมีประสีมวงแดง บางตนมีสีเขียว
ทั้งใบ  ระยะระหวางใบ 0.5 – 1.5 เซนติเมตร ดอก (ภาพที่ 1ข) มีสีหลากหลายตั้งแตสีเกือบขาว 
ขาวอมชมพู  ชมพูออน ไปจนถึงสีแดงมวงออกเปนชอตรงยาว 15 - 60 เซนติเมตร เกิดที่โคน
ตนหรือซอกใบใกลโคนตน ดอกยอยจํานวน 2 -20 ดอก เม่ือบานเต็มที่กวาง 1.5 – 2 เซนติเมตร 
ดอกทะยอยบานจากโคนชอสูปลายชอ ลักษณะของดอกเปนดังนี้ กลีบเลี้ยง แบงเปน กลีบเลี้ยง
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กลีบกลางและกลีบเลี้ยงคูขาง โดยกลีบเลี้ยงกลีบกลางเปนรูปรีแกมขอบขนาน กวาง 0.45 - 0.65 
เซนติเมตร ยาว 0.9 - 1.8 เซนติเมตร กลีบเลี้ยงคูขางเปนรูปขอบขนาน ปลายกลีบสอบขนาด
0.9 - 1.3 x 0.7 - 0.85 เซนติเมตร กลีบดอก แบงเปนกลีบดอกบนและกลีบปาก โดยกลีบดอก
บน มี 2 กลีบ ลักษณะเชนเดียวกับกลีบเลี้ยงกลีบกลาง กลีบปากหนากวากลีบดอกบนขนาด 0.9 
- 1.1 x  0.9 - 1.1 เซนติเมตร ชวงกลางกลีบโคง  ปลายกลีบพับลง ขอบดานขางกลีบปากตั้งขึ้น 
ใกลโคนกลีบปากมีติ่งยาวยื่นออกมาจากขอบคลายเงี่ยงตั้งขึ้นขางละ 1 อัน กลางกลีบปากมีสัน
นูนตามยาว 2 แนว เสาเกสร สูง 0.5 เซนติเมตร ฝาครอบกลุมละอองเรณูลักษณะคลายหัวนกมี
ปากยาว โคนเสาเกสรยืดยาวและเชื่อมติดกับโคนกลีบเลี้ยงคูขาง กลุมละอองเรณูสีเหลือง 
รูปรางคอนขางกลม มี 2 คู จํานวน 4 กอน ขนาดไมเทากัน เม่ือดอกบานเต็มที่ กลีบเลี้ยงและ
กลีบดอกคูบนจะบานแผและลูไปดานหลังทําใหเห็นเสาเกสรเดนชัด ลักษณะสัณฐานวิทยาของ
ดอกกลวยไมมาวิ่งแสดงดังภาพที่ 2  

กลวยไมมาวิ่งดิพลอยดมีจํานวนโครโมโซม 2n = 2x = 38 (สุมนทิพยและปยะ-
ดา, 2550 ; Kamemoto et al., 1964 ; Soonthornchainaksaeng, 2005)  ขณะที่ตางสายพันธุ 
คือ กลวยไมแดงอุบล ( Doritis pulcherrima var. buyssoniana ) ซ่ึงมีดอกขนาดใหญและสีเขม
กวา มีจํานวนโครโมโซม 2n = 76 (กาญจนาและคณะ, 2551) เชื่อกันวากลวยไมชนิดนี้เปนตน
เตตระพลอยดของกลวยไมมาวิ่งที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ มีการกระจายพันธุอยูในบริเวณ
จังหวัดอุบลราชธานี อุดรธานี และหนองคาย (พิมลพรรณและสุจิตร, 2542)  

 
 

 
 

           
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 กลวยไมมาวิ่ง    ก : ตน   ข : ดอก 
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ภาพที่ 2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของดอกกลวยไมมาวิ่ง (สุรางครัชต, 2551) 
      ก : กลีบดอกและกลีบเลีย้ง  ข : กลีบปาก ค : เสาเกสร 

1.2.2  การเพาะเมล็ดกลวยไมในสภาพปลอดเชื้อ 

การเพิ่มจํานวนประชากรของกลวยไมทั่วไปในธรรมชาติมักมีขอจํากัดคือ ติดฝก
นอย เมล็ดมีขนาดเล็กมากอาจเรียกวา “dust seed” ภายในเมล็ดมีอาหารสะสมนอยมากไม
เพียงพอสําหรับการเจริญเติบโตของเอ็มบริโอ เมล็ดจะงอกไดตองอาศัยเชื้อราไมคอรไรซา 
(Mycorrhiza) โดยเชื้อราสงอาหารใหแกเอ็มบริโอภายในเมล็ด ทําใหเอ็มบริโอเจริญเติบโตเปน
โพรโทคอรม (protocorm) และเปนตนกลวยไมที่สังเคราะหดวยแสงไดเองในระยะตอมา 
(McKendrick, 2000) กลวยไมมีจํานวนเมล็ดตอฝกมาก แตดวยขอจํากัดดังกลาวเปอรเซ็นตการ
งอกตามธรรมชาติจึงต่ํามาก ดังน้ันนักวิจัยจึงไดทดลองนําเมล็ดกลวยไมมาเพาะเลี้ยงในสภาพ
ปลอดเชื้อเพ่ือเพ่ิมเปอรเซ็นตการงอกใหมากขึ้น ในระยะแรกมีการทดลองเตรียมอาหารโดยใช

ก 

ข 

ค 

MS  =  กลีบเลี้ยงกลบีกลาง  
LS  =  กลีบเลี้ยงกลบีขาง 
PT  = กลีบดอก 
CL  =   เสาเกสร 
LBL =  กลีบปาก 
APD  =  แผนเง่ียง 
SL  =  หูกลีบปาก 
ML  =  สันกลาง 
OPC  =  ฝาครอบกลุมเรณู 
R  =  จะงอยเล็ก 
STM  =  แองเกสรเพศเมีย 
CLF =  คางเสาเกสร 
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เชื้อราไมคอรไรซาเลี้ยงรวมอยูในอาหารดวย ทําใหสามารถเพาะเมล็ดกลวยไมใหเจริญเติบโตขึ้น
ได ตอมามีการพัฒนาสูตรอาหารที่ไมตองใชเชื้อราไดสําเร็จ สูตรอาหารที่เหมาะสําหรับใชเพาะ
เมล็ดกลวยไม คือ Vacin and Went (VW) และ Knudson (ไพบูลย, 2521) 

ขั้นตอนแรกของการเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อคือ การทําใหเมล็ดปราศจาก
เชื้อ โดยนําฝกแกที่ยังไมแตกมาฉีดพนดวยเอธานอล 96 % ผานเปลวไฟอยางรวดเร็ว หากเปน
ฝกแกแหงและแตกแลวฆาเชื้อดวยคลอรอกซ 10% เปนเวลา 15 - 20 นาที ไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด (H2O2) นาน 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง ตามลําดับ (Buyun et al., 2004) 
หรืออาจใชไซยานอลเมทิลเมอรคิวรีกวานิดีน (cyanol methylmercuri guanidine) ความเขมขน
ชวง 0.5-1.5 ppm. (Farrar, 1963)  จากนั้นนําเมล็ดมาเลี้ยงในอาหารเหลวหรืออาหารวุนสูตรที่
เหมาะสม วางไวในหองเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิประมาณ  25 องศาเซลเซียส ใหแสงนาน         
16 ชั่วโมงตอวัน         

สําหรับการเพาะเมล็ดกลวยไมมาวิ่งในสภาพปลอดเชื้อทําไดโดยลางฝกดวย   
นํ้ายาลางจาน แลวแชในเอธานอล 70 % เปนเวลา 30 วินาที และลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ ครั้ง 
จากนั้นแชฝกในเมอรคิวริกคลอไรด (HgCl2) 1 % เปนเวลา 15 นาที และลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ 
ครั้ง จากนั้นเปดฝกออก นําเมล็ดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงโดยการเติม       
เบนซิลอะมิโนเพียวรีน (6-benzyl-amino purine: BA) 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแนฟทาลีน-   
อะซีติก (2-naphthalene acetic acid: NAA) 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ผงถาน (activated charcoal : 
AC) 1 กรัมตอลิตรและน้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร (Luan et al., 2006) อยางไรก็ตามการเติม
สารควบคุมการเจริญเติบโตอาจมีผลทําใหจํานวนโครโมโซมของพืชเปลี่ยนแปลงได ดังเชน
การศึกษาในตน Asclepias curassavica L. (Pramanik and Datta, 1986) และ Dendrobium 
crumenatum Sw. (Meesawat et al., 2008) ดังน้ันในการศึกษาผลของโคลชิซินตอการชักนํา
พืชใหเกิดพอลิพลอยด จึงไมควรเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหารเพาะเลี้ยง 

                                                                  
1.2.3  การชักนําพืชใหเกิดพอลิพลอยด 
           

การชักนําพืชใหเกิดพอลิพลอยดเปนเทคนิคหนึ่งที่ใชในการปรับปรุงพันธุพืชที่
ทําใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมมากขึ้น มักมีผลตอพืชทําใหปริมาณสารในเซลล
เพ่ิมขึ้น ขนาดเซลลขยายเพิ่มขึ้น สงผลใหดอกใหญขึ้น ลักษณะเหลานี้แตกตางจากลักษณะที่ได
จากการขยายพันธุโดยการผสมเกสร (Griesbach, 1985) พืชพอลิพลอยดเกิดขึ้นตามธรรมชาติ
ไดแตเปอรเซ็นตการเกิดนอยมาก แบงการเกิดเปน 2 ลักษณะคือ เกิดจากการเพิ่มจํานวน
โครโมโซมเปนสองเทาของเซลลรางกาย ที่ไดมาจากการแบงเซลลแบบไมโทซิสผิดปกติ (mitotic 
doubling of chromosome number) หรือการรวมกันของเซลลสืบพันธุที่ไมลดจํานวนโครโมโซม 
(unreduced gametes) (Vainstein, 2002) สําหรับการชักนําพืชใหเปนพอลิพลอยดทําไดโดยใช
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สารที่มีสมบัติยับยั้งการสรางเสนใยสปนเดิล (spindle fiber) ซ่ึงเปนโครงสรางที่ชวยในการแยก 
ตัวของโครโมโซมในระยะแอนาเฟส เชน โคลชิซิน (colchicine) ออริซาลิน (oryzalin) ไตรฟลูรา-
ลิน (trifluralin) อะมิโพรฟอสเมธิล (amiprophos-methyl) และ ไนตรัสออกไซด (nitrous oxide)  
(Ranney, 2007) โดยสารที่นิยมใชกันทั่วไปคือ โคลชิซินซ่ึงมีโครงสรางโมเลกุลดังภาพที่ 3 

 
 

                                    
 
 
 

 
            

    ภาพที่ 3 สูตรโครงสรางของโคลชิซิน 
 

โคลชิซินเปนสารประเภทอัลคาลอยดที่ละลายน้ําได (Lodish et al., 1995) มี
สมบัติจับกับโปรตีนทูบูลินซึ่งเปนหนวยยอยของไมโครทูบูลได หากทูบูลินที่มีโคลชิซินจับอยูถูก
นําไปใชสรางไมโครทูบูล จะสงผลตอโครงสรางของไมโครทูบูลซ่ึงไมสามารถสรางเปนเสนใยที่
ยาวขึ้นได จึงทําใหไมมีการสรางเสนใยสปนเดิลขณะที่มีการแบงเซลล ดังนั้นโครมาทิดจึงไมถูก
ดึงไปที่ขั้วเซลลในระยะแอนาเฟส มีผลทําใหจํานวนชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้นเปนสองเทาเปน       
เตตระพลอยด(tetraploid) (Starr and Taggart, 1995) ดวยเหตุน้ีจึงมีการนําโคลชิซินมาใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุพืช ซ่ึงไดแกการสรางพืชสายพันธุแท (homozygous plant) และ
การชักนําพืชใหเกิดเปนพืชพอลิพลอยด 

การสรางพืชสายพันธุแทเพ่ือนําไปใชในการปรับปรุงพันธุ มีรายงานในขาวโพด 
(Mohammadi  et al., 2007) และยาสูบ (Bürün and Emìroglu, 2008) ซ่ึงโดยทั่วไปการสราง
พืชสายพันธุแทเปนการชักนําเซลลแฮพลอยด (haploid) ใหเปนเซลลไดแฮพลอยด (dihaploid) 
มักชักนําโดยใชรวมกับวิธีการเพาะเลี้ยงละอองเรณู (Eeckhuat et al., 2004)  

การปรับปรุงพันธุพืชหลายชนิดใชวิธีการชักนําใหเกิดเปนพอลิพลอยด เชน  
Thao และคณะ (2003) นํายอดของตน Green Velvet ซ่ึงเปนพืชสกุล Alocasia แชในโคลชิซิน  
ซ่ึงเปนวิธีการเดียวกับที่ใชใน Buddleia globosa  (Rose et al., 2000)  Shao และคณะ (2003) 
เติมโคลชิซินในอาหารเพาะเลี้ยงสวนขอของตนทับทิม (Punica granatum)    

วิธีการชักนําพืชใหเกิดพอลิพลอยดมีหลายวิธี จําเปนตองเลือกใชวิธีการให
เหมาะสมกับชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืชที่ นํามาชักนํา อีกทั้งตองคํานึงถึงความเขมขนของ
สารละลายโคลชิซินและระยะเวลาที่ใหแกชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืชดวย (Blakeslee and Avery, 
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1937) โดยชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืชที่มีลักษณะแข็งหรือมีอายุมากมักตองใชโคลชิซินความเขมขน
สูง จากการทดลองชักนําใหเกิดพอลิพลอยดในพืชบางชนิด ชวงความเขมขนของโคลชิซินที่
เลือกใชสัมพันธกับชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อ โดยเรียงลําดับตามชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อที่ตองใชโคลชิซิน
จากความเขมขนสูงไปต่ําไดดังน้ี คือ ตาขาง เมล็ด ยอดออน และตนออนที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อตามลําดับ ตัวอยางการใชโคลชิซินชวงความเขมขนตางๆ กับชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืช 
ดังเชน ตาขางของพืชที่ปลูกตามสภาพในธรรมชาติ มักใชวิธีการหยดสารละลายโคลชิซินบนตา
ขางโดยตรง ตาขางของหมอน ใชโคลชิซินเขมขน 0.4 % (ประชาชาติและสําเริง, 2540) ตาขาง
ของถั่วเขียวพันธุอูทอง ใชโคลชิซินเขมขนชวง 0.1 - 0.5 % (มยุรีและคณะ, 2547)  สําหรับเมล็ด
มักใชวิธีการแชในสารละลายโคลชิซิน โดยเมล็ดขาวโพดและเมล็ดพืชจําพวกผักลมลุกใชสาร 
ละลายโคลชิซินเขมขนชวง 0.1 - 0.5 % (จักรกฤษณและคณะ, 2545) เมล็ดถั่ว chickpeas 
(Cicer arietinum) ซ่ึงเปนพืชอาหารสัตวใชสารละลายโคลชิซินเขมขน 0.25 % (Sohoo et al., 
1970) ยอดออนของหมอนที่จะนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห มักแชชิ้นสวนของยอดออน
ในสารละลายโคลชิซินเชนเดียวกับเมล็ด ความเขมขนที่ใชอยูในชวง 0.02 - 0.10 % (นิตยศรี
และอําไพ, 2541) และเอ็มบริโอของขาวซึ่งประกอบดวยเนื้อเยื่อที่ยังออนอยู ใชวิธีการเพาะเลี้ยง
ในอาหารที่มีโคลชิซินผสมอยูในชวงความเขมขน 0.01 - 0.05 % (ประดิษฐและคณะ, 2537) 

นอกจากความเขมขนของโคลชิซินแลว ระยะเวลาที่ชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืชที่ได 
รับโคลชิซิน เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอเปอรเซ็นตการเกิดพืชพอลิพลอยด โดยทั่วไปแลวการให
โคลชิซินความเขมขนต่ํามักใหเปนระยะเวลานานกวาความเขมขนสูง แตอยางไรก็ตามพืชแตละ
ชนิดมีความทนตอพิษของโคลชิซินไดแตกตางกัน หากชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืชไดรับโคลชิซิน 
ความเขมขนสูงเกินไปหรือนานเกินไปจะทําใหมีการตายสูง ดังผลที่ปรากฏในการศึกษาการชัก
นําผักกาดขาวใหเกิดเปนพอลิพลอยด ซ่ึงใชวิธีการแชเมล็ดในสารละลายโคลชิซินเขมขน     
0.25 % และ 0.5 % นาน 24 ชั่วโมง พบวาตนออนในเมล็ดตายหมด แตสําหรับเมล็ดผักคะนาที่
ไดรับโคลชิซินความเขมขน 0.5 % นาน 24 ชั่วโมงเชนเดียวกัน กลับพบวาสามารถชักนําใหเกิด
เปนคะนาพอลิพลอยดได (จักรกฤษณและคณะ , 2545) ดังน้ัน ในการชักนําพืชใหเกิด          
พอลิพลอยดจําเปนตองทดลองเพื่อหาระดับความเขมขนของโคลชิซินและระยะเวลาที่เหมาะสม 
ที่ทําใหพืชรอดตายมาก มีเปอรเซ็นตการเกิดตนพอลิพลอยดสูง 

จากรายงานขางตนจะพบวาวิธีการใหโคลชิซินแกพืชทดลองมีหลากหลายวิธี 
ไดแก แชเมล็ด หยดบนตายอดหรือตาขาง และผสมโคลชิซินในอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
โดยตรง อยางไรก็ตามทุกวิธีการควรระวังปองกันไมใหโคลชิซินไดรับแสง เน่ืองจากโคลชิซิน
สลายตัวไดเม่ือถูกแสงและความรอนสูง (Griesbach, 1981) สามารถแกปญหานี้ไดคือ ในกรณีที่
หยดโคลชิซินบนยอดหรือตาขาง ใหหอหุมชิ้นสวนหรือเน้ือเยื่อพืชดวยกระดาษอลูมิเนียม และใน
กรณีที่แชเมล็ดในภาชนะหรือเพาะเลี้ยงในขวด ใหหอหุมภาชนะที่มีเมล็ดแชอยูหรือขวด
เพาะเลี้ยงดวยกระดาษอลูมิเนียมหรืออาจคลุมไวดวยผาดํา (นิตยศรีและอําไพ, 2541)                                  
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1.2.4  การชักนํากลวยไมใหเกิดพอลิพลอยด 
 

การชักนําใหเกิดตนพอลิพลอยดในกลวยไม มีการนำชิ้นสวนหลายชนิดมาใน
การทดลอง เชน  ลําตน (Menninger, 1963) โครงสรางคลายโพรโทคอรม (protocorm – like 
bodies : PLBs) (Silva et al., 2000) โพรโทคอรม (Griesbach, 1981; 1985) แคลลัส (callus) 
(มลวิภา, 2521) และตนสมบูรณ (Vichiato et al., 2007) โดยทั่วไปความเขมขนของโคลชิซินที่
ใชในการทดลองชักนํากลวยไมใหเกิดพอลิพลอยดอยูในชวง 0.01 - 0.20 % (w/v) มีเฉพาะการ
ทดลองของ Menninger (1963) เทานั้นที่ใชโคลชิซินระดับความเขมขนสูงถึง 1 % (w/v) สําหรับ
ระยะเวลาที่ใหมีความแตกตางกันขึ้นกับชนิดของกลวยไมและชิ้นสวนที่นํามาชักนํา โดย
ระยะเวลาที่ใชนานที่สุด คือ 10 วัน (Griesbach, 1981 ; 1985) การชักนําใหกลวยไมเกิดเปนตน
พอลิพลอยดมี 3 วิธีการหลัก คือ 

1.2.4.1 ใชเข็มแทงบริเวณตาซึ่งปรากฏอยูบนลําลูกกลวย (pseudobulb) 
หลายๆ ครั้ง แลวนําไปแชในสารละลายโคลชิซิน วิธีการน้ี Menninger (1963) ใชทดลองกับ
กลวยไมพันธุ Brockhurs ซ่ึงเปนกลวยไมในสกุล Cymbidium และใชสารละลายโคลชิซินเขมขน 
1% (w/v) พบวาสวนยอดที่เกิดจากตาเปนเตตระพลอยด 2 ตา จากทั้งหมด 3 ตา 

1.2.4.2 ชักนําโดยใชรวมกับเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ โดยใสโคลชิซินใน
อาหารเพาะเลี้ยงโดยตรง วิธีน้ีมักใชกับชิ้นสวนของกลวยไมที่เปน PLBs (Silva et al., 2000) 
โพรโทคอรม (Griesbach, 1981; 1985) และแคลลัส (มลวิภา, 2521) สําหรับเทคนิคนี้ตองเพาะ 
เลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ ในขั้นตอนการเตรียมอาหารตองผสมสารโคลชิซินลงไปดวย การผสม
สารโคลชิซินในอาหารเพาะเลี้ยงแลวนําอาหารเพาะเลี้ยงไปผานกระบวนการฆาเชื้อโดยนึ่งใน
หมอน่ึงอัดไอจะทําใหโคลชิซินบางสวนสลายไป ทําใหระดับความเขมขนของโคลชิซินในอาหาร
เปลี่ยนแปลงไปจากระดับที่ตองการ Silva และคณะ (2000) แกปญหานี้โดยนําอาหารเพาะเลี้ยง
ไปผานกระบวนการฆาเชื้อโดยนึ่งในหมอน่ึงอัดไอกอน จากนั้นกรองสารละลายโคลชิซินผาน
กระดาษกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงนํามาเติมลงในอาหารใหไดระดับความ
เขมขนที่ตองการ  หากเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวในสภาพปลอดเชื้อ ตองวางภาชนะเพาะเลี้ยงไว
บนเครื่องเขยา ในที่มืดตลอดเวลา เม่ือครบระยะเวลาที่กําหนดตองยายชิ้นสวนหรือเนื้อเยื่อของ
กลวยไมไปเล้ียงตอในอาหารที่ไมเติมโคลชิซิน การทดลองของนักวิจัยที่ใชวิธีการนี้ในการชักนํา
กลวยไมใหเกิดพอลิพลอยด พบวาความเขมขนที่เหมาะสมที่สามารถชักนําใหกลวยไมเกิดเปน
ตนพอลิพลอยดไดในเปอรเซ็นตสูงสุด คือ 0.05 % (w/v) สวนระยะเวลาขึ้นกับชนิดของกลวยไม 
กลาวคือ PLBs ของกลวยไม Cattleya intermedia Lindl. ใชระยะเวลา 8 วัน (Silva et al., 
2000) PLBs ของกลวยไมพันธุ Silky ซ่ึงเปนกลวยไมลูกผสมในสกุล Cymbidium ใชระยะเวลา 
1 สัปดาห (Kim et al., 2003) และโพรโทคอรมของกลวยไมในสกุล Phalaenopsis ใชระยะเวลา 
10 วัน (Griesbach ,1985) ฯลฯ 
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1.2.4.3 ใชตนกลวยไมขนาดเล็กแชในสารละลายโคลชิซิน วิธีการนี้ Vichiato 
และคณะ (2007) ทดลองในกลวยไม Dendrobium nobile Lindl. ใหเกิดเปนตนเตตระพลอยด
พบวา วิธีการนี้มีขอดีคือ ตนกลวยไมทั้งตนมีความทนตอสารโคลชิซินมากกวาชิ้นสวนหรือ
เน้ือเยื่อที่ถูกแยกออกมาจากตน โพรโทคอรมและแคลลัส ทําใหไมมีการตายเกิดขึ้น แมจะใช
ความเขมขนของโคลชิซินสูงถึง 0.1% (w/v) ซ่ึงความเขมขนนี้สามารถชักนําใหเกิดกลวยไม     
เตตระพลอยดไดดีที่สุดเม่ือใหโคลชิซินนาน 96 ชั่วโมง อยางไรก็ตามวิธีการนี้อาจทําใหมีโอกาส
เกิดไคเมอราไดสูง 

 
1.2.5  การตรวจสอบความเปนพืชพอลิพลอยด 
 
  1.2.5.1 การศึกษาจํานวนโครโมโซม 
 
  พืชที่เปนพอลิพลอยดคือ พืชที่มีชุดโครโมโซมมากกวา 2 ชุด (Campbell et al., 
1999) ดังนั้น วิธีการใชตรวจสอบพืชพอลิพลอยดที่ถูกตองและชัดเจนที่สุด คือการศึกษาจํานวน
โครโมโซม (สาริณี, 2538 ; Saradhuldhat and Silayai, 2001) อยางไรก็ตาม การศึกษาจํานวน
โครโมโซม ซ่ึงสวนใหญใชเซลลจากปลายราก เปนวิธีการศึกษาที่คอนขางทําไดยาก เน่ืองจาก
ตองเก็บรากที่มีเซลลกําลังแบงตัวอยู และตองหาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเก็บราก เพ่ือใหได
เซลลที่แบงตัวอยูในระยะเมทาเฟส นอกจากนี้พืชที่มีจํานวนโครโมโซมมาก หรือมีโครโมโซม
ขนาดเล็กจะทําใหมีโอกาสนับจํานวนไดผิดพลาดมากขึ้น    

 
1.2.5.2 การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ 
 
ปจจุบันการเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึงวัดดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร   

(flow cytometer) เปนวิธีการที่นิยมใชในการบอกความแตกตางระหวางพืชที่เปนดิพลอยดและ
พอลิพลอยดไดอยางรวดเร็ว (Suda, 2004) นักวิจัยหลายทานใชเทคนิคนี้ตรวจสอบระดับพลอย-
ดีของพืช ดังเชน Hanson และคณะ (2001) Tuna และคณะ (2001) Blakesley และคณะ (2002) 
Bonos และคณะ (2002) Emshwiller (2002) Kadota และNiimi (2002) และEeckhuat และคณะ 
(2004) ฯลฯ โดยการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอมีวิธีการดังน้ี  (Bennett and Leitch, 1995) 

การห่ันเน้ือเยื่อพืช : ในการวัดปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร มัก
ใชใบเปนเนื้อเยื่อในการตรวจวัด โดยตองแยกนิวเคลียสจากเซลลพืช ทําโดยหั่นเนื้อเยื่อพืชให
ละเอียดในสารละลายบัฟเฟอรที่ประกอบดวยสารที่มีสมบัติทําใหนิวเคลียสแยกจากไซโทพลาซึม
งายขึ้นและไดปริมาณมากเพียงพอสําหรับการวิเคราะห นอกจากนี้ยังชวยคงสภาพนิวเคลียสไม 
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ใหแตก ปองกันไมใหดีเอ็นเอถูกยอยสลายดวยเอนไซมเอนโดนิวคลีเอส (endonuclease) และ
ชวยใหการติดสีของดีเอ็นเอดีขึ้น (Loureiro et al, 2006) บัฟเฟอรที่นิยมใชมีหลายสูตร ไดแก 
Galbraith’s buffer, LB01, Arumuganathan and Earle, Marie’s nuclear isolation buffer, 
Otto buffer และ Tris-MgCl2 (Doležel and Bartoš, 2005) อยางไรก็ตาม พืชแตละชนิดและ
ชนิดของเนื้อเยื่อที่แตกตางกัน เหมาะสมกับบัฟเฟอรที่แตกตางกัน จึงจําเปนตองทดลองหา
บัฟเฟอรที่เหมาะสมกับพืชที่ตองการแยกนิวเคลียส เน่ืองจากไมมีบัฟเฟอรชนิดใดที่ดีที่สุดกับพืช
ทุกชนิด (Loureiro et al., 2006)  

การกรองนิวเคลียส :  กรองนิวเคลียสที่แยกไดผานตะแกรงไนลอน (nylon 
mesh) เพ่ือแยกเศษเนื้อเยื่อและเศษเซลลออก อยางไรก็ตามใบแกของพืชจําพวกกลวยไม
ภายในเซลลจะมีผลึกแคลเซียมออกซาเลตอยูปริมาณมาก ผลึกนี้สามารถผานตะแกรงไนลอน  
ไปรบกวนการวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอ และอาจไปอุดตันระบบการไหลของของเหลวในเครื่อง
โฟลไซโทมิเตอรได ปองกันปญหานี้ไดโดยกรองนิวเคลียสผานสําลีที่อุดอยูในปลายปเปตขนาด 
5 มิลลิลิตร ซ่ึงเรียกวา cotton column วิธีการนี้มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณผลึกแคลเซียม
ออกซาเลตไดมากกวาการกรองผานตะแกรงไนลอนอยางมีนัยสําคัญ (Lee et al., 2005) 
  การยอมสีดีเอ็นเอ :  นิวเคลียสที่ผานการกรองแลวจะนํามายอมดวยสียอม       

ดีเอ็นเอ สีที่นิยมใชมี 2 ชนิด คือ ไดอะมิดิโนฟนิลอินโดล (4 ́,6-diamidino-2-phenylindole; 
DAPI)  และโพรพิเดียมไอโอไดด (propidium iodide ; PI) ในปจจุบันนิยมใช PI ในการวิเคราะห
หาปริมาณดีเอ็นเอมากกวา DAPI เน่ืองจากมีความไว (sensitivity) ตอการจับกับดีเอ็นเอ โดยไม
ขึ้นกับชนิดของเบสในสายของดีเอ็นเอ (Bennett and Leitch, 1995) หลังจากนั้นเติมเอนไซมที่
ยอยอารเอ็นเอคือ อารเอ็นเอส (RNase) เปนการปองกันการรบกวนของอารเอ็นเอในขั้น
วิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอ การเติมเอนไซมอารเอ็นเอส อาจเติมขณะหั่นเน้ือเยื่อพืชหรือพรอม
กับการเติมสียอมก็ได  

การวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอ :  นํานิวเคลียสที่ผานการยอมสีดีเอ็นเอแลวไป
วิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร ซ่ึงจําเปนตองมีการปรับเครื่อง        
โฟลไซโทมิเตอรดวยนิวเคลียสของพืชมาตรฐานที่ทราบปริมาณดีเอ็นเอที่แนนอน ขั้นตอนนี้มี
ความสําคัญตอการเทียบหาปริมาณดีเอ็นเอของพืชตัวอยางใหถูกตองแมนยําขึ้น พืชมาตรฐานที่
ใช ไดแก Oryza sativa IR36,  Vigna radiata cv. “Berken”, Lactuca sativa cv. “Grand 
Rapids”, Zea mays AV35, Pisum sativum cv. “Minerva Maple”, Nicotiana tabacum  cv. 
“Xanthi”, Secale cereale cv. “Petkus Spring”, Secale cereale “inbred line JIC3030010”, 
Sorghum bicolor “Pioneer 8595”, Triticum durum cv. “Langdon”, Vicia faba cv. “GS011”, 
Triticum aestivum cv. “Chinese Spring” (Bennett), Triticum aestivum cv. “Chinese Spring” 
(Tuleen) และ Allium cepa cv. “Ailsa Craig” (Johnston et al., 1999) นอกจากนี้อาจใชดีเอ็นเอ
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จากนิวเคลียสของเซลลเม็ดเลือดแดงของไก (Arumuganathan and Earle, 1991) และ       
ปลาเทราซ (Atichat and Bunnag, 2007) ก็ไดเชนกัน  ในกรณีที่ศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของพืช
ตัวอยางโดยวิธีการหั่นเนื้อเยื่อใบพืชตัวอยางและพืชมาตรฐานรวมกัน ตองเลือกใชพืชมาตรฐาน
ที่มีปริมาณ ดีเอ็นเอตางจากของพืชตัวอยาง  เพื่อไมใหฮีสโตแกรมของพืชทั้งสองชนิดเกิดการ
ซอนทับกัน  ฮีสโตแกรมของนิวเคลียสที่ปรากฏทางขวาจะมีปริมาณดีเอ็นมากกวาฮีสโตแกรมที่
ปรากฏทางซาย 

สําหรับการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมมาวิ่ง เม่ือใช Pisum sativum เปน
พืชมาตรฐาน พบวากลวยไมมาวิ่งมีปริมาณดีเอ็นเอ 2C เทากับ 13.49 pg (Lin et al., 2001)  
แตเม่ือใชนิวเคลียสจากเซลลเม็ดเลือดแดงของไกเปนมาตรฐาน กลับพบวา กลวยไมมาวิ่งมี
ปริมาณดีเอ็นเอ  2C เทากับ 9.25 pg (Jones et al., 1998) ซ่ึงความแตกตางนี้อาจเกิดขึ้นได
เม่ือใชเครื่องโฟลไซโทมิเตอรตางเครื่องกัน ดังนั้นหากตองการเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของ
พืชตางระดับพลอยดีหรือพืชตางชนิดกัน ตองวิเคราะหในครั้งเดียวกันและใชเครื่องโฟลไซโท-
มิเตอรเครื่องเดียวกัน (Doležel et al., 1998) 

 
1.2.5.3 การศึกษาขนาดของนิวเคลียส 
 
เม่ือจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้น ขนาดนิวเคลียสจะใหญขึ้นและสงผลใหเซลลขยาย

ขนาด เพ่ือรักษาอัตราสวนระหวางปริมาตรของไซโทพลาซึมกับปริมาตรของนิวเคลียสใหคงที่ 
(Fan et al., 2003) การศึกษาเปรียบเทียบขนาดนิวเคลียสระหวางพืชที่เปนดิพลอยดกับพืช           
ที่เปนพอลิพลอยดยังไมมีรายงาน มีเพียงการศึกษาใน Indian catfish (Heteropneustes 
fossilis) ที่เปนแฮพลอยด (n = x = 29 - 30) ดิพลอยด (2n = 2x = 56 - 58) ทริพลอยด (2n = 
3x = 87 ) และเตตระพลอยด ( 2n = 4x = 116 ) พบวาปริมาตรของนิวเคลียสเซลลเม็ดเลือด
แดงมีคาเทากับ 4.1, 8.7, 13.7 และ 19.5 ลูกบาศกไมโครเมตร ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา
ปริมาตรของนิวเคลียสเพิ่มขึ้นตามจํานวนโครโมโซมที่เพ่ิมขึ้น (Pandian and Koteeswaran, 
1999) 

 
1.2.5.4 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
เม่ือเกิดการเพิ่มของจํานวนโครโมโซมจะทําใหมีจํานวนอัลลีลของยีนเพ่ิมขึ้น 

สงผลใหการแสดงออกของโปรตีนมากขึ้นดวย (Fan et al., 2003) โดยทั่วไปพืชพอลิพลอยด
มักจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปลี่ยนแปลงไปจากตนดิพลอยดปกติ จึงสามารถนําลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาบางลักษณะมาใชเปนเกณฑในการจําแนกพืชพอลิพอยดออกจากพืชดิพลอยด  
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1.2.5.4.1  ขนาดปากใบ : พืชที่เปนพอลิพลอยดมีขนาดปากใบซึ่งวัดไดจาก
ขนาดของเซลลคุมใหญกวาปากใบของพืชที่เปนดิพลอยดหรือตนปกติ (Sohoo et al., 1970; 
Przywara  et al., 1988;  Silva et al., 2000; Saradhuldhat and Silayai, 2001; Kadota and 
Niimi, 2002; Fan et al., 2003; Beck et al., 2003) 

     1.5.5.4.2  ความหนาแนนของปากใบ : พืชที่เปนพอลิพลอยดมีความหนาแนน 
ของปากใบนอยกวาความหนาแนนของปากใบของพืชที่เปนดิพลอยด (นิตยศรีและอําไพ, 2541; 
Silva et al., 2000;  Saradhuldhat and Silayai, 2001; Beck et al., 2003) 

1.5.5.4.3  จํานวนคลอโรพลาสตตอเซลลคุม : การศึกษาในตนหมอนเตตระ- 
พลอยด พบวามีจํานวนคลอโรพลาสตตอเซลลคุมเพ่ิมขึ้นจากตนดิพลอยด (นิตยศรีและอําไพ, 
2541) ซ่ึงผลเปนเชนเดียวกับการศึกษาในบัวบก (Chulalaksananukul and Chimnoi, 1999) 
นอกจากนี้ Ranney (2007) สนับสนุนวาสามารถนําจํานวนคลอโรพลาสตตอเซลลคุมมาใช
ตรวจสอบการเปนพืชพอลิพลอยดไดเชนกัน 

1.5.5.4.4  ขนาดของละอองเรณู : จากการศึกษาขนาดของละอองเรณูของตน
ถั่ว chickpeas พบวาละอองเรณูของตนที่เปนพอลิพลอยดมีขนาดใหญกวาละอองเรณูของตน   
ดิพลอยดอยางชัดเจน (Sohoo et al., 1970) 

1.5.5.4.5  การงอกของละอองเรณู : จากการศึกษาในกลวยไม  Dendrobium  
superbiens พบวาละอองเรณูของตนที่เปนออลโลเตตระพลอยดมีเปอรเซนตการงอกมากกวา
ละอองเรณูของตนที่เปนดิพลอยด (สาริณี, 2538)  
 
1.3  วัตถุประสงค 
 

1.3.1 เพ่ือศึกษาผลของโคลชิซินตอการตายและการเจริญเติบโตของ       
โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง 

1.3.2 เพ่ือศึกษาผลของสารโคลชิซินตอการชักนําใหเกิดพอลิพลอยดใน
กลวยไมมาวิ่ง 

1.3.3 เพ่ือศึกษาความแตกตางของจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก 
ปริมาณดีเอ็นเอ ขนาดนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบ ความยาวของเซลลคุม 
และความหนาแนนของปากใบ ระหวางกลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยดกับตนพอลิพลอยด 
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
พืชทดลอง 
 

ฝกกลวยไมมาวิ่งที่ไดจากสํารวจและเกบ็จากชั้น 5 ของน้ําตกโตนงาชาง จังหวัด
สงขลา โดยเลอืกฝกแกพอประมาณ สีนํ้าตาลอมเขียว เมล็ดมีสีนํ้าตาลออน ดังภาพที่ 4 

 
 
 
 
 
 
 

                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ลักษณะฝกและเมล็ดของกลวยไมมาวิ่งที่นํามาเพาะเลี้ยง 

    ก : ฝก  ข : เมล็ด 
สารเคม ี

1. สารเคมีทั่วไป 
1.1  นํ้ายาลางจาน 
1.2  เอธานอล 70 % และ 95 % 
1.3  นํ้ายาเชด็เลนส 
1.4  กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 1 N   

13 
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2. สารเคมีที่ใชในการเตรยีมอาหารเพาะเมล็ด 
2.1 สารเคมีที่เปนองคประกอบของสูตรอาหาร VW (1949) ดัดแปลง 
     ดังปรากฎในภาคผนวก 
2.2 ผงวุนตรานางเงือก™ 
2.3 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N  

3. สารที่ใชชกันําพืชใหเกิดพอลิพลอยด 
3.1 โคลชิซิน EC No. 2005985 ผลิตโดยบริษัท Fluka BioChemika  

4. สารที่ใชศกึษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก 

4.1 แอลฟา-โบรโมแนฟทาลีน (α - bromonaphthalene) 
4.2 กรดกลาเชียลอะซติิก (glacial acetic acid) 
4.3 สียอมโครโมโซม carbol fuchsin  
4.4 หยดน้ํามัน (oil immersion) 

5. สารที่ใชศกึษาปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร   
5.1 สารละลายที่ประกอบดวยบัฟเฟอรและสียอมดีเอ็นเอ Cystain UV 

Ploidy ของบริษัท Partec GmbH 
 

วัสด ุ
1. กระดาษกรอง 110 มิลลิเมตร ยี่หอ Whatman® No. 1093 110 
2. กระดาษอลูมิเนียม 
3. เครื่องแกวชนิดตางๆ เชน กระบอกตวง แทงแกวคน ขวดเพาะเลี้ยง ปเปต 

บีกเกอร จานเลี้ยงเชื้อ  
4. เครื่องนับเซลล 
5. ชอนตักสาร 
6. ชุดกรองสาร พรอมกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร ยี่หอ Domnick Hunter 

Asypor 
7. ชุดกรอง Partect 30 μm CellTrics  
8. เทอรโมมิเตอร 
9. ไมโครมิเตอรสําหรับเลนสใกลตา (ocular micrometer) 
10. ไมโครมิเตอรสําหรับแทนวางวัตถุ (stage micrometer) 
11. วัสดุที่ใชในการยายเลี้ยง เชน มีดผาตัด ปากคีบ จานเลีย้งเชื้อ ฯลฯ 
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12. วัสดุที่ใชในการศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก ไดแก ใบมีด
แผนสไลด แผนปดสไลด เขม็เขี่ย  ดินสอปลายเรียบ ปากคีบ ขวดแกว
ขนาดเล็ก (vial) ฯลฯ 

 
อุปกรณ 

1. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง ยี่หอ OLYMPUS รุน CH-BI45 - 2 
2. กลองจุลทรรศนใชแสงแบบสเตอริโอ ยี่หอ ZEISS รุน Stemi DV4 
3. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง พรอมอุปกรณถายภาพ ยี่หอ Nikon  

รุน UFX – DX II 
4. กลองถายรูปดิจิตอล ยี่หอ Sony รุน DSC - W5 
5. เครื่องชั่งสารละเอียด 2 ตําแหนง ยี่หอ OHAUS รุน Scout™ Pro 
6. เครื่องชั่งสารละเอียด 4 ตําแหนง ยี่หอ METTLER TOLEDO รุน AL204 
7. เครื่องโฟลไซโทมิเตอร ยี่หอ Partec รุน PA II 
8. เครื่องวัดความเปนกรด – ดาง   ยี่หอ ORION รุน SA 520 
9. เครื่องวัดความเขมแสง ยี่หอ Microvolt Integrator รุน MV2 
10. เครื่องเขยา (shaker) 
11. ชั้นสําหรับวางขวดเพาะเลี้ยงและหลอดไฟฟลูออเรสเซ็นต ยี่หอ PHILIPS

ขนาด 18 และ 36 วัตต 
12. ตูอบเครื่องแกว ยี่หอ termaks รุน T 1119 UV 
13. ตูยายเนื้อเยื่อปลอดเชื้อ (laminar air flow cabinet) 
14. เตาอบไมโครเวฟ ยี่หอ Bestplus รุน MO-140 
15. เตากวนแมเหล็กไฟฟา ยี่หอ Framo® – Gerätetechnik รุน M21/1 
16. หมอน่ึงอัดไอ ผลิตโดยบริษัท Tomy Seiko Co., LTD. รุน SS-320 
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วีธีการทดลอง 
 
การเพาะเมลด็ในสภาพปลอดเชื้อ 
 

1. ตัดแตงฝกกลวยไมมาวิ่ง โดยตัดสวนของกานและสวนปลายฝกออกเล็กนอย ลางดวย         
นํ้ายาลางจานและน้ําประปา 2 - 3 ครั้ง 

2. นําฝกมาผานกระบวนการทําใหปลอดเชื้อโดยจุมในเอธานอล  95 % ผานเปลวไฟ แลว
วางฝกในจานเลี้ยงเชื้อใหเอธานอลเผาไหมไปจนหมด ทําซ้ํา 2 ครั้ง 

3. ตัดสวนปลายและโคนฝกออกอีกเล็กนอย จากนั้นผาเปดฝกตามยาวแลวเปดฝกออกดวย
ปากคีบ 

4. นําเมล็ดมาเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลวสูตร VW 
ดัดแปลงปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

5. วางขวดเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยา ความเร็ว 100 รอบตอนาที ในหองที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส ความเขมแสงประมาณ 17.72 μmol m-2s-1 ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน 
ประมาณ 25 วัน เมล็ดจะเจริญเปนโพรโทคอรมซ่ึงเปนระยะที่เอ็มบริโอแบงตัว มองเห็น
มีลักษณะเปนกอนกลมอยูในเยื่อหุมเมล็ด (ภาพที่ 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        ภาพที่ 5 โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง หลังเพาะเลี้ยง 25 วัน  
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การชักนํากลวยไมมาวิ่งใหเกิดตนพอลิพลอยด 
 
  เม่ือเพาะเลี้ยงเมล็ดกลวยไมมาวิ่งในอาหารเหลวเปนเวลา 25 วัน เอ็มบริโอใน
เมล็ดจะเจริญเปนโพรโทคอรมขนาดเล็กประมาณ 0.5 มิลลิเมตร จากนั้นนําโพรโทคอรมที่ไดมา
ชักนําใหเกิดเปนตนพอลิพลอยดตามวิธีการ ดังน้ี 

1. เตรียมอาหารเหลวสูตร VW ดัดแปลง แบงใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 
45, 47.5, 49.5 และ 50 มิลลิลิตร อยางละ 2  ขวด  

2. ทําใหอาหารเหลวปลอดเชื้อโดยการนึ่งในหมอน่ึงอัดไอ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

3. เตรียมสารละลายโคลชิซินใหมีความเขมขน 1% (w/v) ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผาน
กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ทีผ่านการฆาเชือ้แลว  

4. เติมสารละลายโคลชิซินเขมขน 1 % (w/v) ปริมาตร 0, 0.5, 2.5 และ 5 มิลลิลิตร ในขวด
รูปชมพูที่บรรจุอาหารเหลว 50, 49.5, 47.5 และ 45 มิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงจะทําใหได
อาหารเหลวที่มีสารโคลชิซินเขมขน 0,  0.01 , 0.05 และ 0.10 % (w/v)  ตามลําดับ  

5. กรองโพรโทคอรมดวยกระดาษกรองที่ผานการฆาเชื้อแลว  
6. นําโพรโทคอรมที่กรองไดใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุอาหารเหลวที่มี

สารโคลชิซินเขมขน 0,  0.01 , 0.05 และ 0.10 % (w/v) หุมดวยกระดาษอลูมิเนียมเพ่ือ
ปองกันการสลายของสารโคลชิซินเม่ือไดรับแสง วางบนเครื่องเขยา ความเร็ว 100 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 และ 10 วัน  

7. เม่ือครบระยะเวลาที่กําหนด ใชหลอดหยดปลอดเชื้อดูดอาหารเหลวที่มีโพรโทคอรม
ประมาณ 1 มิลลิลิตร จากแตละชุดการทดลอง ใสบนอาหารวุนสูตรเดิมที่ไมมีโคลชิซิน
ในจานเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 14 เซนติเมตร ชุดการทดลองละ 6 จาน    

8. วางจานเลี้ยงเช้ือทั้งหมดบนชั้นเลี้ยง ใหแสงที่มีความเขมประมาณ 17.72 μmolm-2s-1   
นาน 16 ชั่วโมงตอวัน ในหองที่มีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส  
 

การศึกษาผลของโคลชิซนิตอการตายและการเจริญเตบิโตของโพรโทคอรม 
 
1. สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโพรโทคอรม หลังจากยายเลี้ยงลงในอาหารวุนที่ปราศจาก

สารโคลชิซินเปนเวลา 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 สัปดาห โดยบันทึกจํานวนโพรโทคอรมที่
ตาย และจํานวนโพรโทคอรมที่เจริญเขาสูระยะการเจริญตางๆ  

2. วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับ
โคลชิซินความเขมขนตางๆ เปนระยะเวลาเทากัน หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน 14 
สัปดาห โดยใช One - Way ANOVA และ DMRT ตามลําดับ และเปรียบเทียบ     
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เปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนเทากัน นาน 5 วัน 
และ 10 วัน โดยใช t - test วิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS 

3. วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของโพรโทคอรมที่อยูในระยะที่มี
รากเกิดขึ้น จากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ เปนระยะเวลาเทากัน 
หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน 14 สัปดาห โดยใช One – Way ANOVA และ DMRT 
ตามลําดับ และเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของโพรโทคอรมที่มีรากเกิดขึ้น จากโพรโทคอรม
ที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนเทากัน นาน 5 วันและ 10 วัน โดยใช t - test วิเคราะห
ดวยโปรแกรม SPSS 

4. หลังเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 14 สัปดาห ยายตนกลวยไมมาวิ่งมาเลี้ยงบนอาหาร
วุน ในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 8 ออนซ เพ่ือใหเจริญเติบโตเปนตน 
 

การตรวจสอบความเปนพอลิพลอยด 
 

1. การศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก 
   

สุมตนกลวยไมมาวิ่งจากทั้ง 8 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 20 ตน เพ่ือ
ศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก ดวยวิธี Feulgen squash (Sharma and Sharma, 
1980) ตามขั้นตอนดังน้ี  

1.1 การเตรียมราก (pretreatment) : เลือกรากที่ปลายรากมีสีเขียวใส ตัดรากชวงเวลา  
9.00 – 11.00 น. ยาวประมาณ 1 - 2 เซนติเมตร แชในสารละลายอิ่มตัวแอลฟา-        
โบรโมแนฟทาลีน เก็บที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

1.2 การตรึงราก (fixation) : เทสารละลายอิ่มตัวแอลฟาโบรโมแนฟทาลีนทิ้ง แลวใสนํ้ายา
ตรึงราก (fixative) ซ่ึงมีสวนผสมของเอธานอล 95 % และกรดกลาเชียลอะซีติก
อัตราสวน 3 : 1 เก็บที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.3 การเก็บรักษาราก (storage) : เทน้ํายาตรึงรากทิ้ง ลางดวยเอธานอล 95 % 2 – 3 
ครั้ง แลวเก็บรากไวในเอธานอล 70 % ที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เม่ือตองการจะ
ศึกษาจํานวนโครโมโซม ใหทําตามขั้นตอนตอไป 

1.4 การไฮโดรไลซิส (hydrolysis) : นํารากที่เก็บไวในเอธานอล 70 % ออกมาลางดวยน้ํา
กลั่น 2 – 3 ครั้ง แลวนําไปไฮโดรไลซดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 N ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 10 นาที 
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1.5 การยอมสีราก (staining) : หลังจากไฮโดรไลซรากแลว นํารากมาลางดวยน้ํากลั่น      
2 – 3 ครั้ง ซับดวยกระดาษซับ แลวแชในสียอม carbol fuchsin เปนเวลา 3 – 4 ชั่วโมง 
ลางรากดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง แลวนําไปเตรียมสไลดเพ่ือศึกษาจํานวนโครโมโซม หากไม
สามารถศึกษาไดทันทีหลังยอมสีราก ใหเก็บรากไวในน้ํากลั่น ที่อุณหภูมิ 16 องศา-
เซลเซียส 

1.6 การเตรียมสไลด (slide preparation) : นํารากที่ผานการยอมสีแลวมาวางบนแผน
สไลด ใชใบมีดโกนตัดใหเหลือเฉพาะสวนปลายรากยาวประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร หยดสี 
carbol fuchsin 1 - 2 หยด ปดดวยแผนแกวปดสไลด แลวเคาะดวยดินสอปลายเรียบ 
เพ่ือใหโครโมโซมกระจายตัว นําสไลดไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน เลือกเซลลที่อยูใน
ระยะเมทาเฟสที่โครโมโซมกระจายดีจํานวน 10 เซลล นับจํานวนโครโมโซม บันทึกภาพ
โครโมโซมจากเซลลที่มีโครโมโซมกระจายตัวดีที่สุด โดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 
100 เทา 
 

2. การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร 
 

ศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมมาวิ่ง โดยใชเครื่องโฟลไซโทมิเตอร ยี่หอ
Partec รุน PA II  ของศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จังหวัดนครปฐม โดยใชดีเอ็นเอจากเซลลเม็ดเลือดแดงของปลาเทราทเปนมาตรฐาน 
วิธีการศึกษามีดังน้ี (Atichart and Bunnag, 2007) 

2.1 ตัดใบกลวยไมมาวิ่งที่ออนที่สุด จากกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด ตนเตระพลอยด 
และตนที่อาจเปนออกตะพลอยด  ตนละประมาณ 50 มิลลิกรัม วางบนจานเลี้ยงเชื้อ
พลาสติกที่มีเสนผานศูนยกลาง 5.5 เซนติเมตร 

2.2 เติมสารละลาย Cystain UV Ploidy 0.5 มิลลิลิตร แลวใชใบมีดโกนหั่นเนื้อเยื่อใบ
กลวยไมมาวิ่งใหเปนชิ้นเล็กๆ บางประมาณ 0.5 มิลลิเมตร เพ่ือใหนิวเคลียสหลุดออกมา 

2.3 เติมสารละลาย Cystain UV Ploidy เพ่ิมอีก 1.5 มิลลิลิตร วางไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 
5 นาที 

2.4 กรองนิวเคลียสที่แยกออกมาได ผานชุดกรอง Partect 30 μm CellTrics  
2.5 วิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอของนิวเคลียสที่กรองไดดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร 
2.6 เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของตนกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางกัน 
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3. การศึกษาขนาดนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของ 
กลวยไมมาวิ่ง 

 
ศึกษาขนาดของนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของกลวยไม

มาวิ่ง ตามวิธีการดังน้ี 
3.1 ตัดใบที่ 3 นับจากยอด (นับใบยอดเปนใบแรกเมื่อมีความยาวมากกวา 0.5 เซนติเมตร 

จากกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยด และตนที่อาจเปนออกตะพลอยด 
3.2 ใชมีดโกนตัดดานหลังใบตามแนวยาวของใบใหบางที่สุด เพ่ือใหไดชั้นอีพิเดอรมิส 
3.3 นําแผนใบที่ตัดไดวางบนแผนสไลด ยอมดวยสี carbol fuchsin 1 – 2 หยด ทิ้งไว

ประมาณ 1 นาที ปดทับดวยกระจกปดสไลด 
3.4 นําสไลดไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน ใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 40 เทา วัดความ

ยาวของเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิส จํานวน 30 
นิวเคลียสตอหน่ึงใบ ใชตนละ 1 ใบ จากกลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยดและตนเตตระพลอยด 
อยางละ 10 ตน สวนตนที่คาดวาเปนออกตะพลอยดใช 5 ตน เน่ืองจากมีตนจํานวน
จํากัดและบางตนมีแผนใบขนาดเล็กเกินไปไมสามารถนํามาศึกษาได  

3.5 หาคาเฉลี่ยความยาวเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียส วิเคราะหความแปรปรวน และ
เปรียบเทียบความยาวเสนผานศูนยกลางของนิวเคลียสระหวางกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับ
พลอยดีตางกัน โดยใช One – Way ANOVA และ DMRT ตามลําดับ 

 
การศึกษาความแตกตางของกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางกัน 
 

1. การศึกษาความยาวของเซลลคุมของกลวยไมมาวิง่ 
 

การวัดความยาวของเซลลคมุ แสดงในภาพที่ 6 
                                    
 
 
 
 
 
 
       ภาพที่ 6 การวัดความยาวของเซลลคุม      

แทนความยาว 
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2,189,286.5 

ศึกษาความยาวของเซลลคมุตามวิธีการดังน้ี (Przywara et al., 1988 )    
1.1 ตัดใบที่ 3 นับจากยอด (นับใบยอดเปนใบแรกเมื่อมีความยาวมากกวา 0.5 มิลลิเมตร) 

จากกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยด และตนที่อาจเปนออกตะพลอยด 
1.2 ตัดแตงใหเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผา ขนาดประมาณ  0.4 เซนติเมตร x 0.7 เซนติเมตร  
1.3 ใชมีดโกนตัดดานหลังใบตามแนวยาวของใบใหบางที่สุด เพ่ือใหไดชั้นอีพิเดอรมิส 
1.4 นําแผนใบที่ตัดไดวางบนแผนสไลด หยดดวยสีซาฟรานิน ปดทับดวยกระจกปดสไลด

แลวนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนโดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 40 เทา  
1.5 วัดความยาวของเซลลคุม (ภาพที่ 6) จํานวน 20 เซลลตอหน่ึงใบ ใชตนละ 1 ใบ จาก

กลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยดและตนเตตระพลอยด อยางละ 10 ตน ตนที่อาจเปน       
ออกตะพลอยด 5 ตน  

1.6 หาคาเฉลี่ยของความยาวเซลลคุม วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบความยาว
ของเซลลคุมระหวางตนกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางกัน โดยใช One - Way 
ANOVA และ DMRT ตามลําดับ 

 
2. การศึกษาความหนาแนนของปากใบ 

 
ศึกษาความหนาแนนของปากใบโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Cramer (1999) 

ดังน้ี 
2.1 เตรียมสไลดเชนเดียวกับการศึกษาความยาวของเซลลคุม นําไปตรวจดูดวยกลอง

จุลทรรศนโดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 10 เทา 
2.2 นับปากใบตอหน่ึงสนามภาพซึ่งเปนพ้ืนที่ทั้งหมดที่มองเห็นภายใตกลองจุลทรรศน      

(1 สนามภาพมีพ้ืนที่เทากับ 2,189,286.5 ตารางไมโครเมตร) นับ 6 ตําแหนงตอหน่ึง
แผนใบ หาคาเฉลี่ยของจํานวนปากใบตอหน่ึงสนามภาพ 

2.3 คํานวณหาความหนาแนนของปากใบตอพ้ืนที่ 1 ตารางมิลลิเมตร โดยใชสูตร  
จํานวนปากใบตอหน่ึงตารางมิลลิเมตร  =  จํานวนปากใบตอหน่ึงสนามภาพ X 106 
 

2.4 ศึกษาความหนาแนนของปากใบ โดยใชตนละ 1 ใบ จากกลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยดและ
ตนเตตระพลอยด อยางละ 10 ตน ตนที่อาจเปนออกตะพลอยด 5 ตน  

2.5 หาคาเฉลี่ยของความหนาแนนของปากใบ วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบ
ความหนาแนนของปากใบระหวางตนกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางกัน โดยใช 
One – Way ANOVA และ DMRT ตามลําดับ 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
  เม่ือนําเมล็ดกลวยไมมาวิ่งมาเพาะในอาหารเหลวสูตร VW ดัดแปลง พบวา 
เอ็มบริโอจะมีการแบงเซลลทําใหมีลักษณะบวมออกเกิดเปนโพรโทคอรมรูปรางคอนขางกลมอยู
ในเย่ือหุมเมล็ด จากนั้นนําโพรโทคอรมที่ไดมาศึกษาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดจากผลของโคลชิซิน 
ซ่ึงการศึกษาผลของโคลชิซินตอการเจริญเติบโตของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง จําเปนตอง
ทราบลําดับของการเจริญเติบโต และลักษณะรูปรางของโพรโทคอรมที่เปลี่ยนแปลงไปในแตละ
ระยะ 
 
การเจริญเตบิโตของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง 

 
หลังจากยายโพรโทคอรมทั้งที่ไดรับและไมไดรับโคลชิซินจากอาหารเหลวมา

เพาะเลี้ยงบนอาหารวุนในจานเลี้ยงเชื้อ พบวาโพรโทคอรมจะมีการเจริญเติบโตอยางชาๆ สังเกต
การเจริญเติบโตไดจากขนาดของโพรโทคอรมที่โตขึ้น และมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปรางที่มี
รูปแบบแนนอน จําแนกระยะการเจริญเติบโตได 4 ระยะ ตามลําดับ ดังน้ี  

ระยะการเจริญเติบโตที่ 1 เปนระยะที่ เ อ็มบริโอในเมล็ดเริ่มแบงเซลล 
จนกระทั่งเปนกอน สวนใหญมีลักษณะคอนขางกลม (ภาพที่ 7ก) เม่ือโพรโทคอรมมีขนาดใหญ
ขึ้น เปลือกหุมเมล็ดที่เปนเสนใยจะขาดออกจากกัน บางโพรโทคอรมประกอบดวยเซลลที่จับกัน
อยางหลวมๆ ทําใหมีลักษณะคลายแคลลัสซึ่งเปนกอนฟู รูปรางไมแนนอน นอกจากนี้ยัง พบวา         
โพรโทคอรมของกลวยไมมาวิ่งที่เปนกอนฟูบางสวนเปลี่ยนแปลงลักษณะจนคลายกับมี 2 - 4 
โพรโทคอรมเชื่อมติดกัน แตละสวนของโพรโทคอรมสามารถเจริญเติบโตเปนตนกลวยไมมาวิ่งที่
สมบูรณ และสามารถหลุดออกจากกันได  

ระยะการเจริญเติบโตที่ 2 โพรโทคอรมในระยะการเจริญเติบโตที่ 1 ซ่ึงเซลลที่
จับกันหลวมๆ จับตัวกันแนนมากขึ้น ทําใหมีลักษณะคอนขางกลมมากขึ้น และเริ่มมียอดแหลม
ปรากฎในดานที่จะเจริญเปนสวนตน (ภาพที่ 7ข) จนกระทั่งยอดแหลมเจริญจนกลายเปนใบที่
สังเกตเห็นแผนใบไดชัดเจน  

ระยะการเจริญเติบโตที่ 3 เริ่มสังเกตเห็นใบที่ 2 หลังจากนั้นจะเจริญเติบโตตอ
จนอาจมีใบที่ 3 เกิดขึ้น แตยังไมปรากฎราก  (ภาพที่ 7ค) 

ระยะการเจริญเติบโตที่ 4 เร่ิมมีตุมรากปรากฎ จนกระทั่งรากยื่นยาวออกมา
เห็นไดชัดเจน รากมักเกิดบริเวณดานขางของโพรโทคอรม ไมไดเกิดบริเวณดานปลายตรงขาม
กับสวนยอด (ภาพที่ 7ง) 

22 
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ภาพที่ 7 โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งในระยะการเจริญเติบโต 4 ระยะ  
   ก : ระยะการเจริญเติบโตที่ 1 อายุ 4 สปัดาห รูปรางคอนขางกลม  
   ข : ระยะการเจริญเติบโตที่ 2 อายุ 8 สปัดาห มียอดแหลมเกิดขึ้น (ลูกศรชี)้  
   ค : ระยะการเจริญเติบโตที่ 3 อายุ 10 สัปดาห มีใบที่ 2 เกิดขึ้น (ลูกศรชี)้ 
   ง : ระยะการเจริญเติบโตที่ 4 อายุ 14 สัปดาห มีตุมรากเกิดขึ้น (ลกูศรชี้)  
 

ระหวางการเพาะเลี้ยงบนอาหารวุน โพรโทคอรมบางสวนจะตายไป โดยมีสีซีด
ลง และคอยๆ เปลี่ยนเปนสีดํา การตายสามารถเกิดไดทุกระยะของการเจริญเติบเติบโต สวน
ใหญมักตายในระยะการเจริญเติบโตที่ 1 (ภาพที่ 8ก) และระยะการเจริญเติบโตที่ 2 (ภาพที่ 8ข) 

 

 
ภาพที่ 8 โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่ตายในระยะการเจริญเติบโตตางๆ   

  ก : ระยะที่ 1      ข : ระยะที่ 2 

1 mm 1 mm 

1 mm 1 mm 

1 mm 1 mm 
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จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดกลวยไมมาวิ่งในอาหารเหลวสูตร VW ดัดแปลง เปน
เวลา 25 วัน แลวยายมาเลี้ยงบนอาหารวุนสูตรเดิมในจานเลี้ยงเชื้อ พบวาโพรโทคอรมกลวยไม
มาวิ่งเจริญเติบโตคอนขางชา โดยใชเวลาประมาณ 14 สัปดาห จึงจะมีรากเกิดขึ้นเปนตนที่
สมบูรณ  
 
ผลของโคลชซิินตอการตายและการเจริญเติบโตของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง 
   

ผลของโคลชซิินตอการตายของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง 
 

หลังจากยายโพรโทคอรมที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่ไมเติมและเติมโคลชิซินความ
เขมขนตางๆ มาเลี้ยงบนอาหารวุนที่ไมมีโคลชิซิน พบวาทั้งโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับ  
โคลชิซินความเขมขนตางๆ สวนใหญมีการปลอยสารสีนํ้าตาลออกมา (ภาพที่ 9) ซ่ึงเปน
สารประกอบจําพวกฟนอล (phenolic compound)  
 

 
 

           ภาพท่ี 9  โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่ปลอยสารประกอบฟนอลสีนํ้าตาล (ศรชี้) 
 
 
 

  2 cm 
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เม่ือเลี้ยงโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งบนอาหารวุนนาน 4 สัปดาห จากนั้นสังเกต
การตายและการเจริญเติบโตของโพรโทคอรมทุก 2 สัปดาห จนกระทั่ง 14 สัปดาห พบวาการ
ตายของโพรโทคอรมทั้งที่ไดรับและไมไดรับโคลชิซินมีแนวโนมเหมือนกัน โดยเมื่อเพาะเลี้ยง
นานขึ้น โพรโทคอรมจะตายเพิ่มขึ้น และโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินที่มีความเขมขน 0.10 % 
(w/v) ตายมากที่สุด และเม่ือเพาะเลี้ยงนาน 10 ถึง 14 สัปดาห พบวาโพรโทคอรมที่ไมไดรับและ
ไดรับโคลชิซินทุกความเขมขนมีการตายใกลเคียงกัน โดยโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินมี
เปอรเซ็นตการตายนอยที่สุด อยางไรก็ตามทั้งโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินทุกความ
เขมขนมีการตายสูงกวา 75 %  

จากการสังเกตการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ เปน
เวลา 5 วัน หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนนาน 4 สัปดาห พบวาการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับ
โคลชิซินทุกความเขมขน ต่ํากวา 50 % โดยโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.05 % (w/v) 
ตายใกลเคียงกับโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซิน ต่ํากวาการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับ      
โคลชิซิน 0.01 % (w/v) และ 0.10 % (w/v) ซ่ึงมีการตายใกลเคียงกัน หลังจากเพาะเลี้ยงนานขึ้น 
โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินทุกความเขมขนตายเพิ่มมากขึ้น โดยมีแนวโนมวาโพรโทคอรมที่
ไดรับโคลชิซินความเขมขนสูงตายมากกวาโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนต่ํา 
จนกระทั่งสัปดาหที่ 14 โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินทุกความเขมขนตายใกลเคียงกันมาก แต
อยางไรก็ตามโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนสูงตายมากกวาโพรโทคอรมที่ไดรับ  
โคลชิซินความเขมขนต่ํา (กราฟที่ 1) การตายของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเปนเวลา 10 วัน 
หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนนาน 4 สัปดาห (กราฟที่ 2) พบวาโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับ
โคลชิซินเขมขน 0.01 % (w/v) มีการตายต่ํากวา 50 % โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 
0.05 % (w/v) ตายประมาณ 55 % สวนโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) มี
การตายสูงมากเกือบ 70 % จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 14 โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขน
ตางๆ มีแนวโนมการตายเชนเดียวกับโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเปนระยะเวลานาน 5 วัน  
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กราฟที่ 1 เปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ  
    เปนเวลา 5 วัน (   หมายถึง SD) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
กราฟที่ 2 เปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ 

   เปนเวลา 10 วัน (   หมายถึง SD) 
 

          

% (w/v) 
0 

% (w/v) 
0 
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ตารางที่ 1 เปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซิน 
    นาน 5 และ 10 วัน หลังจากการยายเลี้ยงบนอาหารวุน 14  สัปดาห 
 

เปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรม (Mean  ± SE) ความเขมขนของโคลชิซิน 
(% w/v) ไดรับนาน 5 วัน ไดรับนาน 10 วัน 

0 78.13 ± 1.97a 77.83 ± 1.36a 

0.01 81.58 ± 0.90a 81.10 ± 3.00a 

0.05 87.07 ± 1.98b 89.03 ± 0.75b 

0.10 89.25 ± 0.79b 94.76 ± 0.82c* 

 
หมายเหตุ  
  ตัวอักษรในคอลัมนเดียวกนัที่ตางกัน แตกตางทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย DMRT 
          * คาเปอรเซ็นตการตายในแถวเดียวกัน แตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย  
  t - test 

 
หลังจากยายเลี้ยงบนอาหารวุน 14 สัปดาห พบวาโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซิน 

ความเขนขนตางๆ นาน 5 วัน ตายใกลเคียงกัน โดยโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินตายต่ําสุด
คือ 78.13 ± 1.97 % ไมแตกตางจากการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขนขน 0.01 % 
(w/v) ซ่ึงมีการตาย 81.58 ± 0.90 % เม่ือความเขมขนของโคลชิซินสูงขึ้นเปน 0.05 % (w/v) และ 
0.10 % (w/v) การตายของโพรโทคอรมสูงขึ้นแตกตางจากโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับ   
โคลชิซินเขมขน 0.01 % (w/v) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 1) โดยโพรโทคอรมที่ไดรับ
โคลชิซินเขมขน 0.05 % (w/v) มีการตาย 87.07 ± 1.98 % ไมแตกตางจากการตายของโพรโท-
คอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) ที่มีการตาย 89.25 ± 0.79 %  

สําหรับโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขนขนตางๆ นาน 10 วัน พบวา  
โพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินมีการตายต่ําสุดคือ 77.83 ± 1.36 % ไมแตกตางจากการตาย
ของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขนขน 0.01% (w/v) ซ่ึงตาย 81.10 ± 3.00 % เม่ือความ
เขมขนของโคลชิซินสูงขึ้นเปน 0.05 % (w/v) และ 0.10 % (w/v) การตายของโพรโทคอรมสูงขึ้น
แตกตางจากโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินเขมขน 0.01 % (w/v) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 1) โดยโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.05 % (w/v) มีการตาย 89.03 
± 0.75 % แตกตางจากการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) ซ่ึงตาย 
94.76 ± 0.82 % อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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เม่ือเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความ
เขมขนเทากัน เปนเวลา 5 วันและ 10 วัน พบวาการใหโคลชิซิน 5 วันและ 10 วัน ทําใหมีการ
ตายของโพรโทคอรมไมแตกตางกัน ยกเวนความเขมขน 0.10 % (w/v) เม่ือไดรับนาน 10 วัน 
ทําใหมีการตายสูงกวาที่ไดรับนาน 5 วัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 1)       

 
ผลของโคลชซิินตอการเจริญเตบิโตของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง 
 
หลังเพาะเลี้ยงโพรโทคอรมบนอาหารวุนเปนเวลา 14 สัปดาห พบวาโพรโท-

คอรมที่รอดตายมีการเจริญเติบโตอยูในทุกระยะ แตสวนใหญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น 
เปอรเซ็นตของโพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 5 วันและ 10 
วัน ที่เจริญเติบโตอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น  แสดงดังตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2  เปอรเซ็นตโพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึน้ จากโพรโทคอรมที่ไมไดรับ    
               และไดรับโคลชซิินความเขมขนตางๆ หลังยายมาเลี้ยงบนอาหารวุนที่ไมมีโคลชิซิน  

    14  สัปดาห 
 
 
 
 
 
 
  

 
หมายเหตุ  
  ตัวอักษรในคอลัมนเดียวกนัที่ตางกัน แตกตางทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย DMRT 
          * คาเปอรเซ็นตการตายในแถวเดียวกัน แตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย  
  t - test 

 
โพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 5 วัน หลัง 

จากเลี้ยงบนอาหารวุนเปนเวลา 14 สัปดาห พบวาเม่ือความเขมขนของโคลชิซินสูงขึ้น ทําใหการ
เจริญเติบโตของโพรโทคอรมลดลง โดยโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินมีการเจริญอยูในระยะที่มี
รากเกิดขึ้นสูงสุดคือ 7.67 ± 1.5 % ไมแตกตางจากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.01 % 
(w/v)  ซ่ึงมีโพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น 5.60 ± 1.15 % สวนโพรโทคอรมที่ได 

เปอรเซ็นตของโพรโทคอรมในระยะที่มีราก
เกิดขึ้น (Mean  ± SE) 

ความเขมขนของโคลชิซิน 
(% w/v) 

ไดรับนาน 5 วัน ไดรับนาน 10 วัน 
0 7.67 ± 1.51a 4.75 ± 0.60a 

0.01 5.60 ± 1.15ab 3.08 ± 0.17ab 

0.05 3.71 ± 1.22b 1.88 ± 0.78bc 

0.10 2.69 ± 0.51b 0.88 ± 0.35c* 
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รับโคลชิซินความเขมขน 0.05 % (w/v) และ 0.10 % (w/v) มีการเจริญของโพรโทคอรมไม   
แตกตางจากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซิน 0.01 % (w/v) โดยมีโพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่
มีรากเกิดขึ้นเปน 3.71 ± 1.22 % และ 2.69 ± 0.51 % ตามลําดับ (ตารางที่ 2) 

โพรโทคอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 10 วัน 
หลังจากเลี้ยงบนอาหารวุนเปนเวลา 14 สัปดาห พบวาเม่ือความเขมขนของโคลชิซินสูงขึ้น     
ทําใหการเจริญเติบโตของโพรโทคอรมลดลงเชนกัน โดยโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินเจริญอยู 
ในระยะที่มีรากเกิดขึ้นสูงสุดคือ 4.75 ± 0.60 % แตกตางจากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินทุก
ความเขมขนอยางมีนัยสําคัญ โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.01 % (w/v) มีโพรโทคอรม
ที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น 3.08 ± 0.17 % ไมแตกตางจากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซิน 
ความเขมขน 0.05 % (w/v) ซ่ึงมีโพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น 1.88 ± 0.78 % 
สวนโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซิน 0.10 % (w/v) มีโพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น
เปน 0.88 ± 0.35 % ไมแตกตางจากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซิน 0.05 % (w/v) แตแตกตางจาก 
โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซิน 0.01 % (w/v) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2) 

เม่ือเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของโพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้น 
จากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินเปนเวลา 5 วันและ 10 วัน พบวาเม่ือใหโคลชิซิน นาน 5 วัน 
และ 10 วัน ทําใหมีเปอรเซ็นตของโพรโทคอรมที่อยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้นไมแตกตางกัน ยกเวน
ความเขมขน 0.10 % (w/v) ที่ไดรับนาน 10 วัน ทําใหมีเปอรเซ็นตของโพรโทคอรมที่เจริญอยูใน
ระยะที่มีรากเกิดขึ้น นอยกวาที่ไดรับนาน 5 วัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2) 
 
การตรวจสอบความเปนพอลิพลอยด 
 

1. การศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก 
  

เม่ือสังเกตลักษณะภายนอกของตนกลวยไมมาวิ่งทั้งหมดที่เกิดขึ้นจากโพรโท-
คอรมทั้งที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ พบวา มี 2 แบบ คือ ตนกลวยไมมาวิ่ง
ที่มีลักษณะปกติ โดยมีใบคอนขางเรียวยาว แผนใบบาง (ภาพที่ 10ก) และ ตนกลวยไมมาวิ่งที่มี
ลักษณะผิดปกติ คือมีใบคอนขางสั้น แผนใบหนา อวบนํ้า ใบซอนกันแนน (ภาพที่ 10ข)           
เจริญเติบโตชากวาตนกลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะปกติ  
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ภาพที่ 10 ลักษณะภายนอกของกลวยไมมาวิ่ง อายุ 2 ป 3 เดือน 
    ก : ตนที่มีลักษณะปกติ      ข : ตนที่มีลักษณะผิดปกต ิ
 
จากการสุมตัวอยางกลวยไมมาวิ่งที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินความเขมขน

ตางๆ เปนเวลา 5 วัน และ 10 วัน มาศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก ชุดการทดลอง
ละ 20 ตน พบวากลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะปกติมีจํานวนโครโมโซมไมเทากัน โดยตนที่มีลักษณะ
ปกติบางตน (ภาพที่ 11 ก1) มีจํานวนโครโมโซม 2n = 2x = 38 (ภาพที่ 11 ก2) เปนตน         
ดิพลอยด และตนที่มีลักษณะปกติบางตน (ภาพที่ 11 ข1) มีจํานวนโครโมโซม 2n = 4x = 76 
(ภาพที่ 11 ข2) เปนตนเตตระพลอยด สวนกลวยไมมาวิ่งตนที่มีลักษณะผิดปกติ (ภาพที่ 11 ค1)   
มีจํานวนโครโมโซมประมาณ 147 - 152 แทง (ภาพที่ 11 ค2) คาดวาอาจเปนตนออกตะพลอยด     
(2n = 8x = 152) ซ่ึงไมสามารถตรวจสอบจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายรากไดแนนอน 
เน่ืองจากมีโครโมโซมจํานวนมาก และมีการซอนทับกันมาก นอกจากนี้รากที่นํามาใชใน
การศึกษามีจํานวนนอย เน่ืองจากเกิดรากชามาก และรากที่งอกออกมามักมีลักษณะแข็ง หนา 
พบเซลลที่อยูระหวางการแบงเซลลจํานวนนอย  
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10 μm

10 μm

           
 
ภาพที่ 11 ลักษณะตนและโครโมโซมของกลวยไมมาวิ่งอายุ 2 ป 3 เดือน  

   ก1 : ตนดิพลอยด          ก2 : โครโมโซม 2n = 38    
   ข1 : ตนเตตระพลอยด    ข2 : โครโมโซม 2n = 76       
   ค1 : ตนที่อาจเปนออกตะพลอยด     ค2 : โครโมโซม 2n ≈ 150  
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2. การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร 
 
จากการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมมาวิ่งดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร 

Partec รุน PA II โดยใชดีเอ็นเอในนิวเคลียสเม็ดเลือดแดงของปลาเทราทเปนมาตรฐาน พบวา 
นิวเคลียสจากเซลลของใบกลวยไมมาวิ่งดิพลอยดซ่ึงมีจํานวนโครโมโซม 2n = 2x = 38    
มีฮีสโตแกรมขึ้นตรงตําแหนงชอง  200 และมีเซลลที่อยูในระหวางการแบงเซลลทําใหมีปริมาณ 
ดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น ปรากฏเปนฮีสโตแกรมอยูทางขวาของฮีสโตแกรมแรก (ภาพที่ 12) นิวเคลียส
จากเซลลของใบกลวยไมมาวิ่งเตตระพลอยดซ่ึงมีจํานวนโครโมโซม 2n = 4x = 76 มีฮีสโตแกรม
ขึ้นตรงตําแหนงซ่ึงเปน 2 เทาของนิวเคลียสที่เปนดิพลอยด คือ ชอง 400 และมีเซลลที่อยูใน
ระยะการแบงเซลลทําใหมีปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น ปรากฏเปนฮีสโตแกรมอยูทางขวาของ    
ฮีสโตแกรมแรกเชนกัน  (ภาพที่ 13) และนิวเคลียสจากเซลลของกลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะ
ผิดปกติคาดวาอาจเปนตนออกตะพลอยดซ่ึงไมสามารถตรวจสอบจํานวนโครโมโซมที่แนนอนได 
มีฮีสโตแกรมขึ้นตรงตําแหนงใกลชอง  800 ซ่ึงนิวเคลียสเหลานี้มีปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 4 เทา 
ของนิวเคลียสที่เปนดิพลอยด (ภาพที่ 14)  

 
File: 52185   Date: 21-04-2009  Time: 14:23:21    Particles: 2521   Acq.-Time: 246 s
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ภาพที่ 12 ฮีสโตแกรมปริมาณดีเอ็นเอของเซลลจากใบกลวยไมมาวิ่งทีเ่ปนตนดิพลอยด  
             ตรวจสอบดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร  
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File: 52187   Date: 21-04-2009  Time: 14:45:10    Particles: 1746   Acq.-Time: 626 s

0 200 400 600 800 1000
0

20

40

60

80

100

FL4  DNA

co
un

ts
Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
  1 1.000 397.45      631 57.35 2.54 0.30
  2 1.563 621.12      469 42.65 3.22 0.30

0 200 400 600 800 1000
0

20

40

60

80

100

FL4  DNA

co
un

ts

partec PAS

 
 
ภาพที่ 13 ฮีสโตแกรมปริมาณดีเอ็นเอของเซลลจากใบกลวยไมมาวิ่งทีเ่ปนตนเตตระพลอยด 
             ตรวจสอบดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร  
 

 
File: 52188   Date: 21-04-2009  Time: 15:00:50    Particles: 411   Acq.-Time: 656 s
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ภาพที่ 14 ฮีสโตแกรมปริมาณดีเอ็นเอของเซลลจากใบกลวยไมมาวิ่งทีค่าดวาเปนตน                
             ออกตะพลอยด ตรวจสอบดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร  
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3. ศึกษาขนาดนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของ
กลวยไมมาวิ่ง 

   
 เม่ือนําเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของกลวยไมมาวิ่งดิพลอยด เตตระ-

พลอยด และตนที่คาดวาเปนออกตะพลอยด มายอมดวยสี carbol fuchsin ทําใหสามารถเห็น
นิวเคลียสติดสีมวงเขมไดอยางชัดเจน (ภาพที่ 15) ซ่ึงวัดขนาดเสนผานศูนยกลางได 7.63 ± 

0.88, 10.82 ± 1.59 และ 14.23 ± 1.71 ไมโครเมตรตามลําดับ (ตารางที่ 3) เม่ือวิเคราะหทาง
สถิติ พบวานิวเคลียสของกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยดและตนที่อาจเปน
ออกตะพลอยด มีขนาดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

 
ภาพที่ 15 นิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของกลวยไมมาวิ่ง 
             ก : ตนดิพลอยด   ข : ตนเตตระพลอยด   ค : ตนที่อาจเปนออกตะพลอยด 
 

  25 μm 
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ตารางที่ 3  ความยาวเสนผานศูนยกลางของนิวเคลยีสของเซลลในชัน้อีพิเดอรมิสดานหลังใบ 
     ของกลวยไมมาวิ่ง 

 
 
 
 
 
 
 
หมายเหต ุ   
  ตัวอักษรในคอลัมนเดียวกนัที่ตางกัน แตกตางทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย DMRT 
 

จากการสังเกตขนาดของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบ พบวาเซลลของ
กลวยไมมาวิ่งตนที่คาดวาเปนออกตะพลอยดมีขนาดใหญที่สุด รองลงมาคือตนเตตระพลอยด 
และตนดิพลอยดมีขนาดเซลลเล็กที่สุด (ภาพที่ 16) 

 
           ภาพที่ 16 เซลลชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของกลวยไมมาวิ่ง 
                      ก : ตนดิพลอยด  ข : ตนเตตระพลอยด    ค : ตนที่คาดวาเปนออกตะพลอยด 

กลวยไมมาวิ่ง 
ความยาวเปนไมโครเมตรของเสนผาน
ศูนยกลางนวิเคลียส (Mean ± SD) 

ตนดิพลอยด 7.63 ± 0.88a 

ตนเตตระพลอยด 10.82 ± 1.59b 

ตนที่คาดวาปนออกตะพลอยด 14.23 ± 1.71c 

 100 μm 
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จากผลการศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก ปริมาณดีเอ็นเอ และ 
ขนาดนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบ ชวยสนับสนุนวากลวยไมมาวิ่งตนที่มี
ลักษณะผิดปกติอาจจะเปนตนออกตะพลอยด 
 
ผลของโคลชิซินตอการชักนําใหเกิดพอลิพลอยดในกลวยไมมาวิ่ง 
 

โคลชิซินทุกความเขมขนที่ใหแกโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งเปนเวลา 5 วัน และ 
10 วัน สามารถชักนําใหกลวยไมมาวิ่งเกิดเปนตนพอลิพลอยดได แตเปอรเซ็นตการเกิดแตกตาง
กัน โดยโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่ไดรับโคลชิซินเขนขน 0.10 % (w/v) นานทั้ง 5 วันและ 10 
วัน มีเปอรเซ็นตการเกิดเปนตนเตตระพลอยดสูงสุดคือ 30 % สวนโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่
ไดรับโคลชิซินเขนขน 0.05 % (w/v) นาน 10 วัน มีเปอรเซ็นตการเกิดเปนตนออกตะพลอยด
สูงสุดคือ 15 % อยางไรก็ตามโพรโทคอรมที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่ไมเติมโคลชิซินนาน 10 วัน   
ก็พบตนเตตระพลอยดเชนกันประมาณ 5 % (ตารางที่ 4)  

 
ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตกลวยไมมาวิ่งที่เกิดเปนดิพลอยด เตตระพลอยด และออกตะพลอยด  
               หลังจากโพรโทคอรมไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ เปนเวลา 5 วันและ 10 วัน 
  

เปอรเซ็นตกลวยไมมาวิ่งทีมี่ระดับพลอยดีตางๆ หลังไดรับโคลชิซิน 
นาน 5 วัน นาน 10 วัน 

ความ
เขมขนของ
โคลชิซิน  
% (w/v) 

ดิพลอยด 
เตตระ
พลอยด 

ออกตะ
พลอยด 

ดิพลอยด 
เตตระ
พลอยด 

ออกตะ
พลอยด 

0 100 0 0 95 5 0 
0.01 75 25 0 90 10 0 
0.05 70 20 10 65 20 15 
0.10 70 30 0 60 30 10 
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การศึกษาปากใบของกลวยไมมาวิ่ง  
 

1. การศึกษาความยาวของเซลลคุมของกลวยไมมาวิง่ 
 

ปากใบของกลวยไมมาวิ่งที่ เปนตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยด และตน       
ออกตะพลอยดมีขนาดแตกตางกัน (ภาพที่ 17) เม่ือวัดความยาวของเซลลคุม พบวามีความยาว
เปน 33.59 ± 2.55,  41.96 ± 3.68 และ 47.95 ± 5.88 ไมโครเมตรตามลําดับ (ตารางที่ 5)    
จากการวิเคราะหทางสถิติ พบวาเซลลคุมของกลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยด และ
ตนออกตะพลอยด มีความยาวแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

 
ภาพที่ 17  ปากใบของกลวยไมมาวิ่ง  
              ก : ตนดิพลอยด     ข : ตนเตตระพลอยด   ค : ตนออกตะพลอยด 
 

 25 μm 
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ตารางที่  5  ความยาวของเซลลคุมของกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด เตตระพลอยด  
                และตนออกตะพลอยด 
 

กลวยไมมาวิ่ง 
คาเฉลี่ยความยาวของเซลลคุม (μm) 

(Mean ± SD) 
ตนดิพลอยด 33.59 ± 2.55a 

ตนเตตระพลอยด 41.96 ± 3.68b 

ตนออกตะพลอยด 47.95 ± 5.88c 

หมายเหตุ    
  ตัวอักษรในคอลัมนเดียวกนัที่ตางกัน แตกตางทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย DMRT 

 

ในเนื้อเยื่อของใบกลวยไมมาวิ่ง สังเกตพบวามีเซลลพิเศษที่มีขนาดใหญกวา
เซลลทั่วไปกระจายอยูทั่วทั้งแผนใบ ภายในเซลลพิเศษเหลานี้มีการเก็บสะสมผลึกซึ่งมีลักษณะ
ใส ปลายแหลมทั้งสองขาง เม่ือเปรียบเทียบปริมาณผลึกโดยภาพรวม พบวากลวยไมมาวิ่งตน     
ดิพลอยดมีปริมาณผลึกตอเซลลนอยกวาตนเตตระพลอยดและตนออกตะพลอยดอยางชัดเจน 
สวนตนเตตระพลอยดและตนออกตะพลอยดมีปริมาณผลึกใกลเคียงกัน (ภาพที่ 18) 

 

 
 ภาพที่ 18 ผลึกที่พบในเซลลใบของกลวยไมมาวิ่ง 

    ก : ตนดิพลอยด     ข : ตนเตตระพลอยด     ค : ตนออกตะพลอยด   

25 μm 
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1. การศึกษาความหนาแนนของปากใบของกลวยไมมาวิ่ง 
 

 จากการศึกษาความหนาแนนของปากใบของตนกลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยด ตน
เตตระพลอยด และตนออกตะพลอยด พบวามีปากใบหนาแนนแตกตางกัน (ภาพที่ 19) เม่ือหา
คาเฉลี่ยของความหนาแนนของปากใบ พบวามีคาเปน 37.52 ± 10.17, 28.38 ± 6.91 และ 

15.13 ± 2.58 ปากใบตอตารางมิลลิเมตรตามลําดับ (ตารางที่ 6) จากการวิเคราะหทางสถิติ 
พบวาปากใบของกลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยด และตนออกตะพลอยด มีความ
หนาแนนแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 

     
         ภาพที่ 19 ความหนาแนนของปากใบของกลวยไมมาวิ่ง 

        ก : ตนดิพลอยด     ข : ตนเตตระพลอยด   ค : ตนออกตะพลอยด 
 

200 μm 
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ตารางที่  6  ความหนาแนนของปากใบของกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด เตตระพลอยด และ 
                ตนออกตะพลอยด 
 

กลวยไมมาวิ่ง 
คาเฉลี่ยจํานวนปากใบตอตาราง

มิลลิเมตร (Mean ± SD) 

ตนดิพลอยด 37.52 ± 10.17a 

ตนเตตระพลอยด 28.38 ± 6.91b 

ตนออกตะพลอยด 15.13 ± 2.58c 

 
หมายเหตุ    
  ตัวอักษรในคอลัมนเดียวกนัที่ตางกัน แตกตางทางสถิติ (P<0.05) ทดสอบโดย DMRT 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ 

 
หลังเพาะเลี้ยงเมล็ดกลวยไมมาวิ่งในอาหารเหลวสูตร VW ดัดแปลง เอ็มบริโอ

ในเมล็ดจะแบงเซลลเจริญเปนโพรโทคอรมรูปรางคอนขางกลมขนาดเล็ก จากนั้นนําโพรโทคอรม
อายุ 25 วัน ซ่ึงมีขนาดประมาณ 0.5 มิลลิเมตร ไปเลี้ยงในอาหารเหลวที่ไมเติมและเติมโคลชิซิน
เขมขน 0.01 , 0.05 และ 0.10 % (w/v)  นาน 5 และ 10 วัน แลวยายโพรโทคอรมมาเลี้ยงตอบน
อาหารวุนที่ไมเติมโคลชิซินในจานเลี้ยงเชื้อ จนครบ 14 สัปดาห สังเกตการตาย พบวาทั้งโพรโท-
คอรมที่ไมไดรับและไดรับโคลชิซินมีเปอรเซ็นตการตายสูง แมโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินก็มี
การตายสูงกวา 75 %  โพรโทคอรมที่ตายสวนใหญมีขนาดเล็ก ยังไมแยกออกจากเยื่อหุมเมล็ด 
ผลการทดลองนี้แตกตางจากที่สุลาวัลยและสุมนทิพย (2551) เพาะเลี้ยงเมล็ดกลวยไมมาวิ่งใน
อาหารสูตร NDM จนเจริญเปนโพรโทคอรมที่มีขนาดประมาณ 2 - 3 มิลลิเมตร ซ่ึงใชเวลา
ประมาณ 2 เดือน แลวนํามาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีโคลชิซินความเขมขนตางๆ พบวามีการตาย
นอย จึงเปนไปไดวาขนาดของโพรโทคอรมที่นํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนมีผลตอการเจริญ  
เติบโตและการตาย โดยโพรโทคอรมขนาดใหญกวาจะรอดชีวิตไดมากกวาขนาดเล็ก อาจ
เน่ืองจากโพรโทคอรมขนาดใหญ มีพัฒนาการทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยามากกวา         
เม่ือเปลี่ยนสภาพการเลี้ยงจากอาหารเหลวเปนอาหารวุนจึงสามารถปรับตัวและอยูรอดได
มากกวาโพรโทคอรมขนาดเล็ก อยางไรก็ตามการนําโพรโทคอรมขนาดเล็กเลี้ยงในอาหารเหลวที่
มีโคลชิซินเพ่ือชักนําใหเกิดเปนตนพอลิพลอยด ทุกเซลลของโพรโทคอรมจะไดรับโคลชิซินอยาง
ทั่วถึงจึงทําใหไดตนพอลิพลอยดที่มีการเปลี่ยนแปลงของจํานวนโครโมโซมเหมือนกันทั้งตน 
ในขณะที่การใชโพรโทคอรมขนาดใหญจะทําใหมีโอกาสเกิดตนที่เปนไคเมอรา (chimera) สูง 
สําหรับอาหารสูตรที่ใชในการทดลองควรเปนสูตรอาหารที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
เน่ืองจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตอาจจะทําใหจํานวนโครโมโซมเปลี่ยนแปลงได  
(Pramanik and Datta, 1986; Meesawat et al., 2008)   

จากการสังเกตการตายของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งทั้งที่ไมไดรับและไดรับ    
โคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 5 วันและ 10 วัน ในชวงเวลา 2 - 14 สัปดาหหลังเพาะเลี้ยงบน
อาหารวุน พบวาเม่ือเพาะเลี้ยงนานขึ้น โพรโทคอรมจะตายมากขึ้น โดยโพรโทคอรมที่ไมไดรับ
โคลชิซินตายนอยที่สุด สวนโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินมีแนวโนมการตายสูงขึ้นตามความ
เขมขนของโคลชิซินที่เพ่ิมขึ้น เม่ือเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการตายของโพรโทคอรมหลัง
เพาะเลี้ยงบนอาหารวุนเปนเวลา 14 สัปดาห พบวาโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขน
ตางๆ นานทั้ง 5 วันและ 10 วัน มีการตายสูงขึ้นตามความเขมขนของโคลชิซิน สอดคลองกับ
การทดลองในกลวยไม Cattleya intermedia Lindl. (Silva et al., 2000) และกลวยไมลูกผสมใน
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สกุล Cymbidium (Kim et al., 2003)  เม่ือพิจารณาระยะเวลาที่ไดรับโคลชิซิน พบวาการตาย
ของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.01 และ 0.05 % (w/v) นาน 5 วันและ 
10 วัน มีเปอรเซ็นตการตายไมแตกตางกันทางสถิติ อยางไรก็ตามระยะเวลา 10 วัน มีแนวโนม
การตายสูงกวา 5 วัน สวนการใหโคลชิซินเขนขน 0.10 % (w/v) นาน 10 วัน มีเปอรเซ็นตการ
ตายสูงกวา 5 วันอยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับผลการศึกษาใน Astragalus membranaceus  ที่
มีเปอรเซ็นตการตายเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ไดรับโคลชิซิน (Chen and Gao, 2007) การจะ
เลือกใชระยะเวลานาน 5 วันหรือ 10 วัน จึงตองพิจารณาเปอรเซ็นตการเกิดตนเตตระพลอยด
ดวย 

การเจริญเติบโตของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งมีแนวโนมลดลง เม่ือไดรับ    
โคลชิซินความเขนขนเพ่ิมขึ้น สอดคลองกับในกลวยไมสกุล Phalaenopsis  (Griesbach, 1981) 
พบวากลวยไมตนที่ไดรับโคลชิซินจะมีการเจริญเติบโตชาลงและชักนําใหเกิดรากยาก และ
การศึกษาในตนบัวบกเตตระพลอยที่ เปนผลมาจากการไดรับโคลชิซิน พบวาตนบัวบก           
เตตระพลอยดมีการเจริญเติบโตชากวาตนบัวบกดิพลอยด (Chulalaksananukul and Chimnoi, 
1999)  

หลังจากเพาะเลี้ยงโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งบนอาหารวุนในจานเลี้ยงเชื้อ นาน 
14 สัปดาห ยายโพรโทคอรมที่อยูในระยะที่มีรากเกิดขึ้นมาเลี้ยงบนอาหารวุนในขวดเพาะเลี้ยง
ขนาด 8 ออนซ จนกระทั่งเจริญเปนตนกลวยไมมาวิ่งที่สมบูรณ สังเกตลักษณะภายนอกของ
กลวยไมมาวิ่ง พบวามีตนกลวยไมมาวิ่ง 2 ลักษณะ คือ ตนที่มีลักษณะปกติและตนที่มีลักษณะ
ผิดปกติ และเมื่อตรวจสอบจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก พบวาจํานวนโครโมโซมจาก
เซลลปลายรากของกลวยไมมาวิ่งที่ไมไดรับโคลชิซินมีจํานวนโครโมโซม 2n = 2x = 38 
สอดคลองกับ Kamemoto และคณะ (1964) และสุมนทิพยและปยะดา (2550) ในการศึกษา  
ครั้งน้ี พบกลวยไมมาวิ่งที่เจริญมาจากโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินซึ่งเลี้ยงในอาหารเหลว
นาน 10 วัน กอนยายมาเลี้ยงบนอาหารวุน มีจํานวนโครโมโซมเปลี่ยนแปลงเปน 2n = 4x = 76 
แตพบเพียงตนเดียวเทานั้นซึ่งถือวาเกิดในเปอรเซ็นตต่ํา แสดงใหเห็นวากลวยไมมาวิ่งใน
ธรรมชาติสามารถเกิดตนเตตระพลอยดไดเอง เชนเดียวกับกลวยไม Cattleya intermedia Lindl. 
(Silva et al., 2000) การศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายรากของกลวยไมมาวิ่งที่ไดรับ
โคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 5 วันและ 10 วัน พบวาตนกลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะปกติบาง
ตนเปนตนดิพลอยด (2n = 2x = 38) และบางตนเปนตนเตตระพลอยด (2n = 4x = 76) สวนตน
ที่ลักษณะผิดปกติ นับจํานวนโครโมโซมไดประมาณ 150 แทง ซ่ึงอาจเปนตนออกตะพลอยด  
(2n = 8x = 152) เม่ือนํากลวยไมมาวิ่งที่เปนตนดิพลอยด เตตระพลอยด และออกตะพลอยดไป
ตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอ พบวากลวยไมมาวิ่งแตละตนนาจะมีระดับพลอยดีตามที่ระบุจริง 
กลาวคือตนเตตระพลอยดมีปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 เทาของตนดิพลอยด และตนออกตะพลอยดมี
ปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 4 เทาของตนดิพลอยด  
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การเปรียบเทียบขนาดนิวเคลียสของเซลลชั้นอีพิเดอรมิสจากดานหลังใบของ
กลวยไมมาวิ่ง พบวาขนาดนิวเคลียสของกลวยไมมาวิ่งเรียงจากขนาดใหญไปเล็กไดดังนี้คือ 
นิวเคลียสของเซลลจากตนออกตะพลอยด ตนเตตระพลอยด และตนดิพลอยดตามลําดับ เม่ือ
สังเกตขนาดของเซลลชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบโดยภาพรวม พบวาเซลลมีขนาดแตกตางกัน 
เรียงลําดับไดเชนเดียวกับขนาดของนิวเคลียส สอดคลองกับ Fan และคณะ (2003) ที่กลาววา 
เม่ือจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้น ขนาดนิวเคลียสจะใหญขึ้นและสงผลใหเซลลขยายขนาด เพ่ือ
รักษาอัตราสวนระหวางปริมาตรของไซโทพลาซึมกับปริมาตรของนิวเคลียสใหคงที่ และ 
สอดคลองกับผลการศึกษาที่พบวา ปริมาตรของนิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงของปลา Indian 
catfish (Heteropneustes fossilis) เพ่ิมขึ้นตามจํานวนโครโมโซมที่เพ่ิมขึ้น (Pandian and 
Koteeswaran, 1999) 

จากผลการศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก ปริมาณดีเอ็นเอ และ
ขนาดนิวเคลียสของเซลลชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบ ยืนยันไดวาตนกลวยไมมาวิ่งที่ไดจาก
การศึกษาในครั้งน้ีมีระดับพลอยดี 3 ระดับ คือ ดิพลอยด เตตระพลอยด และออกตะพลอยด โดย
พบวา โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งที่ไดรับโคลชิซินทุกความเขมขน นานทั้ง 5 วันและ 10 วัน 
สามารถชักนําใหเกิดเปนกลวยไมมาวิ่งเตตระพลอยดได แตเปอรเซ็นตการเกิดแตกตางกัน   
โคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) ที่ใหแกโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งนานทั้ง 5 วันและ 10 วัน มี
ประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิดตนเตตระพลอยดไดสูงสุด คือ 30 % เทากัน ถึงแมวาระยะเวลา 
10 วัน จะสามารถชักนําใหเกิดตนออกตะพลอยดไดมากถึง 10 % แตทําใหมีเปอรเซ็นตการตาย
สูงมาก ดังน้ันโคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) ที่ใหแกโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งนาน 5 วัน จึง
เหมาะที่สุดสําหรับใชในการชักนํากลวยไมมาวิ่งใหเกิดเปนตนเตตระพลอยด ผลการทดลองใน
ครั้งน้ี แตกตางจากการศึกษาในกลวยไมหลายชนิดที่รายงานไววา โคลชิซินเขมขน 0.05 % 
(w/v) มีผลในการชักนําใหเกิดตนกลวยไมเตตระพลอยดไดดีที่สุด (Kim et al., 2003; Silva et 
al., 2000; Griesbach, 1981) อยางไรก็ตามโคลชิซินเขมขน 0.05 % (w/v) ที่ใหแกโพรโท-   
คอรมกลวยไมมาวิ่ง นาน 10 วัน สามารถชักนําใหเกิดกลวยไมมาวิ่งออกตะพลอยดไดดีที่สุดถึง 
15 % ในการศึกษาครั้งน้ีไมพบตนกลวยไมมาวิ่งที่เปนมิกโซพลอยด เปนไปไดวาการใชโคลชิซิน
กับโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งในระยะที่มีขนาดเล็ก โคลชิซินสามารถแทรกซึมเขาสูเซลลของ
โพรโทคอรมไดอยางทั่วถึง สงผลใหมีจํานวนโครโมโซมเหมือนกันทุกเซลล (Griesbach, 1981) 

เม่ือเปรียบเทียบความยาวเซลลคุมของปากใบกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดี
ตางกัน พบวา เซลลคุมมีความยาวแตกตางกัน โดยกลวยไมมาวิ่งที่เปนตนออกตะพลอยดมี
เซลลคุมยาวที่สุด รองลงมาคือตนเตตระพลอยด สวนตนดิพลอยดมีความยาวของเซลลคุมสั้น
ที่สุด สอดคลองกับศึกษาในพืชหลายชนิดที่ พบวาเซลลคุมจะยาวขึ้นตามระดับพลอยดีที่สูงขึ้น 
เชน กลวยไม Dendrobium secundum (Bl.) Lindl. (Atichart and Bunnag, 2007) กลวยไม
ลูกผสม Ionocidium Popcorn (Fan et al., 2003) กลวยไม Cattleya intermedia Lindl.    
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(Silva et al., 2000) กลวยไข (Saradhuldhat and Silayai, 2001)  Actinidia deliciosa 
(Przywara et al., 1988) Pyrus pyrifolia N. cv. Hosui (Kadota and Niimi, 2002) Astragalus 
membranaceus (Chen and Gao, 2007) และ Acacia mearnsii (de Wild) (Beck et al., 2003) 
แตอยางไรก็ตามในกลวยไมลูกผสม Cymbidium กลับพบวาเซลลคุมของตนที่เปนดิพลอยด   
ทริพลอยด และเตตระพลอยด มีความยาวไมแตกตางกัน (Kim et al., 2003) และ นักวิจัยคณะนี้
ยังอางถึง Motonobu และคณะ (1997) ที่รายงานไววาขนาดของปากใบของพืชที่มีจํานวน
โครโมโซมเพิ่มขึ้นเปน 2 เทา มีขนาดเทากับปากใบของตนที่มีจํานวนโครโมโซมปกติ 

สําหรับความหนาแนนของปากใบ พบวากลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยด ตนเตตระ-
พลอยด และตนออกตะพลอยด มีปากใบหนาแนนลดลงตามลําดับ เปนผลมาจากปากใบและ
เซลลในชั้นอีพิเดอรมิสขยายขนาดมากขึ้น ตามจํานวนโครโมโซมที่เพ่ิมขึ้น สอดคลองกับ
การศึกษาในพืชหลายชนิด เชน กลวยไม Cattleya intermedia Lindl. (Silva et al., 2000) 
กลวยไข (Saradhuldhat and Silayai, 2001) และหมอน (นิตยศรีและอําไพ, 2541) แตใน 
กลวยไมลูกผสม Cymbidium กลับพบวาความหนาแนนของปากใบในกลวยไมชนิดนี้เพ่ิมขึ้น
ตามระดับพลอยดีที่เพ่ิมขึ้น (Kim et al., 2003) 
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บทที่ 5 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
ผลของโคลชซิินตอการตายและการเจริญเติบโตของโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่ง 
 

โคลชิซินมีผลตอการตายของกลวยไมมาวิ่ง โดยเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ    
โคลชิซินและระยะเวลาที่ใหแกโพรโทรคอรมกลวยไมมาวิ่ง พบวาโพรโทคอรมมีเปอรเซ็นตการ
ตายสูงขึ้น อยางไรก็ตามโพรโทคอรมที่ไมไดรับโคลชิซินก็มีเปอรเซ็นตการตายที่สูงเชนเดียวกัน 
ซ่ึงสวนใหญตายตั้งแตระยะที่สังเกตเห็นโพรโทคอรมบวมออกเล็กนอย เปนไปไดวาเมล็ดสวน
ใหญมีเอ็มบริโอยังไมเจริญเต็มที่ ดังนั้นกอนนํามาเพาะเลี้ยง ควรตรวจสอบความมีชีวิตดวยสาร 
TTC นอกจากนี้เพ่ือเพ่ิมเปอรเซ็นตการรอดชีวิต ควรเพาะเมล็ดในอาหารเหลวกอนใหโคลชิซิน
เปนเวลานานกวานี้ เพ่ือใหไดโพรโทคอรมขนาดใหญ ซ่ึงจะมีผลทําใหสามารถทนตอพิษของ      
โคลชิซินไดดีกวาโพรโทคอรมขนาดเล็ก แตอยางไรก็ตามตองคํานึงดวยวา หากโพรโทคอรมมี
ขนาดใหญ การไดรับโคลชิซินอาจไมทั่วถึง โดยเฉพาะเซลลที่อยูภายในซึ่งหางจากเซลลบริเวณ
ผิว หากเปนเชนนี้จะทําใหไดโพรโทคอรมที่ประกอบดวยเซลลที่มีจํานวนโครโมโซมแตกตางกัน 
เกิดเปนไคเมอราขึ้นได (Griesbach, 1981) 

เม่ือสังเกตการเจริญเติบโตของโพรโทคอรม พบวา การเจริญเติบโตของ      
โพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งชาลง เม่ือไดรับโคลชิซินความเขมขนสูงขึ้นและนานขึ้น 

 
การตรวจสอบความเปนพอลิพลอยด 
 

1. ศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก 
 
ตนกลวยไมมาวิ่งที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้มีลักษณะแตกตางกัน 2 แบบ คือ 

ตนกลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะปกติ โดยมีใบคอนขางเรียวยาว แผนใบบาง และตนกลวยไมมาวิ่งที่
มีลักษณะผิดปกติ โดยใบคอนขางสั้น แผนใบหนา อวบนํ้า ใบซอนทับกันแนน การเจริญเติบโต
ชากวาตนกลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะปกติ จากการศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก
ของกลวยไมมาวิ่งทั้งสองแบบ พบวากลวยไมมาวิ่งที่มีลักษณะปกติมีจํานวนโครโมโซมแตกตาง
กัน 2 ระดับ คือ ดิพลอยด (2n = 2x = 38) และ เตตระพลอยด  (2n = 4x = 76) สวนตนที่มี
ลักษณะผิดปกติอาจเปนออกตะพลอยดซ่ึงนับจํานวนโครโมโซมไดประมาณ 150 แทง เน่ืองจาก
มีโครโมโซมจํานวนมาก และซอนทับกันหลายแทงจึงทําใหไมสามารถนับจํานวนไดแนนอน 
ปญหาของการศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายรากคือ รากมีนอยและสวนใหญเปนรากที่
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ไมมีการแบงเซลลแมปลายรากมีลักษณะใสก็ตาม เพ่ือใหเกิดรากเร็วขึ้นอาจทําโดยตัดรากแกทิ้ง 
แลวยายตนกลวยไมมาวิ่งไปเลี้ยงในอาหารใหม และควรตัดรากมาศึกษาตั้งแตมีความยาว
ประมาณ 0.5 เซนติเมตร  

 
2. การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร 
 
ดีเอ็นเอของกลวยไมมาวิ่งตนที่เปนเตตระพลอยดมีปริมาณเปน 2 เทาของตนที่

เปนดิพลอยด สวนตนที่เปนคาดวาออกตะพลอยดมีปริมาณดีเอ็นเอประมาณ 4 เทาของตนที่
เปนดิพลอยด และประมาณ 2 เทาของตนที่เปนเตตระพลอยด  

 
3. การศึกษาขนาดนิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของ 

กลวยไมมาวิ่ง 
 
นิวเคลียสของเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับ

พลอยดีตางกัน มีขนาดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระดับพลอยดีที่สูงขึ้นจะสงผล
ใหขนาดนิวเคลียสใหญขึ้น 

 
ความเขนขนของโคลชิซนิและระยะเวลาทีเ่หมาะสมตอการชกันําใหกลวยไมมาวิ่งเกิด
เปนตนพอลพิลอยด 
 

โคลชิซินทุกความเขมขนที่ใหแกโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งนาน 5 วันและ 10 
วัน สามารถชักนําใหเกิดเปนกลวยไมมาวิ่งเตตระพลอยดได แตเปอรเซ็นตการเกิดแตกตางกัน 
โคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) ที่ใหแกโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งนานทั้ง 5 วันและ 10 วัน
สามารถชักนําใหเกิดตนเตตระพลอยดไดสูงสุดคือ 30 % เทากัน แตเม่ือใหนาน 10 วัน มีการ
ตายสูงกวา ดังน้ันโคลชิซินเขมขน 0.10 % (w/v) ที่ใหแกโพรโทคอรมกลวยไมมาวิ่งนาน 5 วัน 
จึงเหมาะที่สุดสําหรับใชในการชักนํากลวยไมมาวิ่งใหเกิดเปนตนเตตระพลอยด  
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การศึกษาความแตกตางของกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางกัน 
 

กลวยไมมาวิ่งที่ระดับพลอยดีตางกัน มีความยาวของเซลลคุมและความ   
หนาแนนของปากใบแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยเม่ือระดับพลอยดีสูงขึ้น เซลลคุมมีความ
ยาวเพิ่มขึ้น ในขณะที่ความหนาแนนของปากใบลดลง 

 
จากผลการศึกษาในครั้งนี้ พบประเด็นที่นาสนใจที่แตกตางจากงานวิจัยอ่ืน      

2 ประเด็น ดังน้ี 
1. ลักษณะภายนอกของกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีเปนดิพลอยดและ      

เตตระพลอยดไมแตกตางกัน ซ่ึงในงานวิจัยสวนใหญ พบวาพืชที่ระดับพลอยดีตางกันจะแสดง
ลักษณะออกมาแตกตางกัน ดังน้ันจึงควรนํากลวยไมมาวิ่งดิพลอยดและเตตระพลอยดออกปลูก
ในเรือนเพาะชํา เพ่ือศึกษาวาลักษณะตางๆ ที่เคยศึกษาแลวขณะอยูในขวดเพาะเลี้ยง รวมถึง
ลักษณะดอก วายังคงเหมือนกันหรือไม พรอมกันน้ีตองศึกษาลักษณะของตนออกตะพลอยดดวย 
เพ่ือใหไดขอมูลในการตัดสินใจวากลวยไมมาวิ่งเตตระพลอยดหรือกลวยไมมาวิ่งออกตะพลอยด
เหมาะสมสําหรับการปลูกเปนไมกระถางที่นาจะมีคุณคาทางเศรษฐกิจมากกวากัน 

2. การใชขนาดนิวเคลียสของเซลลชั้นอีพิเดอรมิสจากดานหลังใบเปนเกณฑใน
การตรวจสอบความเปนพอลิพลอยดของกลวยไมมาวิ่ง พบวากลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดี
ตางกัน มีนิวเคลียสขนาดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังน้ันการใชขนาดนิวเคลียสของ
เซลลในชั้นอีพิเดอรมิสจากดานหลังใบจึงนาจะเปนเกณฑหน่ึงที่สามารถตรวจสอบความเปนพืช        
พอลิพลอยดไดอยางรวดเร็ว  
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การเตรียมอาหารสูตร Vacin and Went ดัดแปลง 
 

การเตรียม Stock Solution  
Stock Solution I ประกอบดวย  

KNO3      5.25  กรัม 
KH2PO4     2.50  กรัม 
(NH4)2SO4     5.00  กรัม 
นําสารแตละชนิดละลายในน้ํากลั่นตามลาํดับ แลวปรบัปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลลิิตร 

Stock Solution II ประกอบดวย 
MgSO4.7H2O       2.50  กรัม 
MnSO4.H2O     0.075  กรัม 
นําสารแตละชนิดละลายในน้ํากลั่นตามลาํดับ แลวปรบัปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลลิิตร 

Stock myo – inositol Solution  
 ละลาย myo – inositol  2 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปรมิาตรใหครบ 100 มิลลิลติร 
Stock NaFeEDTA  Solution  
 ละลาย NaFeEDTA 0.8 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลติร 
 
ข้ันตอนการเตรียมอาหารสูตร VW ดัดแปลง ปริมาตร  1 ลิตร 
1.   ใช stock solution I 100 มิลลิลติร stock solution II 100 มิลลลิติร  stock myo – inositol  
     solution  5 มิลลิลติร และ stock NaFeEDTA  solution 5 มิลลิลติร 
2.   เติม Ca3(PO4)2  0.20 กรัมที่ละลายดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล และใชความ 
      รอน 
4.   เติมนํ้าตาลซูโครส 20 กรัม 
5.   เติมนํ้าใหครบ 1,000 มิลลิลติร 
6.   ปรับ pH ใหได 4.8 – 5.0  
7.   เติมวุน 8 กรัม (ถาตองการอาหารเหลวก็ไมตองใสวุน) 
8.   ตมจนวุนละลายหมด 
9.   เทลงในขวดแกวปดฝา แลวน่ึงฆาเชื้อดวยหมอน่ึงอัดไอที่ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
     อุณหภูมิ 121 0C นาน 20 นาที 
10. ทิ้งไวใหเย็นจนอาหารแข็งตัวจึงนําไปใช 
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การวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม  SPSS 
 

วิเคราะหความแปรปรวน  และเปรียบเทียบเปอรเซ็นการตายของ         
โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 5 วัน 

 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 369.854 3 123.285 13.167 .000 

Error 131.086 14 9.363   

Total 500.941 17    

 

 

Duncan   

treatment N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

0% 5 78.1300  

0.01% 5 81.5780  

0.05% 3  87.2633

0.1% 5  89.2520

Sig.  .121 .358

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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วิเคราะหความแปรปรวน  และเปรียบเทียบเปอรเซ็นการตายของ         

โพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขนตางๆ นาน 10 วัน 
\ 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 909.377 3 303.126 37.801 .000 

Error 128.303 16 8.019   

Total 1037.680 19    

 

 

Duncan    

treatment N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

0% 5 77.8260   

0.01% 3 81.1033   

0.05% 6  89.0250  

0.1% 6   94.7550

Sig.  .098 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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การวิเคราะหความแปรปรวน และการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของ      
โพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดข้ึน จากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความ
เขมขนตางๆ นาน 5 วัน หลังยายมาเลี้ยงบนอาหารวุนที่ไมมีโคลชิซินนาน 14  สัปดาห  
 

 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 68.975 3 22.992 3.724 .037

Error 86.426 14 6.173   

Total 155.401 17    

 

 

Duncan   

treatment N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

0.10% 5 2.6940

0.05% 3 3.7100

0.01% 5 5.6000 5.6000

0% 5 7.6700

Sig.  .126 .243

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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การวิเคราะหความแปรปรวน และการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของ      
โพรโทคอรมที่เจริญอยูในระยะที่มีรากเกิดข้ึน จากโพรโทคอรมที่ไดรับโคลชิซินความ
เขมขนตางๆ นาน 10 วัน หลังยายมาเลี้ยงบนอาหารวุนที่ไมมีโคลชิซินนาน 14  สัปดาห  
 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 44.295 3 14.765 8.120 .002 

Error 29.093 16 1.818   

Total 73.388 19    

 

 

Duncan    

treatment N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

0.10% 6 .8800   

0.05% 6 1.8833 1.8833  

0.01% 3  3.0800 3.0800

0% 5   4.7480

Sig.  .275 .196 .079

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบขนาดเสนผานศูนยกลางของ
นิวเคลียสจากเซลลชั้นอีพิเดอรมิสดานหลังใบของกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางๆ 

 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 4402.774 2 2201.387 1.154E3 .000 

Error 1424.568 747 1.907   

Total 5827.342 749    

 

 

Duncan     

type N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

diploid 300 7.6333   

tetraploid 300  10.8208  

octaploid 150   14.1250

Sig.  1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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วิเคราะหความแปรปรวน  และเปรียบเทียบความยาวเซลลคุมของ
กลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางๆ 

 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 15301.397 2 7650.699 512.518 .000 

Error 7419.057 497 14.928   

Total 22720.454 499    

 

 

Duncan 

  
 
 

  

type N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

diploid 200 33.5875   

tetraploid 200  41.9625  

octaploid 100   47.9530

Sig.  1.000 1.000 1.000

Means for groupsin homogeneous subsets are displayed. 
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วิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบความหนาแนนของปากใบ
ของกลวยไมมาวิ่งที่มีระดับพลอยดีตางๆ 

 

ANOVA 

Source of variation Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Treatment 10127.095 2 5063.548 81.707 .000 

Error 9109.941 147 61.972   

Total 19237.036 149    

 

 

Duncan     

type N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

octaploid 30 15.1343   

tetraploid 60  28.3805  

diploid 60   37.5235

Sig.  1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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