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บทคัดยอ 
 

 จากการเพาะเลี้ยง PLBs (Protocorm-like bodies) กลวยไมชางแดง (Rhynchostylis 
gigantea  var. rubrum Sagarik) ที่อยูในระยะ GI 5 ซ่ึงเปนระยะที่ PLBs เจริญในชวง 10-14 วัน                
ในอาหารเหลวสูตร NDM เติมน้ําตาลซูโครส 2% รวมกับน้ํามะพราว 15% แลวนํามาจุมแชในสาร
โคลชิซินที่ระดับความเขมขน  0 0.05  0.10  0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24  48 และ                     
72 ช่ัวโมง พบวา PLBs ที่จุมแชในสารละลายโคลชิซิน ความเขมขน 0.14% เปนเวลา                    
72 ช่ัวโมง มีอัตราการรอดชีวิตลดลงครึ่งหนึ่ง (LD50) เมื่อวิเคราะหดวยสมการถดถอย   การใช                
โคลชิซินที่ความเขมขน 0.20% เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ใหอัตราการรอดชีวิต 26% สามารถชักนําตน
เททระพลอยด (2n=4X=76) ไดสูงสุด 60% เมื่อตรวจสอบจํานวนโครโมโซมของเซลลปลายราก  
ตนเททระพลอยดที่ไดมีความหนาแนนเซลลปากใบสูงสุด  3.00 เซลลตอตารางมิลลิเมตร                          
มีสหสัมพันธในทางบวกกับจํานวนชุดโครโมโซมที่เพิ่มขึ้น จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตของตน
ดังกลาวมีคานอยกวาในชุดควบคุม (46 เม็ด/เซลลคุม) คิดเปน 67% ของชุดควบคุม และมี
สหสัมพันธในทางผกผันกับจํานวนชุดโครโมโซมที่เพิ่มขึ้น  จํานวนใบเฉลี่ย (3.5ใบ) เพิ่มขึ้น สวน
ความยาวราก  (2.48 เซนติเมตร)  ลดลงอยางแตกตางทางสถิติ   (p<0.01)   เมื่อเปรียบเทียบกับ                
ชุดควบคุม 
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Abstract 
 

 PLBs (Protocorm-like bodies) at GI 5 stage of Chang Daeng Orchid 
(Rhynchostylis gigantea  var. rubrum Sagarik) cultured in liquid NDM medium with 2% sucrose 
and 15% coconut  water (CW)  were immersed in five concentrations of colchicine  (0, 0.05, 0.10, 
0.15 and 0.20%) for 24, 48, and 72 hours. The results showed that the PLBs immersed in 
colchicine at concentration of 0.14% for 72 hours showed a 50% decrease in survival rate (LD50) 
as evaluating by regression analysis.  PLBs immersed in concentrations with 0.20% of colchicine 
for 72 hours gave a survival rate of 26% and induced the highest tetraploid at 60% as revealed by                   
root tip chromosome counting. Those tetraploid plants showed the highest stomata densities  
(3.00 cells/mm2) that positive correlated with ploidy level. In contrast, the chloroplast numbers of 
tetraploid plants had a negative correlation with ploidy level. The average number of chloroplasts 
obtained in tetraploid plants was 46 chloroplasts/guard cells lower than those of diploid plants. 
For morphological characters, the tetraploid plants have average leave number higher than those 
of control but the root length was significantly lower when compared with control.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  บทนําตนเรื่อง 

 กลวยไมชางแดง มีช่ือวิทยาศาสตรวา Rhynchostylis gigantea var. rubrum 
Sagarik.  เปนกลวยไมในสกุลชาง   มีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย พมา ทางตอนใตของจีน ประเทศใน
แถบอินโดจีน อินโดนีเซีย และหมูเกาะทะเลจีนใต  สําหรับในประเทศไทยพบกระจายพันธุตาม
ธรรมชาติในแถบภาคเหนือ เชน เชียงใหม ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เชน หนองคาย มุกดาหาร 
สกลนคร เลย นครราชสีมา ต่ําลงมาจนถึงตอนเหนือของภาคกลาง เชน นครสวรรค ชัยนาท และ
ภาคตะวันออก เชน ปราจีนบุรี และแถบจังหวัดกาญจนบุรี โดยกระจายทั่วไปในปาที่มีระดับความ
สูงประมาณ   260 - 350  เมตร  จากระดับน้ําทะเล   (นิรนาม, 2551)  กลวยไมสกุลชางมีรูปราง
ใหญโตกวากลวยไมชนิดอื่น ๆ ในสกุลเดียวกัน มีลักษณะใบหนา แข็ง ยาวประมาณ 25 - 30  
เซนติเมตร กวางประมาณ 5 - 7  เซนติเมตร ปลายใบมน เปนแฉก 2 แฉก แตละใบมีขนาดไมเทากัน 
รากเปนรากอากาศ  มีขนาดใหญ ปลายรากมีสีเขียว ชอดอกเปนรูปทรงกระบอกโคงลง ชอดอกยาว
ประมาณ    20 - 40  เซนติเมตร มีดอกแนน ชอละ 25 - 60 ดอก ขนาดดอกประมาณ 2.5 - 3.0  
เซนติเมตร   (รูปที่ 1)   กลีบนอกคูลางกวางยาวเทา ๆ กันกับกลีบนอกบน สวนกลีบในเรียวกวากลีบ
นอก  เดือยดอกอยูในลักษณะเหยียดตรงไปขางหนา ปลายแผนปากหนา แข็ง และปลายสองขางเบน
เขาหากัน ปลายปากมี 3 แฉก สองแฉกขางมน แฉกกลางมนและมีขนาดเล็กกวามาก ใกลโคนปาก
ดานบนมีสันนูนเตี้ย ๆ  2 สัน ดอกมีกล่ินหอมฉุน หอมไกล ดอกบานระหวางเดือนธันวาคมถึงเดือน
กุมภาพันธ และบานทนประมาณสองหรือสามสัปดาห  (อบฉันท, 2543)  กลวยไมสกุลชางแบง
ออกเปน 3 ประเภท   ตามลักษณะสีของดอก คือ ชางกระ ชางแดง และชางเผือก ทั้งสามประเภท
เปนพันธุแทพันธุเดียวกัน  มีโครโมโซมเหมือนกันและมีจํานวนเทากัน คือ 2n = 2x = 38  มีลักษณะ
ลําตน ใบ ราก ชอดอก และดอกคลายคลึงกัน แตตางกันตรงที่สีของดอก คือ  ชางกระมีดอกสีขาว
ประ จุดสีมวง กลวยไมชางเปนที่นิยมเล้ียงกันมากเนื่องจากเลี้ยงไดงายและออกดอกทุกป           
(อุดม และพัชราวดี, 2549)           

 กลวยไมเปนไมดอกที่มีการสงออกมากที่สุดในประเทศไทย  ปจจุบันมีการสงออก
ในลักษณะตนและไมตัดดอก มีมูลคาไมนอยกวา 1,200 ลานบาทตอป หรือคิดเปนรอยละ 85 ของ
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การสงออกไมดอกไมประดับทั้งหมดและมูลคาการสงออกกลวยไมของไทยเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนือ่ง 
(สุพัตรา และวีณัน, 2548) แตการขยายพันธุกลวยไมโดยทั่วไปใชวิธีการเพาะเมล็ดในสภาพ
ธรรมชาติ  ซ่ึงโอกาสที่เมล็ดจะงอกและพัฒนาเปนตนไดนอยมาก  (ณัฐา, 2548)  โดยในธรรมชาติ
สามารถงอกเปนตนไมถึงรอยละ 0.1 เนื่องจากเมล็ดกลวยไมที่แกแลวไมมีทั้งใบเลี้ยงและเอนโด
สเปรม จึงไมมีอาหารสะสมไวเล้ียงตนออน (สมปอง, 2538) บางครั้งตนที่ไดอาจเกิดความ
แปรปรวนทางพันธุกรรม  เนื่องจากการผสมขามกับกลวยไมชนิดอื่นตามธรรมชาติ จึงไดมีการ
ขยายพันธุโดยการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนชั้นบาง ๆ (thin cell layer)  (van Le  et al., 1999)   จาก
ความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมชางแดงขางตน   เปนชองทางในการใชวิธีการดังกลาว
เพื่อการปรับปรุงพันธุในหลอดทดลองในระยะเวลาอันสั้น  โดยใชสารกอกลายพันธุโคลชิซิน  ซ่ึง
เปนสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการสราง spindle fiber  (จรัสศรี, 2548)    เพื่อเพิ่มชุดโครโมโซม   
ซ่ึงเปนวิธีการหนึ่งในการปรับปรุงพันธุกลวยไมชางแดงที่คาดวาจะไดดอกที่มีขนาดใหญ  ระยะการ
บานของดอกบานนานกวา 3 สัปดาห และสามารถเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็ว สําหรับในกลวยไม  
ชางแดงยังไมมีรายงานการปรับปรุงพันธุโดยวิธีนี้มากอน  ดังนั้นในรายงานฉบับนี้เปนการศึกษาผล
ของความเขมขนของโคลชิซิน  ตอการเพิ่มชุดโครโมโซม  เพื่อพัฒนาและปรับปรุงพันธุ                    
กลวยไม ชางแดงตอไป          

 การปรับปรุงพันธุพืชสามารถทําไดหลายวิธี  ไดแก การผลิตลูกผสมจากตนพอแม
พันธุดี  (ครรชิต, 2541)  การชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยการฉายรังสี  (Irfag and Nawab, 2001)  
และชักนําใหเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม เรียกวาการชักนําพืชใหเกิดพอลีพลอยด  (polyploidy)   
(กนิษฐา, 2542; สุมนา, 2549)     วิธีการเหลานี้สามารถนํามาประยุกตกับการปรับปรุงพันธุกลวยไม
ไดเชนกัน  ซ่ึงกลวยไมที่เปนตนพอลีพลอยดมักมีดอกขนาดใหญ  กลีบกวาง หนา สีเขม รูปทรง
ดอกดีและแข็งแรงกวาดอกกลวยไมที่เปนตนดิพลอยด  (diploid)  (Norberto, 2005)  เนื่องจากการ
ผสมขามกับกลวยไมชนิดอื่นตามธรรมชาติ ทําใหปจจุบันกลวยไมปาหลายชนิดมีจํานวนลดลง 
หลายชนิดหายาก หลายชนิดอาจจะสูญพันธุ (อุดม และพัชราวดี, 2549)    เพื่อเปนการปองกันการ
โดนทําลายจากการทําลายปา จําเปนตองมีการเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็ว โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   
(van Le et al., 1999)  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เปนวิธีการขยายพันธุพืชวิธีหนึ่งและนับเปน
วิธีเดียวที่สามารถขยายพันธุกลวยไมเปนจํานวนมากในระยะเวลาอันสั้น  เหมาะที่จะนํามาเปน
เครื่องมือสําหรับการขยายพันธุพืชในทางการคา การสงออกและการปรับปรุงพันธุตอไป                      
การขยายพันธุกลวยไมดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีบทบาทสําคัญอยางมากในปจจุบัน  
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รูปท่ี 1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของกลวยไมชางแดง 
ที่มา : http://www.fernsiam.net/forumII/viewtopic.php?f=5&t=1338 

 
 
1.2  การตรวจเอกสาร 
 

1.2.1 ความสําคัญและสถานการณของกลวยไมในปจจุบัน 
 

 กลวยไมเปนพืชที่มีผูนิยมปลูกเล้ียงกันทั่วโลก ทั้งนี้เพราะกลวยไมมีหลากหลายสี 
ที่พบตามธรรมชาติมีประมาณ 25,000 ชนิด  มีทั้งตนขนาดเล็ก ดอกเทาหัวเข็มหมุด จนถึงตนขนาด
ใหญเทาตนออย ตนมีการเจริญเติบโตเปนกอเกาะบนคบไม หรือตามกอนหิน หรือเจริญเปนตน
เดี่ยวโดยมีรากอากาศยึดเกาะกิ่งไม บางชนิดเปนกลวยไมดิน เจริญเติบโตงอกงามอยูใตรมไมที่มี
อินทรียวตัถุปกคลุมผิวดิน ดอกมีหลายรูปแบบ มีทั้งชนิดดอกขนาดใหญ  ดอกเดี่ยวเปนชอยาว ดอก
สีขาว หรือสีสันสะดุดตา เชน สีสม แดง เหลือง ฟา มวงสด มีหลายชนิดที่มีกล่ินหอม การปลูกเลี้ยง
กลวยไมเมื่อเทียบกับพืชอ่ืน ๆ  แลวปลูกเลี้ยงไดงาย จึงมีผูนิยมปลูกเลี้ยงและผสมพันธุขามระหวาง
พันธุตาง  ๆ   ปจจุบันนี้พบวามีการผสมพันธุขามชนิดและขามสกุลมากกวา  30,000 คูผสม       
(มาลินี, 2534) 
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 กลวยไมจัดเปนไมดอกไมประดับที่มีมูลคาการสงออกมากที่สุดทํารายไดเขา
ประเทศกวาพันลานบาท นอกจากนี้ประเทศไทยยังไดรับการยกยองจากประเทศตาง ๆ วาเปนแหลง
ผลิตกลวยไมเมืองรอนที่สําคัญที่สุดเนื่องจากมีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมในการปลูกกลวยไม 
เมืองรอน  กลวยไมจึงเปนพืชสงออกที่สําคัญพืชหนึ่งของประเทศไทย กระทรวงเกษตรและ
สหกรณกําหนดใหกลวยไมเปนหนึ่งในสี่ของพืช Product Champion เนื่องจากเปนพืชที่ทํารายได
สูงและปริมาณเพิ่มขึ้นทุกป  (สํานักงานวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2549)   อุตสาหกรรมกลวยไมของ
ประเทศไดเจริญกาวหนาอยางมาก และทํารายไดเขาสูประเทศเปนอับดับหนึ่งในจํานวนไมดอก   
ไมประดับทั้งหมดที่มีการสงออก ซ่ึงการสงออกดอกกลวยไม และตนกลวยไมมีปริมาณและ
มูลคาเพิ่มขึ้นโดยตลอด ในป 2549 มีผลผลิตสงออก 23,348 ตัน คิดเปนมูลคา 2,490.95 ลานบาท               
และในป  2550  มีผลผลิตสงออก 24,564 ตัน มูลคาสูงขึ้นเปน 2,544.82 ลานบาท   (รูปที่ 2)    
สามารถสงออกกลวยไม ไปยังประเทศตาง ๆ  กวา 76 ประเทศ ตลาดสงออกที่สําคัญไดแก ญ่ีปุน 
อิตาลี และอเมริกา ประเทศไทย มีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมในการปลูกกลวยไมเมืองรอน และ
สามารถสงออกไดเปนอันดับ 1 ของโลก   (สํานักงานวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) 
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รูปท่ี 2   มูลคาการสงออกดอกกลวยไมสดของประเทศไทย ป พ.ศ. 2545 – 2550 
ที่มา :  สํานักงานเศรษฐกจิการเกษตร (2549) 
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1.2.2  การขยายพันธุกลวยไมโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
  การขยายพันธุกลวยไมโดยทั่วไปในธรรมชาติมักมีขอจํากัดคือ ติดฝกนอย  เมล็ดมี
ขนาดเล็กภายในเมล็ดมีอาหารสะสมนอยมากหรือไมมีเลย    จึงไมเพียงพอสําหรับการเจริญเติบโต
ของเอ็มบริโอ เมล็ดจะงอกไดตองอาศัยเชื้อราไมคอรไรซา (mycorrhiza)  โดยเชื้อราสงอาหารใหแก
เอ็มบริโอภายในเมล็ด  ทําใหเอ็มบริโอเจริญเติบโตเปนโปรโตคอรม (protocorm)  และเปนตน
กลวยไมที่สังเคราะหแสงไดเองในระยะตอมา (Mckendrick, 2000)  กลวยไมมีเมล็ดตอฝกมาก  แต
ดวยขอจํากัดดังกลาวเปอรเซ็นตการงอกตามธรรมชาติจึงต่ํามาก  ดังนั้นจึงไดทดลองนําเมล็ด
กลวยไมมาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเพื่อเพิ่มเปอรเซ็นตการงอกใหมากขึ้น  ในระยะแรกมีการ
ทดลองเตรียมอาหารโดยใชเชื้อราไมคอรไรซาเลี้ยงรวมอยูในอาหารดวย  ทําใหสามารถเพาะเมล็ด
กลวยไมใหเจริญเติบโตขึ้นได  ตอมามีการพัฒนาสูตรอาหารที่ไมตองใชเชื้อราไดสําเร็จ โดยสูตร
อาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเมล็ดกลวยไมคือ  VW  (ไพบูลย, 2521)  ขั้นตอนแรกของการ
เพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อคือ การทําใหเมล็ดปราศจากเชื้อ  โดยนําฝกแกที่ยังไมแตกมาจุมแช
ดวยเอธานอล  95%  ผานเปลวไฟอยางรวดเร็ว หากเปนฝกแกแหงและแตกแลวฆาเชื้อดวย                  
คลอรอกซ  10%  เปนเวลา 15 - 20 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 2  คร้ัง ตามลําดับ (Buyun et al., 2004)   
จากนั้นนําเมล็ดมาเลี้ยงในอาหารเหลวหรืออาหารวุนสูตรที่เหมาะสม โดยวางเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยง
ที่มีอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส ใหแสงนาน 16 ช่ัวโมงตอวัน 

 
การเพาะเลี้ยงกลวยไมในสภาพปลอดเชื้อหรือการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีปจจัยที่สําคัญ

หลายประการ ไดแก ช้ินสวนพืช  สูตรอาหาร  และสารควบคุมการเจริญเติบโต  สําหรับชิ้นสวนพืช
ที่นิยมใช ไดแก  เมล็ด ตายอด ตาขาง ชอดอก ใบ และราก  สูตรอาหารสังเคราะหที่นิยมใชในการ
เพาะเลี้ยงกลวยไม ไดแก สูตรดัดแปลง VW  สูตร Knudson C และสูตร MS (ครรชิต, 2538)  
รวมกับน้ํามะพราว ความเขมขน 10 - 20 เปอรเซ็นต  นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนที่มีความสําคัญตอการ
เพาะเลี้ยงกลวยไม เชน สภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง เชน อุณหภูมิ และความเขมแสง เปนตน 
ปจจุบันนี้มีรายงานความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหลายสกุลดวยกัน  ปรัชพรรณ และ 
สมปอง (2550)  ไดศึกษาผลของสารอินทรียและสารควบคุมการเจริญเติบโตบางชนิดตอการ
เจริญเติบโตของกลวยไมเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง พบวา การเพาะเลี้ยงตนบนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และเพิ่มความเขมขนของสารอินทรีย
เปน 2.5 เทา ของสูตร MS ปกติ สามารถชักนํายอดรวมเฉลี่ยสูงสุด  4.78  ยอดตอช้ินสวน   ภายใน
ระยะเวลา  30  วัน สกุลรัตน และสมปอง (2550)  ทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อช้ินสวนปลายยอดของ
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กลวยไมเหลืองจันทรบูรบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  2,4-D  รวมกับ TDZ 
ความเขมขนตาง ๆ รวมกับน้ําตาลชนิดตาง ๆ และผงวุนชนิด  ตาง ๆ พบวา  อาหารที่เติม  2,4-D  
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ  TDZ  เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส เขมขน 3  
เปอรเซ็นต  และผงวุน  Phytagel  เขมขน  0.17  เปอรเซ็นตใหการสรางโปรโตคอรมสูงสุด  51.65 
เปอรเซ็นต  Chang และคณะ (1998)  สามารถเพิ่มปริมาณตนกลากลวยไม Cymbidium ensifolium 
var. misericors  จากการเพาะเลี้ยงโปรโตคอรมบนอาหารสูตร MS ที่ลดองคประกอบของธาตุ
อาหารลงครึ่งหนึ่ง รวมกับ 2,4-D  เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร  รวมกับ TDZ  เขมขน  0.1  มิลลิกรัม
ตอลิตร ทําใหโปรโตคอรมมีการพัฒนาของราก และยอดชัดเจนขึ้น Chen และคณะ (2000)  
สามารถชักนําแคลลัสและเพิ่มปริมาณกลวยไม  Phalaenopsis   จากการเพาะเลี้ยงใบ บนอาหารสูตร 
VW เติม 2,4-D เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร                     
Malabadi และคณะ (2004)  สามารถเพิ่มปริมาณยอดรวมและโปรโตคอรม กลวยไม Vanda 
coerulea ไดสูงสุด 95  เปอรเซ็นต   โดยใชเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เตมิ 
TDZ  เขมขน 11.35 ไมโครโมลาร  Roy และคณะ (2001)  สามารถเพิ่มปริมาณ hop                       
(Humulus lupulus L.)  จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ไดในระยะเวลาอันสั้นบนอาหาร
สูตร Knudson C เติม TDZ หรือ BA  เขมขน  2  ไมโครโมลาร   สําหรับการเพาะเลี้ยงกลวยไม             
สกุลชางนั้น  van Le  และคณะ (1999)  รายงานการใชสารควบคุมการเจริญเติบโต  BA เขมขน 3 
ไมโครโมลาร และ TDZ เขมขน 3 ไมโครโมลาร ในสูตรอาหาร MS สําหรับเรงการพัฒนาตายอด  
จากการเพาะเลี้ยงโปรโตคอรม  และชักนําการสรางรากในอาหารเติม forchlofenuron เขมขน 10             
ไมโครโมลาร 

 

นอกจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งแลวยังมีวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยใช
เทคนิคการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่เรียกวา  การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น ซ่ึงเปนการเพาะเลี้ยง
เซลลในอาหารเหลวภายใตสภาพการเขยาเล้ียง และมีการควบคุมสภาพแวดลอมที่เหมาะสมทําให
เซลลมีการเจริญเติบโตและมีการแบงเซลลอยางรวดเร็ว สามารถที่จะยายเล้ียงไดเร็วขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแคลลัส  (สมปอง, 2550)   Tokuhara และ  Mii (2001)  รายงานการ
เพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นกลวยไม Phalaenopsis โดยใชสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA  เขมขน 
0.5 ไมโครโมลาร และ BA เขมขน 4.4 ไมโครโมลาร  ในอาหารเหลวสูตร  NDM   สําหรับการ              
ชักนําเซลลซัสเพนชั่น  ในการเพิ่มปริมาตรเซลล ใชสูตรอาหารเดียวกันแตเพิ่มความเขมขน NAA 
เปน 5.4 ไมโครโมลาร จากผลสําเร็จในการเพาะเลี้ยงกลวยไมโดยการเพาะเลี้ยงแคลลัส                      
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และเซลลซัสเพนชั่นชวยใหการใชวิธีการปรับปรุงพันธุดวยวิธีการใชส่ิงกอกลายพันธุรวมกับแหลง
ช้ินสวนพืชในหลอดทดลองมีความเปนไดสูงมาก 

 
1.2.3  การเพิ่มชุดโครโมโซม 

  
โครโมโซม  คือ  โครงสรางทางพันธุกรรม   เปนที่อยูของหนวยกรรมพันธุ  

โครโมโซมทําหนาที่  เก็บรักษา ถายทอด และแสดงออกของขอมูลพันธุกรรม จีโนม  หมายถึง 
จํานวนโครโมโซมหรือปริมาณดีเอ็นเอในหนึ่งชุด  ถายทอดจากพอแมใหกับลูก หรือโครโมโซม 
หรือจีนที่มีในแกมีทของพอกับแม ดังนั้น 1 ชุด (1x) หมายถึง 1 จีโนม  โดยที่ส่ิงมีชีวิตชนิดดิพลอยด
มีจํานวนโครโมโซมในเซลลสืบพันธุ  และในเซลลรางกายมีเปน  2 ชุด (2x) ในสภาพปกติจะพบ
ส่ิงมีชีวิตที่เปนดิพลอยดมีจํานวนโครโมโซม  2n  และมีองคประกอบของโครโมโซมเปนจีโนมชุด
เดียวกัน 2 ชุด  สวนพอลีพลอยด   เปนสิ่งมีชีวิตที่เซลลรางกายมีจีโนมมากกวา 2 ชุดขึ้นไป เชน 3 
ชุดจีโนม  (triploid, 3x)  4 ชุดจีโนม (tetraploid, 4x)   5 ชุดจีโนม  (pentaploid, 5x)  เปนตน          
พอลีพลอยดอาจเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ  โดยมีสาเหตุมาจากเซลลที่จําลองโครโมโซมแตไมมีการ
แบงเซลล     ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมของเซลลขึ้นมาอีก 1 ชุด  (อมรา, 2540)   เนื่องจาก
พอลีพลอยดที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติมีนอย  มนุษยจึงหาวิธีชักนําการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม
เพื่อใหเกิดพอลีพลอยดในพืช  เพราะพืชที่เปนพอลีพลอยดมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากมัก
มีผลใหปริมาณสารในเซลลเพิ่มขึ้น  ขนาดเซลลขยายเพิ่มขึ้น สงผลใหมีขนาดตน ใบ และ                     
ดอกใหญขึ้น  ลักษณะเหลานี้แตกตางจากลักษณะที่ไดจากการขยายพันธุโดยการผสมเกสร                        
(Griesbach, 1985)  จึงมีการนําพอลีพลอยดมาใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุพืช เพราะพืชที่เปน
พอลีพลอยดเมื่อนํามาผสมพันธุกับตนอื่นสามารถทําใหเกิดพันธุใหมได  (ชะบา, 2527) 
 

1.2.4  การใชสารเคมีเพิ่มชุดโครโมโซม 
  

สารเคมีที่ใชในการชักนําใหเกิดพอลีพลอยดในพืชสวนใหญจัดอยูในกลุม 
alkylating agents ตัวอยางสารเคมีในกลุมนี้  คือ โคลชิซิน  ซ่ึงมี ช่ือทางเคมีวา 
Acetyltrimethylcolchicinic acid : (S)-N-(5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-oxobenzo (a) 
heptalen-7-yl) acetamine  มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 399.43  มีสูตรโครงสรางคือ C22H25NO6                     
(รูปที่ 2)    (Matthew, 1998)  โคลชิซินมีลักษณะเปนผงสีเหลืองออนเก็บรักษาในที่มืดอุณหภูมิ                 
-15  องศาเซลเซียส ถึง  -25  องศาเซลเซียส  เปนสารประกอบอัลคาลอยด สกัดไดจากเมล็ดและ             
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หัวของพืชพวก Colchicum  autumnale L. (รูปที่ 3) (Snyder, 2007)  เปนสารที่เปนพิษตอรางกาย  
โคลชิซินถูกคนพบโดยนักวิทยาศาสตรประมาณป คศ. 1920 ซ่ึงเปนการคนพบโดยบังเอิญ                       
เมื่อสารละลายโคลชิซินสัมผัสกับเซลลที่กําลังแบงเซลล สงผลตอการยับยั้งการสรางและการพัฒนา
เสนใยสปนเดิล   

 

 
 
 
รูปท่ี 3   สูตรโครงสรางทางเคมีของโคลชิซิน 
ที่มา:   Matthew (1998) 
 

 
       

รูปท่ี 4   โครงสรางลําตน  ใบ ดอก และหวัของ Colchicum autumnale L. 
           ที่มา:  Snyder (2007) 
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การทํางานของสารโคลชิซิน  จะไปอุดตามปลายทอตาง ๆ ของไมโครทูบูลภายใน
เซลลทําใหไมเกิดการสรางเสนใยสปนเดิล  ในระยะเมทาเฟสของการแบงเซลล  (วัชรินทร, 2544)  
โครโมโซมจึงไมเคลื่อนตัวเขาสูขั้วเซลล  ทําใหจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นเปน 2 เทา หรือมากกวา  
ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความเขมขนของสารและระยะเวลาที่ใช  รวมทั้งชนิดของพืชและชิ้นสวนที่ใชดวย   
(อดิศร, 2539 อางโดย สมโชค, 2545)  ความผิดปกติที่พบนอกเหนือจากการเพิ่มจํานวนชุด
โครโมโซม  แลวยังมีการเกิด aneuploid คือ การที่จํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นหรือลดลงเปนบางแทง
และการเกิด chimera คือเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมแบบพลอยดี  ในบางสวนของเนื้อเยื่อ
พืชซ่ึงมักจะพบใน 2 ลักษณะ คือ  sectorial ploid-chimera และ periclinal ploid-chimera โดย  
sectorial ploid-chimera  คือเกิดการเปลี่ยนแปลงเพียงบางสวนของตาที่เจริญเปนพลอยดี  สงผลให
สวนที่เปลี่ยนแปลงกลายเปนพลอยดี  แตสวนอื่นยังคงปกติ  สวน periclinal ploid-chimera  เกิดจาก
เซลลช้ันของเอพิเดอรมิส   และเซลลช้ันในมีจํานวนโครโมโซมที่แตกตางกัน  ผลที่ไดอาจสงผลให
เซลลปากใบซึ่งเจริญมาจากเซลลช้ันนอกแสดงผลเปนพลอยดี คือลักษณะใหญกวาปกติแตขนาด
ของละอองเรณู  ซ่ึงเจริญมาจากเซลลช้ันในมีลักษณะปกติ  (กฤษฎา, 2519 อางโดย สมโชค, 2545)  
การใชสารโคลชิซินกระตุนใหเกิดการกลายพันธุประสบความสําเร็จในพืชหลายชนิด ไดแก  การ
แชช้ินสวนและแชแคลลัสของหนาวัวพันธุ  Double Spathe ในสารละลายโคลชิซินความเขมขนตาง 
ๆ  เปนเวลา 24 และ 48  ช่ัวโมง พบวา ความเขมขนของโคลชิซินที่สูงขึ้น  ทําใหอัตราการรอดชีวิต
ของชิ้นสวนพืชลดลง ผลของโคลชิซินมีแนวโนมใหเกิดลักษณะใบดาง และความยาวปากใบมาก
ขึ้น  แตจาการศึกษาจํานวนโครโมโซม  พบวาไมเปลี่ยนแปลง  (วิชชุตา, 2537)     Griesbach (1981)  
ศึกษาการเพาะเลี้ยงโปรโตคอรมของกลวยไม Phalaenopsis  ในอาหารเหลวรวมกับโคลชิซิน ความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  สามารถชักนําใหโปรโตคอรม มีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นเปนสอง
เทาได 50 เปอรเซ็นต    Thao และคณะ (2003)  นํายอดของตน Green Velvet ซ่ึงเปนพืชสกุล 
Alocasia  แชในโคลชิซิน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 30 วัน ซ่ึงเปนวิธีการเดียวกับที่ใชใน 
Buddleia globosa  (Rose et al., 2000)     Shao และคณะ (2003)   เติมโคลชิซินในอาหารเพาะเลี้ยง
สวนขอของตนทับทิม (Punica granutum) สามารถชักนําใหเกิดตนเททระพลอยดไดสูงสุด            
20 เปอรเซ็นต          
   

วิธีการเพิ่มชุดโครโมโซมมีหลายวิธี  จําเปนตองเลือกใชวิธีการใหเหมาะสมกับ
ช้ินสวนหรือเนื้อเยื่อพืชที่นํามาชักนํา  อีกทั้งตองคํานึงถึงความเขมขนของสารละลายโคลชิซินและ
ระยะเวลาที่ใหแกช้ินสวนหรือเนื้อเยื่อพืชดวย   (Blakeslee et al., 1937)   ช้ินสวนพืชที่มีลักษณะ
แข็งหรือมีอายุมากมักตองใชโคลชิซินความเขมขนสูง จากการทดลองชักนําใหเกิดพอลีพลอยดใน
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พืชบางชนิด  พบวา  ชวงความเขมขนของโคลชิซินที่เลือกใชสัมพันธกับชิ้นสวน โดยเรียงลําดับ
ตามชิ้นสวนที่ตองการสารโคลชิซินจากความเขมขนสูงไปต่ําไดดังนี้  คือ ตาขาง เมล็ด ยอดออน  
และตนออนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตามลําดับ และการเพิ่มชุดโครโมโซมในกลวยไม มีการ
ใชช้ินสวนหลายชนิด เชน ลําตน โครงสรางคลายโปรโตคอรม   แคลลัส และตนที่สมบูรณ  
โดยทั่วไปความเขมขนของโคลชิซินที่ใชในการทดลองชักนํากลวยไมใหเกิดพอลีพลอยด อยู
ในชวง  0.01-0.20 %  (w/v)   (Vichiato et al., 2007)   มีเฉพาะการทดลองของ  Menninger (1963)   
เทานั้นที่ใชโคลชิซินระดับความเขมขนสูงถึง 1% (w/v)  สําหรับระยะเวลาที่ใหมีความแตกตางกัน
ขึ้นกับชนิดของกลวยไมและชิ้นสวนที่นํ ามาชักนํา  ระยะเวลาที่ ใชนานที่ สุดคือ  10 วัน       
(Griesbach. 1981; 1985)  ในการทดลองการชักนํากลวยไมใหเกิดพอลีพลอยด  พบวา ความเขมขน
ที่เหมาะสมที่สามารถชักนําใหเกิดเปนตนพอลีพลอยดไดสูงสุด คือ 0.05% (w/v) สวนระยะเวลา
ขึ้นกับชนิดของกลวยไม   ในกรณี PLBs ของกลวยไม Cattleya intermedia Lindl.  ใชระยะเวลา               
8 วัน (Silva et al., 2000)    PLBs   ของกลวยไมพันธุ Silky   ซ่ึงเปนกลวยไมลูกผสมในสกุล 
Cymbidium  ใชระยะเวลา 1 สัปดาห  (Kim et al., 2003)  PLBs ของกลวยไมในสกุล Phalaenopsis  
ใชระยะเวลา 10 วัน (Griesbach, 1985)     Griesbach (1981)   ไดทําการเพาะเลี้ยง โปรโตคอรม ของ
กลวยไม  Phalaenopsis  ในอาหารเหลวรวมกับโคลชิซิน เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (0.0005%) 
พบวา สามารถชักนําใหโปรโตคอรมที่เปนตนพอลีพลอยดมีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นเปนสองเทา
ได 50 เปอรเซ็นต   

 

สําหรับตัวอยางการใชโคลชิซินชวงความเขมขนตาง ๆ กับชิ้นสวนพืช เชน ตาขาง
ของพืชที่ปลูกตามสภาพธรรมชาติ  มักใชวิธีการหยดสารละลายบนตาขางโดยตรง ตาขางของ
หมอนใช โคลชิซินเขมขน 0.4%  (ประชาชาติ  และสําเริง, 2540)  ตาขางของถั่วเขียวพันธุอูทอง ใช
โคลชิซินเขมขนชวง 0.1 - 0.5%  (มยุรี, 2547)   สําหรับเมล็ดมักใชวิธีการแชในสารละลายโคลชิซิน 
โดยในเมล็ดขาวโพดใชสารละลายโคลชิซินเขมขนชวง  0.1 - 0.5% (จักรกฤษณ  และคณะ, 2545)    
เมล็ดถ่ัว chickpeas (Cicer arietinum)  ซ่ึงเปนพืชอาหารสัตวใชสารละลายโคลชิซินเขมขน  0.25% 
(Sohoo et al., 1970)   และเอ็มบริโอของขาวซึ่งประกอบดวยเนื้อเยื่อที่ยังออนอยู  ใชวิธีการ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีโคลชิซินผสมอยูในชวงความเขมขน 0.01 - 0.05%   (ประดิษฐ และคณะ, 
2537)      นอกจากความเขมขนของโคลชิซินแลว  ระยะเวลาการจุมแชช้ินสวนพืชที่ไดรับโคลชิซิน  
เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอเปอรเซ็นตการเกิดพืชพอลีพลอยด     สิทธิพงษ   (2553)  รายงานวาเมื่อ
เพิ่มความเขมขน และระยะเวลาการจุมแชสารโคลชิซินที่สูงขึ้นในเมล็ดงอกปาลมน้ํามัน  สงผลให
เซลลคุมมีความยาวมากขึ้น โดยที่โคลชิซินเขมขน 7.5  มิลลิโมลาร  จุมแชนาน 48 ช่ัวโมง ใหขนาด 
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และความหนาแนนของเซลลคุมมีลักษณะแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ   อยางชัดเจน  โดยทั่วไป
แลวการใหโคลชิซินความเขมขนต่ํามักใหเปนระยะเวลานาน  สวนความเขมขนสูงใชระยะเวลาสั้น  
อยางไรก็ตามพืชแตละชนิดมีความทนตอพิษของโคลชิซินไดแตกตางกัน หากชิ้นสวนพืชไดรับ
โคลชิซิน ความเขมขนสูงเกินไปหรือนานเกินไปจะทําใหมีอัตราการตายสูง  ดังผลในการศึกษาการ
ชักนําผักกาดขาวใหเกิดเปนพอลีพลอยด ซ่ึงใชวิธีการแชเมล็ดในสารละลายโคลชิซินเขมขน  
0.25%  และ  0.50%  จุมแชนาน 24 ช่ัวโมง พบวา ตนออนในเมล็ดตายหมด  แตสําหรับเมล็ด
ผักคะนา  ที่ไดรับโคลชิซินเขมขน 0.5% นาน 24 ช่ัวโมง  สามารถชักนําใหเกิดคะนาพอลีพลอยดได 
(จักรกฤษณ  และคณะ, 2545)  ดังนั้นในการชักนําพืชใหเกิดพอลีพลอยดจําเปนตองทดลองเพื่อหา
ระดับความเขมขนของโคลชิซิน และระยะเวลาที่เหมาะสมที่ทําใหพืชมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตมาก
และมีเปอรเซ็นตการเกิดพอลีพลอยดสูง อยางไรก็ตามวิธีการนี้อาจทําใหพืชมีโอกาสเกิด                         
ไคเมอราไดสูง 

 
1.2.5  การตรวจสอบการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม 

 
พืชที่เปนพอลีพลอยดเปนพืชที่มีโครโมโซมมากกวา 2 ชุด ซ่ึงมีลักษณะแตกตาง

จากพืชที่เปนดิพลอยดหลายประการดังนี้  ใบหนาและโตกวา มีปากใบกวาง ดอกใหญ มีสีเขม ผล
ขนาดใหญ อายุการเก็บเกี่ยวชากวาปกติ  เนื่องจากมีการแบงเซลลที่ชากวาปกติ การติดเมล็ดลดลง 
ละอองเกสรใหญกวา  มีความเปนหมันมาก และมีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้น   การตรวจสอบระดับ
พลอยดีสามารถทําไดหลายวิธี ดังนี้คือ  

 
1) การศึกษาจํานวนโครโมโซมปลายราก 
  
 เปนวิธีที่ถูกตองและชัดเจนที่สุด  อยางไรก็ตามการศึกษาจํานวนโครโมโซม  

สวนใหญใชเซลลจากปลายรากในระยะที่เซลลกําลังแบงเซลลแบบไมโทซีส ระยะที่เหมาะสมคือ
ระยะเมตาเฟส เพราะเปนชวงที่โครโมโซมหดสั้นที่สุด  เปนวิธีการศึกษาที่คอนขางทําไดยากตองใช
เทคนิคที่เหมาะสม จึงจะสามารถมองเห็นโครโมโซมในระยะที่ตองการ  ใชระยะเวลานานและ
เทคนิคที่ใชในพืชแตละชนิดมีความแตกตางกัน  นอกจากนี้พืชที่มีจํานวนโครโมโซมมากหรือมี
โครโมโซมขนาดเล็กจะทําใหมีโอกาสนับจํานวนไดผิดพลาดมากขึ้น  Griesbach และ Bhat  (1990)  
ศึกษาการชักนําใหเกิดพอลีพลอยดใน Eustoma grandiflorum  โดยหยดโคลชิซินเขมขน 0.05 
เปอรเซ็นต  บนเนื้อเยื่อเจริญของตนที่มีความสูง 2 - 3  เซนติเมตร เปนเวลา 0   3 และ 5 วัน  เมื่อ
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ตรวจสอบโครโมโซมปลายราก พบวา มีความแตกตางระหวางตนดิพลอยด  (2n = 2x = 18) และ
เททระพลอยด   (2n = 4x = 36)   Rose  และคณะ  (2000)   ชักนําใหเกิดเททระพลอยดใน  Buddleia 
โดยใชขอทรีตโคลชิซินที่ความเขมขน  0.01  0.05 และ  0.10  เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 วัน พบวา         
โคลชิซิน เขมขน 0.10 เปอรเซ็นต สามารถชักนําใหเกิดตนเททระพลอยดได โดยเมื่อนับจํานวน
โครโมโซม พบวา 2n = 4x = 76    รัชนีวรรณ   (2546)   ศึกษาผลของความเขมขนของโคลชิซินตอ
การเพิ่มชุดโครโมโซมของตําลึงที่ผานการหยดสารโคลชิซินเขมขน 0.2 0.3   0.4 และ 0.5 
เปอรเซ็นต  จํานวน  8  10 และ 12 คร้ัง  ที่ปลายยอดของตนกลา  พบวา    มีการเพิ่มจํานวน
โครโมโซมเปน 4 ชุด (2n = 4x = 48)     Yang  และคณะ (2006)  ศึกษาการใชโคลชิซินชักนําใหเกิด
เททระพลอยดในองุน  (Vitis vinifera L.)  โดยนําโซมาติกเอ็มบริโอมาทรีตดวยโคลชิซิน ที่ความ
เขมขน 0  10  และ  20 มิลลิกรัมตอลิตร  เปนเวลา 1  2  และ 3 วัน  เมื่อนํามาตรวจสอบโครโมโซม
ปลายราก พบวา  มีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นจาก 38 คู  เปน 76  คู   

   
2) การศึกษาลักษณะสัณฐาน  และสรีรวิทยา    

  
 เมื่อพืชเพิ่มจํานวนโครโมโซมทําใหมีจํานวนอัลลีลของยีนเพิ่มขึ้น สงผลใหการ
แสดงออกของโปรตีนมากขึ้นดวย (Fan et al., 2003) โดยทั่วไปพืชพอลีพลอยดมักจะมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเปลี่ยนแปลงไปจากตนดิพลอยดปกติ  จึงสามารถนําลักษณะทางสัณฐานวิทยาบาง
ลักษณะมาใชเปนเกณฑในการจําแนกพืชพอลีพลอยดออกจากพืชดิพลอยด        ทิวา (2533)  ศึกษา
ผลของโคลชิซินที่มีตอการกลายพันธุในแกลดิโอลัส  โดยใชความเขมขนที่ระดับ 0 - 200 มิลลิกรัม
ตอลิตร  ใชระยะเวลาในการแช  6 - 36 ช่ัวโมง  พบวา  โคลชิซินทําใหน้ําหนัก  ขนาดของแคลลัส  
และความสูงของตนมีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของโคลชิซินสูงขึ้น       ราตรี  (2540)  
รายงานวา  การแชตายอดมังคุดดวยโคลชิซิน เขมขน 500   750  และ 1,000  มิลลิกรัมตอลิตร  มีผล
ทําใหความยาวรากเพิ่มขึ้น  จํานวนใบลดลง  และเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน  10,000  มิลลิกรัมตอ
ลิตร  มียอดรอดชีวิตเพียง 1 เปอรเซ็นต      Escandon และคณะ (2006)  ศึกษาการใชโคลชิซินใน
การเพิ่มจํานวนโครโมโซมของ  Bacopa monnieri  โดยจุมแชโคลชิซินที่ความเขมขนตาง ๆ  เปน
เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวา ตนเททระพลอยดมีขนาดของใบหนาขึ้น  และดอกมีขนาดใหญกวา
ตนดิพลอยด    รัชนีวรรณ (2546) พบวา ตนตําลึงที่ไดรับสารโคลชิซินมีใบหนาขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับใบปกติ 
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ลักษณะทางสรีรวิทยาเกี่ยวกับกระบวนการหายใจ คายน้ํา และสังเคราะหแสงของ
พืช ซ่ึงอวัยวะที่ทําหนาที่เหลานี้คือ ปากใบ ปริมาณคลอโรฟลล ตลอดจนจํานวนเม็ดคลอโรพลาสต
ในเซลลคุม การเปลี่ยนแปลงของอวัยวะดังกลาว  สามารถที่จะนํามาเปนเครื่องหมายทางสรีรวทิยาที่
บงบอกถึงผลของโคลชิซินตอการเพิ่มชุดโครโมโซมได โดยเฉพาะ ขนาดของปากใบ เปนวิธีการที่
งายและสะดวกรวดเร็ว  หากตรวจดวยกลองจุลทรรศนจะพบวา  ปากใบพืชที่เปนพอลีพลอยดซ่ึงได
จากการทรีตดวยโคลชิซินมีขนาดใหญกวาตนดิพลอยด และที่สําคัญคือมีความสัมพันธกับการเพิ่ม
จํานวนโครโมโซมเปนทวีคูณ        Pryor (1972)  ใชสารละลายโคลชิซิน  0.5 เปอรเซ็นต  แชเมล็ด
เยอบีรานาน  1 - 2 ช่ัวโมง  เพื่อชักนําการเกิดพอลีพลอยด  พบวาขนาดของเซลลปากใบของตนที่
ไดรับสารเพิ่มขึ้นเปน 2 เทา  เมื่อเทียบกับตนควบคุม       วิชชุตา (2537)  ศึกษาผลของโคลชิซินที่
ความเขมขน 0.00  0.01  0.05 และ 0.10 เปอรเซ็นต  เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง กับขอและแคลลัส  
ที่มีตอการกลายพันธุของหนาวัวพันธุ Double  Spathe พบวา  ขอที่จุมแชโคลชิซินเขมขน 0.1 
เปอรเซ็นต  มีความยาวของปากใบเฉลี่ยสูงที่สุดเมื่อเทียบกับตนที่ไมไดรับสารโคลชิซิน   นอกจาก
ขนาดของปากใบแลวจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุม และความหนาแนนของเซลลปากใบก็
ใชเปนเครื่องหมายทางสรีรวิทยาไดเชนเดียวกัน  Sari และคณะ (1999)  พบวา สามารถใชจํานวน
คลอโรพลาสตภายในเซลลคุมของปากใบเปนตัวบงชี้จํานวนชุดโครโมโซมในแตงโมได    แตงโม
แฮพลอยดมีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสต และขนาดปากใบเล็กกวาแตงโมดิพลอยด  เมื่อพิจารณาความ
หนาแนนของปากใบ พืชที่เปนพอลีพลอยดมีความหนาแนนของปากใบนอยกวาความหนาแนน
ของปากใบของพืชที่เปนดิพลอยด  (นิตยศรี และ อําไพ, 2541)  สวนจํานวนคลอโรพลาสตตอเซลล
คุม   นั้นมี ร ายงานว า  เพิ่ มขึ้ น เมื่ อระดับพลอยดี เพิ่ มขึ้น   (นิตยศ รี  และ  อํ าไพ ,  2541 ;    
Chulalaksananukul and Chimnoi, 1999)        Ranney  (2007)  รายงานวาสามารถนําจํานวน                    
คลอโรพลาสตตอเซลลคุมมาใชตรวจสอบการเปนพืชพอลีพลอยดไดเชนกัน  ขนาดของละอองเรณู 
เปนอีกตัวแปรหนึ่งที่ใชทํานายผลของพืชพอลีพลอยด จากการศึกษาขนาดของละอองเรณูของ                
ตนถ่ัว chickpeas  พบวาละอองเรณูของตนที่เปนพอลีพลอยดมีขนาดใหญกวาละอองเรณูของ              
ตนดิพลอยดอยางชัดเจน   (Sohoo et al., 1970)  การงอกของละอองเรณูเปนตัวบงชี้อีกลักษณะ  จาก
การศึกษาในกลวยไม  Dendrobium  superbiens  พบวา ละอองเรณูของตนที่เปน                            
อัลโลเททระพลอยด   มีเปอรเซ็นตการงอกมากกวาตนที่เปนดิพลอยด (สาริณี, 2538)    เมื่อจํานวน
โครโมโซมเพิ่มขึ้น ขนาดนิวเคลียสใหญขึ้น   และสงผลใหเซลลขยายขนาดเพื่อรักษาอัตราสวน
ระหวางปริมาตรของไซโต- พลาสซึมกับปริมาตรของนิวเคลียสใหคงที่  (Fan et al., 2003)   
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3) ศึกษาโดยวิธี  flow cytometry   
 
เปนวิธีการหนึ่งที่ใชวิเคราะหขนาดของนิวเคลียส หรือปริมาณดีเอ็นเอที่เปน

องคประกอบในนิวเคลียสดวยการฉายแสงเลเซอรผานเซลล   แลววัดการเรืองแสงที่เกิดขึ้น        
ตามหลักการทางฟสิกส แปรผลออกมาในรูปของปริมาณดีเอ็นเอที่ปรากฏในเซลล หรือกลุมเซลล
นั้น  ๆ     ในการใช  flow cytometry  สามารถตรวจสอบไดรวดเร็ว (Dolezel et al., 1989;                            
ศิรินันท, 2548)   วิธีการ คือ ทําการแยกเซลลออกมาโดยการหั่นสวนใบพืชเปนชิ้นบาง ๆ  ดวยมีด
ในสารละลายบัฟเฟอรที่ใชแยกเซลลใหเปนเซลลเดี่ยว ๆ  กรองเซลลแลวนํามายอมดวยสารใหสี
เรืองแสง  เชน PI (propidium iodine) หรือ DAPI [4,6-bis(2-imidazxoliyl-4H,5H) -2-phenylindol]  
วัดปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง  flow cytometry  โดยจะมีการฉีดพนสารละลายของเซลลที่มีการยอม
สีนิวเคลียสผานชองปอนดานหนาตัวเครื่องใหเซลลผานลําแสง  ซ่ึงเมื่อกระทบกับนิวเคลียสที่ยอมสี  
เครื่องตรวจจะแปลงคาการดูดกลืนแสงเปนกราฟหรือที่เรียกวา   ดีเอ็นเอฮีสโตแกรม  เมื่อนํา              
ฮิสโตแกรมมาเปรียบเทียบกับเซลลมาตรฐานที่ทราบปริมาณดีเอ็นเอแลว สามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางพืชโดยอาศัยความแตกตางของปริมาณดีเอ็นเอได   รวมทั้งบอกถึงความผิดปกติ
ของเซลลได        Koutoulis และคณะ (2005)   รายงานการตรวจสอบจํานวนชุดโครโมโซมที่เกิด
จากการเพิ่มชุดจํานวนโครโมโซมโดยใชสารโคลชิซินกับตน hop  (Humulus lupulus L.) โดยใช 
flow cytometry   ในการตรวจสอบการเพิ่มชุดโครโมโซมวามีประสิทธิภาพมากที่สุด  ตามที่รายงาน
โดย รัตนา และคณะ (2552)  พบวา สามารถวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลหวายที่
ตองการตรวจสอบได  Rival และคณะ (1997)  วิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอจากแคลลัสปาลมน้ํามันแลว
ยอมดวยสี PI พบวา สามารถวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอได  และจากการแยกนิวเคลียสจากชิ้นสวนใบ  
และแคลลัสของปาลมน้ํามันที่ผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แลวยอมดวย PI พบวา มีปริมาณดีเอ็นเอ
แตกตางกัน  
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 
1.   ศึกษาระดับความเขมขนของโคลชิซิน    และระยะเวลาที่มีตอการเพิ่มชุดโครโมโซมของ

กลวยไมชางแดง 
2.   เพื่อศึกษาผลของโคลชิซินตอลักษณะทางสรีรวิทยา เซลลวิทยา และสัณฐานวิทยาของตนกลา

ในหลอดทดลองเพื่อพัฒนาและปรับปรุงพันธุกลวยไมชางแดงในอนาคต 
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บทที่ 2 
 

วิธีการวิจัย 
 
วัสดุและอุปกรณ 
 
1. วัสดุ 

 
1.1   วัสดุพืช 

 
  ใช PLBs กลวยไมชางแดงอายุ 2 เดือน ที่อยูในระยะ GI 5 โดยทั่วไปโปรโตคอรม 
กลวยไมมีระยะการเจริญ   และพัฒนาของโปรโตคอรม 5 ระยะ คือ GI 2 โปรโตคอรมเจริญในชวง
สัปดาหที่ 5 โปรโตคอรมบวมใหญขึ้น และหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด มีสีเขียว  GI 3              
โปรโตคอรมเจริญในชวงสัปดาหที่ 9-11 พบวา  โปรโตคอรม  จะเปนกอนกลม ๆ มีสีเขียว และบาง
โปรโตคอรมเริ่มมีขนโปรโตคอรม ปรากฏใหเห็น ซ่ึงมีลักษณะเปนเสนบาง ๆ ขึ้นอยูที่ฐาน        
โปรโตคอรม   GI 4 ชวงสัปดาหที่ 11-12 ระยะนี้โปรโตคอรมมีขนาดใหญขึ้น สวนที่มีการ
เปลี่ยนแปลงมากที่สุด คือเกิดยอดแหลมของโปรโตคอรม ซ่ึงมีเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด และยืดยาว
ออก เพื่อที่จะเจริญไปเปนใบ GI 5 สัปดาหที่ 13 ตนออนจะมีใบ 2 ใบ ที่ฐานโปรโตคอรม มีตุมราก
เกิดขึ้นประมาณ 4-5 ตุม และมีรากสีขาว ยาวประมาณ 0.4 เซ็นติเมตร GI 6 สัปดาหที่ 13-14                        
โปรโตคอรม มีการยืดยาวเปนตนกลาที่สมบูรณ ที่ชักนํามาจากการเพาะเมล็ดกลวยไม  โดยยายเลี้ยง
ทุก ๆ 10-14 วัน  (รูปที่ 5) ในอาหารเหลวสูตร NDM เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต และ 
น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต  
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รูปท่ี 5   ลักษณะของ PLBs ที่อยูในระยะ GI 5  (10-14 วนั หลังยายเลี้ยง)  
 
 

1.2   วัสดุสารเคมี 
 

1.2.1  สารเคมีที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
- สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สูตร       
   NDM, VW และ MS  (รายละเอียดองคประกอบธาตุอาหารแสดงใน

   ตาราง ภาคผนวกที่ 1) 
 - น้ําตาลซูโครส 
 - วุนตรานางเงอืก 
 - แอลกอฮอลเขมขน 70 และ95 เปอรเซ็นต 
 - น้ํากลั่น 

1.2.2  สารเคมีที่ใชในการชักนําและตรวจสอบการกลายพนัธุ 
 - โคลชิซิน 
 - แอลฟา-โบรโมแนฟทาลีน 
 - สียอมโครโมโซม carbol fuchsin 
 - กรดอะซิตกิ 
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2.  อุปกรณการทดลอง 
 
  - ตูยายเลี้ยงเนือ้เยื่อ 
  - เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
  - ไมโครปเปต 
  - หมอนึ่งความดัน 
  - กลองบันทึกภาพ 
  - เครื่องเขยาเล้ียง 
  - เครื่องคนสารละลาย 
  - เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
  - เครื่องแกวประกอบดวย  ขวดปรับปริมาตร  กระบอกตวง บิกเกอร     
    ฟลาสต  ปเปต  ขวดเพาะเลีย้ง 
  - ตูอบไมโครเวฟ 

- อุปกรณในการยายเลี้ยง ซ่ึงประกอบดวย  ปากคีบ ดามมดี ใบมีดผาตัด        
  กระดาษชําระ 
- ช้ันวางเลี้ยง 
- กลองจุลทรรศนแบบคอมพาวดและชุดบนัทึกภาพ 
- สไลดแกว 
- แผนปดสไลด 

 
วิธีดําเนินการ 
 
1. ศึกษาผลของความเขมขนของโคลชิซิน และระยะเวลาจุมแชตอการรอดชีวิตของ PLBs 

 
ใชช้ินสวน PLBs ที่อยูในระยะ GI 5 ซ่ึงเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร NDM เติม

น้ําตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต และน้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต จากการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 10-14 วัน  มาจุมแชในสารโคลชิซินเขมขน  0 (ชุดควบคุม)  0.05  0.10  0.15 และ 0.20  
เปอรเซ็นต อินคูเบทบนเครื่องเขยาที่มีความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส 
ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา  24  48 และ 72 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาลาง PLBs ดวยอาหาร
เพาะเลี้ยง จนสารละลายโคลชิซินหมด ซับดวยกระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อจนแหง นํา PLBs ไป
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เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมเติมวุน 0.75 เปอรเซ็นต บันทึกอัตราการรอดชีวิตของ PLBs และอัตรา
การรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต หรือ LD50 หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 1 เดือน   เปรียบเทียบกันในแตละ
ความเขมขนของโคลชิซิน ทําการทดลองทั้งหมด 5 การทดลอง การทดลองละ 5 ตน โดยวาง
แผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล 5×3 ในแผนการทดลองแบบ CRD (Completely randomized 
design) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s multiple range test) 
 
2. ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา 
  
 หลังจากทําการเพาะเลี้ยง PLBs  ที่ไดจากการทรีตโคลชิซิน  5 ระดับความเขมขน 
3 ระยะเวลา เปนเวลา 1 เดือน  ทําการยายเล้ียงลงอาหารใหมสูตรเดิมเพื่อชวยให PLBs พัฒนาเปน
ตนที่แข็งแรงขึ้น หลังจากนั้นยายเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิมทุก 1 เดือน เปนเวลา 6 เดือน จึงทําการ
วัดขนาดเซลลปากใบ  จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตภายในเซลลปากใบ และความหนาแนนของเซลล
ปากใบ โดยตัดใบที่ 2 นับจากยอด  จากนั้นใชมีดโกนลอกดานหลังใบตามแนวยาวของใบใหบาง
ที่สุดเพื่อใหไดช้ันอีพิเดอรมิส นําสวนของแผนใบที่ลอกไดวางบนแผนสไลดแกว หยดดวยน้ํากลั่น 
1-2 หยด ปดทับดวยกระจกปดสไลด  จากนั้นนําสไลดไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนชนิด
คอมพาวด ใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 40 เทา วัดขนาดเซลลปากใบ  จํานวนเม็ดคลอโรพลาสต
ภายในเซลลคุม และความหนาแนนของเซลลปากใบจํานวน 10 ปากใบตอหนึ่งใบ ใชตนละ 1 ใบ 
โดยใชตัวอยาง 3 ตน  เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนและระยะเวลาการจุมแชสารโคลชิซิน 
และชุดควบคุม  โดยใชแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล ในแผนการทดลองแบบ  CRD และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
 
3. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
  
 นําตน อายุ 6 เดือน หลังจุมแชโคลชิซิน มาตรวจสอบผลการทดลองจํานวน 5 ตน
ในแตละชุดการทดลอง จึงทําการวัดความยาวใบ  ความยาวราก  จํานวนใบ  และจํานวนราก  
เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขน และระยะเวลาในการจุมแชสารโคลชิซินและชุดควบคุม  โดย
ใชแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล ในแผนการทดลองแบบ  CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ย                    
โดยวิธี LSD 
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4. ศึกษาจํานวนโครโมโซมจากเซลลปลายราก 
   
   ศึกษาโครโมโซมจากปลายรากดวยวิธี  Feulgen squash   ตามวิธีการที่รายงานโดย  
Sharma and Sharma   (1980) ซ่ึงมีขั้นตอนโดยยอดังนี้ คือ เลือกรากที่ปลายรากมีสีเขียวใส ตัดราก
ชวงเวลา 9.00-11.00 น. ยาว  1 เซนติเมตร แชในสารละลายอิ่มตัวแอลฟาโบรโมแนฟทาลีน  เก็บที่
อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวใสน้ํายาฟกเซทีพ   (fixative)  ซ่ึงมีสวนผสม
ของเอธานอล 95% และกรดอะซิติกอัตราสวน 3 : 1 เก็บที่อุณหภูมิ 16  องศาเซลเซียส  เปนเวลา              
24 ช่ัวโมง  ลางดวยเอธานอล  95%  2-3 คร้ัง   (เก็บรากไวในเอธานอล 70%  ที่อุณหภูมิ                            
16  องศาเซลเซียส  ในกรณีที่ยังไมตรวจสอบจํานวนโครโมโซม)  ไฮโดรไลซปลายรากเพื่อทําให
เนื้อเยื่อออนนุมดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 N ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา  5  นาที  
ลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง  ซับดวยกระดาษกรอง  แชในสียอม carbol fuchsin  เปนเวลา 3-4 ช่ัวโมง  
ลางรากดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง  แลวนําไปวางบนสไลดแกว  ใชใบมีดโกนตัดเฉพาะสวนปลายรากยาว 
1-2 มิลลิเมตร  หยดสี carbol fuchsin  1-2 หยด ปดดวยแผนปดสไลด  แลวเคาะดวยยางลบดินสอไม  
เบา ๆ เพื่อใหโครโมโซมในระยะเมตาเฟสกระจายตัว  นําสไลดไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิด
คอมพาวด  นับจํานวนโครโมโซม   บันทึกภาพ  โดยใชเลนสใกลวัตถุกําลังขยาย 100 เทา 
เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขน และระยะเวลาการจุมแชโคลชิซิน ตรวจสอบการทดลองละ              
5 ตน ตนละ 10 เซลล 



 
 

 
 
 

บทที่ 3  
 

ผล 
 

1. ผลของความเขมขนของโคลชิซิน และระยะเวลาจุมแชตอการรอดชีวิตของ PLBs 
 

หลังจากยาย  PLBs ที่ เ ล้ียงในอาหารเหลวที่ เติมสารละลายโคลชิซินเขมขน             
0 – 0.2 เปอรเซ็นต   เปนระยะเวลาตาง ๆ มาเล้ียงบนอาหารแข็งสูตรเดิมที่ไมเติมสารละลาย                   
โคลชิซิน พบวา ทั้ง  PLBs  ที่ไดรับ และไมไดรับสารละลายโคลชิซินความเขมขนตาง ๆ สวนใหญ
มีการปลอยสารสีน้ําตาลออกมา   (รูปที่ 6)   ซ่ึงเปนสารประกอบจําพวกฟนอล   หลังจากเพาะเลี้ยง 
PLBs กลวยไมชางแดงบนอาหารแข็งสูตรเดิมนาน 1 เดือน  จากการตรวจสอบอัตราการรอดชีวิต
ของ   PLBs พบวา อัตราการรอดชีวิตลดลงตามระยะเวลาการจุมแชที่นานขึ้น การจุมแชที่                
ระยะเวลา 24  48  และ 72 ช่ัวโมง ใหอัตราการรอดชีวิต  84  57.07 และ 56.60 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
(ตารางที่ 1)  และเมื่อพิจารณาอัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของ PLBs ในแตละความเขมขนของ
สารละลายโคลชิซิน พบวา ความเขมขนของสารที่สูงขึ้นสงผลใหอัตราการรอดชีวิตลดลง                     
โคลชิซินความเขมขน 0  0.05  0.10  0.15 และ 0.20  เปอรเซ็นต ใหอัตราการรอดชีวิตของ PLBs 
เฉลี่ย  68.33  65  55.77  44.88 และ 46.88  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  ในแตละความเขมขนของ                
โคลชิซิน ที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง ใหอัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยสูงสุด 84 เปอรเซ็นต  (รูปที่ 7)  เมื่อ
วิเคราะหหาคาดวยสมการถดถอย (regression analysis)  พบวา  สารละลายโคลชิซินที่สามารถ               
ชักนําให PLBs มีอัตราการรอดชีวิตลดลงครึ่งหนึ่ง (LD50) คือ ที่ความเขมขน 0.141 เปอรเซ็นต                
เมื่อจุมแชนาน 72 ช่ัวโมง  (รูปที่ 8) 
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รูปท่ี 6  PLBs ระยะ GI 5   กลวยไมชางแดงที่ปลอยสารประกอบฟนอลสีน้ําตาล  (ศรชี้) 
 
 
ตารางที่ 1  อัตราการรอดชีวติของ PLBs กลวยไมชางแดง ที่จุมแชในสารละลายโคลชิซินความ 

เขมขน 0 (ควบคุม)  0.05  0.10  0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต  เปนระยะเวลา  24  48   และ  
72  ช่ัวโมง 
 

อัตราการรอดชีวิต (%) ความเขมขน 
โคลชิซิน (%) 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 72 ช่ัวโมง 

เฉลี่ย** 

0 96a 96a 96a 68.33A 
0.05 84ab 68ab 55bc 65.00A 
0.10 88ab 73.33ab 56bc 55.77B 
0.15 72ab 68ab 70ab 44.88C 
0.20 
เฉลี่ยns 

80ab 
84.00 

55bc 
57.07 

25c 
56.60 

46.88C 

     C.V. (%)                                                        26.21 
 
**  แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ  (p≤0.01) 
ns ไมมีความแตกตางทางสถิติ 
คาเฉลี่ยของหนวยทดลองที่กํากับดวยตวัอักษรพิมพเล็ก(หนวยทดลอง) พิมพใหญ (ส่ิง
ทดลอง)มีความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  
 



23 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7  อัตราการรอดชีวิตของ PLBs กลวยไมชางแดงหลังจุมแชดวยสารละลายโคลชิซินที่ความ 
    เขมขนตาง ๆ  เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  
 
 

 
 
รูปท่ี 8 อัตราการรอดชีวิตของ PLBs กลวยไมชางแดงหลังจุมแชดวยสารละลายโคลชิซินที่ความ 
   เขมขนตาง ๆ  เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  
   

 

LD50 =  0.141 
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2. ผลของลักษณะทางสรีรวิทยาและสัณฐานวทิยา 
 
  2.1   ลักษณะทางสรีรวิทยา 
 
  จากการตรวจสอบจํานวนคลอโรพลาสตในเซลลคุม พบวา คาเฉลี่ยของจํานวน                            
เม็ดคลอโรพลาสต ลดลงตามความเขมขนของโคลชิซินที่สูงขึ้น (ตารางที่  2)   PLBs  ที่จุมแช                            
โคลชิซินความเขมขน  0  0.05  0.10  0.15  และ 0.20    เปอรเซ็นต  ใหคาเฉล่ียจํานวน                            
เม็ดคลอโรพลาสต  68.33 65.00  55.77  44.88  และ  46.88  คลอโรพลาสตตอปากใบ  ตามลําดับ  
และการจุมแช  PLBs ในโคลชิซิน 0.15 เปอรเซ็นต  เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถชักนําใหพืช
มีจํ านวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมนอยสุด  คือ  40 .67  คลอโรพลาสตตอปากใบ                           
(ตารางที่ 2 รูปที่ 10 และ 11)   
                                                                                                                                                                                         
 
ตารางที่ 2    ผลของความเขมขน  และระยะเวลาในการจุมแชสารโคลชิซินตอจํานวนเม็ดคลอโร- 
  พลาสตภายในเซลลคุม 
 

จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตภายในเซลลคุม ความเขมขน 
โคลชิซิน (%) 24  ช่ัวโมง 48  ช่ัวโมง 72  ช่ัวโมง 

เฉลี่ย 

0 63.00 73.00 69.00 68.33A 
0.05 62.67 63.33 69.00 65.00A 
0.10 56.00 58.67 52.67 55.77B  
0.15 48.33 40.67 45.67 44.88C 
0.20 44.33 49.67 46.67 46.88C  
เฉลี่ยns 54.87 57.07 56.60  

C.V. (%)                                                                7.12 

 
**  แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ  (p≤0.01) 
ns ไมมีความแตกตางทางสถิติ 
คาเฉลี่ยที่กํากบัดวยตัวอักษรที่แตกตางกนัมีความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี  DMRT 
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 เมื่อพิจารณาขนาดเฉลี่ยของเซลลปากใบ  จากความกวาง และความยาว พบวา 
เพิ่มขึ้นตามความเขมขนของโคลชิซินที่สูงขึ้นโดย PLBs ที่ไดรับการจุมแชในสารละลายโคลชิซิน 
ความเขมขน 0.05  0.15  และ 0.20    ใหความกวางเซลลคุมเฉลี่ย  52.22  53.33  และ 55.00  
ไมโครเมตร   ตามลําดับ  แตกตางทางสถิติกับชุดควบคุมซึ่งไมไดรับสารโคลชิซิน  (44.16 
ไมโครเมตร) (ตารางที่ 3)  การจุมแชในโคลชิซิน 0.20 เปอรเซ็นต  เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  
สามารถชักนําใหพืชมีความกวางเซลลคุมสูงสุด 61.67 ไมโครเมตร เชนเดียวกับความยาวเซลลคุม 
คือที่โคลชิซินเขมขน 0 0.05  0.10  0.15  และ 0.20  เปอรเซ็นต ใหความยาวเซลลคุมเฉลี่ย  44.16  
49.17  44.17  46.11  และ 49.17 ไมโครเมตร ไมมีความแตกตางทางสถิติกับชุดควบคุม คือ 44.16 
ไมโครเมตร การจุมแชในโคลชิซินเขมขน 0.20 เปอรเซ็นต  เปนระยะเวลา 48  ช่ัวโมงสามารถ               
ชักนําใหพืชมีความยาวเซลลคุมสูงสุด 54.17 ไมโครเมตร  (ตารางที่ 4) 

 
 

ตารางที่ 3  ผลของความเขมขน  และระยะเวลาในการจุมแชสารโคลชิซินตอความกวาง     
    ของเซลลคุม 
 

ความกวาง (ไมโครเมตร) ความเขมขน 
โคลชิซิน (%) 24  ช่ัวโมง 48  ช่ัวโมง 72  ช่ัวโมง 

เฉลี่ย** 

0 42.50 42.50 47.50 44.16B 
0.05 48.33 58.33 50.00 52.22A 
0.10 50.00 50.00 50.00 50.00AB 
0.15 54.17 52.50 53.33 53.33A 
0.20 50.00 61.67 53.33 55.00A 
เฉลี่ยns 49.00 53.00 50.83  

C.V. (%)                                                           6.73 

 
**  แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.01) 
ns ไมมีความแตกตางทางสถิติ 
คาเฉลี่ยที่กํากบัดวยตัวอักษรที่แตกตางกนัมีความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 4   ผลของความเขมขน   และระยะเวลาในการจุมแชสารโคลชิซินตอความยาวของเซลลคุม 
 

ความยาว (ไมโครเมตร) ความเขมขน 
โคลชิซิน (%) 24  ช่ัวโมง 48  ช่ัวโมง 72  ช่ัวโมง 

เฉลี่ยns 

0 37.50 37.50 45.00 40.00 
0.05 47.50 50.00 50.00 49.17 
0.10 41.67 43.33 47.50 44.17 
0.15 37.50 50.83 50.00 46.11 
0.20 47.50 54.17 45.83 49.17 
เฉลี่ยns 42.33 47.17 47.67  

C.V. (%) 8.27 
 
ns ไมมีความแตกตางทางสถิติ 
 
 เมื่อพิจารณาความหนาแนนของเซลลปากใบ พบวา ความเขมขนของโคลชิซิน
เพิ่มขึ้นสงผลใหความหนาแนนปากใบเพิ่มขึ้นดวย โคลชิซินเขมขน 0 0.05  0.10  0.15  และ 0.20    
ใหความหนาแนนของเซลลปากใบเฉลี่ย 1.00 1.22  1.22  2.11  2.66 เซลลตอตารางมิลลิเมตร 
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง  การจุมแชในสารละลายโคลชิซินเขมขน 0.20 เปอรเซ็นต เปน
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  สามารถชักนําใหพืชมีความหนาแนนของเซลลปากใบสูงสุด  3.00  เซลลตอ
ตารางมิลลิเมตร  (รูปที่ 9, ตารางที่ 5) 
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ก 

ข 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 9  ความหนาแนนของเซลลปากใบของกลวยไมชางแดงจากการจุมแชในโคลชซิินความ    
    เขมขน  0 และ 0.20 เปอรเซ็นต   เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  (บาร = 25 ไมโครเมตร) 

ก. โคลชิซินเขมขน 0 เปอรเซ็นต    
ข. โคลชิซินเขมขน 0.20 เปอรเซ็นต   จุมแชนาน 72 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 5   ผลของความเขมขน และระยะเวลาในการจุมแชสารโคลชิซินตอความหนาแนนของ 
           เซลลปากใบ 
 

ความหนาแนนของเซลลปากใบ  (เซลลตอตร.มม.) โคลชิซิน 
 (%) 24  ช่ัวโมง 48  ช่ัวโมง 72  ช่ัวโมง 

เฉลี่ย** 

0 1.00 1.00 1.00 1.00B 
0.05 1.00 1.33 1.33 1.22B 
0.10 1.33 1.33 1.00 1.22B 
0.15 2.33 2.00 2.00 2.11A 
0.20 2.33 2.67 3.00 2.66A 
เฉลี่ยns 1.60 1.67 1.67  

C.V. (%) 14.76 
 
**  มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคญัยิ่ง (p≤0.01) 
ns ไมมีความแตกตางทางสถิติ 
คาเฉลี่ยที่กํากบัดวยตัวอักษรที่แตกตางกนัมีความแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT 
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รูปท่ี 10  จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมและขนาดปากใบเฉลี่ยของกลวยไมชางแดงจากการ

จุมแชในโคลชิซินความ เขมขน 0 และ 0.15  เปอรเซ็นต  เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง   
 (บาร = 48  ไมโครเมตร) 

ก.  โคลชิซินความเขมขน 0  เปอรเซ็นต 
ข.  โคลชิซินความเขมขน 0.15  เปอรเซ็นต  จุมแชนาน 72 ช่ัวโมง 

 

ข 

ก 
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รูปท่ี 11 ลักษณะตนและจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมของกลวยไมชางแดง  ที่ไมทรีต  (ก, 
ข)  ทรีตดวยสารโคลชิซินเขมขน 0.15 เปอรเซ็นต นาน 48 ช่ัวโมง (ค, ง)  และทรีตดวย 

 สารโคลชิซิน เขมขน 0.20  เปอรเซ็นต นาน 72 ช่ัวโมง (จ, ฉ)  (บาร = 10  ซม. และ 48
ไมโครเมตร) 

ก ข 

ง ค 

จ ฉ 
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  2.2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

 เมื่อทําการตรวจสอบความยาวใบเฉลี่ย จํานวนรากในแตละความเขมขน และ
ระยะเวลาการจุมแช  พบวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  ความยาวใบเฉลี่ยของตนที่ไดรับ                
สารโคลชิซิน อยูในชวง  1.50 - 3.02 เซนติเมตร นอยกวาชุดควบคุม (2.52) โดยเฉพาะจํานวนราก
เฉลี่ยของตนที่ไดรับสารโคลชิซินทุกระดับความเขมขนอยูในชวง 2.60 – 4.6 รากตอตน ซ่ึงนอยกวา
ชุดควบคุม (5.4 ราก) เมื่อทําการตรวจสอบจํานวนใบ พบวา มีความแตกตางทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ (p≤0.01) เกือบทุกระดับความเขมขน และระยะเวลาของการจุมแชโคลชิซินใหจํานวนใบ
เฉลี่ย 2.20 – 4.20 ใบตอตน สูงกวาชุดควบคุม (2.8 ใบ) เมื่อตรวจสอบดานความยาวราก พบวา                 
โคลชิซินความเขมขน 0.15% เปนเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง   เทานั้นที่สงผลใหความยาวรากเพิ่มขึ้น 
นอกจากนั้นความยาวลดลงมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.01) ยาวรากโดยเฉลี่ย 
0.78 – 3.50 เซนติเมตร   (ตารางที่ 6) 
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ตารางที่ 6  ผลของความเขมขน   และระยะเวลาการจุมแชสารโคลชิซินตอลักษณะทางสัณฐานบาง 
    ประการของกลวยไมชางแดง 
 

โคลชิซิน (%)          ระยะเวลา จํานวนใบ* ความยาวใบ* จํานวนราก* ความยาวราก* 
0 (ชุดควบคุม) 2.80* 2.52 5.40 2.86 

0.05 24 3.00* 3.02 3.40 1.76 
 48 4.00* 2.20 3.40 0.78 
 72 3.40* 2.36 3.40 1.54 

0.10 24 3.60* 2.04 3.20 1.38 
  48 4.20* 1.50 2.60 1.52 
 72 3.00* 1.70 3.20 2.82 

0.15 24 3.20* 2.44 3.20 2.20 
 48 2.40* 2.00 4.60 3.06 
 72 2.20* 2.54 3.40 3.50 

 0.20 24 3.00* 2.28 4.20 2.20 
 48 3.80* 2.70 2.80 2.50 
 72 3.50* 2.34 3.20 2.48 

C.V. (%) 26.60 31.41 34.43 41.13 
LSD0.01 1.45 1.21 2.06 1.53 

 
* มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ  (p≤0.05) 
 
 
3. จํานวนโครโมโซมปลายราก 

 
  การตรวจสอบจํานวนโครโมโซมปลายรากกลวยไมชางแดงที่ไดจากการทรีตโคล
ชิซินที่ความเขมขนและระยะเวลาตาง ๆ โดยตรวจสอบ 5 ตน ๆ ละ 10 – 12 เซลล  พบตนที่มี
จํานวนชุดโครโมโซมเปนดิพลอยด  มิกโซพลอยด  และเททระพลอยด   69.09  16.36  และ 14.55 
เปอรเซ็นต   ตามลําดับ (ตารางที่ 7)  ความเขมขน และระยะเวลาการจุมแชโคลชิซินที่ชักนําใหเกิด
พืช เททระพลอยดมากที่สุด คือ 0.20 เปอรเซ็นต   เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง  สามารถชักนําใหเกิด



33 
 

ตนเททระพลอยด  (2n = 2x = 76) ได 60 เปอรเซ็นต รองลงมาคือที่โคลชิซินเขมขน 0.20 
เปอรเซ็นต   จุมแชนาน 48 ช่ัวโมง  สามารถชักนําได 40 เปอรเซ็นต  (รูปที่ 12ค และ ง)   ความ
เขมขน และระยะเวลาการจุมแชโคลชิซินที่ชักนําใหเกิดตนมิกโซพลอยดซ่ึงมีจํานวนโครโมโซม
ผสมอยูระหวางดิพลอยด (2n=2x=38) และเททระพลอยด ไดมากที่สุด คือ 0.15 เปอรเซ็นต  จุมแช
นาน 48 ช่ัวโมง สามารถชักนําได  60 เปอรเซ็นต   รองลงมาคือ 0.10 และ0.15  เปอรเซ็นต   นาน 24 
ช่ัวโมง และ 0.20 เปอรเซ็นต   นาน 48 และ 72 ช่ัวโมง สามารถชักนําใหเกิดตนมิกโซพลอยดได  20  
เปอรเซ็นต  
 
ตารางที่ 7  ผลของความเขมขน และระยะเวลาการจุมแชสารโคลชิซินตอการเพิ่มชุดโครโมโซมของ 
    กลวยไมชางแดง 
 

ชุดโครโมโซม 
โคลชิซิน 

(%) 
ระยะเวลา 

(ชม.) 
จํานวนตนที่
ตรวจสอบ 

ดิพลอยด 
(%) 

มิกโซพลอยด (%) 
เตตระพลอยด  

(%) 
0 (control)  5 5(100) 0 0 

0.05 24 5 5 (100) 0 0 
 48 5 5 (100) 0 0 
 72 5 3 (60) 1 (10) 1 (10) 

0.10 24 5 4 (80) 1 (20) 0 
  48 5 3 (60) 1 (10) 1 (10) 
 72 0 - - - 

0.15 24 5 4 (80) 1 (20) 0 
 48 5 2 (40) 3 (60) 0 
 72 5 4 (80) 0 1 (20) 

 0.20 24 0 - - - 
 48 5 2 (40) 1 (20) 2 (40) 
 72 5 1 (20) 1 (20) 3(60) 

รวม  55 38 (69.09) 9 (16.36) 8 (14.55) 
 

- :  ช้ินสวนพืชตายหรือเกดิการปนเปอน  
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รูปท่ี 12 ลักษณะตนและโครโมโซมจากปลายรากกลวยไมชางแดง  ทีไ่มทรีต  (ก, ข)  ทรีตดวยสาร
โคลชิซินเขมขน 0.15 เปอรเซ็นต นาน 48 ช่ัวโมง (ค, ง)  และทรีตดวยสารโคลชิซินเขมขน 
0.20  เปอรเซ็นต นาน 72 ช่ัวโมง (จ, ฉ)  (บาร = 10  ซม. และ 5 ไมโครเมตร) 
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 3.1  สหสัมพันธของลักษณะเซลลคุม ความหนาแนนของเซลลคุม  จํานวน                            
เม็ดคลอโรพลาสตจํานวนใบ ราก  ความยาวใบ ราก และจํานวนชุดโครโมโซม 

 
 จากการประเมินคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธพบวา  การเปลี่ยนแปลงจํานวน

โครโมโซมมีความสัมพันธทางลบกับจํานวนเม็ดคลอโรพลาสต จํานวนราก ความยาวใบ และ         
ความยาวราก คือ -0.87  -0.74  -0.15   และ 0.3  ตามลําดับ แตมีความสัมพันธในทางบวกตอ ความ
ยาว ความกวางเซลลคุม  ความหนาแนนเซลลคุม  และจํานวนใบ คือ 0.69  0.60  0.92  และ 0.31 
ตามลําดับ สวนจํานวนเม็ดคลอโรพลาสต มีความสัมพันธทางลบกับ ความกวาง ความยาวของเซลล
คุม ความหนาแนนของเซลลคุม  จํานวนใบและความยาวใบ คือ -0.41  -0.37  -0.81  -0.1 และ -0.05 
แตมีความสัมพันธทางบวกกับจํานวนรากและความยาวใบ  คือ 0.69 และ  0.29 ตามลําดับ                      
ความกวางของเซลลคุม พบวา มีความสัมพันธทางลบกับจํานวนรากและความยาวใบ คือ -0.43 และ 
-0.37 ตามลําดับ แตมีความสัมพันธทางบวกกับความยาวใบ ความหนาแนนของเซลลคุม จํานวนใบ
และจํานวนราก คือ 0.89 0.65 0.19 และ 0.07 ตามลําดับ  ทางดานความยาวใบ พบวามีความสัมพันธ
ทางลบกับจํานวนรากและความยาวใบ คือ -0.42 และ -0.53 ตามลําดับ  ความหนาแนนของเซลลคุม
มีความสัมพันธทางลบกับจํานวนราก  ความยาวใบ และความยาวราก คือ -0.57  -0.04  และ -0.35  
ตามลําดับ  แตมีความสัมพันธทางบวกกับจํานวนใบ คือ 0.33 เมื่อพิจารณาจํานวนใบ พบวา                         
มีความสัมพันธทางลบความยาวใบและความยาวราก  คือ -0.02 และ -0.41 ตามลําดับ แตมี
ความสัมพันธทางบวกกับจํานวนราก คือ 0.3  จํานวนรากมีความสัมพันธทางลบกับความยาวราก 
คือ -0.07 แตมีความสัมพันธทางบวกกับ ความยาวใบ คือ 0.14 และทางดานความยาวใบ พบวา                    
มีความสัมพันธทางลบกับกับความยาวราก คือ -0.66   (ตารางที่ 8) 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 

ตารางที่  8  คาสัมประสิทธสหสัมพันธของลักษณะเซลลคุม ความหนาแนนของเซลลคุม  จํานวนเมด็คลอโรพลาสตจํานวนใบ ราก  ความยาวใบ ราก  
      และจํานวนชุดโครโมโซม 

 

 
**  มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคญั   

 

  ระดับพลอยด ี จน.เม็ดคลอโร 
พลาสต(เฉลี่ย) 

กวางเซลลคุม ยาวเซลลคุม ความหนาแนน 
เซลลคุม 

จํานวนใบ จํานวนราก ความยาวใบ ความยาวราก 

ระดับพลอยด ี 1 -0.87* 0.69* 0.6 0.92** 0.31 -0.74* -0.15 -0.3 
จน.เม็ดคลอโรพลาสต   1 -0.41 -0.37 -0.81**  -0.1 0.69* -0.05 0.29 
ความกวางเซลลคุม     1 0.89** 0.65* 0.19 -0.43 -0.37 0.07 
ความยาวเซลลคุม       1 0.44 0.19 -0.42 -0.53 0.26 
ความหนาแนนเซลลคุม         1 0.33 -0.57 -0.04 -0.35 
จํานวนใบ           1 0.3 -0.2 -0.41 
จํานวนราก             1 0.14 -0.07 
ความยาวใบ               1 -0.66* 
ความยาวราก                 1 
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บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 
  จากกรจุมแช PLBs ในโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตาง ๆ พบวา อัตราการ
รอดชีวิตเฉลี่ยมีแนวโนมลดลงตามระยะเวลาการจุมแชที่นานขึ้น แตเมื่อพิจารณาการรอดชีวิตเฉลี่ย
ของ PLBs ในแตละความเขมขนของโคลชิซิน พบวา ความเขมขนของสารที่สูงขึ้นไมสงผลให
อัตราการรอดชีวิตลดลง เชนเดียวกับการรายงานของ  Nguyen และคณะ (2003) พบวาในพืช 
Alocasia  ที่จุมแชในโคลชิซินเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 24 และ 72 ช่ัวโมง  ใหอัตรา
การรอดชีวิตสูงกวาที่โคลชิซินเขมขน 0.01 เปอรเซ็นต   อยางไรก็ตาม  Pincheiro  และคณะ (2000)  
ไดทดลองในพืชตระกูลหญา B. brizantha  พบวา ที่ความเขมขนโคลชิซิน 0.1 เปอรเซ็นต   ใหอัตรา
การรอดชีวิตสูงกวาโคลชิซินเขมขน  0.05 เปอรเซ็นต   ที่ระยะเวลาการจุมแชเดียวกัน ซ่ึง Nguyen 
และคณะ (2003) รายงานวา ความแปรปรวนของอัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนพืชอาจเกิดจาก
จํานวนซ้ําในการทดลองนอยเกินไป  ควรเพิ่มจํานวนซ้ําของการทดลองใหมากขึ้นเพื่อลดความ
แปรปรวนของการทดลอง  นอกจากนี้อาจเปนไปไดวาความไมสม่ําเสมอของชิ้นสวนและชนดิพชืที่
ใชสงผลใหการตอบสนองตอความเขมขน และระยะเวลาการใหโคลชิซินแตกตางกัน  นอกจากนี้
ระยะการเจริญเติบโตที่แตกตางกัน อาจสงเสริมการสรางประกอบพวกฟนอลิกขึ้นจึงสงผลใหมีการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล  สงผลใหอัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนไมลดลง  แมวาจะไดรับ
สารโคลชิซินที่ความเขมขนและระยะเวลาการจุมแชที่สูงขึ้น แมวาผลของโคลชิซินตออัตราการรอด
ชีวิตของพืชมีความไมสม่ําเสมอในระยะเวลาอันสั้น  แตในระยะยาวเมื่อทําการเพาะเลี้ยงบนอาหาร
ชักนํายอดหรือเพิ่มความแข็งแรงของยอด  พบวา อัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนลดลง  เมื่อเล้ียง
ตอไปจนกระทั่งอายุครบ 4 เดือนหลังจุมแช พบวา  ไมมีการรอดชีวิตของชิ้นสวนพืช  ซ่ึงอัตราการ
รอดชีวิตที่ลดลง อาจเปนเพราะพิษของสารโคลชิซินที่มีตอเซลลของชิ้นสวนพืช  โดยสารโคลชิซิน
มีความสามารถในการแทรกซึมเขาไปยังสวนตาง ๆ ภายในเซลล  และมีผลทําใหความหนืด 
(viscosity) ของไซโตพลาสซึมเปลี่ยนแปลงไป  การทํางานของเซลลผิดปกติ  (วิชุตา, 2537)   
   

  สําหรับการตรวจสอบลักษณะทางสรีรวิทยาของตนที่พัฒนามาจากการทรีตและ
ไมทรีต PLBs  ดวยโคลชิซินโดยตรวจสอบขนาดปากใบ  ความหนาแนนปากใบ  และจํานวนเม็ด
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คลอโรพลาสตในเซลลคุม ซ่ึงเปนวิธีการหนึ่งที่ใชในการตรวจสอบผลของโคลชิซินตอการเพิ่มชุด
โครโมโซมในพืช  ในการศึกษานี้ พบวา  ขนาดปากใบทั้งความยาว และความกวางเพิ่มขึ้น                    
ตามความเขมขนและระยะเวลาการจุมแชที่นานขึ้น สอดคลองกับ  รายงานการใชสารโคลชิซินกับ
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวย (ภาสันต, 2540)  เมื่อเปรียบเทียบความยาวเซลลคุมที่มีระดับพลอยดี
ตางกัน  พบวา เซลลคุมมีความยาวแตกตางกัน โดยในกลวยไมที่เปนตนออกตะพลอยดมีเซลลคุม
ยาวที่สุด  รองลงมาคือตนเททระพลอยด   สวนตนเททระพลอยด มีความยาวของเซลลคุมสั้นที่สุด  
นอกจากนี้ในพืชหลายชนิด พบวา เซลลคุมยาวขึ้นตามระดับพลอยดีที่สูงขึ้น เชน กลวยไม 
Dendrobium  secundum  (Bl.)  Lindl.  (Atichart and Bunnag, 2007)  กลวยไมลูกผสม Lonocidium  
Popcorn  (Fan et al., 2003)  กลวยไม  Cattleya intermedia Lindl.  (Silva et al., 2000)   อยางไรก็
ตามในกลวยไมลูกผสม Cymbidium กลับพบวา  เซลลคุมของตนที่เปนดิพลอยด และเททระพลอยด
มีความยาวไมแตกตางกัน (Kim et al., 2003)  Motonobu และคณะ (1997) รายงานวา  ขนาดของ
ปากใบของพืชที่มีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นเปนสองเทา  มีขนาดเทากับตนที่มีจํานวนโครโมโซม
ปกติ  ในขณะที่ Herrera และคณะ (2002)  เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเอ็มบริโอกาแฟรวมกับโคลชิซิน  พบวา
ขนาดปากใบลดลง  แสดงวาโคลชิซินมีผลตอความแตกตางของขนาดปากใบขึ้นกับชนิดของพืช 
   

  สําหรับความหนาแนนของปากใบ  พบวา โดยทั่วไปเมื่อชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้น                   
มีความหนาแนนปากใบลดลง      วชิรพัฒน (2552) รายงานวา กลวยไมมาวิ่งตนดิพลอยด                            
ตนเททระพลอยด และตนออกตะพลอยด มีความหนาแนนของปากใบลดลง ตามลําดับ  ซ่ึงเปนผล
มาจากปากใบ และเซลลในชั้นอีพิเดอรมิสขยายขนาดมากขึ้น  ตามจํานวนโครโมโซมที่เพิ่มขึ้น 
สอดคลองกับการศึกษาในพืชหลายชนิด เชน  Cattleya intermedia Lindl. (Silva et al., 2003)  
กลวยไข  (Saradhuldhat and Silayai, 2001)  อยางไรก็ตามการศึกษานี้พบวา เมื่อชุดโครโมโซม
เพิ่มขึ้นสงผลใหความหนาแนนของปากใบเพิ่มขึ้น สอดคลองกับการศึกษาในกลวยไมลูกผสม  
Cymbidium ที่พบวา  ความหนาแนนของปากใบเพิ่มขึ้นตามระดับพลอยดีที่ เพิ่มขึ้น                            
(Kim et al., 2003)   
 

  สวนจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมซึ่งเปนตัวแปรหลักที่สําคัญ ที่บงบอกถึง
การเพิ่มชุดโครโมโซมจาก 1 ชุด เปน 2 ชุด หรือ หลายชุด  โดยทั่วไปเมื่อระดับพลอยดีเพิ่มขึ้น
จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมของปากใบเพิ่มขึ้นดวย อาจเปนจํานวนเทาตามพลอยดีที่
เพิ่มขึ้นหรือไมขึ้นกับชนิดของพืช เชน  ขิง (ปยะดา และอรดี, 2532)  เยอบีรา  (Mitoshi และ 
Asakura, 1996)  และ  Platanus acerifolia  (Liu และคณะ, 2007) มีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตใน
เซลลคุมของปากใบเพิ่มขึ้น  ในกรณีของกลวยไมชางแดงที่ไดจากการศึกษานี้  พบวา  จํานวน                  
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เม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมมีจํานวนลดลง ที่เปนเชนนี้เพราะอาจเปนผลมาจากความผิดปกติใน
การทํางานของเซลลในการสรางเม็ดคลอโรพลาสตซ่ึงไมทราบกลไกแนชัด  คาดวาอาจเนื่องมาจาก
กระบวนการในการสังเคราะหโดยเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสรางคลอโรพลาสตในไซโตพลาสซึม
ผิดปกติ  สงผลใหจํานวนคลอโรพลาสตลดลง และถือวาเปนวิธีการที่งาย  มีขั้นตอนไมยุงยาก                    
ไมส้ินเปลืองคาใชจาย และใชระยะเวลาสั้น นอกจากนี้สามารถใชจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตใน
เซลลคุมเปนตัวบงชี้การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมไดเชนเดียวกัน 

  
 Sari  และคณะ (1999) ทําการศึกษาการเพิ่มชุดโครโมโซมในแตงโม (C. lanatus)  

และ   Gu  และคณะ  (2005)  ศึกษาการเพิ่มชุดโครโมโซมในพุทรา (Z. jujube cv. Zhanhua)  พบวา  
พืชที่มีจํานวนชุดโครโมโซมเปนดิพลอยดมีขนาดใบเล็กกวาพืชที่มีจํานวนโครโมโซมเปน                       
เททระพลอยด  แตกตางจากขนาดใบกลวยไมชางแดงที่ไดจากการศึกษานี้ พบวา   ความยาวใบ 
จํานวน และความยาวรากของตนดิพลอยด และเททระพลอยดนั้นมีแนวโนมสั้น และเล็กกวาตนที่
เปน    เททระพลอยด ในขณะที่จํานวนใบในตนเททระพลอยดมีมากกวาตนดิพลอยด  นอกจากนี้ยัง
พบวาขนาดของตนเททระพลอยดมีขนาดเล็กกวาตนดิพลอยด ผลดังกลาวเปนไปในทํานองเดียวกับ
กลวยไมในสกุล Phalaenopsis  (Griesbach, 1981)  ซ่ึงพบวา กลวยไมที่ทรีตดวยโคลชิซินมีการ
เจริญเติบโตชาลงและชักนําใหเกิดรากยาก  และการศึกษาในตนบัวบกเททระพลอยด ที่เปนผลจาก
การไดรับโคลชิซิน มีการเจริญเติบโตชากวาตนบัวบกดิพลอยด  (Chulalaksananukul and Chimnoi, 
1999) 
  

  จากการตรวจสอบจํานวนโครโมโซมปลายราก เปนวิธีที่สามารถบงชี้การเพิ่มขึ้น
ของจํานวนชุดโครโมโซมไดชัดเจนที่สุด  แตมักเปนวิธีสุดทายเนื่องจากตองใชเทคนิค และความ
ชํานาญในการตรวจสอบ ความผิดปกติที่เกิดกับเซลลปากใบนั้นบางครั้งอาจเปนผลมาจากการเพิ่ม
จํานวนชุดโครโมโซมหรือเกิดจากความเปนพิษของสารโคลชิซินที่ทําใหการทํางานของเซลล
ผิดปกติไปการตรวจสอบจึงใหผลไมแนนอน  จากการตรวจสอบโครโมโซมปลายรากกลวยไม  
ชางแดงในการศึกาษานี้  พบวา  มีการเพิ่มชุดโครโมโซมเปนสองเทา (2n=4x=76) ดังนั้นอาจเปนไป
ไดวาโคลชิซินมีผลตอการเพิ่มชุดโครโมโซมโดยกระบวนการยับยั้งการสรางเสนใยสปนเดิล  
ในชวงการดึงโครโมโซมในระยะเมตาเฟสได  ดังที่รายงานโดย อมรา  (2540)  กลาววาโคลชิซิน
สงผลยับยั้งกิจกรรมการสรางเอนไซมในการสังเคราะหเม็ดคลอโรพลาสต  สอดคลองกับการ
รายงานของ อรพรรณ (2551) ศึกษาผลของโคลชิซินและเอทธิลมีเทนซัลโฟเนตที่มีตอการกลาย
พันธุของหนาวัว (Anthurium andraeanum L.) พบวา ที่ความเขมขนของโคลชิซินสูงขึ้น สงผลให
ขนาดปากใบเพิ่มขึ้น จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมของปากใบลดลงครึ่งหนึ่ง เมื่อนําตน
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ดังกลาวไปตรวจสอบจํานวนโครโมโซม  พบวา มีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นเปนสองเทา 
(2n=4x=60) จํานวน 10 เปอรเซ็นต  เพื่อความมั่นใจวาผลดังกลาวมีความถูกตอง  แมนยํา  ควรมีการ
ทําซ้ําใหมากกวานี้และควรมีการเพิ่มจํานวนประชากรของตนที่ใชในการตรวจสอบเพื่อความ
ถูกตองในการสรุปผลตอไป นอกจากนี้อาจใชวิธีการตรวจสอบโดยวิธีโฟลไซโตเมทรีเพื่อ
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอในนิวเคลียสประกอบดวย   และเมื่อประเมินหาคาสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธของลักษณะเซลลคุม ความหนาแนนของเซลลคุม  จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตจํานวนใบ 
จํานวนราก  ความยาวใบ ราก และจํานวนชุดโครโมโซม พบวาเมื่อจํานวนชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้น 
สงผลใหความกวาง ความยาวเซลลคุม ความหนาแนนเซลลคุมและจํานวนใบเพิ่มขึ้นแตจะมีจํานวน
เม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุม จํานวนราก ความยาวใบ และความยาวรากลดลง ซ่ึงคาสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธเปนตัวชวยยืนยันผลที่สอดคลองกันระหวางลักษณะเซลลคุม ความหนาแนนของเซลล
คุม  จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตจํานวนใบ จํานวนราก  ความยาวใบ และราก ที่มึวามสัมพันธตอการ
เปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซมและเปนวิธีที่ใหผลคอนขางแมนยํา  (สิทธิพงษ, 2553) 



 
 

 

 
 

41 

บทที่ 5  
 

สรุป 
 

‐ โคลชิซินความเขมขน 0.20 เปอรเซ็นต   จุมแชนาน 72 ช่ัวโมง  ใหอัตรารอดชีวิตของ PLBs 
26%  ชักนําตนเททระพลอยด (2n = 2x = 76) ไดสูงสุด 60 เปอรเซ็นต    

‐ โคลชิซินเขมขน 0.141 เปอรเซ็นต   จุมแชนาน 72 ช่ัวโมง ใหอัตราการรอดชีวิตลดลง
คร่ึงหนึ่ง (LD50) เมื่อวิเคราะหดวยสมการ regression   

‐ ตนเททระพลอยดที่ไดมีความหนาแนนเซลลปากใบสูงสุด 3.00 เซลลตอตารางมิลลิเมตร                 
มีสหสัมพันธในทางบวกกับจํานวนชุดโครโมโซมที่เพิ่มขึ้น 

‐ จํานวนเม็ดคลอโรพลาสตของตนดังกลาวลดลง (46 เม็ด/เซลลคุม คิดเปน 67% ของชุด
ควบคุม) มีสหสัมพันธในทางผกผันกับจํานวนชุดโครโมโซมที่เพิ่มขึ้น 

‐ จํานวนใบเฉลี่ย (3.5ใบ) เพิ่มขึ้น สวนความยาวราก (2.48 เซนติเมตร) ลดลงแตกตางทาง
สถิติ  (p<0.01)   เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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ตารางภาคผนวกที่ 1   องคประกอบของสูตรอาหาร  Murashige and Skoog (MS) 

องคประกอบ ปริมาณสาร (มก./ล.) 
ธาตุอาหารหลกั    
NH4NO3  1,650.00  
KNO3  1,900.00  
KH2PO4  170.00  
MgSO47H2O  370.00  
CaCl22H2O  440.00  
ธาตุอาหารรอง    
H3BO3  6.20  
Kl  0.83  
MnSO41H2O  16.90  
ZnSO47H2O  10.60  
CuSO45H2O  0.025   
NaMoO42H2O  0.25   
CoCl26H2O  0.025   
ธาตุเหล็ก    
FeSO47H2O  27.80  
Na2EDTA  37.30  
อินทรียสาร    
Myo-inositol  100.00  
Nicotinic acid  0.50  
PyridoxineHCl* (B6)  0.50  
ThiamineHCl* (B1)  0.10  
Glycine  2.00  
Coconut  water 15%  (150 มิลลิลิตร) 
Sucrose 3%, Agar 0.6-0.7% (0.75%), pH5.7-5.8   
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ตารางภาคผนวกที่ 2  องคประกอบของสูตรอาหาร  New Dogashima Medium (NDM) 
องคประกอบ ปริมาณสารที่ใช (มก./ล.) 
ธาตุอาหารหลกั   
NH4NO3 480 
KNO3 200 
Ca(NO3)2.4H2O 470 
KCI 150 
MgSO47H2O 250 
KH2PO4 550 
ธาตุอาหารรอง   
MnSO44H2O 3 
ZnSO47H2O 0.5 
H3BO4 0.5 
CuSO45H2O 0.025 
Na2MoO42H2O 0.025 
CoCl26H2O 0.025 
อินทรียสาร  
Myo-inositol 100 
Niacin 1.0 
Pyridoxine hydrochloride 1.0 
Thiamine hydrochloride 1.0 
Calcium pantothenate 1.0 
Adenine 1.0 
I-Cystein 1.0 
d-Biotin, cryst. 0.1 
Fe-EDTA 21 
Coconut  water 15%  (150 มิลลิลิตร) 
Sucrose 3%, Agar 0.6-0.7% (0.75%), pH 5.2   
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ตารางภาคผนวกที่ 3 สารเคมีที่ใชศึกษาโครโมโซม 

สารเคมี ปริมาณสารที่ใช 
Paradichlorobenzene                            50 มล. 
Acetic acid : alcohol                            1:3 
Hydrochloric  acid 1 (นอรมอล) 
Carbon fuchsin                            2 % 
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