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Abstract: Terrestrial orchids, Habenaria erichmichelii Christenson is one of the most beautiful terrestrial orchids. 
Plant is compact with beautiful flowers and has great potential for commercial use as potted plants. Thus, effects 
of using colchicine in vitro was carried out to double chromosome number of Habenaria erichmichelii 
Christenson by soaking 1 - month old germinated protocorms in colchicine at different concentrations, 0.0, 0.01, 
0.025, 0.05 and 0.10 % (w / v) for 5 and 10 days. The protocorms were cultured on PGR - free MS medium for 4 
months. The results showed that the chromosome number from root - tips of the control group were diploid with 
2n = 2x = 42, the chromosome number of those treated with 0.05 % and 0.10 % (w /  v) colchicine for 10 days 
were mixoploid with 2n = 2x = 42 and 2n = 4x = 84. Moreover, soaking in 0.01 % colchicine for 10 days gave 
better survival rate compared with colchicine at concentration of 0.05 % for 10 days, whereas plant height 
tended to decrease, stomata density was decreased, and stomata size was increased. 
 
Keywords:  Improvement, Habenaria erichmichelii Christenson, chromosome number, colchicine 
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ค าน า 
 

กล้วยไม้ ในสกุ ลฮาเบนาเรีย  (Habenaria)  
และเพคเทลิส (Pecteilis) เป็นกล้วยไม้กลุ่มนางอั้ว 
ที่มี ขนาดเล็กจนถึ งขนาดกลาง มีการกระจายพันธุ์ 
ทั้ ง ใน เขตอบอุ่ นและเขตร้อ น  ในประเทศไทยพบ 
กลว้ยไม้ดินสกุลฮาเบนาเรีย จ านวน 37 ชนิด และสกุล
เพคเทลิ ส  จ านวน  3 ชนิ ด  (Sitthisatchatham, 2007; 
Thaithong, 2005) ซึ่ งกล้ วย ไม้ ดิ น ลิ ้น มั งก รสี ชมพ ู
(Habenaria erichmichelii Christenson) และลิ ้นมั งกร 
สีเหลือง (Habenaria xanthocheila Ridl.) ไดแ้ยกออกมา
จาก Habenaria rhodocheila Hance (Kawchadee et al., 
2012) กล้วยไม้ดินลิน้มังกรสีชมพูมีหัวอยู่ใต้ดิน ใบมี
ลักษณะแกมใบหอก ปลายใบแหลม จนถึงเรียวแหลม 
ดอกออกปลายยอด ก้านดอกย่อยมีลักษณะเป็นสัน  
กลีบดอกชั้นนอก และกลีบดอกชั้นในรูปรีมีลักษณะ
เหมือนฝาครอบ (hood) กลีบดอกชั้นนอกทั้งสองข้าง 
รูปขอบขนาน เมื่อดอกบานเต็มที่จะบิดม้วนกลีบไป
ดา้นหลงัมีสีเขียว มีปาก 3 แฉก แฉกกลางเวา้ลึก เป็น 2 
แฉกย่อย โดยแฉกด้านข้างทั้งสองกางออก รูปทรงกลม 
ปากมีหลากหลายสี ตั้งแต่สีแดง ส้ม ชมพู และเหลือง 
(Hawkes, 1965; Potapohn, 2005; Saikum et al., 2020; 
Sitthisatchatham, 2007; Teo, 1985)  มี ว ง จ ร ชี วิ ต 
การเจริญเติบโตทางล าต้นและการออกดอกในฤดูฝน  
และพักตัวในช่วงฤดูแลง้ ซึ่งกลว้ยไมด้ินลิน้มังกรสีชมพู 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เหมาะสมในการพัฒนาเป็นไม้กระถางได้ แต่เนื่องจาก
กล้วยไม้ดินลิ ้นมังกรสีชมพูมีดอกค่อนข้างบาง และ 
ขนาดเล็ก จึงท าใหรู้ปทรงต้นไม่กะทัดรดัเท่าที่ควร ถ้ามี
การพัฒ นาให้มี ดอกขนาดใหญ่ และดอกหนาขึ ้น  
จะสามารถใช้เป็นไม้กระถางที่สวยงามเหมาะส าหรับ 
ใช้เป็นของตกแต่งภายในหอ้งท างานหรือบนโต๊ะท างาน 
ได้เป็นอย่างดี  การปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ในปัจจุบัน
สามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น การผสมพันธุ์ การใชเ้ทคนิค
ทางพันธุวิศวกรรมโดยการตัดต่อยีนหรือการส่งถ่ายยีน 
การชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธุ ์นอกจากนีย้งัมีวิธีการเพิ่ม
จ านวนชุดโครโมโซมของพืช (polyploid) โดยการใช้สาร
โคลชิซินที่เป็นสารเคมีในการยับยัง้การสรา้งไมโครทูบูล 
(microtubule) ที่ท  าใหโ้ครมาติดของโครโมโซมไมส่ามารถ
แยกออกจากกันได้ในระยะอานาเฟส (Caperta et al., 
2006) จึ งได้ เซลล์ที่ มี โครโมโซมเพิ่ มขึ ้น เป็ น  2 เท่ า  
เพื่อให้ได้พืชมีการสรา้งลักษณะใหม่ขึน้มา สามารถ 
สงัเกตการเพิ่มชุดโครโมโซมได้จากความหนาแน่นและ
ขนาดของปากใบ ซึ่งท าใหปั้จจุบันมีการน าสารโคลชิซิน
มาใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุก์นัอยา่งแพรห่ลาย  

ดงันัน้ งานวิจัยครัง้นีม้ีวัตถุประสงคเ์พื่อศึกษา
ระดับความเขม้ขน้ของโคลชิซินและระยะเวลาในการแช่ 
ที่เหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนโครโมโซมของกล้วยไม้ 
ดินลิ ้นมังกรสีชมพูที่ เพาะเลี ้ยงในสภาพปลอดเชื ้อ  
และใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐานในการปรบัปรุงพนัธุ์กลว้ยไมด้ิน
ชนิดอื่นตอ่ไป 

บทคัดย่อ: กลว้ยไมด้ินลิน้มังกรสีชมพู เป็นกลว้ยไมด้ินที่มีความสวยงามชนิดหนึ่ง เนื่องจากตน้มีขนาดเล็ก กะทัดรดั  
มีดอกสวยงาม จึงเป็นท่ีนิยมน าไปใชป้ระโยชนใ์นการท าเป็นไมก้ระถาง ดงันัน้ งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อตอ้งการเพิ่ม
จ านวนชุดโครโมโซมของกล้วยไม้ดินลิน้มังกรสี ชมพู โดยใช้สารโคลชิซินในสภาพปลอดเชื ้อ โดยน าโพรโตคอร์ม 
หลงัจากงอกแลว้ 1 เดือน มาแช่ในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.0, 0.01, 0.025, 0.05 และ 0.10 % (w / v) ระยะเวลา 
5 และ 10 วนั จากนัน้ยา้ยมาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ที่ไม่เติมสารโคลชิซิน เป็นเวลา 4 เดือน พบว่า จ านวนโครโมโซม 
จากเซลลป์ลายรากของชุดควบคุมมีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 42 ส่วนการแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ 
0.05 % และ 0.10 % ระยะเวลา 10 วนั มีจ านวนโครโมโซมเป็นมิกโซพลอยด ์(2n = 2x = 42 และ 2n = 4x = 84) นอกจากนี ้
โพรโตคอรม์ที่แช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.01 % ระยะเวลา 10 วนั มีอัตราการรอดชีวิตดีกว่าเมื่อเทียบ 
กับการแช่ด้วยสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.05 % ระยะเวลา 10 วัน ในขณะที่ความสูงต้นมีแนวโน้มที่ลดลง  
ความหนาแนน่ปากใบลดลง และปากใบมีขนาดใหญ่ขึน้ 
 
ค าส าคัญ:  การปรบัปรุงพนัธุ ์ กลว้ยไมด้ินลิน้มงักรสชีมพ ู จ านวนโครโมโซม  โคลซิซิน 
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การเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมของกล้วยไม้ดินลิน้มังกรสีชมพู  
โดยใช้สารโคลชิซินในสภาพปลอดเชือ้ 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
 
1. ผลของโคลชิซินต่อการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซม 
และอัตราการรอดชีวิตของโพรโตคอรม์กล้วยไม้ดิน 
ลิน้มังกรสีชมพู 

ใชโ้พรโตคอรม์กลว้ยไมด้ินลิน้มงักรสีชมพู อาย ุ
1 เดือน ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารแข็งสูตร MS (Murashige 
and Skoog, 1962) จากนั้นน าโพรโตคอร์มมาแช่ ใน
สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.0 (กรรมวิธีควบคุม), 
0.01, 0.025, 0.05 และ 0.10% (w / v) แล้ววางบนเครื่อง
เขย่าด้วยความเร็ว 120 รอบต่อนาที เพาะเลีย้งภายใต้
อุณหภูมิ  25 ± 2 °C ในที่มืด ระยะเวลา 5 และ 10 วัน 
ตามล าดับ เมื่ อระยะเวลาการแช่ครบตามก าหนด  
ล้างด้วยน ้ากลั่นฆ่าเชื ้อ แล้วย้ายโพรโตคอร์มลงใน 
อาหารแข็ งสูตร MS ที่ ไม่ เติ มสารโคลชิซิน  ภายใต ้
อณุหภูมิ 25 ± 2 °C ความเขม้แสง 40 µmol m-2s-1 ใหแ้สง 
12 ชั่ วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 เดือน โดยย้ายเลี ้ยงใน 
อาหารสูตรเดิมทุกเดื อน วางแผนการทดลองแบบ
แฟคทอเรียลในสุ่มสมบูรณ์  (factorial in completely 
randomized design) จ านวน 5 × 2 กรรมวิธี ซึ่งมีปัจจัย  
2 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของโคลชิซิน และระยะเวลา 
ในการแช่ ทดลองจ านวน 5 ซ ้า ซ  ้าละ 4 โพรโตคอร์ม 
บนัทึกขอ้มูลการเจริญเติบโต ไดแ้ก่ ความสงูตน้ เป็นตน้ 
อัตราการรอดชีวิตของโพรโตคอรม์ จ านวนโครโมโซม  
และวิ เคราะห์ความแตกต่ างค่ าเฉลี่ ยของตัวแปร 
ในแต่ละกรรมวิ ธี  ด้วยวิ ธี  DMRT (Duncan’s multiple  
range test) ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % โดยใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร ์SPSS 16 

การตรวจสอบจ านวนโครโมโซม โดยเก็บ
ตัวอย่างปลายรากความยาว 0.5 - 1.0 เซนติเมตร (ที่มีสี
ขาวขุ่นเล็กน้อย) ในช่วงเวลา 10.00 - 12.00 น. แล้วมา
หยุดวงชีพเซลล์ในสารละลาย 8 - hydroxyquinoline 
sulfate ความเข้มข้น 0.002 โมลาร์ ที่ อุณหภูมิ  10 °C  
เป็นเวลา 4 ชั่ วโมง จากนั้นล้างปลายรากด้วยน ้ากลั่น  
2 - 3 ครัง้ จึงน ามารกัษาสภาพเซลลด์ว้ย acetic alcohol 
fixative อัตราส่วน  1 : 3 ส่วนของ glacial acetic acid  
กับ absolute 95 % เป็นเวลา 5 นาที แลว้ย่อยผนังเซลล์
ด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น  1 นอร์มาลิ ตี  

ที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 3 - 5 นาที แลว้ลา้งด้วยน ้า
กลั่นอีก 1 ครัง้ จากนัน้ตัดเอาเฉพาะส่วนปลายให้เหลือ
เพียง 1 มิลลิเมตร แล้วย้อมสีด้วยสารละลาย lacto-
propionic orcein เป็นเวลา 5 นาที  ใช้ เข็ม เขี่ ยปลาย 
แหลมขยีป้ลายรากเบา ๆ แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด ์ 
ซับสีส่วนเกินออกด้วยกระดาษทิชชู แล้วน าสไลด์มา 
ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงชนิดเลนส์
ประกอบ นับจ านวนโครโมโซม บันทึกภาพ เปรียบเทียบ 
ในแต่ละความเขม้ข้นและระยะเวลาที่แช่ในสารละลาย
โคลชิซิน นับจ านวนโครโมโซมปลายรากจ านวน 5 ต้น  
ตน้ละ 5 ราก อย่างนอ้ย 5 เซลลต์่อแผ่นสไลด ์
2. ผลของโคลชิซินต่อความสูงต้น ขนาด และจ านวน
เซลลคุ์มของกล้วยไม้ดินลิน้มังกรสีชมพู 

บนัทึกขอ้มลูความสงูของตน้ หลงัจากเพาะเลีย้ง
ได้ 4 เดือน แล้วน าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ความแตกต่าง
ค่าเฉลี่ยในแต่ละกรรมวิธี ด้วยวิธี  DMRT ที่ระดับความ
เช่ือมั่น 95 % โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร ์SPSS 16 

การศึกษาลักษณะของเซลล์คุม โดยใช้น ้ายา 
ทาเล็บสีใสทาลงบนผิวด้านใตใ้บ เมื่อน า้ยาแหง้จึงลอก 
เอาน ้ายาทาเล็บออกจากผิวใบ และน ามาวางบน
กระจกสไลด์ จากนั้นหยดสีย้อม safranin O 1 - 2 หยด 
แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นน ามาส่องภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน ์ก าลงัขยาย 400 เท่า นบัจ านวนเซลลค์ุม
ต่อพื ้นที่  1.0 ตารางมิลลิเมตร และวัดขนาดของเซลล ์
คุม น าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉลี่ยใน 
แต่ละกรรมวิ ธี  ด้วยวิ ธี  DMRT ที่ ระดับความเช่ือมั่ น  
95 % โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร ์SPSS 16 (โดยท า 
การสุม่จากตวัอย่างกรรมวิธีละ 3 - 5 ใบ ตรวจสอบจ านวน 
3 ต าแหนง่ คือ โคนใบ กลางใบ และปลายใบ) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
 
1. ผลของโคลชิซินต่อการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซม
และอัตราการรอดชีวิตของโพรโตคอรม์กล้วยไม้ดิน
ลิน้มังกรสีชมพู 

จ านวนโครโมโซมจากเซลลป์ลายราก 
จากการศึกษาจ านวนโครโมโซมด้วยวิธีการ 

Feulgen squash technique เปรียบเทียบกับการได้รับ
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โคลชิซินความเขม้ต่าง ๆ กบัชุดควบคมุ พบวา่ โพรโตคอรม์
ที่ ไม่ ได้รับสารละลายโคลชิซินหรือได้รับสารละลาย 
โคลชิซินที่ความเข้มข้น 0.0, 0.01 และ 0.025 % ไม่พบ 
การเปลี่ ยนแปลงจ านวนโครโมโซม (Table 1) เมื่ อ 
ความเขม้ขน้และระยะเวลาในการแช่สารละลายโคลชิซิน
เพิ่ มขึ ้นจ านวนโครโมโซมเป็นมิก โซพลอยด์ โดยชุด 
ควบคุมมีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 42 นอกจากนี ้
ในการตรวจสอบยังพบว่า การแช่ด้วยสารละลาย 
โคลชิซิ นที่ ความเข้มข้น  0.05 % ระยะเวลา 10 วัน  
มีจ านวนโครโมโซมเป็นมิกโซพลอยด ์(2n = 2x = 42 และ 
2n =4x = 84) โดยมี จ านวนโครโมโซมที่ ผสมกันอยู่
ระหว่างดิพลอยด์และเตตระพลอยด์  เช่นเดี ยวกับ 
การแช่ด้วยสารละลายโคลชิซินที่ความเข้มข้น 0.10 % 
ระยะเวลา 10 วัน มีจ านวนโครโมโซมเป็นมิกโซพลอยด ์
(2n = 2x = 42 และ 2n = 4x = 84) โดยมีจ านวนโครโมโซม 
ที่ผสมกันอยู่ ระหว่างดิพลอยด์ และเตตระพลอยด์  
(Table 1) ซึ่งเหมือนกับผลของโคลชิซินต่อการเติบโต 
และชกัน าใหเ้กิดโพลีพลอยดข์องเอือ้งดินใบหมาก พบว่า 
ต้นที่ ได้รับสารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0.05 % 
สามารถชักน าให้เกิดต้นเตตราพลอยด์ได้ นอกจากนีม้ี
การศึกษาในกลว้ยไมก้ลุ่มอิงอาศัย เช่น กลว้ยไมเ้หลือง
จันทบู รด าเต็ มคอ เอื ้องเงิน และเอื ้องค า เป็ นต้น  
จากการศึกษาของกล้วยไม้เหลืองจันทบูรด าเต็มคอ  
พบว่า การแช่สารละลายโคลชิซินความเข้มข้น 0.10 % 
ระยะเวลา 3 วัน มี ระดับพลอยดี เป็นเตตระพลอยด ์ 
100 % (Tilarux and Prasertsiriwat, 2014) ส่วนกลว้ยไม ้
เอื ้องเงินสามารถเกิดการเพิ่ มจ านวนโครโมโซมได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เมื่อแช่สารโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.10 % ระยะเวลา  
4 วัน ท าให้เกิดตน้ที่เป็นเตตระพลอยด์ได ้(Petchang, 
2010)  

ศึกษาอัตราการรอดชีวิตของโพรโตคอร์ม 
กล้วยไม้ดินลิน้มังกรสีชมพู 

เมื่ อน าโพรโตคอร์มกล้วยไม้ดิ นลิ ้นมังกร 
สีชมพูอายุประมาณ 1 เดื อน มาแช่ ในสารละลาย 
โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.0, 0.01, 0.025, 0.05 และ 0.10 % 
(w / v) ระยะเวลา 5 และ 10 วนั แลว้ยา้ยมาเพาะเลีย้งบน
อาหารสูตร MS เป็นระยะเวลา 4 เดือน ผลการทดลอง
พบว่า ความเขม้ขน้และระยะเวลาในการแช่โพรโตคอรม์ 
ในสารละลายโคลชิซินมีอัตราการรอดชีวิตต ่ า อยู่ใน 
ช่ วง 30 - 60 % เท่ านั้น  แต่ ปั จจัยที่ ศึ กษา 2 ปั จจัย  
มี ป ฏิ สัมพั นธ์กั น  โดยการเพิ่ ม ความ เข้มข้นและ 
ระยะเวลาในการแช่มีผลต่อการลดลงของเปอร์เซ็นต์ 
การรอดชีวิต ซึ่ งการแช่ โพรโตคอร์มที่ความเข้มข้น 
ต ่ า  0.01 % ระยะเวลา 10 วัน  มี อัตราการรอดชี วิต 
ม ากกว่ าก ารแช่ โพ รโตคอร์ม ที่ ค วาม เข้ม ข้น สู ง  
0.05 % ระยะเวลา 10 วัน อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) (Table 2) ซึ่งสอดคล้องฅกับการศึกษาของ  
Sarathum et al. (2010) รายงานว่า การเพิ่มความเขม้ขน้
ของสารละลายโคลชิซิน มี ผลต่อโพรโตคอร์มของ 
กล้วยไม้เอือ้งแซะ โดยมีเปอรเ์ซ็นต์การรอดชีวิตลดลง 
เช่นเดียวกับรายงานของ Atichart (2014) พบว่า การแช่
โพรโตคอรม์ด้วยสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้นสูง 
และระยะเวลานาน สง่ผลใหก้ลว้ยไมเ้อือ้งค ามีเปอรเ์ซ็นต์
การรอดชีวิตลดลงเช่นกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Chromosome doubling of Habenaria erichmichelii with different concentrations and exposure times 
of colchicine subsequent to culturing on PGR - free MS medium for 4 months 

Colchicine concentrations (%) 
Chromosome doubling 

5 days 10 days 
 0.0 2n = 2x = 42 (100 %) 2n = 2x = 42 (100 %) 
0.01 2n = 2x = 42 (100 %) 2n = 2x = 42 (100 %) 

  0.025 2n = 2x = 42 (100 %) 2n = 2x = 42 (100 %) 
0.05 2n = 2x = 42 (100 %) 2n = 2x = 42 (80 %), 2n = 4x = 84 (20 %) 
0.10 2n = 2x = 42 (100 %) 2n = 2x = 42 (60 %), 2n = 4x = 84 (40 %) 
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โดยใช้สารโคลชิซินในสภาพปลอดเชือ้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. ผลของโคลชิซินต่อความสูงต้น ขนาด และจ านวน
เซลลคุ์มของกล้วยไม้ดินลิน้มังกรสีชมพู 

ผลของความเข้มข้นของโคลชิซินร่วมกับ
ระยะเวลาการแช่ต่อความสูงต้น 

ผลของปัจจยัหลกั 
ต้นจากโพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 

0.025 % มีค่าเฉลี่ยของความสงูตน้มากที่สดุ 0.42 ± 0.05 
เซนติ เมตร ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
ท างส ถิ ติ  (p < 0.05) เมื่ อ เที ยบกั บ โพ รโตคอ ร์ม ที่ 
แช่สารละลายโคลชิซิน 0.05 % มีความสูงต้นเท่ากับ  
0.22 ± 0.03 (Table 3, Figure 1) 

ผลของปฏิสมัพนัธร์ะหวา่งปัจจยั 
หลังการเลีย้ง 4 เดือน ต้นจากโพรโตคอร์มที่ 

แช่ สารละลายโคลชิซิน  0.025 % ระยะเวลา 10 วัน  
ท าให้มีความสูงตน้เฉลี่ยเท่ากับ 0.46 ± 0.07 เซนติเมตร 
ซึ่ งมากกว่ าต้นจากโพรโตคอร์มที่ แช่ สารละลาย 
โคลชิซิ น  0.05 % ระยะเวลา 10 วัน  มี ความสูงต้น 
เฉลี่ ย  0.20 ±  0.06 เซนติ เมตร แตกต่ างกันอย่ างมี
นั ย ส า คั ญ ท า งส ถิ ติ  (p < 0.05) (Table 3, Figure 1) 
สอดคล้ อ งกั บ การศึ กษ าของ  Tipvaree (2 0 0 9 )  
ศึ กษ าผลของโคลชิ ซิ นต่ อการเติ บ โตและชั กน า 
ให้ เกิ ด โพลีพลอยด์ของเอื ้อ งดิ น ใบหมาก พบว่ า  
การให้สารละลายโคล ชิ ซิ นความ เข้มข้น  0.05 %  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
มีผลให้ความสูงต้น ความยาวใบ ความยาวราก และ 
จ านวนรากลดลง 

ผลของความเข้มข้นของโคลชิซินร่วมกับ
ระยะเวลาการแช่ต่อความหนาแน่นของเซลลคุ์ม 

ผลของปัจจยัหลกั 
ใบจาก โพ รโตคอร์มที่ ไม่ แช่ ส ารละลาย 

โคลชิซิน มีค่าเฉลี่ยของความหนาแน่นของเซลล์คุม 
มากที่ สุ ด  77.20 ± 0.61 เซลล์ต่ อตารางมิ ลลิ เมต ร  
ซึ่ งมี ความแตกต่างกันอย่างมี นัยส าคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) กับกรรมวิธีที่แช่สารละลายโคลชิซิน 0.01, 
0.025, 0.05 และ 0.10 % นอกจากนี ้จ านวนวันที่ แช่
สารละลายโคลชิซินที่ 5 วัน ให้ค่าเฉลี่ยความหนาแน่น 
ของเซลล์คุม 59.62 ± 2.73 เซลล์ต่อตารางมิลลิ เมตร 
มากกว่าการแช่สารละลายโคลชิซินที่  10 วัน โดยมี
ค่ าเฉลี่ ยความหนาแน่นของเซลล์คุม  56.70 ± 2.31  
เซลลต์่อตารางมิลลิเมตร (Table 4) 

ผลของปฏิสมัพนัธร์ะหวา่งปัจจยั 
หลังการเลี ้ยง 4 เดือน ใบจากโพรโตคอร์มที่ 

ไม่แช่สารละลายโคลชิซิน  ระยะเวลา 5 และ 10 วัน  
มีความหนาแน่นของเซลล์คุมเฉลี่ยมากที่สุด 78.60 ±  
0.60 และ  75.80 ± 0.58 เซลล์ต่ อต ารางมิ ลลิ เม ต ร 
ตามล าดับ แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) กับทุกกรรมวิธีที่มีการแช่สารละลายโคลชิซิน 

Table 2. Survival rate of protocorms shoots of Habenaria erichmichelii after treating with different 
concentrations and exposure times of colchicine after culture subsequent to culturing on PGR - free 
MS medium for 4 months 

Colchicine concentrations (%) Survival rate (%)* Meanconc
ns 5 days 10 days 

 0.0 50.00 ± 7.90ab 55.00 ± 12.24ab 52.50 ± 6.92 
0.01 50.00 ± 11.18ab 60.00 ± 6.12a 55.00 ± 6.23 

  0.025 50.00 ± 7.90ab 55.00 ± 5.00ab 52.50 ± 4.48 
0.05 45.00 ± 5.00ab 30.00 ± 10.45b 37.50 ± 5.59 
0.10 50.00 ± 11.18ab 55.00 ± 9.35ab 52.50 ± 6.92 

Meanday
ns 49.00 ± 3.67 51.00 ± 4.20  

C.V. (%)         19.36 
Colchicine x Days DMRT (0.05) = 237.50 
* Mean values followed by the different letters under columns are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
ns = non - significant difference 
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ระยะเวลา 5 และ 10 วัน  ใบจากโพรโตคอร์มที่ แช่
สารละลายโคลชิซิน 0.05 % ระยะเวลา 5 วนั และใบจาก
โพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 0.10 % ระยะเวลา  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

10 วัน มีความหนาแน่นของเซลล์คุมต ่ าสุด 41.20 ±  
2.56 และ  44.10 ± 0.48 เซลล์ต่ อต ารางมิ ลลิ เม ต ร 
ตามล าดบั (Table 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3. Effects of colchicine concentrations and exposure times on plant height of Habenaria erichmichelii 
after culture on PGR - free MS medium for 4 months 

Colchicine concentrations (%) Plant height (cm)* Meanconc** 5 days 10 days 
 0.0 0.32 ± 0.04ab 0.40 ± 0.10ab 0.36 ± 0.05AB 
0.01 0.24 ± 0.06ab 0.42 ± 0.06ab 0.33 ± 0.05AB 

  0.025 0.38 ± 0.07ab 0.46 ± 0.07a 0.42 ± 0.05A 
0.05 0.24 ± 0.04ab 0.20 ± 0.06b 0.22 ± 0.03B 
0.10 0.26 ± 0.07ab 0.38 ± 0.03ab 0.32 ± 0.04AB 

Meanday
ns 0.28 ± 0.02 0.37 ± 0.03  

C.V. (%) 0.15 
Colchicine x Days DMRT (0.05) = 0.01 
* Mean values followed by the different letters under columns are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
** Mean values followed by the different letters of the same column are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
ns = non - significant difference 
 
 

0.01% 

 
5 days 

 
10 days 

Days in colchicine 

0.10% 0.05% 0.025% 

(A) 

(B) (D) (C) (E) 

(F) (G) (I) (H) 

Figure 1. Habenaria erichmichelii treated with colchicine at various concentrations and days after culture on  
PGR - free MS medium for 4 months. (A) = 0.0 % colchicine (control) (B) = 0.01 % colchicine for 5 
days (C) 0.025 % colchicine for 5 days (D) = 0.05 % colchicine for 5 days (E) = 0.10 % colchicine for 
5 days (F) = 0.01 % colchicine for 10 days (G) = 0.025 % colchicine for 10 days (H) = 0.05 % 
colchicine for 10 days, and (I) = 0.10 % colchicine for 10 days 
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โดยใช้สารโคลชิซินในสภาพปลอดเชือ้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลของความเข้มข้นของโคลชิซินร่วมกับ
ระยะเวลาการแช่ต่อความกว้างของเซลลป์ากใบ 

ผลของปัจจยัหลกั 
ใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 

0.05 % มีค่ าเฉลี่ ยของความกว้างของเซลล์ปากใบ  
14.51 ± 0.62 µm แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) มากกว่าใบจากโพรโตคอรม์ที่ไม่แช่สารละลาย
โคลชิซิน ใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน  
0.01 และ 0.025 % นอกจากนีจ้  านวนวนัท่ีแช่สารละลาย
โคลชิซินที่ 10 วนั ใหค้่าเฉลี่ยความกวา้งของเซลลป์ากใบ 
13.12 ± 0.34 µm มากกว่าเซลลป์ากใบที่แช่สารละลาย
โคลชิซิน 5 วนั (Table 5, Figure 2) 

ผลของปฏิสมัพนัธร์ะหวา่งปัจจยั 
หลังการเลี ้ยง 4 เดือน ใบจากโพรโตคอร์มที่ 

แช่สารละลายโคลชิซิน 0.05 % ระยะเวลา 5 วัน และใบ
จากโพรโตคอร์มที่ แช่ สารละลายโคลชิซิ น  0.10 % 
ระยะเวลา 10 วนั ท าใหม้ีความกวา้งของเซลลป์ากใบเฉลี่ย 
16.35 ± 0.17 และ 15.92 ± 0.58 µm ซึ่งมีความแตกต่าง 
กนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) มากกว่าใบจาก 
โพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 0.05 % ระยะเวลา 
10 วัน ใบจากโพรโตคอร์มที่ แช่สารละลายโคลชิซิน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.01 % ระยะเวลา 10 วัน  ใบจากโพรโตคอร์มที่ แช่ 
สารละลายโคลชิซิน 0.025 % ระยะเวลา 10 วัน ใบจาก 
โพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 0.10 % ระยะเวลา  
5 วัน ใบจากโพรโตคอร์มที่ แช่ สารละลายโคลชิซิน  
0.025 % ระยะเวลา 5 วัน ใบจากโพรโตคอร์มที่ ไม่แช่
สารละลายโคลชิซิน ระยะเวลา 10 วนั ใบจากโพรโตคอรม์
ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 0.01 % ระยะเวลา 5 วัน และ 
ใบจากโพรโตคอรม์ที่ไมเ่ติมสารละลายโคลชิซิน ระยะเวลา 
5 วนั ซึ่งมีความกวา้งของเซลลป์ากใบเฉลี่ย 12.67 ± 0.16, 
12.63 ± 0.62, 12.59 ± 0.32, 12.05 ± 0.28, 11.91 ± 0.43, 
11.79 ± 0.20, 11.74 ± 0.28 และ 10.29 ± 0.39 µm ตามล าดบั 
(Table 5, Figure 2) 

ผลของความเข้มข้นของโคลชิซินร่วมกับ
ระยะเวลาการแช่ต่อความยาวของเซลลป์ากใบ 

ผลของปัจจยัหลกั 
ใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 

0.01 % และ 0.05 % มี ค่ า เฉลี่ ยของความยาวของ 
เซ ล ล์ ป า ก ใบ  42.78 ± 0.78 แ ล ะ  45.45 ± 2.64 µm 
แตกต่ างกันอย่ างมี นัยส าคัญ ทางสถิติ  (p < 0.05)  
ซึ่งมากกว่าใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 
0.025 และ 0.10 % และใบจากโพรโตคอร์มที่ ไม่ แช่

Table 4. Effects of colchicine concentrations and exposure times on guard cell density of Habenaria 
erichmichelii after culture on PGR - free MS medium for 4 months 

Colchicine concentrations (%) Guard cell density (0.5 mm2)* Meanconc** 5 days 10 days 
 0.0 78.60 ± 0.60a 75.80 ± 0.58a 77.20 ± 0.61A 
0.01 57.10 ± 0.88d 62.00 ± 0.98c 59.55 ± 1.02B 

  0.025 69.00 ± 0.57b 49.60 ± 0.73e 59.30 ± 3.26B 
0.05 41.20 ± 2.56f 52.00 ± 1.78e 46.60 ± 3.21C 
0.10 52.20 ± 1.92e 44.10 ± 0.48f 48.15 ± 1.73C 

Meanday*** 59.62 ± 2.73A 56.70 ± 2.31B  
C.V. (%) 12.50 

Colchicine x Days DMRT (0.05) = 342.39 
* Mean values followed by the different letters under columns are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
** Mean values followed by the different letters of the same column are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
*** Mean values followed by the different letters of the same row are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
ns = non - significant difference 
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สารละลาย โคล ชิ ซิ น  นอกจากนี ้จ านวนวันที่ แช่ 
สารละลายโคลชิซินที่  5 วัน ให้ค่ าเฉลี่ ยความยาว 
ของเซลล์ปากใบ 39.39 ± 1.82 µm มากกว่าความยาว 
ของเซลล์ปากใบที่ แช่ สารละลายโคลชิซิ น  10 วัน  
ที่เทา่กบั 35.66 ± 1.09 µm (Table 6, Figure 2) 

ผลของปฏิสมัพนัธร์ะหวา่งปัจจยั 
หลงัการเลีย้ง 4 เดือน ใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่

สารละลายโคลชิซิน 0.05 % ระยะเวลา 5 วัน ท าให้มี 
ความยาวของเซลล์ปากใบเฉลี่ ย  51.83 ± 2.13 µm 
แตกต่ างกันอย่ างมี นัยส าคัญ ทางสถิติ  (p < 0.05)  
ซึ่งมากกว่าใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่สารละลายโคลชิซิน 
0.01 % ระยะเวลา 5 และ 10 วนั ใบจากโพรโตคอรม์ที่แช่
สารละลายโคลชิซิน 0.05 % ระยะเวลา 10 วัน ใบจาก 
โพ รโต ค อ ร์ม ที่ แ ช่ ส า รละลาย โค ล ชิ ซิ น  0.025 %  
ระยะเวลา 5 และ 10 วัน  ใบจากโพรโตคอร์มที่ แช่
สารละลายโคลชิซิน 0.10 % ระยะเวลา 10 และ 5 วัน  
และใบจากโพรโตคอร์มที่ ไม่แช่สารละลายโคลชิซิน 
ระยะเวลา 5 และ 10 วัน  ซึ่ งมี ความยาวของเซลล ์
ปากใบเฉลี่ย 44.47 ± 0.66, 41.09 ± 0.94, 39.08 ± 0.98,  
38.58 ± 1.49, 36.34 ± 1.36, 35.35 ± 0.39, 33.29 ± 3.04, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

28.76 ± 1.05 และ 26.45 ± 0.57 µm ตามล าดบั (Table 6, 
Figure 2) โดย Fehr (1987) ได้อธิบายเก่ียวกับพืชที่มี
จ านวนโครโมโซมเพิ่มขึน้เป็นเท่าตัว ซึ่งเซลลจ์ะมีขนาด
เพิ่มขึน้ ส่งผลท าให้ขนาดของปากใบยาวกว่าพืชปกติ 
ที่ เป็ นพื ชดิ พลอยด์  สอดคล้องกับการศึ กษาของ  
Silva et al. (2000) ศึ กษาผลการชักน าให้ เกิ ดโพลี - 
พลอยด์ของกล้วย ไม้ แคทลี ยา  พบว่ า  ต้นที่ เป็ น 
ดิพลอยด์มีความหนาแน่นของปากใบมากกว่าต้น 
เตตระพลอยด์ นอกจากนี ้ Chinachit and Sreemaung 
(2008) ศึกษาผลของโคลชิซินที่มีต่อการเปลี่ยนแปลง
ระดับ ploidy ในกล้วยไม้ดิน หมูกลิง้ พบว่า กล้วยไม ้
ดินหมูกลิ ้งที่ เป็นต้นเตตระพลอยด์มี ขนาดปากใบ 
และขนาดเซลล์คุมใหญ่กว่าต้นดิพลอยด์ แต่มีความ
หนาแน่นของปากใบน้อยกว่าต้นดิพลอยด์ เช่นเดียว 
กบั Petbanna (2011) ศกึษาการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซม
ของกล้วยไม้ดินใบหมาก Spathoglottis plicata Blume 
var. alba โดยใช้ โคลชิ ซิ นและออรีซาลิ น ในสภาพ 
ปลอดเชื ้อ พบว่า ต้นมิกโซพลอยด์มี ขนาดเซลล์คุม  
ความหนาใบ ความยาวปากใบ จ านวนคลอโรพลาสตต์่อ
เซลลค์มุ จ านวนหนอ่ตอ่ตน้มากกวา่ตน้ดิพลอยด ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 5. Effects of colchicine concentrations and exposure times on stomata width of Habenaria 
erichmichelii after culture on PGR - free MS medium for 4 months 

Colchicine concentrations (%) 
Stomata width (µm)* 

Meanconc** 5 days 10 days 
 0.0 10.29 ± 0.39c 11.79 ± 0.20b 11.04 ± 0.32C 
0.01 11.74 ± 0.28b 12.63 ± 0.62b 12.19 ± 0.35B 

  0.025 11.91 ± 0.43b 12.59 ± 0.32b 12.25 ± 0.28B 
0.05 16.35 ± 0.17a 12.67 ± 0.16b 14.51 ± 0.62A 
0.10 12.05 ± 0.28b 15.92 ± 0.58a 13.99 ± 0.72A 

Meanday*** 12.47 ± 0.43B 13.12 ± 0.34A  
C.V. (%) 1.94 

Colchicine x Days DMRT (0.05) = 18.62 
* Mean values followed by the different letters under columns are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
** Mean values followed by the different letters of the same column are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
*** Mean values followed by the different letters of the same row are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
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Table 6. Effects of colchicine concentrations and exposure times on stomata length of Habenaria 
erichmichelii after culture on PGR - free MS medium for 4 months 

Colchicine concentrations (%) Stomata length (µm)* Meanconc** 5 days 10 days 
 0.0 28.76 ± 1.05f 26.45 ± 0.57f 27.60 ± 0.68D 
0.01 44.47 ± 0.66b 41.09 ± 0.94bc 42.78 ± 0.78A 

  0.025 38.58 ± 1.49cd 36.34 ± 1.36de 37.46 ± 1.02B 
0.05 51.83 ± 2.13a 39.08 ± 0.98cd 45.45 ± 2.64A 
0.10 33.29 ± 3.04e 35.35 ± 0.39de 34.32 ± 2.22C 

Meanday*** 39.39 ± 1.82A 35.66 ± 1.09B  
C.V. (%) 7.61 

Colchicine x Days DMRT (0.05) = 74.50 
* Mean values followed by the different letters under columns are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
** Mean values followed by the different letters of the same column are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
*** Mean values followed by the different letters of the same row are significantly different according to DMRT at p < 0.05 
 
 

Figure 2. The thickness and length of the stomata cell of Habenaria erichmichelii after culture on PGR - free 
MS medium for 4 months (bar 20 µm) (A) 0.0 % colchicine (control) (B) 0.05 % colchicine for 5 days 
(C) 0.10 % colchicine for 5 days (D) 0.05 % colchicine for 10 days, and (E) 0.10 % colchicine for  
10 days 

 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 

(E) 
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สรุป 
 

การแช่โพรโตคอรม์ของกล้วยไม้ดินลิน้มังกร 
สีชมพู ในสารละลายโคลชิซินที่ ความเข้มข้น 0.05  
และ 0.10 % ระยะเวลา 10 วัน มีจ านวนโครโมโซมเป็น 
มิ ก โซ พ ล อ ย ด์  ( 2n = 2x = 42 แ ล ะ  2n = 4x = 84) 
นอกจากนี ้โพรโตคอร์มที่แช่ด้วยสารละลายโคลชิซิน 
ความเข้มขน้ 0.01 % ระยะเวลา 10 วัน มีอัตราการรอด
ชีวิตดีกว่าเมื่อเทียบกับการแช่ด้วยสารละลายโคลชิซิน 
ความเขม้ขน้ 0.05 % ระยะเวลา 10 วนั ในขณะที่ความสงู
ต้นมีแนวโน้มลดลง ความหนาแน่นปากใบลดลง และ 
ปากใบมีขนาดใหญ่  โดยการใช้สารโคลชิซิน 0.05 % 
เหมาะแก่การน าไปใชใ้นการชักน าใหเ้กิดการกลายพันธุ ์
และประหยดัการใชส้ารเคมี  
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