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การชักน�ำให้เกดิโพลพีลอยด์ในครามฝักตรง (Indigofera tinctoria L.)

Polyploid Induction in ‘kram phak troung’ indigo (Indigofera tinctoria L.)
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บทคัดย่อ: ต้นครามฝักตรง เป็นพืชท้องถ่ินของชาวสกลนครท่ีให้สีครามจากใบ ด้วยเหตท่ีุครามฝักตรงมีลกัษณะ 
ใบเลก็ และเป็นพืชผสมตวัเอง และมีพนัธุ์ท่ีใช้ปลกูอยูใ่นปัจจบุนัเพียง 2 พนัธุ์  จงึได้มีความพยายามในการพฒันา
ของต้นครามฝักตรง (Indigofera tinctoria L.) พนัธุ์ใหม่ ด้วยการเพ่ิมจ�ำนวนโครโมโซมให้เป็นต้นโพลีพลอยด์  
โดยหวงัวา่จะได้ต้นครามท่ีมีใบ หรือต้นท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้ เพ่ือการเพ่ิมผลผลติ และเพ่ิมปริมาณสารส�ำคญัใบคราม 
จากการชกัน�ำให้เกิดโพลพีลอยด์ในครามฝักตรง โดยการแชเ่มลด็ครามงอกในสารละลายโคลชิซนิความเข้มข้น 0.1, 
0.2 และ0.4 เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง พบวา่ ความเข้มข้นของโคลชิซนิมีอิทธิพลตอ่เปอร์เซน็ต์การอด
ตาย ความสงู และจ�ำนวนใบประกอบของต้นกล้าครามฝักตรงอาย ุ15 วนั อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง (P<0.01) โดยการ
เพ่ิมความเข้มข้นของโคลชิซินท�ำให้เปอร์เซน็ต์การรอดตาย ความสงู และจ�ำนวนใบประกอบลดลง ส�ำหรับระยะ
เวลาการแชเ่มลด็ไมมี่ผลตอ่เปอร์เซน็ต์การรอดตาย ความสงู และจ�ำนวนใบประกอบ ต้นกล้าครามท่ีรอดตายหลงั
จากได้รับสารโคลชิซนิแสดงอาการผิดปกตทิกุต้น โดยแสดงอาการ ไฮโปคอทิลบวม สว่นต้นกล้าท่ีเจริญจากเมลด็
ท่ีไมแ่ชส่ารโคลชิซนิสามารถเจริญเตบิโตเป็นต้นกล้าท่ีปกตทิัง้หมด เม่ือน�ำต้นกล้าท่ีมีลกัษณะผิดปกตไิปตรวจสอบ
ด้วยเทคนิคโฟลไซโตมิตริ (Flow cytometry) พบวา่ โคลชิซนิท่ีความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซน็ต์ ท�ำให้เกิดต้นกล้าชนิด 
เตตราพลอยด์มากท่ีสดุ 75 และ 66 เปอร์เซน็ต์ เม่ือแชเ่มลด็เป็นเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง ตามล�ำดบั สว่นการแช่
เมลด็ด้วยโคลชิซนิท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซน็ต์ มีสดัสว่นของต้นดพิพลอยด์ และต้นมิกโซพลอยด์จ�ำนวนมากกวา่ 
โคลชิซนิท่ีระดบัความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซน็ต์ ในทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซนิเข้มข้น 0.4 เปอร์เซน็ต์ ท่ี 6 ชัว่โมง เป็น 
โพลพีลอยด์ทัง้หมด (ต้นมิกโซพลอยด์ 33.33 เปอร์เซน็ต์ และเตตราพลอยด์ 66.66 เปอร์เซน็ต์) อยา่งไรก็ตามพบวา่
ทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซนิท่ีระดบัความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซน็ต์ 12 ชัว่โมง สว่นใหญ่จะมีอายกุารรอดตายไมถ่งึ 1 เดือน 
ซึง่ตายก่อนท่ีจะได้รับการตรวจสอบความเป็นโพลีพลอยด์ ต้นท่ีเหลือรอดมาได้ทัง้หมดเป็นต้นดพิพลอยด์เทา่นัน้  
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ABSTRACT: Kram Phak Troung or Indigofera tinctoria L. is Sakon Nakhon’s indigenous plant. 
It has small leaves and is categorized as a species of self-pollinated breeding plant. Two species of  
Indigofera tinctoria L. have been grown at present. Thus, there is an attempt to develop the new 
kind of  Indigofera tinctoria L. which contains more chromosomes becoming polyploidy indigo 
plant. This polyploidy indigo is expected to grow taller bearing bigger leaves than the indigenous 
plant. With higher stem and wider leaves, the polyploidy indigo can produce higher amount of 
its essence. Polyploid in Indigofera tinctoria L. is induced by immersing the germinated seed in 
colchicines of different concentrations (0.1%, 0.2% and 0.4%) and for a period of 6 and 12 hours. 
It was found that different concentrations of colchicines resulted differently and significantly in 
the death, height and leaflet number of the fifteen-days old Indigofera tinctoria L. (P<0.01). 
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That is the more colchicines was concentrated the more Indigofera tinctoria L. plants survived 
while their height and leaflet number decreased. However, the immersion period of the Indigofera 
tinctoria L. seedlings  did not affect the survival percentage, height and leaflet number of these 
Indigofera tinctoria L. plants. Furthermore, all plants that survived demonstrated abnormal trait 
of swollen hypocotyls. In contrast, the seedlings which were not treated by colchicines immersion 
could grow normally. When using flow cytometry to inspect the abnormal plants whose hypocotyls 
swelled, it was revealed that 0.2% colchicine solution produced 75% tetraploid Indigofera 
tinctoria L. seedlings when they were immersed for 6 hours; it produced 66% tetraploid Indigofera 
tinctoria L. seedlings if immersed for 12 hours. The seeds immersed in 0.1% colchicine solution 
obtained more diploids and mixoploids than immersed in 0.2% colchicine solution. With the 
0.4% colchicine solution for 6 hours’ treatment, all polyploids were gained (33.33 mixoploids 
and 66.66 tetraploids). Nevertheless, if the seeds were immersed in 0.4% colchicine solution for 
a period of 12 hours, the seedlings could live less than a month and their polyploidy traits could 
not be examined; only the diploids of these seedlings survived. 
Keywords: indigo, tetraploid, polyploidy breeding, colchicine, Flow Cytrometry 

บทน�ำ

ต้นครามฝักตรง เป็นพืชท้องถ่ินท่ีให้สีคราม  
ต้นคราม (Indigo) มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Indigofera 
tinctoria L. มีจ�ำนวนโครโมโซม เท่ากบั 16 โดยมี
โครโมโซม จากการท�ำ Meiotic analysis ในชอ่ดอก
ออ่น พบวา่มี n = 8 (Ghosh et al., 2016) เป็นพืช 
ในวงศ์ Leguminosae ต้น เป็นพุม่ กว้าง 140 ซม.  
สงู 170 ซม.ใบ เป็นใบประกอบ ใบมน เรียงสลบัแบบ
ขนนก ดอก ดอกช่อออกท่ีซอกใบ สีชมพู ห่างกัน  
ฝัก สเีขียว ตรง ไมมี่ขน (มองไมเ่หน็) 1 ฝัก มี 9-10 เมลด็ 
เมลด็ สเีหลอืงฟาง 100 กรัม มี 12,800 เมลด็ พบเจริญ
เตบิโตได้ดีในเขตร้อน ชอบแสงแดด ทนทานตอ่อากาศ
ร้อน ดนิเคม็ และฝนหนกัได้ ในประเทศไทยมกัพบเป็น
วชัพืชตามสวน และไหลท่าง ซึง่เป็นดอน โลง่ กลางแจ้ง 
การใช้ประโยชน์ ใช้เป็นสีย้อมผ้า โดยใช้ต้น และ 
ใบหมกั และตกตะกอนด้วยดา่ง ได้เนือ้ครามสนี�ำ้เงิน
เข้ม ใช้ย้อมสีผ้าฝ้าย ผ้าย้อมครามเป็นผลิตภณัฑ์ 
ชมุชนุ เป็นเอกลกัษณะของจงัหวดัสกลนคร และเป็น
สนิค้าท่ีมีช่ือเสยีง ท�ำรายได้ แก่เกษตรกรผู้ผลติผ้าย้อม
คราม ในอนาคตควรได้มีการพฒันาพนัธุ์ครามท่ีมี
ศกัยภาพในการให้ผลผลติเพ่ิมขึน้ เพ่ือสง่เสริมให้การ

ผลิตผ้าพืน้เ มืองท่ี เ กิดจากการย้อมครามเป็น
อตุสาหกรรมท่ีสร้างชมุชนเข้มแข็งในจงัหวดัสกลนคร
และระดบัประเทศตอ่ไป ปัจจบุนัครามท่ีใช้ย้อมผ้าใน
ประเทศไทยมาจากต้นคราม 2 ชนิด คือ ครามฝักตรง 
และครามฝักงอ (Indigofera suffruticosa) เน่ืองจาก
ครามเป็นพืชเป็นพืชผสมตวัเอง มีดอกขนาดเลก็มาก
เป็นอุปสรรคท่ีส�ำคัญในการผสมพันธุ์ เ พ่ือสร้าง 
ความแปรปรวนทางพนัธกุรรมให้กบัพืชชนิดนี ้ท�ำให้
การปรับปรุงพนัธุ์ด้วยวิธีการมาตรฐานทัว่ไปเป็นสิง่ท่ี
ท�ำได้ยาก ในอนาคตเม่ือสภาพแวดล้อม และอณุหภมิู
ของโลกเปลีย่นแปลง โรค และแมลงชนิดใหมเ่กิดขึน้ 
พนัธุ์ท่ีปลกูในปัจจบุนัมีน้อยอาจสร้างปัญหาให้แก่พืช
ชนิดนีอ้ย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ แนวทางหนึ่งท่ีจะสร้าง
ความแปรปรวนทางพนัธกุรรม เพ่ือพฒันาพืชชนิดนี ้
คือ การสร้างพืชโพลพีลอยด์ขึน้ในต้นคราม

จากการศกึษาในพืชหลายชนิดพบวา่ การสร้าง
พืชท่ีเป็นโพลีพลอยด์มีข้อได้เปรียบหลายประการ 
ในพืชท่ีเป็นโพลีพลอยด์มีลักษณะต้นใหญ่ขึน้ 
มีชีวมวล มากขึน้ เชน่ เตตราพลอยด์ และทริพพลอยด์ 
ของลกูผสม Novel Shrub Willow (Salix) (Serapiglia 
et al., 2015) ใน Centella asiatica (L.) Urban (Thong-
on et al., 2014) ในทริพพลอยด์ ลกูผสม shrub willow 
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(Serapiglia et al., 2014) อย่างไรก็ตาม พบว่า  
เตตราพลอยด์ มีขนาดใหญ่กวา่ดพิพลอยด์ของมนัเอง
บางจีโนไทป์ และเป็นต้นเตตราพลอยด์ท่ีมีขนาดใหญ่
ท่ีสดุ เชน่ ใน Echinacea purpurea L. clone code 04 
ท่ีเป็นเตตราพลอยด์มีผลผลิตชีวมวลของสว่นใต้ดิน 
และส่วนท่ีอยู่ เหนือดินสูงกว่าดิพพลอยด์ และ 
เตตราพลอยด์ใน clone code อ่ืน ๆ (Chen et al., 
2016) ใน P28 เตตราพลอยด์ Pfaffia glomerata 
(Spreng.) Pedersen มีชีวมวลเพ่ิมขึน้มากกว่า 
ดิพพลอยด์ทัง้ในสภาพปลอดเชือ้ และสภาพนอก
หลอดทดลอง ในพืชท่ีเป็นโพลีพลอยด์หลายชนิด  
พบวา่ มีความต้านทานความเครียดจากสิง่ไมมี่ชีวิต  
(abiotic stress) เชน่ สภาพความหนาวเยน็ ความร้อน 
ความแห้งแล้ง ความเคม็ ความเป็นพิษของธาตอุาหาร
พืชบางชนิด เชน่ Tan et al. (2015) ได้ชกัน�ำให้เกิด 
เตตราพลอย์ในต้นส้ม (Citrus junos cv. Ziyang 
xiangcheng) เพ่ือพัฒนาเป็นต้นตอส้ม (citrus 
rootstock) ท่ีมีความต้านทานตอ่สภาพเครียด (stress 
resistance improvement) จากการศกึษาพบวา่ต้นส้ม
เตตราพลอยด์ดงักลา่วมีการสะสมสารปฐมภมิูหลาย
ชนิด เชน่ น�ำ้ตาลหลายชนิด (sugars) กรดอินทรีย์
หลายชนิด (organic acids) กรดอะมิโนหลายชนิด 
(amino acids) กรดไขมนัหลายชนิด (fatty acids) 
และสารในกลุ่มแอลกอฮอล์หลายชนิด (alcohols)  
ท่ีมีอิทธิพลตอ่การต้านทานตอ่สภาพเครียดของต้นส้ม
ชนิดนี ้ Zhang et al. (2015) พบวา่ แอปเปิล้ท่ีเป็น 
เตตราพลอยด์ มีความทนทานต่อความแห้งแล้ง 
มากกวา่ดพิพลอย์ สอดคล้องกบัการศกึษาของ Laere 
et al. (2011) ท่ีพบวา่ Spathiphyllum wallisii ท่ีเป็น
เตตราพลอยด์ทุกจีโนไทป์ ท่ีศึกษาทนทานต่อ 
ความแห้งแล้งมากกวา่ต้นดพิพลอยด์ของมนั เป็นต้น 
นอกจากนีพื้ชโพลีพลอยด์ยังมีความต้านทานต่อ
ความเครียดท่ีเกิดจากสิง่มีชีวิต (biotic stress) เชน่ 
โรค (Predieri, 2001) และแมลง ในไม้ผลหลายชนิด
ท่ีเป็นโพลพีลอยด์มีขนาดผลใหญ่ขึน้ เชน่ สตรอเบอร่ี 
หมอ่น องุน่ ไม้ผลท่ีมีชดุโครโมโซมเป็นทริพพลอยด์ 
มีลกัษณะไร้เมลด็ (seedless) เชน่ ในส้ม แตงโม องุน่ 

ข้าวสาลท่ีีเป็นเฮกซาพลอยด์มีลกัษณะเมลด็ใหญ่ขึน้ 
มีคณุภาพในการท�ำขนมปังได้ดีขึน้ นอกจากนีย้งัพบ
วา่ ในพืชบางชนิด ท่ีเป็นเตตราพลอยด์ยงัมีการสะสม
สารทตุิยภมิูเพ่ิมขึน้ เชน่ Tanacetum parthenium 
Schulz-Bip. (Majadi et al., 2010) และ Centella 
asiatica (L.) Urban (Thong-on et al., 2014) เป็นต้น

การชกัน�ำให้เกิดเตตราพลอยด์สามารถท�ำได้  
2 วิธีหลกั คือ การท�ำในสภาพปลอดเชือ้ และท�ำใน
ห้องปฏิบตักิารหรือเรือนทดลอง สว่นใหญ่การชกัน�ำ
ให้เกิดโพลพีลอยด์มกัท�ำได้โดยการใช้สารเคมี ซึง่สาร
ท่ีใช้ในการชกัน�ำให้เกิดโพลพีลอยด์มีหลายชนิด เชน่ 
oryzalin, trifluralin, amiprophos-methyl, N

2
O gas 

และ colchicine (Bouvier et al., 1994; Tuyl et al. 
1992; Taylor et al., 1976; Blakeslee and Avery, 
1937) ส�ำหรับประสิทธิภาพของสารเคมีท่ีใช้นัน้ 
แตกต่างกนั สารท่ีได้รับการยอมรับและใช้กนัอย่าง
แพร่หลายและได้ผลมาก คือ โคลชิซนิ โคลชิซนิเป็น
สารอลัคาลอยด์ (alkaloid) ท่ีสกดัจาก ต้น meadow 
saffron (Colchicum autumnale L.) เป็นสารยบัยัง้
การแบ่งเซลล์ (antimitotic) ใช้ในการชกัน�ำให้เกิด 
โพลพีลอยด์ (polyploidy induction) (Planchiais et al., 
2000) ในชว่งปี 1930s ได้มีการทดลองโดยใช้โคลชิซนิ 
อย่างแพร่หลาย ส�ำหรับวิธีการในการทรีตโคลชิซิน 
ระดบัความเข้มข้น และเวลาท่ีใช้โคลชิซินในพืชนัน้
แตกตา่งกนั ขึน้อยูก่บั วิธีการ ชนิด อาย ุและชิน้สว่น
พืชท่ีท�ำการทรีต ส�ำหรับชิน้ส่วนพืชท่ีใช้ในการทรีต 
โคลชิซนิ ได้แก่ เมลด็ท่ียงัไมง่อก (ungerminated seed) 
(Blasco et al., 2015) เมลด็ท่ีก�ำลงังอก (germinated 
seed) (Pleankong et al., 2010) ต้นกล้า (Majdi et al., 
2010) และตาของพืช (Chakraborti et al., 1998; Abdoli 
et al., 2013) หลงัจากการทรีตด้วยโคลชิซนิแล้ว พืชจะ
ได้รับการตรวจสอบระดับความเป็นโพลีพลอยด์  
โดยตวับง่ชีค้วามเป็นโพลพีลอยด์มีหลายประการ เชน่ 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ลกัษณะปากใบ จ�ำนวน
โครโมโซม และการใช้เทคนิคโฟลไซโตมิตริ (Chakraborti 
et al., 1998; Pleankong et al., 2010 ; Majdi et al., 
2010; Abdoli et al., 2013; Blasco et al., 2015)



สนุทรีย์ และคณะ (2559) ได้มีความพยายามใน
การพฒันาโพลพีลอยด์ท่ีเป็นในครามงอ (Indigofera 
suffruticosa) พืชท่ีมีลกัษณะใกล้เคียงกบัครามฝักตรง 
โดยการชกัน�ำด้วยการใช้สารโคลชิซิน เช่นเดียวกนั 
พบวา่ ความเข้มข้นท่ีพบเป็นเตตราพลอยด์มากท่ีสดุ 
คือ ทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซนิ 0.1 เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 
12 ชัว่โมง (48.46 เปอร์เซน็ต์) ต้นครามงอโพลพีลอยด์
มีความสงูลดลง แตมี่น�ำ้หนกัใบประกอบ และพืน้ท่ีใบ
ยอ่ยเพ่ิมขึน้ อยา่งไรก็ตาม ต้นครามงอโพลพีลอยด์ยงั
ไมไ่ด้มีการทดสอบผลผลติในสภาพแปลงทดลอง หรือ 
ทดสอบคณุภาพในการย้อมผ้า 

เน่ืองจากครามงอมีขนาด และน�ำ้หนกัใบใหญ่ขึน้ 
ดงันัน้จึงเกิดแนวคิดในการชกัน�ำให้เกิดครามท่ีเป็น 
โพลลีอยด์ด้วยโคลชิซนิโดยใช้เทคนิค และความเข้มข้น
ในระดบัตา่ง ๆ  เพ่ือให้เกิดต้นครามฝักตรง (Indigofera 
tinctoria L.) ท่ีเป็นโพลีพลอยด์ โดยเฉพาะเป็น 
เตตราพลอยด์ด้วย เพ่ือประโยชน์ในการพฒันาต้น
ครามให้มีผลผลิตใบคราม และคณุภาพการย้อมท่ี 
ดีขึน้ ต้นครามฝักตรงโพลพีลอยด์สามารถขยายพนัธุ์
ได้ด้วยเมลด็ตอ่ไป

วธีิการศกึษา

พนัธ์ุคราม
พนัธุ์ครามท่ีใช้เป็นครามฝักตรง (Indigofera 

tinctoria L.) จากศนูย์ศกึษาการพฒันาภพูาน อนัเน่ือง
มาจากพระราชด�ำริ

การชักน�ำให้เกดิโพลีพลอยด์
การชักน�ำให้เกิดโพลีพลอยด์ในเมล็ดคราม 

ฝักตรง ท�ำได้โดยล้างเมลด็ครามฝักตรงในน�ำ้ประปา
ไหลผา่นเป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนัน้ฟอกล้างเมลด็
ครามฝักตรงในน�ำ้ยาล้างจานซนัไลท์ เป็นเวลา 1 นาที 
ล้างเมลด็ด้วยน�ำ้ประปาไหลผา่นเป็นเวลา 5 นาที และ
ฟอกฆา่เชือ้ใน Clorox ความเข้มข้น 10 เปอร์เซน็ต์เป็น
เวลา 10 นาที เท Clorox ทิง้ล้างด้วยน�ำ้กรอง 3 ครัง้ 
ครัง้ละ 5 นาที เทน�ำ้ทิง้ น�ำเมลด็ครามฝักตรงท่ีฟอก
ล้างแล้ว มาเพาะในกระดาษเพาะ (towel paper) ท่ี

วางบน petri dish โดยใช้เวลาเพาะ 48 ชัว่โมง หลงั
จากนัน้น�ำเมลด็ครามฝักตรงงอกมาแชใ่นสารละลาย
โคลชิซิน (colchicine) วางแผนการทดลองแบบ 
Factorial in Completely Randomized Design 
(Factorial in CRD) โดยมีปัจจยั A เป็นความเข้มข้น
ของโคลชิซิน มี 4 ระดบั 0.0, 0.1, 0.2 และ 0.4 
เปอร์เซน็ต์ แลปัจจยั B คือ ระยะเวลาท่ีแช ่มี 2 ระดบั 
คือ 6 และ 12 ชัว่โมง โดยการทดลองประกอบด้วย  
8 ทรีตเมนต์ ทรีตเมนต์ละ 4 ซ�ำ้ เม่ือครบเวลาการแช ่ 
น�ำเมลด็ครามฝักตรงงอก ลงเพาะในถาดเพาะขนาด 
60 หลมุ ท่ีบรรจวุสัดปุลกูคือพีทมอส (peat moss)  
จนเตม็ถาดแตล่ะถาด คือ 1 ซ�ำ้ (60 เมลด็) เม่ือต้นกล้า
ครามฝักตรงอายุ 15 วนั ท�ำการบนัทึกเปอร์เซ็นต์ 
การรอดตาย ความสงู และจ�ำนวนใบประกอบของ 
ต้นกล้าจากแต่ละทรีตเมนต์ทุกซ�ำ้ (ทุกถาดเพาะ) 
วิเคราะห์ข้อมลูโดยใช้โปรแกรม SAS (version 9.1) และ
วิเคราะห์ข้อมลูด้วยโปรแกรม SPSS version 16  
การเปรียบเทียบลกัษณะตา่ง ๆ ของแตล่ะทรีตเมนต์ 
ใช้วิธีการเปรียบเทียบแบบ DMRT (Duncan’s Multiple 
Range Test)

การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวทิยาของต้นกล้า 
หลงัจากเพาะเมลด็ครามฝักตรงงอกเป็น เวลา 

15 วนั ต้นกล้าโผล่ขึน้มาจากพีทมอสในถาดเพาะ 
สงัเกต และจดัจ�ำแนกต้นกล้าครามฝักตรง เป็นต้น
กล้าปกต ิ(จาก control ท่ีไมไ่ด้รับโคลชิซนิ) กบัต้นกล้า
ผิดปกต ิ(สนุทรีย์ และคณะ, 2559) 

การตรวจสอบเฉพาะต้นกล้าผิดปกตด้ิวย Flow 
cytometry analysis

ต้นกล้าท่ีได้รับการจ�ำแนกวา่เป็นต้นกล้าผิดปกต ิ
ซึง่มีลกัษณะต้นกล้างอกช้า ต้นเตีย้ สว่นใหญ่มีเฉพาะ
สว่นของใบเลีย้ง และใบจริงคูแ่รก มีไฮโปคอทิลบวม 
อ้วนสัน้ สว่นของเอพิคอทิลไมยื่ดตวั หรือมีลกัษณะการ
ยืดตวัช้า ใบจริงคูแ่รกมีลกัษณะหยกัไมก่ลมมน และ 
มีขนาดเลก็ไมแ่ผก่าง ซึง่ถกูจดัจ�ำแนกไว้แล้วข้างต้น  
เม่ืออายคุรบ 1 เดือน ต้นกล้าผิดปกตทิกุต้นจากแตล่ะ
ทรีตเมนต์จะถูกน�ำไปวิเคราะห์ลกัษณะความเป็น
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โพลพีลอยด์ด้วย Flow cytometry analysis (Surson 
et al., 2015

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การศกึษาการชกัน�ำให้เกิดโพลพีลอยด์ในเมลด็
ครามฝักตรง โดยการเพาะในกระดาษเพาะเป็นเวลา 
48 ชัว่โมง ให้เมลด็ครามงอกหลงัจากนัน้จงึน�ำเมลด็
งอกมาทรีตด้วยโคลชิซนิ ในความเข้มข้น 0.0, 0.1, 0.2 
และ0.4 เปอร์เซน็ต์ และระยะเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง 
จ�ำนวน 8 ทรีตเมนต์ มีผลการศกึษาดงัตอ่ไปนี ้

1. เปอร์เซน็ต์การรอดตาย
การศกึษาเปอร์เซน็ต์การรอดตายของต้นกล้าท่ี

อาย ุ15 วนั หลงัจาการได้รับโคลชิซนิท่ี 3 ระดบัความ
เข้มข้น (0.1, 0.2 และ0.4 เปอร์เซน็ต์) เป็นเวลา 6 และ 
12 ชัว่โมง พบวา่ ระดบัความเข้มข้นของโคลชิซนิมีผล
ตอ่เปอร์เซ็นต์การรอดตาย อย่างมีนยัส�ำคญัย่ิงทาง
สถิต ิ(Table 1) สว่นระดบัเวลาการได้รับโคลชิซนิไมมี่
ผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดตาย อีกทัง้ยังพบว่ามี 
ปฏิกริยาสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มข้นของ 
โคลชิซิน และระดับเวลาท่ีได้รับโคลชิซินท่ีมีต่อ
เปอร์เซน็ต์การรอดตาย โดยพบวา่ ทรีตเมนต์ท่ีไมไ่ด้รับ
โคลชิซนิท่ีระดบัเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง มีเปอร์เซน็ต์
ความงอกสูงท่ีสุด ในทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซิน 
มีเปอร์เซ็นต์ความงอกลดลงอย่างมากต�่ำกว่า  
10 เปอร์เซน็ต์ในทกุทรีตเมนต์ เน่ืองจากโคลชิซนิเป็น
สารอลัคาลอยด์ ท่ีขดัขวางกระบวนการไมโตซสิ ใช้ใน
การชกัน�ำให้เกิดโพลพีลอยด์ในพืช (Planchais et al., 
2000) โคลชิซนิจะขดัขวางการท�ำงานของไมโครทบูลู 
(microtubule) ระหว่างการแบ่งเซลล์ ขดัขวางการ
เคลื่อนย้ายของโครโมโซมในระยะแอนาเฟส 
(anaphase) และระงับกระบวนการไซโตไคเนซิส 
(cytokinesis) เป็นผลให้เซลล์มีจ�ำนวนโครโมโซมเพ่ิม
เป็นสองเทา่ (Dhooghe et al., 2011)
2. ความสูง และจ�ำนวนใบของต้นกล้า

การศกึษาความสงู และจ�ำนวนใบประกอบของ
ต้นกล้าท่ีอาย ุ 15 วนั หลงัจาการได้รับโคลชิซินท่ี 4 

ระดบัความเข้มข้น (0.0, 0.1, 0.2 และ0.4 เปอร์เซน็ต์) 
เป็นเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง พบวา่ ระดบัความเข้มข้น
ของโคลชิซนิมีผลตอ่ ความสงู และจ�ำนวนใบประกอบ
อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิงทางสถิต ิในลกัษณะความสงู พบวา่ 
ทรีตเมนต์ท่ีไมไ่ด้รับโคลชิซนิ (T1 และ T2) มีความสงู
เฉลีย่อยูร่ะหวา่ง 3.79-5.27 ซม. สว่นทรีตเมนต์ท่ีได้รับ
โคลชิซนิ (T3 -T8) มีความสงูเฉลี่ยอยูร่ะหวา่ง 1.08– 
1.45 ซม. ในลกัษณะจ�ำนวนใบประกอบ พบวา่ ทรีตเมนต์ 
ท่ีไมไ่ด้รับโคลชิซนิ (T1 และ T2) มีจ�ำนวนใบประกอบ
เฉลีย่อยูร่ะหวา่ง 3.93 - 4.73 ใบ สว่นทรีตเมนต์ท่ีได้รับ
โคลชิซิน (T3 -T8) มีจ�ำนวนใบประกอบเฉลี่ยอยู่
ระหวา่ง 0.75 – 1.66 ใบ (Table 1)

การศกึษาในครัง้นีพ้บวา่ ความเข้มข้น และระยะ
เวลาในการทรีตโคลชิซนิให้กบัเมลด็ครามงอกมีผลตอ่
ความงอก ความสงู และจ�ำนวนใบประกอบของต้นกล้า 
โดยทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซนิท่ีมีความเข้มข้นเพ่ิมขึน้
ความงอก ความสงู และจ�ำนวนใบลดลงอยา่งมีนยั
ส�ำคญัทางสถิต ิจากการศกึษาในหลายรายงาน พบวา่ 
การได้รับโคลชิซนิท�ำให้ความงอกลดลง เชน่การศกึษา
ของ Surson et al. (2015) พบวา่ ระดบัความเข้มข้น
ของโคลชิซนิท่ีเพ่ิมขึน้ท�ำให้ความงอกของส้มเขียวหวาน 
(Citrus reticulate Blanco) ลดลง ความสงู และจ�ำนวน
ใบของต้นกล้าอาย ุ1 เดือนลดลง เชน่เดียวกบัการศกึษา
ในรายงานอ่ืน ๆ เชน่ ในเมลด็ฝ้าย (Wongpiyasatid  
et al., 2003) ในต้นกล้า Hyoscyamus reticulate L. 
อาย ุ2 สปัดาห์ (Madani et al., 2015) ในเมลด็ของ 
Salvia hains (Grouh et al., 2011) ในเมลด็ Capsicum 
frutescens L. (Pleankong et al., 2010) เป็นต้น
3. ความผิดปกตขิองต้นกล้า

การศึกษาลกัษณะของต้นกล้าท่ีอายุ 15 วนั  
หลงัจากการได้รับโคลชิซนิท่ี 4 ระดบัความเข้มข้น (0.0, 
0.1, 0.2 และ 0.4 เปอร์เซน็ต์) เป็นเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง 
พบวา่ สามารถจ�ำแนกลกัษณะของต้นกล้าครามงอก
ได้เป็น 2 ลกัษณะ คือ ต้นกล้าท่ีมีลกัษณะเป็นต้นกล้า
ปกต ิและต้นกล้าผิดปกต ิ โดยต้นกล้าปกตมีิสว่นของ
ไฮโปคอทิล และเอพิคอทิล ปกต ิทัง้ 2 สว่นมีการยืด
ขยายยาว ลกัษณะต้นสงูยาวผอม มีใบเลีย้ง 1 คู ่ใบจริง 
1 - 2 คู ่คือใบจริงคูท่ี่ 1 ท่ีเป็นใบเด่ียว และใบจริงคูท่ี่ 2
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ท่ีเป็นใบประกอบ สีใบเขียว ส่วนต้นกล้าผิดปกติมี
ลกัษณะต้นกล้างอกช้า ต้นเตีย้ สว่นใหญ่มีเฉพาะใบเลีย้ง 
และใบจริงคูแ่รก สว่นของไฮโปคอทิล บวม อ้วนสัน้ 
สว่นของเอพิคอทิลไมยื่ดยาว สว่นท่ีเป็นเอพิคอทิลยืด
ได้ช้าใช้เวลานาน ใบจริงคูแ่รกมีลกัษณะบดิไมแ่ผก่าง
ขยายเหมือนพวกต้นปกต ิ สว่นของใบเขียวเข้ม ใบจริง
คูแ่รกยงัมีขนาดเลก็ และยงัไมค่อ่ยแผก่าง โดยจากการ
ศกึษา พบวา่ ในทรีตเมนต์ท่ีไมไ่ด้รับโคลชิซนิ (T1 และ 
T2) มีลกัษณะเป็นต้นกล้าปกตทิัง้หมด แตใ่นทรีตเมนต์
ท่ีได้รับโคลชิซนิ (T3-T8) มีลกัษณะเป็นต้นกล้าผิดปกติ
ทัง้หมด (Table 2) โดยมีล�ำต้นอวบอ้วน สว่นท่ีเป็น 
เอพิคอทิลยืดได้ช้า สว่นท่ีเป็นไฮโปคอทิลบวม บางต้น
ใบจริงคูแ่รกผิดรูป และมีขนาดเลก็ (Figure 1) และเม่ือ
น�ำต้นกล้าจากทกุทรีตเมนต์ไปตรวจสอบด้วย Flow 
cytometry technique (Figure 2) พบวา่ T1 และ T2 
ซึ่งไม่ได้รับโคลชิซิน เป็นต้นกล้าท่ีเป็นดิพพลอยด์
ทัง้หมด และต้นกล้าท่ีได้รับโคลชิซิน (T3-T8) ซึง่มี
ลกัษณะเป็นต้นกล้าผิดปกติสามารถจ�ำแนกได้เป็น 
ดิพพลอยด์ คือ เป็นต้นท่ีมีชดุโครโมโซมปกติ เป็น 
มิกโซพลอยด์ คือ เป็นพวกท่ีมีชดุโครโมโซม ท่ีเป็น 
ดิพพลอยด์ปนอยู่กบัเตตราพลอยด์ เป็นพวกท่ีเพ่ิม
โครโมโซมไม่สมบูรณ์ทัง้ต้น และพวกสุดท้ายเป็น 
เตตราพลอยด์ คือ พวกท่ีมีชดุโครโมโซมเพ่ิมขึน้เป็น  
2 เทา่อยา่งสมบรูณ์ (Table 2) ซึง่โดยปกตกิารชกัน�ำ
ให้เกิดโพลีพลอยด์ในต้นดิพพลอยด์มีโอกาสเกิดต้น 
ท่ีมีชดุโครโมโซมได้ทัง้ 3 แบบข้างต้น ขึน้อยูก่บัความ
เหมาะสมของชิน้สว่นท่ีน�ำมาทรีตด้วยโคลชิซนิ อายุ
ของชิน้สว่นท่ีน�ำมาทรีต วิธีการท่ีน�ำมาทรีต ชนิดของ
สารเคมี ความเข้มข้น และระยะเวลา จากกการศกึษา
วิธีการทรีตโคลชิซินในครามฝักงอ ซึ่งเป็น พืชท่ีมี
ลกัษณะใกล้เคียงกบัครามฝักตรงมากท่ีสดุ พบวา่ ชิน้
สว่นท่ีเหมาะสมในการทรีต คือ เมลด็ครามงองอกอาย ุ

1 วนั ความเข้มข้นของโคลชิซนิท่ีเหมาะสม คือ 0.1 
เปอร์เซน็ต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (สนุทรีย์ และคณะ, 
2559) ดงันัน้ในการชกัในให้เกิดโพลีพลอยด์ ในพืช
แตล่ะชนิด ควรศกึษาถงึ ชิน้สว่นพืช อาย ุตลอดจนวิธี
การทรีต ชนิดของสารเคมี ความเข้มข้น และระยะเวลา
ท่ีเหมาะสม เพ่ือให้เกิดต้นพืชท่ีเป็นโพลพีลอยด์ได้ตาม
ต้องการ

ในการชกัน�ำให้เกิดการเพ่ิมชดุโครโมโซมในคราม
ฝักตรงในครัง้นีพ้บวา่ ทกุทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซนิเกิด
ต้นกล้าผิดปกตขิึน้ทัง้หมด คือ มีลกัษณะไฮโปคอทิล 
บวม และสามารถงอกเจริญเติบโตได้ไม่เกิน 10 
เปอร์เซน็ต์ ในทรีตเมนต์ท่ีได้รับโคลชิซนิ ในทรีตเมนต์
ท่ีได้รับโคลชิซนิสงู 0.4 เปอร์เซน็ต์ มีต้นท่ีรอดไมถ่งึ 5 
เปอร์เซ็นต์ และเม่ือตรวจสอบ พบวา่ เป็นต้นท่ีเป็น 
ดิพพลอยด์ อาจเป็นไปได้ว่าเมล็ดครามตรงงอก 
ไมส่ามารถทนทานตอ่โคลชิซนิระดบัความเข้มข้น 0.4 
เปอร์เซ็นต์ได้ ส่วนต้นท่ีเหลือรอดมาได้อาจเป็นต้น
ครามฝักตรงเพียงบางต้น ซึง่มีน้อยมากท่ีทนทานตอ่
ผลของโคลชิซินและไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงจ�ำนวน
โครโมโซม ดงันัน้หากต้องการชกัน�ำให้เกิดโพลพีลอยด์ 
ขึน้ในครามฝักตรงไม่ควรใช้โคลชิซินท่ีระดบัความ 
เข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ขึน้ไป ควรชักน�ำให้เกิด 
โพลีพลอยด์ในครามฝักตรงด้วยระดบัความเข้มข้น
ระหวา่ง 0.1-0.2 เปอร์เซน็ต์ แตห่ากต้องการให้คราม
ฝักตรงมีชดุโครโมโซมเป็นเตตราพลอยด์ ควรใช้โคลชิซนิ 
ท่ีระดบัความเข้มข้นท่ี 0.2 เปอร์เซน็ต์ เพราะมีต้นท่ีมี
ชดุโครโมโซมเป็นเตตราพลอยด์อยูใ่นสดัสว่นท่ีสงู สว่น
ท่ีเป็นต้นมิกโซพลอยด์มีอยูน้่อย สว่นเวลาท่ีใช้ในการ
ทรีตในเมล็ดครามฝักตรงงอกควรใช้เวลา 6 ชัว่โมง 
ถือวา่เพียงพอตอ่การชกัน�ำให้เกิดเตตราพลอยด์ได้ใน
สดัสว่นท่ีสงู



Table 1 Percentage of survival, height of seedlings and number of leaflets of Indigofera tinctoria 
L. seedlings treated colchicine concentration at 0.0, 0.1, 0.2 and 0.4 percent for 0, 6 and 
12 hours

Treatments Percentage of survival 
(%)

Height of seedlings 
(cm)

Number of compound 
leaf/plant

Colchicine concentration (%)
0.0 60.83a 4.53a 4.33a

0.1 7.71b 1.23b 1.58b

0.2 7.92b 1.34b 1.02b

0.4 3.54b 1.11b 0.81b

P-value ** ** **
Treatment  duration (hr)
6 18.75 2.24 2.00
12 21.25 1.86 1.87

ns ns ns
Colchicine concentration x 
Treatment duration
T1 (0.0,6) 52.08 ± 10.401/ 5.27 ± 0.74 4.73 ± 0.25
T2 (0.0,12) 69.58 ± 7.25 3.79 ± 0.26 3.93 ± 0.05
T3 (0.1,6) 9.17 ± 7.99 1.13 ± 0.75 1.50 ± 1.00
T4 (0.1,12) 6.25 ± 4.98 1.34 ± 0.92 1.66 ± 1.27
T5 (0.2,6) 8.75 ± 8.86 1.45 ± 0.52 0.91 ± 0.67
T6 (0.2,12) 7.08 ± 2.85 1.23 ± 0.57 1.14 ± 0.59
T7 (0.4,6) 5.00 ± 2.72 1.13 ± 0.56 0.88 ± 0.83
T8 (0.4,12) 2.09 ± 2.10 1.08 ± 0.72 0.75 ± 1.50
P-value ** ns ns
cv (%) 24.55 30.89 47.23

a, b  Mean values in the same column followed by different superscripts are statistically different when compared using 
Duncan’s Multiple Range Test 
**  Statistically significant difference at 99% confidence level. 
ns  No statistically significant difference  1/ standard error  (SE)

Table 2 Abnormal seedling of Indigofera tinctoria L. at 15 days after treated with colchicine 
concentration at 0.0, 0.1, 0.2 and 0.4 percent for 0, 6 and 12 hours

Treatments Colchicine concentration
 (%)

Treatment duration
 (hr)

Abnormal seedling
(%) 

T1 0.0 6 0.00
T2 0.0 12 0.00
T3 0.1 6 100.00
T4 0.1 12 100.00
T5 0.2 6 100.00
T6 0.2 12 100.00
T7 0.4 6 100.00
T8 0.4 12 100.00
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Table 3 Verification of polyploidy level of abnormal Indigofera tinctoria L. seedling at 1 month after  
treated with colchicine concentration at 0.0, 0.1, 0.2 and 0.4 percent for 0, 6 and 12 hours

Treatments Colchicine 
concentration (%)

Treatment 
duration (hr)

Diploid plant
(%)

Mixoploid plant
(%)

Tetraploid plant
(%)

T1 0.0 6 100.00 0.00 0.00
T2 0.0 12 100.00 0.00 0.00
T3 0.1 6 33.33 16.66 50.00
T4 0.1 12 16.66 50.00 33.33
T5 0.2 6 18.75 6.25 75.00
T6 0.2 12 33.33 0.00 66.66
T7 0.4 6 0.00 33.33 66.66
T8 0.4 12 100 0.00 0.00

Figure 1 Characteristic of Indigofera tinctoria L. at 15 days, normal seedling (left) and abnormal 
seedling (right)

Figure 2 Flow cytometric analysis on DNA contents of “kram phak troung” (Indigofera tinctoria L.) 
diploid (a), mixoploid (b) and tetraploid (c)



สรุป

การศึกษาเพ่ือกรรมวิธีท่ีเหมาะสมท่ีใช้ใน 
การชกัน�ำให้เกิดต้นครามฝักตรงท่ีเป็นโพลีพลอยด์ 
โดยการแชเ่มลด็ครามฝักตรงงอกในโคลชิซนิท่ีระดบั
ความเข้มข้น 0.0, 0.1, 0.2 และ 0.4 เปอร์เซ็นต์  
เป็นเวลา 6 และ 12 ชัว่โมง พบวา่ ทกุทรีตเมนต์ท่ีได้รับ
โคลชิซนิมีเปอร์เซน็ต์การรอดตายไมเ่กิน 10 เปอร์เซน็ต์ 
และต้นกล้าท่ีงอกเป็นต้นกล้าผิดปกติเกิดขึน้ 100 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือตรวจสอบต้นกล้าผิดปกติ พบว่า  
เป็นต้นดพิพลอยด์เป็นสว่นน้อย โดยสว่นใหญ่เป็นต้น 
มิกโซพลอยด์และต้นเตตราพลอยด์ เม่ือพิจารณาใน
แตล่ะทรีตเมนต์ พบวา่ ทรีตเมนต์ท่ีให้ต้นเตตราพลอยด์
สงูสดุ (75 เปอร์เซน็ต์) มีมิกโซพลอยด์ (6.25 เปอร์เซน็ต์) 
และดิพพลอยด์ (18.75 เปอร์เซ็นต์) อยู่น้อย คือ  
ทรีตเมนต์ ท่ีได้รับโคลชิซนิ ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซน็ต์ 
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
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