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ผลของไคโตซานต่อการเพิม่ประสิทธิภาพการงอกของเมลด็และการเจริญ
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บทคัดย่อ: เอือ้งเทียนสีส้ม (Coelogyne brunnea Lindl.) เป็นกล้วยไม้อิงอาศยัท่ีมีดอกสีสนัสวยงาม ปัจจบุนั
ประชากรในธรรมชาตมีิแนวโน้มลดลง เน่ืองจากการท�าลายป่าซึง่เป็นแหลง่ท่ีอยูอ่าศยัและการลกัลอบเก็บกล้วยไม้
ออกจากป่า ดงันัน้จงึมีความจ�าเป็นต้องด�าเนินการขยายพนัธุเ์พ่ือการอนรัุกษ์ การทดลองนีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษา
ผลของไคโตซานตอ่การงอกของเมลด็และการพฒันาของโพรโทคอร์มเอือ้งเทียนสส้ีม โดยน�าฝักเอือ้งเทียนสส้ีม
ท่ีมีอาย ุ6 สปัดาห์มาตรวจสอบความมีชีวิตของเมลด็และพบความมีชีวิต 84.43% และน�าเมลด็เอือ้งเทียนสส้ีม
มาผา่นขัน้ตอนการเตรียมเมลด็โดยแชใ่นน�า้กลัน่ท่ีนึง่ฆา่เชือ้แล้วเป็นระยะเวลา 1 สปัดาห์ จากนัน้น�าเมลด็
เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสงัเคราะห์สตูร Murashige and Skoog medium (MS) (Murashige และ Skoog, 1962) 
ท่ีเตมิไคโตซานความเข้มข้นตา่งๆ คือ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1% เป็นเวลา 10 สปัดาห์ บนัทกึข้อมลูลกัษณะ
การพฒันาของโพรโทคอร์มทกุ  ๆ2 สปัดาห์ พบวา่ อาหารท่ีเตมิไคโตซานทกุระดบัความเข้มข้นมีผลกระตุ้นการเจริญเตบิโต
ของเมลด็ ท�าให้เกิดการพฒันาเป็นโพรโทคอร์ม โดยสตูรอาหารท่ีเตมิไคโตซานความเข้มข้น 1% ท�าให้เมลด็มีอตัรา
การงอกของเมลด็สงูท่ีสดุ (93.14 ± 7.78%) ซึง่สามารถจ�าแนกรูปแบบการงอกของเมลด็ได้ทัง้หมด 5 ระยะ โดย
โพรโทคอร์มสว่นใหญ่แสดงลกัษณะของเอม็บริโอท่ีขยายขนาดและมีการพฒันาสว่นยอดชดัเจน รวมทัง้มีไรซอยด์
จ�านวนมาก ซึง่เป็นระยะท่ี 4 ของการเจริญ ภายในระยะเวลา 6 สปัดาห์หลงัจากการเพาะเลีย้ง
ค�ำส�ำคัญ: สารประกอบอินทรีย์เชิงซ้อน, กล้วยไม้, การเจริญของโพรโทคอร์ม, การขยายพนัธุ์, พืชหายาก

ABSTRACT: Coelogyne brunnea Lindl. is epiphytic orchid with showy flower. The recent 
situation of wild C. brunnea is serious concern because of the deforestation and over collecting. 
Moreover, the germination of seed under natural conditions is very low which leading to the 
decreasing of natural population. Thus, the conservation program of C. brunnea is necessary. The 
recent study focused on the effect of chitosan on seed germination and protocorm development 
of C. brunnea. Seeds of C. brunnea from 6-weeks-old capsule were isolated and seed viability 
showed at 84.34%. After that, seeds were pretreatment with sterilized distilled water for a week. 
Pretreated seeds were culture on solid Murashige and Skoog medium (MS) supplemented with 
various concentrations of chitosan (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1%) for 10 weeks. 
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The characters of protocorm development were determined every 2 weeks of culture. The result 
showed the promotion of seed germination and protocorm growth in all chitosan concentration. 
The supplementation of 1% chitosan showed the highest germination rate (93.14 ± 7.78%). 
Five developmental stages of protocorms were distinguished. Most of protocorm showed the 
enlargement of embryo with visibly shoot pole and numerous rhizoids, which determined as 
stage 4 of development after 6 weeks of culture.
Keywords: complex organic additives, orchid, protocorm development, micropropagation, rare plant

บทน�ำ

 กล้วยไม้สกลุเอือ้งเทียน (Coelogyne Lindl.) 
เป็นกล้วยไม้อิงอาศัย ปัจจุบันมีการค้นพบแล้ว
ประมาณ 200 ชนิดมีเขตการกระจายพนัธุ์แถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้และหมู่เกาะในทะเลอันดามัน 
(Clayton, 2002) ในประเทศไทยพบ 36 ชนิด ทัง้บริเวณ
ป่าผลดัใบและป่าไมผ่ลดัใบในทกุภาค โดยเฉพาะ
กล้วยไม้เอือ้งเทียนสส้ีม (Coelogyne brunnea Lindl.) 
พบได้บริเวณป่าดบิเขาท่ีระดบัความสงู 900 - 1,200 เมตร 
จากระดบัน�า้ทะเล บริเวณประเทศอินเดีย จีน ลาว 
พมา่ และประเทศไทย (Pedersen et al., 2014) 
อย่ าง ไร ก็ตามปัจจุบันประชากรกล้วยไ ม้ ใน
ธรรมชาติทั่วโลกมีแนวโน้มลดจ�านวนลงอย่าง
รวดเร็วและตอ่เน่ือง เน่ืองจากปัญหาการลดลงหรือ
เสือ่มโทรมของถ่ินท่ีอยูอ่าศยั การน�าออกจากป่าเพ่ือ
การค้า และสภาวะโลกร้อน (Seaton et al., 2013) 
อีกทัง้เอือ้งเทียนสีส้มเป็นกล้วยไม้ท่ีมีลกัษณะดอก
สวยงาม มีสรรพคณุเป็นพืชสมนุไพร และมีศกัยภาพ
ในการพฒันาเป็นไม้ประดบัได้ แตเ่น่ืองจากในสภาพ
ธรรมชาต ิ เมลด็กล้วยไม้มีข้อจ�ากดัของปัจจยัท่ีสง่ผล
ตอ่การงอกและการเจริญเตบิโตของเมลด็ เชน่ เมลด็
กล้วยไม้ไมมี่เอน็โดสเปิร์ม (endosperm) ซึง่เป็น
อาหารสะสมส�าหรับการเจริญเติบโตของเอ็มบริโอ 
และมีความจ�าเพาะต่อชนิดของเชือ้ราไมคอร์ไรซา 
(mycorrhiza) ในการงอก ท�าให้อตัราการงอกของ
เมลด็กล้วยไม้ในธรรมชาตคิอ่นข้างต�า่ ซึง่จะสง่ผลให้
ปริมาณกล้วยไม้ลดลงในอนาคต (Aewsakul et al., 
2013; Yeung, 2017) ดงันัน้การเพาะเมลด็กล้วยไม้
แบบใช้อาหารสงัเคราะห์ในสภาพปลอดเชือ้ จงึเป็น
วิธีท่ีสามารถชว่ยเพ่ิมอตัราการงอกและการรอดชีวิต
ของต้นออ่น อีกทัง้การเพาะเมลด็กล้วยไม้ด้วยวิธีการ
ดงักลา่ว เป็นวิธีการท่ีเป็นประโยชน์ในการศกึษารูปแบบ

การงอกของเมล็ดและการพฒันาของโพรโทคอร์ม 
(Lee et al., 2005; Gallo et al., 2016) ปัจจบุนัมี
การใช้สารกระตุ้นการเจริญเตบิโตของพืช โดยเฉพาะ
ไคโตซาน เป็นสารโพลีเมอร์ธรรมชาตท่ีิปลอดภยัตอ่
มนษุย์ สตัว์ และสิง่แวดล้อม ได้จากปฏิกิริยาการก�าจดัหมู่
อะซีตลิ (deacetylation) ของน�า้ตาล N-acetyl-D-
glucosamine ท่ีอยูบ่นโครงสร้างของไคตนิ (Rinaudo, 
2006; du Jardin, 2015; Malerba and Cerana, 2018) 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบของเปลือกแข็งของสตัว์ทะเล 
เชน่ กุ้ง ป ู และหมกึ รวมทัง้ผนงัเซลล์ของจลุนิทรีย์ 
(Nge et al., 2006) โดยใช้ไคโตซานเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของพืชหลายชนิด 
รวมทัง้กล้วยไม้ เชน่ กล้วยไม้ Dendrobium Queen Pink 
(กลุนาถ และ กรกช, 2553) เอือ้งเงินหลวง (Dendrobium 
formosum Roxb.) (สมพร และ หาพิส, 2557)  
เอือ้งรงรอง (Panisea uniflora) (วฒิุชยั และคณะ, 2559) 
Grammatophyllum speciosum (Sopalun et al., 2010) 
Dendrobium ‘Eiskul’ (Pornpienpakdee et al., 2010) 
Dendrobium ‘Sureepeach’ (Charoenwattana 
and Petprapai, 2013) เป็นต้น นอกจากนีมี้รายงาน
การศกึษาของ Kananont et al. (2010) และ นรารัตน์ 
และคณะ (2559) พบวา่ ไคโตซานสามารถเพ่ิมอตัรา
การงอกและการรอดชีวิตของต้นอ่อนของกล้วยไม้ 
Dendrobium bigibbum var. compactum และ D. 
formosum (Kananont et al., 2010) และ 
Paphiopedilum callosum var. sublaeve (นรารัตน์ 
และคณะ, 2559) ตามล�าดบั อยา่งไรก็ตามยงัไมมี่
รายงานการศกึษาผลของไคโตซานตอ่การเพาะเลีย้ง
เมลด็กล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้ม ดงันัน้การวิจยัครัง้นีมี้
วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษารูปแบบการงอกของเมล็ด
และการเจริญของโพรโทคอร์ม รวมทัง้ผลของไคโตซาน
ตอ่การเพ่ิมประสทิธิภาพการงอกของเมลด็และการเจริญ
ของโพรโทคอร์มของกล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้ม
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วธีิกำรศกึษำ

พชืที่ใช้ในกำรศกึษำ
 ฝักกล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้ม (Coelogyne 
brunnea Lindl.) อาย ุ6 สปัดาห์ หลงัจากการผสมเกสร 
จากกาดค�าเท่ียง ต�าบลป่าตนั อ�าเภอเมือง จงัหวดั
เชียงใหม ่ และการวิจยันีท้�าการทดลองท่ีห้องปฏิบตัิ
การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช สาขาวิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัทกัษิณ วิทยาเขตพทัลงุ

กำรฟอกฆ่ำเชือ้และกำรเตรียมเมล็ด
 น�าฝักกล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้มมาล้าง
ท�าความสะอาด แล้วฟอกฆ่าเชือ้ โดยแช่ฝักใน
แอลกอฮอล์ 95% นาน 1 - 2 นาที น�าไปผา่นไฟจน
เปลวไฟดบั จากนัน้แชส่ารละลายคลอร็อกซ์ (Clorox) 
ความเข้มข้น 30% (v/v) ท่ีเตมิ Tween 20 จ�านวน 2 - 3 หยด 
เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างฝักด้วยน�า้กลัน่ท่ีปลอดเชือ้ 
2 - 3 ครัง้ ตอ่มาน�าฝักกล้วยไม้ผา่คร่ึงตามแนวความยาว
ของฝักและน�าเมลด็ลงในน�า้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว 
ปริมาตร 100 มิลลลิติร ตัง้ทิง้ไว้บนเคร่ืองเขยา่ด้วย
ความเร็วคงท่ี 100 รอบตอ่นาที ในสภาพท่ีไมมี่แสง 
ท่ีอณุหภมิู 25 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สปัดาห์ 
และส่วนของเมล็ดกล้วยไม้ท่ีเหลืออยู่ในฝักน�าไป
ทดสอบความมีชีวิตของเมลด็ (เปอร์เซน็ต์ความมีชีวิต 
= จ�านวนเมลด็ท่ีมีชีวิต/จ�านวนเมลด็ทัง้หมด x100) 
ด้วยสารละลาย TTC (2,3,5-triphenyl tetrazolium 
chloride) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) 
ความเข้มข้น 1% (Vujanovic et al., 2000; Al-Turki and 
Baskin, 2017)

กำรศกึษำรูปแบบกำรเจริญของเมลด็และผลของ
ไคโตซำนต่อกำรงอกของเมล็ด

น�าเมล็ดกล้วยไม้ท่ีผ่านการเตรียมเมล็ด
ย้ายมาเลีย้งบนอาหารแข็งสงัเคราะห์สตูร MS ท่ีเตมิ 
ไคโตซาน (OliZac Technologies Co.,Ltd., Bangkok) 
ความเข้มข้นแตกตา่งกนั (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 
1%) เตมิน�า้ตาล 20 ก./ล. และ วุ้น 6.8 ก./ล. โดยปรับ 
pH ประมาณ 5.7 - 5.8 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
(HCl) และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
ความเข้มข้น 0.1 และ 1 นอร์มลั จากนัน้เพาะเลีย้ง

ในสภาพท่ีมีอณุหภมิู 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 
16 ชัว่โมงตอ่วนั ท่ีความเข้มแสง 23 ไมโครโมล/ตร.ม./วินาที 
หลงัจากการเพาะเลีย้งทกุ 2 สปัดาห์ บนัทกึลกัษณะ
การงอก และระยะการเจริญของเมลด็ภายใต้กล้อง 
จลุทรรศน์แบบใช้สเตอริโอ อีกทัง้หลงัจากเพาะเลีย้ง
เป็นเวลา 10 สปัดาห์ บนัทกึเปอร์เซน็ต์การงอกของเมลด็
รวมทกุระยะ (เปอร์เซน็ต์การงอกของเมลด็รวมทกุระยะ = 
จ�านวนเมลด็ท่ีงอก/จ�านวนเมลด็มีชีวิต x 100) และ
เปอร์เซน็ต์การงอกของเมลด็แตล่ะระยะ (เปอร์เซน็ต์
การงอกระยะ A = จ�านวนเมลด็ระยะ A /จ�านวน
เมลด็มีชีวิต x 100)

กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถติิ
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(Completely Randomized Design, CRD) ท�าการทดลอง 
3 ซ�า้ ตอ่ชดุการทดลอง โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน
โดยใช้ ANOVA (Analysis of Variance) และเปรียบเทียบ
ความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ด้วยวิธี Duncan’s Multiple 
Range Test (DMRT) ท่ี P ≤ 0.05 

ผลกำรศกึษำและวจิำรณ์

ควำมมีชีวิตของเมล็ดและระยะกำรเจริญของ
เมล็ดกล้วยไม้เอือ้งเทยีนสีส้ม
 การศึกษาความมีชีวิตของเมล็ดกล้วยไม้
เอือ้งเทียนสส้ีม (Coelogyne brunnea Lindl.) จากฝัก
อายปุระมาณ 6 สปัดาห์ หลงัจากการผสมเกสร พบวา่
เมล็ดกล้วยไม้เอือ้งเทียนสี ส้มมีลักษณะยาวรี 
เอม็บริโอมีสขีาวอมเหลอืง และมีความมีชีวิต 84.34% 
โดยเมล็ดท่ีสมบูรณ์ประกอบด้วยเอ็มบริโอท่ีมีชีวิต 
ซึง่ติดสีแดงหลงัจากทดสอบโดยใช้สารละลาย TTC 
ความเข้มข้น 1% (Figure 1) ซึง่เป็นวิธีการทางชีวเคมี
ท่ีสามารถประเมินความมีชีวิตของเมล็ดกล้วยไม้ได้
ภายในเวลาอนัรวดเร็ว (Vujanovic et al., 2000) 
เน่ืองจากเซลล์ภายในเมล็ดท่ีมีชีวิตมีกระบวนการ
หายใจของเซลล์เกิดขึน้ เป็นกระบวนการทางชีวเคมี
ท่ีมีเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) เข้ามา
เก่ียวข้อง ท�าให้มีการปลดปลอ่ยอนมุลูไฮโดรเจน (H+) 
ซึง่จะเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน่ (reduction reaction) กบั
สารละลาย TTC ท่ีเป็นสารใสไมมี่ส ีท�าให้เปลีย่นเป็น
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สาร 1,3,5-triphenylformazan (TPF) ท่ีมีสีแดง โดย
เมล็ดท่ีมีเอ็มบริโอติดสีแดงจดัเป็นเมล็ดท่ียงัมีชีวิต 
(viable seed) (Karrfalt, 2008) 

เม่ือเพาะเลีย้งเมลด็กล้วยไม้เอือ้งเทียนสส้ีม
บนอาหารแขง็สงัเคราะห์สตูร MS เพ่ือศกึษารูปแบบการ
เจริญของเมลด็ พบวา่เอม็บริโอภายในเมลด็เจริญและ
พฒันาไปเป็นโพรโทคอร์มท่ีสมบรูณ์ ภายในระยะเวลา 
10 สปัดาห์ หลงัจากการเพาะเลีย้ง โดยสามารถ
จ�าแนกการเจริญและพฒันาของเมลด็ออกเป็น 5 ระยะ 

(Table 1) ซึง่เมลด็ท่ีสมบรูณ์ มีลกัษณะยาวรี ภายใน
มีเอ็มบริโอสีขาวอมเหลืองท่ียงัไม่มีการเปลีย่นแปลง 
จากนัน้หลงัการเพาะเลีย้งนาน 2 สปัดาห์ เอม็บริโอ
เร่ิมมีการขยายขนาดเลก็น้อย (ระยะท่ี 1) เม่ือท�าการ
เพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ จะสามารถสงัเกตเหน็
การแตกของเปลือกหุ้มเมลด็ เน่ืองจากการขยายตวั
ของเอม็บริโอท่ีเพ่ิมมากขึน้ (ระยะท่ี 2) ตอ่มาใน
ระยะท่ี 3 พบวา่ เอม็บริโอมีการพฒันาเป็นโพรโทคอร์ม
ท่ีมีสี เ ขียว ท่ีบริเวณปลายยอดมีลกัษณะแหลม 

Figure 1 Seeds of Coelogyne brunnea Lindl. exhibiting viable embryo (red) and non-viable 
(colorless) using TTC testing (bar = 500 µm)

Table 1 Developmental stages of Coelogyne brunnea protocorm after culture on hormone-free MS medium

Developmental 
stage

Week after culture Characteristic of developmental stage

s0 0 Non-germinate seed 

s1 2 Enlarged seed with swollen embryo without rupture of testa

s2 4 Enlarged seed with swollen embryo and rupture of testa

s3 6 Embryo developed into globular protocorm with green point shoot 

s4 8 Enlarged protocorm with production of rhizoids and appearance of 
promeristem

s5 10 Protocorms with first leaf
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และหลดุจากเปลือกหุ้มเมลด็ เม่ือครบสปัดาห์ท่ี 6 
ของการเพาะเลีย้ง จากนัน้โพรโทคอร์มจะพฒันา
เข้าสูร่ะยะท่ี 4 ในสปัดาห์ท่ี 8 ของการเพาะเลีย้ง 
โดยลกัษณะของโพรโทคอร์มจะขยายขนาดใหญ่ขึน้ 
เร่ิมพบการเกิดเป็นปุ่ มนนูขนาดเลก็ท่ีบริเวณฐานของ
โพรโทคอร์ม และพบการสร้างไรซอยด์จ�านวนมาก  
ส่วนบริเวณปลายยอดของโพรโทคอร์มมีลกัษณะ
เรียวแหลมอยา่งเหน็ได้ชดั ตอ่มาการเจริญของใบจะ
เดน่ชดัมากขึน้ โดยพบวา่ใบแรกมีการขยายขนาด
และยืดยาวมากขึน้ เม่ือเข้าสู่สปัดาห์ท่ี 10 ของ 
การเพาะเลีย้ง (ระยะท่ี 5)

ผลของไคโตซำนต่อกำรงอกของเมล็ดเอือ้ง
เทยีนสีส้ม
 การศกึษาผลของไคโตซานตอ่การงอกของ
เมล็ดกล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้มท่ีเพาะเลีย้งบนอาหาร
สงัเคราะห์สตูร MS ท่ีเตมิไคโตซาน ความเข้มข้น 0, 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1% เป็นเวลา 10 สปัดาห์ พบวา่ 
เมล็ดกล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้มสามารถงอกได้บน
อาหารทกุชดุการทดลอง (Table 2) โดยเมลด็
กล้วยไม้ท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสงัเคราะห์สตูร 
MS ท่ีเตมิไคโตซาน ความเข้มข้น 0.4% มีอตัราการงอก
ต�่าท่ีสดุ (63.24 ± 5.71%) ซึง่ไมแ่ตกตา่งอยา่งมี 
นยัส�าคญัทางสถิต ิเม่ือเปรียบเทียบกบัสตูรอาหารท่ี
เตมิไคโตซาน 0.2% (74.10 ± 8.02%) และไมเ่ตมิ
ไคโตซาน (69.24 ± 2.56%) โดยเมลด็ท่ีเพาะเลีย้ง

บนอาหารทัง้สามชุดการทดลองมีการเจริญและ
พฒันาได้ทกุระยะการเจริญ (ตัง้แตร่ะยะท่ี 1-5) 
อยา่งไรก็ตามการศกึษาเปอร์เซน็ต์การงอกของเมลด็
แต่ละระยะบนอาหารท่ีเติมไคโตซานความเข้มข้น
ตา่งๆ เป็นเวลา 10 สปัดาห์ (Figure 2) พบวา่ การเตมิ
ไคโตซานท่ีความเข้มข้นต�า่ (0.2 และ 0.4%) และไมเ่ตมิ
ไคโตซาน ไมมี่ผลตอ่การเจริญแตล่ะระยะของเมลด็ 
สอดคล้องกบั Kananont et al. (2010) รายงานวา่ 
การเพาะเมลด็กล้วยไม้เอือ้งเงินหลวง (D. formosum) 
บนอาหารกึง่แข็งสตูร VW ท่ีไมเ่ตมิไคโตซาน สามารถ
ชกัน�าให้เมลด็งอกน้อยท่ีสดุ อยา่งไรก็ตามจากการ
ทดลองเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของไคโตซาน สง่ผลให้
อตัราการงอกของเมลด็กล้วยไม้เพ่ิมมากขึน้ (Table 2) 
โดยอาหารแข็งสงัเคราะห์สตูร MS ท่ีเติมไคโตซาน 
ความเข้มข้น 0.6, 0.8 และ 1% มีอตัราการงอกของเมลด็
สงู (85.43 ± 4.72, 87.43 ± 6.50 และ 93.14 ± 7.78% 
ตามล�าดบั) โดยเฉพาะอาหารสตูร MS ท่ีเตมิไคโตซาน 
ความเข้มข้น 1% สามารถชกัน�าให้เมลด็มีอตัราการงอก
สงูท่ีสดุ (93.14 ± 7.78%) เมลด็สว่นใหญ่เจริญเป็น
โพรโทคอร์มระยะท่ี 4 (24.76 ± 6.87%) เป็นระยะท่ี
เอ็มบริโอเจริญเป็นโพรโทคอร์มท่ีปลายยอดมี
ลักษณะเรียวแหลมและบริเวณฐานมีการสร้าง 
ไรซอยด์ รองลงมา คือ ระยะท่ี 5 (20.86 ± 2.00%) 
และระยะท่ี 3 (20.57 ± 1.48%) ตามล�าดบั ซึง่แตกตา่ง
อยา่งมีนยัส�าคญัทางสถิต ิเม่ือเปรียบเทียบกบัเมลด็
ระยะท่ี 1 (8.76 ± 1.40%) (Figure 2, 3) เม่ือ

Table 2 Percentage of seed germination of Coelogyne brunnea on MS medium supplemented with 
different concentrations of chitosan for 10 weeks 

Concentration of chitosan
(%)

Percentage of seed germination 
(% ± S.E.)

0 69.24 ± 2.56bc

0.2 74.10 ± 8.02abc

0.4 63.24 ± 5.71c

0.6 85.43 ± 4.72ab

0.8 87.43 ± 6.50ab

1 93.14 ± 7.78a

Values with different letters are significantly different at P ≤ 0.05 (Duncan’s multiple range test)
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พิจารณาร้อยละของโพรโทคอร์มท่ีเจริญเข้าสูร่ะยะท่ี 
4 และ 5 จะพบวา่โพรโทคอร์มในระยะท่ี 4 และ 5 ท่ีได้
จากการเพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะห์ท่ีมีไคโตซาน 
ความเข้มข้น 1% มีปริมาณสงูท่ีสดุ คือ 45.62% ซึง่
แสดงวา่การเตมิไคโตซาน ความเข้มข้น 1% ลงใน
อาหารสงัเคราะห์สตูร MS สามารถกระตุ้นการเจริญ
ของโพรโทคอร์มให้เข้าสูร่ะยะท่ี 4 และ 5 ได้เพ่ิม 
มากขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ ซึง่โพรโทคอร์ม
ในระยะท่ี 4 และ 5 เป็นระยะท่ีมีการเจริญของ
เนือ้เย่ือเจริญปลายยอด (shoot apical meristem) 
และเนือ้เย่ือเจริญปลายราก (root apical meristem) 
โดยเนือ้เ ย่ือเจริญสามารถแบ่งเซลล์และเจริญ
เปลีย่นแปลงสร้างสว่นตา่ง  ๆ ของพืช เพ่ือพฒันาเป็น 
ต้นพืชท่ีสมบรูณ์ได้ (Brukhin and Morozova, 2011) 
ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของสภุาภรณ์ และ สาวิณี (2555) 
รายงานวา่ ไคโตซานสามารถกระตุ้นการเจริญเตบิโต
ของโพรโทคอร์มและต้นออ่นของกล้วยไม้เอือ้งจ�าปา 
(Dendrobium moschatum) ซึง่ท�าให้เพ่ิมความสงูและ
น�า้หนกัของต้นออ่น รวมทัง้การเพาะเมลด็กล้วยไม้
ช้างกระ (Rhynchostylis gigantea) บนอาหาร
สงัเคราะห์ท่ีเติมไคโตซาน ความเข้มข้น 40 มก./ล. 

สามารถเพ่ิมน�า้หนกัของโพรโทคอร์มสงูท่ีสดุ (สณิุษา 
และ กลุนาถ, 2552) เน่ืองจากไคโตซานมีคณุสมบตัิ
ในการดดูซบัสงู โดยเฉพาะดดูซบัโมเลกลุน�า้บริเวณ
โดยรอบ (Tuzlakoglu et al., 2004) ซึง่น�า้เป็นปัจจยัส�าคญั
กระตุ้นกระบวนการงอก ท�าให้เปลอืกหุ้มเมลด็ออ่นตวั 
อีกทัง้น�า้เป็นตัวกระตุ้นปฏิกิริยาทางชีวเคมีต่างๆ 
ภายในเมลด็ น�าไปสูก่ารเจริญเตบิโตของเอม็บริโอ 
(Weitbrecht et al., 2011) และพบวา่ไคโตซานมี
บทบาทของการเป็นสัญญาณในการสังเคราะห์
ฮอร์โมนออกซินโดยผ่านทางวิถีท่ีเป็นอิสระต่อ 
ทริปโตเฟน (tryptophan-independent pathway) 
(Utairatanakij et al., 2007) ซึง่ในการงอกของเมลด็
กล้วยไม้ ฮอร์โมนออกซนิจะได้รับการสงัเคราะห์จาก
ศนูย์กลางการควบคมุออกซนิ (auxin organizing 
center) ท่ีบริเวณกึง่กลางของโพรโทคอร์มท�าให้ใน
ระยะของการเจริญโพรโทคอร์มมีลกัษณะรูปร่างกลม 
(globular stage) จากนัน้ศนูย์กลางการควบคมุ
ออกซนิจะเคลือ่นท่ีไปบริเวณสว่นบนของโพรโทคอร์ม
ท�าให้เกิดการเจริญของบริเวณปลายยอดน�าไปสู่
การเกิดสัณฐานและการเจริญของใบตามล�าดับ 
(Novak et al., 2014) อีกทัง้ไคโตซานส่งเสริม 

Figure 2 Percentage of protocorm development in a given developmental stage of Coelogyne 
brunnea protocorm supplemented with different concentration of chitosan for 10 weeks
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Figure 3 Characteristic of developmental stage of Coelogyne brunnea protocorm after culture on 
MS medium supplemented with 1% chitosan. Seed with viable embryo (s0), The swollen 
of seed testa cause of embryo enlargement was observed at the 2nd week of culture (s1), 
At the 4th week, the enlarged embryo emerge from the broken testa was found (s2), The 
initiation of protomeristem development was detected in the 6th week of culture which 
indicated by the green pointed shoot-like structure (s3), At week eight, the rhizoids and 
increase of embryo size is presented (s4), The prominent of first leaf presented in the 10th 
week of culture (s5) (bar = 250 µm)

การเกิดขนบนโครงสร้างคล้ายไรโซม (hairs on 
rhizome-like structure) ของโพรโทคอร์ม (Novak and 
Whitehouse, 2013) ซึง่โครงสร้างดงักลา่วเป็นสว่น
ส�าคญัท่ีบง่บอกการเจริญระยะท่ี 5 ของโพรโทคอร์ม 
นอกจากนีมี้การใช้ไคโตซานในการอนบุาลต้นกล้า 
โดยพบว่าไคโตซานสง่เสริมการเจริญเติบโตของต้น
กล้าได้ เชน่ กล้วยไม้เพชรหงึ (Grammatophyllum 
speciosum Blume) (อญัจนา และคณะ, 2557) 
และมะเขือเทศ (อินทร์ธชัว์ และคณะ, 2558) เป็นต้น 
อีกทัง้ไคโตซานมีคุณสมบัติในการออกฤทธ์ิเป็น 
ตวักระตุ้น (elicitor) ตอ่พืช สามารถกระตุ้นระบบ
ป้องกนัหรือช่วยเสริมสร้างระบบภมิูต้านทานในพืช 
กระตุ้นยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการเมแทบอลิซมึ
ของพืช (สมพร และ หาพิส, 2557) และท�าหน้าท่ีเป็น
สารยบัยัง้การเจริญของจลุนิทรีย์และสารต้านอนมุลู
อิสระได้อีกด้วย (Tuzlakoglu et al., 2004) อยา่งไรก็ตาม
ประสิทธิภาพของไคโตซานขึน้อยู่กับชนิดพืชและ 

สตูรอาหาร รวมทัง้ความเข้มข้น คา่ระดบัการก�าจดั 
หมูอ่ะเซทิล น�า้หนกัโมเลกลุ และชนิดของไคโตซาน 
(Nge et al., 2006; Pornpienpakdee et al., 2010)

สรุป

 เมล็ดกล้วยไม้เอือ้งเทียนสีส้มจากฝักอาย ุ
6 สปัดาห์ มีเปอร์เซน็ต์ความมีชีวิต 84.34% เม่ือ
เพาะเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ท่ีเตมิไคโตซาน 
ความเข้มข้น 1% ท�าให้เมลด็มีเปอร์เซน็ต์การงอก
สงูสดุ โดยโพรโทคอร์มสว่นใหญ่เร่ิมมีการเจริญเตบิโต
หลงัจากเพาะเลีย้งนาน 2 สปัดาห์ และโพรโทคอร์ม
พฒันาเข้าสูร่ะยะท่ี 4 ภายในระยะเวลา 6 สปัดาห์
หลงัจากการเพาะเลีย้ง นอกจากนีพ้บการพฒันาของใบ
ในโพรโทคอร์มท่ีอาย ุ 10 สปัดาห์ แสดงให้เหน็วา่ 
ไคโตซานมีความส�าคัญต่อการงอกของเมล็ด
กล้วยไม้ โดยสง่ผลกระตุ้นการงอกของเมลด็ ท�าให้เกิด



     แก่นเกษตร 47 (1) : 141-150 (2562)./doi: 10.14456/kaj.2019.12148

การเจริญเป็นโพรโทคอร์มและพัฒนาเป็นต้นท่ี
สมบูรณ์ได้เพ่ิมมากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับสูตร
อาหารท่ีไมเ่ตมิไคโตซาน ซึง่สามารถน�าไปใช้เป็น
แนวทางส�าหรับการขยายพันธุ์กล้วยไม้เพ่ือการ
อนรัุกษ์พนัธกุรรมของกล้วยไม้ป่าท่ีใกล้สญูพนัธุ์
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