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          In vitro propagation of three species of Rhynchostylis, namely, R. gigantea, R. 

coelestris, and R. retusa, has been conducted using pods collected from Ubonratchathani, 

Kanchanaburi, and Tak provinces. R. gigantea showed the highest germination frequency 

on Vacin and Went (1949) mediun, VW, supplemented with 150 ml/l of coconut water and 

100 mg/l of potato extract whereas R. coelestris and R. retusa displayed the highest 

germination frequency on VW (1949) medium containing only 150 ml/l of coconut water. The 

highest proliferation of protocorm like body (plbs) of three species have been obtained from 

liquid medium of VW (1949) supplemented with 150 ml/l of coconut water and 100 mg/l of 

potato extract (3.7-5.7 folds increasing in fresh weight within 4 weeks compare to the 

starting fresh weight). The highest growth rate (determined by the increment of fresh 

weight) of these three species has been obtained from VW (1949) medium supplemented 

with 150 ml/l of coconut water and 1 gm/l of orchid fertilizer (21–21–21). 

Slow growth preservation or conservation experiments of these species indicated 

that the appropriate concentration  of mannitol are 2 and 4% (w/v). These cultures can be 

kept in the tissue culture room environment for 12 months without changing the media. 

For cryopreservation experiment, the use of encapsulation-dehydration technique has 

been employed to investigate the survival of tissues. The plbs of R. gigantea has  been 

precultured on modified VW medium containing 150 ml/l of coconut water, 3% (w/v) of 

sucrose, 0.3% (w/v) of gelrite, and various concentration of mannitol. After 2 days of 
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precultured on mannitol, the plbs have been coated by sodium alginate, over night 

storage at 10°C, followed by dehydration on silica gel for various times. The alginated 

beads have been immersed in liquid nitrogen for 1 hour. The survival of the alginate bead 

have been obtained from the mannitol preculture at 6 and 8% (w/v) with dehydration 

period 3-4 hours (3.3 – 6.5% survive). 

  
บทคัดยอบทคัดยอ  

 
 เก็บรวบรวมฝกกลวยไมปาสกุลชาง 3 ชนิด ไดแก ชางกระ เขาแกะ และ ไอยเรศ จากจังหวัด

อุบลราชธานี กาญจนบุรี และตาก  นําเมล็ดจากฝกที่มอีายุประมาณ 7 - 9 เดือน  ซึ่งมีสีครีม จนถึง

น้ําตาลออน มาเพาะเลีย้งในสภาพปลอดเชื้อในอาหารสูตรตางๆ เมื่อพิจารณาจากคะแนนในการ

งอก ชางกระงอกดีที่สุดในอาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ 

ลิตร และน้ําสกัดมนัฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ ลิตร ที่ระดับ 2.7 คะแนน สวนเขาแกะ และไอยเรศ งอกไดดี

ที่สุดในอาหารดัดแปลง VW (1949) เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร มีระดับคะแนนความงอกที ่

2.5 และ 2.3 คะแนน ตามลําดับ หลงัจากที่เมล็ดงอกแลว 2 เดือน ทําการเพิม่ปริมาณprotocorm  

like body (plbs) ของกลวยไมทั้ง 3 ชนิด พบวาชางกระ เขาแกะ และ ไอยเรศ มีการเจริญเติบโตเพิ่ม

ปริมาณดีที่สุดในอาหารเหลวดัดแปลง VW (1949) ที่เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร รวมกบัน้ํา

สกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร คิดเปน 5.7, 4.1 และ 3.7 เทาของน้าํหนักเริ่มตน ในระยะเวลา        

4 สัปดาห เมื่อศึกษาอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเตบิโตของตนออน พบวาชางกระ เขาแกะ และ

ไอยเรศ เจริญไดดีในอาหาร VW (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + ปุยกลวยไม สูตร     

21–21–21  อัตรา 1 กรัม/ลิตร  มีอัตราการเจริญ 1.70, 2.05 และ 1.82 เทาของน้าํหนักเริ่มตนใน

ระยะเวลา 9  เดือน 

การเก็บรักษาโดยการชะลอการเติบโตตน ของกลวยไมสกุลชางทั้ง 3 ชนิด ไดแก ชางกระ 

เขาแกะ และไอยเรศ การเลี้ยงในอาหารที่เติมสาร mannitol ที่ระดับความเขมขน 2 และ 4% (w/v) 

โดยไมเปลี่ยนอาหาร นาน 12 เดือน  สามารถชะลอการเติบโตของกลวยไมสกุลชางได โดยพิจารณา

จากน้ําหนักสดที่ยังคงเพิ่มข้ึนหลังการใส mannitol สีใบ ลักษณะความสมบูรณแข็งแรง ความมีชีวิต 

และสามารถเจริญเติบโตไดตามปกติและเมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงกลวยไม สวนการเก็บ

รักษาโปรโตคอมกลวยไมชางกระ ภายใตความเย็นจัดโดยวิธี Encapsulation – Dehydration  โปร

โตคอม ถูกนําไป preculture   ดวย mannitol บนอาหาร modified  Vacin and Went (1949) + น้ํา



มะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + sucrose 3 % (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) เปนเวลา 2 วัน  แลวหุม

ดวย sodium – alginate ทําการ dehydrated โดยใช silica gel การศึกษาผลของ mannitol และ

ระยะเวลาในการ dehydrate กอนการแช liquid nitrogen พบวา เมื่อความเขมขนของ mannitol  

สูงขึ้นในแตละชวงเวลาของการ dehydrated เปอรเซ็นตความมีชีวิตของ alginate beads  จะลดลง  

ในทํานองเดียวกันระยะเวลาของการ dehydrated ยิ่งนานขึ้นมีผลใหเปอรเซ็นตความมีชีวิต ของ 

alginate bead คอยๆ ลดลง ในแตละความเขมขนของ mannitol  เชนเดียวกัน เมื่อนําไปแชใน 

liquid nitrogen นาน 1 ชั่วโมง  นํามาเลี้ยงในอาหารเพื่อทดสอบความมีชีวิต โดยพิจารณาจากการ

เจริญของโปรโตคอมในแตละ bead พบวา มีเปอรเซนตความมีชีวิต 6.5, 4.9 และ 3.3% เมื่อผาน

การ preculture  โดยใช mannitol ความเขมขน  6% (w/v) ที่ระยะเวลา dehydrated  3 และ 4  

ชั่วโมง และที่ระดับความเขมขน 8% (w/v) ระยะเวลา  dehydrated  4 ชั่วโมง ตามลําดับ 

 
คํานําคํานํา  

  

ประเทศไทยมีสภาพภูมิประเทศที่เอื้ออํานวยใหมีปาไมอันเปนถิ่นอาศัยของกลวยไมปา

ตางๆ อยูในทุกภูมิภาค โดยพบกลวยไมในปาธรรมชาติมากกวา 1,000 ชนิด กลวยไมปาของไทย

ลวนแลวแตเปนพืชพรรณที่นาสนใจและมีคุณคาทางดานการศึกษาวิจัยทั้งในแงวิชาการ ตลอดจน

อํานวยประโยชนตอประเทศไทยในอนาคตโดยสามารถนํากลวยไมปาเหลานี้มาใชเปนพอแมพันธุ

เพื่อผลิตลูกผสมที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจ   แตในปจจุบันกลวยไมปาเปนพืชที่นาหวงวาจะสูญหายไป

เร่ือยๆ  เนื่องจากเมล็ดกลวยไมถึงแมวาจะมีจํานวนเมล็ดตอฝกมาก แตตองการสภาพแวดลอมตาม

ธรรมชาติที่เหมาะสมในการงอก และยังตองอาศัยรา mycorrhiza ที่ชวยเปลี่ยนแปงในเอมบริโอให

กลายเปนน้ําตาลที่เมล็ดสามารถนําไปใชในการงอก เมื่อสภาพแวดลอมเปลี่ยนไป เนื่องจากการ

ทําลายสภาพแวดลอมทางนิเวศนวิทยา การตัดไมทําลายปา การเผาปา การทําไรเลื่อนลอย ปริมาณ

กลวยไมปาที่ขยายพันธุตามธรรมชาติลดลง  นอกจากนี้การนํากลวยไมปาออกมาจําหนายทั้งใน

ระดับทองถิ่น หรือรวบรวมเพื่อการสงออกไปยังตางประเทศ ทําใหกลวยไมปาบางชนิดที่พบใน

ธรรมชาติกลายเปนของหายาก จะเห็นไดจากมีการลักลอบนํากลวยไมปาชนิดตางๆ มาขายที่สวน

จตุจักรเปนปริมาณมากในราคาถูก หากเปนเชนนี้ตอไป กลวยไมปาอาจสูญพันธุไปจากปาเมืองไทย

ได  

วิธีการอนุรักษพันธุกลวยไมปาตางๆ นี้  มีวิธีการที่สามารถทําไดคือการปลูกรักษาไวใน

สภาพปาซึ่งเปนแหลงกําเนิดโดยธรรมชาติ  การนํามาขยายพันธุหรือเพิ่มปริมาณใหมากขึ้นและ



นํากลับสูธรรมชาติ ซึ่งมักทําการขยายพันธุโดยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เนื่องจากสามารถขยายพันธุได

เปนปริมาณมาก และอีกวิธีหนึ่งคือการเก็บรักษาแบบ in vitro ไวในในสภาพปลอดเชื้อ ซึ่งแบง

ออกเปนการเก็บรักษาทั้งในระยะปานกลางและระยะยาว  การเก็บรักษาในระยะปานกลางสามารถ

ทําไดโดยการปรับสภาพทางเคมี สารอาหาร และสภาพแวดลอมในหลอดทดลอง โดยการลดอัตรา

การเจริญเติบโต สามารถเก็บชิ้นสวนพืชไดระยะเวลา 1 – 2 ป หลังจากนั้นตองนํามาชักนําใหเกิด

การเจริญเติบโตแลวจึงนําไปเก็บรักษาในรอบตอไป อีกวิธีหนึ่งคือการเก็บในระยะยาวหรือการเก็บ

รักษาไวที่อุณหภูมิต่ํากวาจุดเยือกแข็ง ประมาณ - 196 องศาเซลเซียส ในไนโตรเจนเหลว การ

อนุรักษในสภาพปลอดเชื้อนี้มีขอดี คือใชพื้นที่ในการเก็บรักษานอย ไมมีผลกระทบจากการปลูกและ

ดูแลรักษา สามารถเก็บรักษาเชื้อพันธุพืชจากหลายๆแหลงไวในที่เดียวกัน และเก็บไวไดเปนระยะ

เวลานาน ซึ่งในขณะนี้สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพไดจัดทําโครงการอนุรักษพันธุกรรม

กลวยไมปาหลายชนิดในสภาพปลอดเชื้อ การทดลองนี้เปนการวิจัยเทคโนโลยีการเก็บรักษากลวยไม

ปาสกุลชาง (Rhynchostylis spp.) เพื่อสนับสนุนโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืช   

กลวยไมสกุลชาง (Rhynchostylis spp.) เปนกลวยไมอิงอาศัยที่มีขนาดกลางไปจนถึง

ค อนข า ง ใหญ  พบตามธร รมชาติ ในป าดิ บแล งห รื อป า เบญจพรรณ  ทางภาค เหนื อ 

ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันตก มีชอดอกเดน กล่ินหอม สวยงามสะดุดตา ในประเทศไทย

พบ 3 ชนิด ไดแก  เขาแกะ (Rhynchostylis  coelestris Rchb. f.) ไอยเรศ (Rhynchostylis  retusa 

(L.) Blume) และ ชางกระ (Rhynchostylis gigantea (Lindl.) Ridl.) ปจจุบันจัดเปนพืชอนุรักษ

บัญชีที่ 2 ซึ่งเปนชนิดพันธุที่ถึงแมวาจะยังไมมีขอมูลวาจะสูญพันธุ แตถาปลอยใหมีการคาโดยไม

ควบคุมอาจทําใหสูญพันธุได กลวยไมสกุลนี้เปนที่นิยมแพรหลาย ทั้งในประเทศและตางประเทศ     

สามารถนํามาใชเปนพอแมพันธุเพื่อสรางลูกผสมที่มีลักษณะดี จึงมีการลักลอบจากแหลงปลูก

ธรรมชาติมาขายเปนปริมาณมาก ทําใหปริมาณในธรรมชาติลดลง  จําเปนตองดําเนินการขยายพนัธุ 

เพิ่มปริมาณ นํากลับเขาสูถิ่นเดิม  พรอมกันนี้ตองเก็บรักษาพันธุกรรมไวเพื่อใชประโยชนตอการวิจัย

และการศึกษาในอนาคตตอไป การเก็บรักษา ปจจุบันไดนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมา

ประยุกตใชเพื่อเก็บรักษาพันธุกรรมไวในสภาพปลอดเชื้อ เพื่อสอดคลองกับอนุสัญญาวาดวยความ

หลากหลายทางชีวภาพ ป 2535 ที่ไดอธิบายถึงการวิจัยเกี่ยวกับการอนุรักษทรัพยากรพันธุกรรม 

เพื่อเก็บรักษาพันธุที่หายาก และเก็บรวบรวม โดยใชเทคนิคตางๆ รวมทั้งการแพรขยายสายพันธุ 

ตลอดจนเก็บรวบรวมขอมูล องคความรู ในชนิดพันธุตางๆ อันกอใหเกิดการพัฒนาตอไปในภายหนา  

การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อ 

1. ศึกษาเทคนิคการขยายพันธุกลวยไมสกุลชางโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

2. ศึกษาเทคโนโลยีการเก็บรักษากลวยไมสกุลชางในระยะปานกลางและระยะยาว 



อุปกรณอุปกรณ  
1. ฝกกลวยไมสกุลชาง 3 ชนิด ไดแก ชางกระ  เขาแกะ และ ไอยเรศ 

2. อาหารสูตรตางๆ และสารเคมีที่จําเปนในการทดลอง  

3. เครื่องแกวและอุปกรณที่จําเปนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่ 
 
วิธีการวิธีการ  

การศึกษาการเก็บรักษากลวยไมสกุลชางในสภาพปลอดเชื้การศึกษาการเก็บรักษากลวยไมสกุลชางในสภาพปลอดเชื้อแบงเปน อแบงเปน 33  การทดลอง ไดแกการทดลอง ไดแก  

การทดลองที่การทดลองที่11    การขยายพันธุกลวยไมสกลุชางในสภาพปลอดเชื้อการขยายพันธุกลวยไมสกลุชางในสภาพปลอดเชื้อ  
ทําการศึกษาการขยายพนัธุพืชโดยการเพาะเลี้ยงเมล็ดออนของกลวยไมสกุลชาง 3 ชนิด คือ 

ชางกระ เขาแกะ และไอยเรศ  มีวธิีดําเนินการ ดังนี ้
 

1.1 ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเมล็ดกลวยไม 
 เก็บรวบรวมฝกกลวยไมปาสกุลชาง 3 ชนิด ไดแก ชางกระ เขาแกะ และ ไอยเรศ จาก

จังหวัดอุบลราชธานี กาญจนบุรี และตาก นําฝกที่มีอายุประมาณ 7-9 เดือน (สังเกตจากสีของเมล็ด

ที่มีสีครีม จนถึงน้ําตาลออน) มาฟอกฆาเชื้อภายนอกดวย Sodium hypoclorite (Haiter®Bleach)  

20% นาน 15 นาที นําฝกกลวยไมจุมแอลกอฮอล 95% เผาไฟเพื่อเปนการฆาเชื้ออีกครั้ง หลังจาก

นั้นนําฝกกลวยไมทั้ง 3 ชนิดชนิดละ 6 - 10 ฝก มาผาเอาเมล็ดภายในซึ่งมีลักษณะเปนผงละเอียด 

ใสลงในน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวปริมาณ 45 มิลลิลิตร แลวใชไมโครไปเปต ดูดสวนผสมของเมล็ดและ

น้ํากลั่นปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในขวดขนาด 4 ออนซที่มีอาหารเพาะเมล็ดสูตรตางๆ เกลี่ยให

เต็มพื้นที่ผิวของอาหาร เลี้ยงในอาหาร ชนิดละ 20 ขวด  ชนิดอาหารที่ใชไดแก   

1. อาหารสูตร Vacin and Went (1949) หรือ VW (1949) 

2.  อาหารดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร 

3.  อาหารดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) + น้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร 

4.  อาหารดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร    

+ น้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร 

 อาหารเพาะเมล็ดทั้ง 4 ชนิด เติม sucrose 3% (w/v), activate charcoal 0.5 gm/l, 

gelrite 0.3% (w/v) เลี้ยงในหองที่มีแสงสวางจากหลอด fluorescent ที่อุณหภูมิหองเลี้ยง 25 ± 2  องศา

เซลเซียส  

 บันทึกผลการงอกของเมล็ดหลังการเพาะเมล็ดนาน 3 เดือนโดยพิจารณาจากปริมาณ

การงอกของเมล็ด โดยใหคะแนนจาก 0 - 3 ดังนี้ 



 คะแนน  0  =  เมล็ดไมงอก 

 คะแนน  1  =  เมล็ดงอกมีลักษณะเปนตุมเล็กๆ สีเหลือง  มีปริมาณ 0 – 10% ของพื้นที่ 

 คะแนน  2  =  เมล็ดงอกมีลักษณะเปนตุมเล็กๆ สีเหลือง  มีปริมาณ 10 - 50% ของพื้นที่ 

 คะแนน  3  =  เมล็ดงอกมีลักษณะเปนตุมเล็กๆ สีเหลือง ถึงเขียวออน มีปริมาณการ

งอกมากกวา 50% ของพื้นที่       
 

11..22  ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิม่ปริมาณโปรโตคอมศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิม่ปริมาณโปรโตคอม  หรอื หรอื   
  pprroottooccoorrmm  lliikkee  bbooddyy  ((ppllbbss))  

1.2.1  หลังจากเมล็ดงอกแลวเลี้ยงตอไปอีก 3 เดือนในอาหารสูตรเดิม พบวามีการ

เจริญเปน 2 ลักษณะ คือเจริญเปนตนออน และโปรโตคอม นําโปรโตคอมที่เกิดขึ้นของกลวยไมทั้ง 3 

ชนิด ที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางของ clump 0.5 - 0.8 เซนติเมตร แตละ clump มีน้ําหนักสด 

ประมาณ 30 - 50 มิลลิกรัม แลวเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณในอาหารเหลวสูตรตางๆ 4 ชนิด เปลี่ยน

อาหารทุก 2 สัปดาห       

 1.2.2  วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 4 ส่ิง

ทดลอง (treatment) 4 ซ้ํา แตละสิ่งทดลองประกอบดวยโปรโตคอม 40 ชิ้น ส่ิงทดลอง ประกอบดวย 

สูตรอาหาร 4 ชนิดดังนี้ 

           1.  อาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร 

           2.  อาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 300 มิลลิลิตร/ลิตร 

 3.  อาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร  

+ น้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม /ลิตร 

 4.  อาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 300 มิลลิลิตร/ลิตร     

+ น้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร 

อาหารเหลว ทั้ง 4 ชนิด เตมิ sucrose 3% (w/v) เล้ียงบน shaker ทีค่วามเร็วรอบ 140 rpm 

ในหองที่มีแสงสวางจากหลอด fluorescent  อุณหภูมิหองเลี้ยง 25 ± 2 องศาเซลเซยีส 

 1.2.3     บันทกึผล โดยประเมินการเจริญเติบโตจากน้ําหนกัสดที่เพิ่มทกุ สัปดาหที ่2 

 และ 4 เปลี่ยนอาหารทกุครั้งที่มกีารบนัทกึน้ําหนักสด  

การเจริญเติบโตของโปรโตคอม คํานวณจากน้าํหนักสดที่เพิ่มข้ึน คิดเปนเทาของ

น้ําหนกัสดเริ่มตน โดยใชสูตร 
 

อัตราการเพิ่มน้าํหนกัสด (เทาจากน้ําหนกัเริม่ตน)   =  น้าํหนักสดสัปดาหที ่ 2 /4  - น้าํหนักสดเริม่ตน  

                                                                                     น้าํหนักสดเริม่ตน 



                  11..33      ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของตนออนศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของตนออน  

 1.3.1  นําตนออนของกลวยไมชางกระ เขาแกะ และไอยเรศ  อายุประมาณ 6 เดือน

หลังจากเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อ มีใบ 2 - 3 ใบ แตละตนมีน้ําหนักสดระหวาง 20 - 30 

มิลลิกรัม นํามาเลี้ยงเปรียบเทียบการเจริญเติบโต ในอาหารสูตรตางๆ  โดยชั่งน้ําหนักสดเริ่มตนของ

ตนออนแลวยายตนออนลงในขวด ขวดละ 2 ตน นํามาวางไวบนชั้นในหองเลี้ยงเนื้อเยื่อที่

อุณหภูมิหอง 25 ± 2 องศาเซลเซียส ไดรับแสงจากหลอด  fluorescence  วันละ 16 ชั่วโมง      

 1.3.2   วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 4 ส่ิง

ทดลอง (treatment) 4 ซ้ํา แตละสิ่งทดลอง ประกอบดวยตนออนกลวยไมชนิดละ 48 ตน ส่ิงทดลอง 

ประกอบดวยสูตรอาหาร 4 ชนิดดังนี ้

          1.   อาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร 

         2.  อาหาร ดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร      

+ ปุยกลวยไมสูตร 21 – 21 – 21   อัตรา 1 กรัม/ลิตร 

 3. อาหาร ดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร 

+ น้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม /ลิตร  

 4.  อาหาร ดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร   

+ น้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม /ลิตร + ปุยกลวยไม สูตร 21 – 21 - 21 อัตรา 1 กรัม /ลิตร 

 ปุยกลวยไมที่ใชมีชื่อการคาวา   “  ทวินเฟอรตี้  “  

 อาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 4 ชนิด เติม sucrose 3% (w/v), activate charcoal 0.5 gm/l, 

gelrite 0.3% (w/v) เปลี่ยนอาหารทุกเดือน 

                     1.3.3   บันทกึผล หลงัจากเลี้ยงนาน 3 , 6และ  9 เดือน โดยประเมินจากอัตราการ

เจริญเติบโต   คํานวณจากน้าํหนักสดทีเ่พิม่ข้ึน คิดเปนเทาของน้ําหนกัสดเริ่มตน โดยใชสูตร 
 

อัตราการเจริญเติบโต (เทาจากน้าํหนักเริ่มตน)   = น้าํหนกัสดเดือนที ่ 3 /6 /9  - น้าํหนกัสดเริ่มตน  

                                                                                     น้าํหนักสดเริม่ตน 

 
 การทดลองที่การทดลองที่  22    การเก็บรักษาตนออนกลวยไมสกุลชางในระยะปานกลางโดยการการเก็บรักษาตนออนกลวยไมสกุลชางในระยะปานกลางโดยการ

ชะลออัตราการเจริญเติบโต ชะลออัตราการเจริญเติบโต ((ssllooww  ggrroowwtthh  ssttoorraaggee))      

          การทดลองนี้เปนการเก็บรักษาเนื้อเยื่อในสภาพที่มีอัตราการเจริญเติบโตต่ํา ซึ่งตามปกติมี

หลายวิธีการ การเปลี่ยนแปลงสภาวะทางกายภาพ เชน การลดอุณหภูมิ หรือสภาวะในหลอดหรือ

ขวดเนื้อเยื่อ การเปลี่ยนแปลงธาตุอาหารที่เปนประโยชนจากระดับปกติ เชนลดความเขมขนของธาตุ



อาหาร ในการทดลองนี้ใชวิธีการชะลอการเจริญเติบโต โดยใชสาร mannitol ซึ่งเปนสารยับยั้ง

ขบวนการออสโมซิส (osmoticum) การใชสารชนิดนี้รวมกับอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปจจุบันเปนที่

นิยมมากในการนํามาเก็บรักษาเนื้อเยื่อหรือชิ้นสวนของพืช อยางไรก็ตามถาเติม mannitol ความ

เขมขนที่สูงเกินไป จะมีผลตอการเจริญของพืชดวย ดังนั้นจึงตองทําการศึกษาความเขมขนที่

เหมาะสมของสาร mannitol  ตอการเจริญเติบโตของตนออน มีวิธีการดังนี้ 

           2.1  นําตนออนของกลวยไมสกุลชางทั้ง 3 ชนิด ไดแก  ชางกระ เขาแกะ และไอยเรศ ที่มีอายุ

อยางนอย 1 ป โดยเลือกตนที่มีการเจริญเติบโตที่สมบูรณ มีน้ําหนักสดระหวาง 0.2-0.5 กรัม มา

เล้ียงในอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต  คือ อาหารดัดแปลง VW (1949) ที่เติมปุยกลวยไม 

สูตร  21-21-21 อัตรา 1 gm/l  + น้ํามะพราว 150  มิลลิลิตรตอลิตร + sucrose 3% (w/v)+ gelrite  

0.3% (w/v) สารชะลอการเจริญเติบโต คือ mannitol ระดับความเขมขนตางๆ กัน เล้ียงในสภาพที่

ไดรับแสง 16 ชั่วโมงตอวัน โดยไมมีการเปลี่ยนอาหาร 

2.2   วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized Design (CRD) มี 4 ซ้ํา  

แตละสิ่งทดลอง มีชิ้นสวนพืช (ตนกลวยไมน้ําหนกัสดระหวาง 0.2-0.5 กรัม) 48  ตน ส่ิงทดลอง คือ  

สูตรอาหารทีเ่ติม mannitol  และไมเติม mannitol  รวม 6  ชนิดดังนี ้

  1.  อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว 150 ml/l + ปุยกลวยไมสูตร  

21-21-21 อัตรา 1 gm/l (control) 

 2.  อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว 150 ml/l + ปุยกลวยไม สูตร 

21-21-21 อัตรา 1 gm/l + mannitol  ความเขมขน 2% (w/v) 

 3.    อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว 150 ml/l + ปุยกลวยไม สูตร  

21-21-21 อัตรา 1 gm/l + mannitol ความเขมขน 4% (w/v) 

  4.   อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว 150 ml/l + ปุยกลวยไม สูตร  

21-21-21 อัตรา 1 gm/l + mannitol ความเขมขน 6% (w/v) 

 5.    อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว 150 ml/l + ปุยกลวยไม สูตร  

21-21-21 อัตรา 1 gm/l + mannitol ความเขมขน 8% (w/v) 

 6.   อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว 150 ml/l + ปุยกลวยไม สูตร   

21-21-21 อัตรา 1 gm/l + mannitol ความเขมขน 10% (w/v) 

2.3   บันทึกลักษณะการเจริญเติบโต โดยแสดงเปนน้ําหนักสดที่เพิ่ม คิดเปนเทาจาก

น้ําหนักสดเริ่มตนเชนเดียวกับขอ 1.3.3 ที่ระยะการเก็บรักษา 0, 3, 6, 9 และ 12 เดือน เมื่อถึงระยะ

ดังกลาว นําตนกลวยไมออกมาชั่งน้ําหนัก แลวนํากลับเขาไปเลี้ยงในอาหารเดิม 



2.4    ศึกษาการเจริญเติบโตภายหลังการเก็บรักษา นําตนออนกลวยไมที่ผานการเก็บรักษา 

โดยใช  mannitol  ที่ระดับความเขมขน 2 และ 4% (w/v) ที่ระยะ 6, 9  และ 12 เดือน มาเลี้ยงใน

อาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต (อาหาร ดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว  

150 มิลลิลิตร/ ลิตร + ปุยกลวยไมสูตร 21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร) ซึ่งเปนผลจากการทดลองใน

ขอ 1.3 เพื่อศึกษาอัตราการเจริญเติบโตภายหลังการเก็บรักษา  

 

การทดลองที ่การทดลองที ่33      การเก็บรักษากลวยไมชางกระ ภายใตความเยน็จัดโการเก็บรักษากลวยไมชางกระ ภายใตความเยน็จัดโดยวิธีดยวิธี  
EEnnccaappssuullaattiioonn  --  DDeehhyyddrraattiioonn  

การเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชวิธีนี้เปนการเก็บในไนโตรเจนเหลว (cryopreservation) ที่มี

อุณหภูมิต่ําถึง  -196  องศาเซลเซียส  ชิ้นสวนตางๆ ของพืชจะหยุดการเจริญเติบโตโดยสิ้นเชิง เปน

วิธีที่มีประสิทธิภาพสูง  เนื่องจากที่อุณหภูมินี้มีผลใหเมตาโบลิซึมของเซลลหยุดชะงัก  แตเซลลยังคง

มีชีวิต เมื่อตองการปลูกก็นํามาปลูกในสภาพปกติ  มีข้ันตอนของการทดลองดังนี้ 

 

33..11  ผลของ ผลของ mmaannnniittooll    และระยะเวลาในการ และระยะเวลาในการ ddeehhyyddrraattee  ตอความมีชีวติของโปรโตคอม ตอความมีชีวติของโปรโตคอม 
กลวยไมชางกระกลวยไมชางกระ  

        กอนกระบวนการเก็บรักษาในสภาพเย็นจดัที่  -196 องศาเซลเซียส ในไนโตรเจนเหลว 

ชิ้นสวนพชืจะตองผานขบวนการ preculture เพื่อกระตุนใหมกีารปรับตัวและทนทานตอสภาพการ

แข็งตัวขณะการเก็บรักษาและยังตองเติมสาร cryoprotectants ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อ

ปรับสภาพของเซลล ซึง่ทําใหทนทานตอการแข็งตัว และการละลายตวัหลงัการเก็บรักษาโดยไมมผีล

ตอการพัฒนาของเนื้อเยื่อ ในการทดลองนี้ใชสาร mannitol ซึ่งชวยปองกันอนัตรายใหเซลลและยัง

ชวยลดความชื้นของเซลลดวย อยางไรกต็ามสารชนิดนี้ถาใชในความเขมขนที่สูงเกินไปอาจมีผลตอ

เซลลได จึงตองทาํการศึกษาโดย มวีิธีการทดลองดังนี ้  

 

                  33..11..11    ระยะ ระยะ pprreeccuullttuurree  

      นําโปรโตคอมของกลวยไมชางกระ (อายุประมาณ 2 เดือน) มาเลีย้งบนอาหารเพื่อ

ปรับสภาพ ประกอบดวย modified Vacin and Went (1949) หรือ VW + น้ํามะพราว 150มิลลิลิตร/ 

ลิตร + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) ที่เตมิ mannitol  อัตรา  0, 2,  4, 6, และ 8% (w/v)  

preculture เปนเวลา 2 วนั ที่ 25+ 2 องศาเซลเซยีส ในสภาพหองเลีย้งมีแสงสวางจากหลอด 

fluoresent โดยมีชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวนั 

 



                     33..11..22    EEnnccaappssuullaattiioonn//ddeehhyyddrraattiioonn  

         วิธีการ encapsulation/dehydration ดําเนินการตามขัน้ตอนของ Sakai (1995)  นํา

โปรโตคอมของกลวยไมชางกระหลงัจาก preculture บน mannitol อัตราตางๆ ใสในอาหารเหลว 

modified VW (1949) ที่ไมมสีวนประกอบของ calcium เติม 3% (w/v) sodium  alginate, glycerol  

2 M และ 0.4 M sucrose เขี่ยโปรโตคอมใหกระจายเปนชิ้นเลก็ๆ กอนนาํไปใสลงอาหาร จากนั้นดูด

โปรโตคอมของชางกระ พรอมอาหารเหลว หยดในอาหารเหลว modified VW (1949) ที่

ประกอบดวย 0.1 M CaCl2 จะทาํใหเกิด alginate bead ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 - 5 มิลลิเมตร   

ภายใน bead  มีโปรโตคอมประมาณ 2 - 3 ชิ้นตอ bead จากนั้นแช alginate bead ในอาหารเหลว

นี้ประมาณ 1 ชั่วโมง เพื่อให bead แข็งตัวดีข้ึน 

 หลังจากนั้นทาํการ dehydrate โดยนาํ bead ที่ผานกระบวนการตามขอ 3.1.2 มาลด

ความชืน้ โดยใสในขวดที่บรรจุ silica gel เปนเวลาตางๆ  ไดแก 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง แลว

นําไปเลี้ยงในอาหารดัดแปลง VW (1949) ที่เติมปุยกลวยไม สูตร  21-21-21  อัตรา 1 gm/l และ น้าํ

มะพราว 150 มิลลิลิตร /ลิตร  เพื่อประเมนิความมีชวีิต 

     

 33..11..33      ทําการทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบ ทําการทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบ 55  xx  66  ffaaccttoorriiaall  iinn  CCoommpplleetteellyy    

RRaannddoommiizzeedd  DDeessiiggnn  ((CCRRDD))  แตละแตละส่ิงทดลองใช ส่ิงทดลองใช bbeeaadd  6600  bbeeaadd  ((1155  bbeeaadd  ตอซํ้าตอซํ้า))  ทําการทดลอง  ทําการทดลอง  

44    ซ้ํา ปจจัย ประกอบดวยซ้ํา ปจจัย ประกอบดวย      

 ปจจัยที ่1   ความเขมขนของ mannitol   5 ระดับ คือ 0, 2, 4, 6 และ 8% (w/v) 

 ปจจัยที ่2   ระยะเวลาในการ  dehydration  6 ชวงคือ  0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง 

 

 33..11..44    บันทึกบันทึกผลอัตราความมีชีวิตของโปรโตคอมในผลอัตราความมีชีวิตของโปรโตคอมใน   aallggiinnaattee  bbeeaadd  โดยประเมิน

จากการเติบโตและเพิ่มปริมาณของโปรโตคอมในแตละ bead เมื่อนําไปเลี้ยงในอาหารชักนําใหโปร

โตคอมเติบโตและเพิ่มปริมาณ  นาน 3 เดือน  โดยใชสูตร 

       อัตราความมีชวีิต  (%)  =  จํานวน bead ที่โปรโตคอมมีการเติบโต  x 100 

                   จํานวน bead ทั้งหมด  

                 

33..22      ผลของการเก็บรักษาใน ผลของการเก็บรักษาใน lliiqquuiidd    nniittrrooggeenn    ตอความมีชีวิตของโปรโตคอมตอความมีชีวิตของโปรโตคอม  

       3.2.1    preculture โปรโตคอมชางกระ โดยใช mannitol ความเขมขน 0, 2, 4, 6 

และ 8% (w/v) เปนเวลา 2 วัน ที่ 25+ 2 องศาเซลเซียส ในสภาพหองเลี้ยงมีแสงสวางจากหลอด 

fluoresent โดยมีชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวนั ตามดวยการ encapsulation ตามขั้นตอนที ่ 3.1.2 และ



ระยะเวลาในการ dehydrate ชิ้น alginate  bead  ที่ 0, 1, 2 , 3, 4  และ 5 ชั่วโมง แลวนํา bead  

เก็บในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ 6 - 8 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ตอจากนั้นนํามาบรรจุใน cryovial   

แลวแชในไนโตรเจนเหลวนาน 1 ชั่วโมง 

      3.2.2   หลังจากแช  cryovial ในไนโตรเจนเหลว 1 ชั่วโมง นํา alginate  bead มาทาํ

ใหอุน โดยแช cryovial ในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีจากนั้นนํา bead 

มาเลี้ยงบนอาหารดัดแปลง VW (1949) ที่เติมปุยกลวยไม สูตร 21-21-21 อัตรา 1 gm/l และน้ํา

มะพราว 150 มิลลิลิตร /ลิตร เพื่อทดสอบความมีชวีิตโดยสามารถเติบโตเพิ่มปริมาณของโปรโตคอม 

   3.2.3  ทําการทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบ 5 x 6 factorial in Completely 

Randomized design (CRD) แตละสิ่งทดลองใช 60 bead (15 bead ตอซํ้า) ทําการทดลอง 4 ซ้ํา 

ปจจัยประกอบดวย 

 ปจจัยที ่1 ความเขมขนของ mannitol  5 ระดับ 0, 2,  4, 6 และ  8% (w/v) 

 ปจจัยที ่2 ระยะเวลาในการ dehydration   6 ชวง คือ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง 

          3.2.4   บันทึกผลอัตราความมีชีวิตของโปรโตคอมใน alginate bead โดยประเมิน

จากการเติบโตและเพิ่มปริมาณของโปรโตคอมในแตละ bead เมื่อนําไปเลี้ยงในอาหารดัดแปลง 

Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ ลิตร และน้ําสกัดมันฝร่ัง100มิลลิกรัม/ลิตร 

นาน 3 เดือน โดยใชสูตร 

      อัตราความมีชีวิต  (%)  = จํานวน bead ที่โปรโตคอมมกีารเติบโต  x 100 

                   จํานวน bead ทั้งหมด  

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลองและวิจารณ  

 
การทดลองที่การทดลองที่11    การขยายพันธุกลวยไมสกลุชางในสภาพปลอดเชื้อการขยายพันธุกลวยไมสกลุชางในสภาพปลอดเชื้อ  

  11..11    ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเมล็ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเมล็ดกลวยไมดกลวยไม  

 การเพาะเมล็ดกลวยไมสกุลชางทั้ง 3 ชนิดไดแก ชางกระ เขาแกะ และ ไอยเรศ ใน

อาหารชนิดตางๆ  ไดแก  Vacin and Went (1949), อาหารดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) 

เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร, อาหารดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) เติมน้ําสกัดมัน

ฝร่ัง  100 มิลลิกรัม/ลิตร, และอาหารดัดแปลง สูตร Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 

มิลลิลิตร/ลิตร และน้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร นาน 3 เดือน เมล็ดกลวยไมที่งอกมีลักษณะ



เปนตุมขนาดเล็กสีเหลืองจนถึงสีเขียวออนกระจายบนอาหารโดยมีปริมาณความงอกคิดเปน

เปอรเซ็นตตอพื้นที่ในระดับตางๆ กัน  ชางกระและเขาแกะสามารถงอกไดในอาหารทั้ง 4 สูตร แต

ไอยเรศไมสามารถงอกไดในอาหาร Vacin and Went (1949) พบวา ชางกระมีคะแนนเฉลี่ยความ

งอกดีที่สุดที่ระดับ 2.7 คะแนน ในอาหารดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 

150 มิลลิลิตร/ลิตร และน้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ ลิตร  และที่ระดับ 2.6 คะแนน ในอาหาร

ดัดแปลงสูตร Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ ลิตร  สวนเขาแกะ และ

ไอยเรศ งอกไดดีที่สุดในอาหารดัดแปลง  สูตร Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 

มิลลิลิตร/ลิตร มีระดับคะแนนความงอกที่ 2.5 และ 2.3 คะแนน ตามลําดับ (ตารางที่ 1) จากการ

ทดลองจะเห็นวากลวยไมทั้ง 3 ชนิดสามารถงอกไดดีในอาหารที่มีน้ํามะพราวเปนองคประกอบ สวน

น้ําสกัดมันฝรั่งไมมีผลตอการเพิ่มความงอกของเมล็ด พิจารณาจากคะแนนความงอกของเมล็ดใน

อาหารที่เติมน้ําสกัดจากมันฝร่ังเพียงอยางเดียวไมแตกตางจากอาหาร Vacin and Went (1949) ที่

ไมเติมทั้งน้ํามะพราวและมันฝร่ัง  ทั้งนี้เนื่องจากน้ํามะพราวมีสวนประกอบของสารกลุม cytokinin   

เชน zeatin riboside ทําหนาที่กระตุนการแบงตัวของเซลล (สุรวิช, 2533) ซึ่งชวยใหเมล็ดมีอัตรา

ความงอกดีข้ึน   

 

ตารางที ่ตารางที ่11       คะแนนความงอกของเมล็ดกลวยไมสกุลชางคะแนนความงอกของเมล็ดกลวยไมสกุลชาง  

  
คะแนนเฉลี่ยคะแนนเฉลี่ย  

สูตรอาหารสูตรอาหาร  
ชางกระชางกระ  เขาแกะเขาแกะ  ไอยเรศไอยเรศ  

1.  Vacin and Went (1949)    0.6  0.4  0  

2.  Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 

     150 มิลลิลิตร/ ลิตร 

2.6 2.5 2.3 

3.  Vacin and Went (1949) + น้ําสกัดมันฝร่ัง 

 100 มิลลิกรัม/ ลิตร 

1.1 0.6 0.2 

4.  Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม/ ลิตร 

2.7 2.1 2.0 

                       

      

          



คะแนน 0  =  เมล็ดไมงอก 

คะแนน 1  =  เมล็ดงอกมีลักษณะเปนตุมเล็กๆ สีเหลือง  มีปริมาณ 0 – 10% ของพื้นที่ 

คะแนน 2  =  เมล็ดงอกมีลักษณะเปนตุมเล็กๆ สีเหลือง  มีปริมาณ  10 - 50%  ของพื้นที่ 

คะแนน 3  =  เมล็ดงอกมีลักษณะเปนตุมเล็กๆ สีเหลือง ถึงเขียวออน มีปริมาณการงอก

มากกวา 50% ของพื้นที่ 

  

1.2  ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิม่ปริมาณ protocorm like body (plbs)  
                  หลังจากที่เมลด็งอกแลว เลีย้งตอไปอีก 2 เดือน พบวาเมล็ดที่งอกมีการเจริญเติบโต

ใน 2 ลักษณะ คือ เจริญเปนตนออน และมกีารพัฒนาเปน plbs สีเขียวออน หลงัจากที่นาํ plbs  ของ

กลวยไมทั้ง 3 ชนิด เลีย้งเพิ่มปริมาณในอาหารเหลวสตูรตางๆ กนั พบวา ในสปัดาหที ่ 1 การ

เจริญเติบโตของขนาดยงัไมเห็นความแตกตางทีเ่ดนชัด แต plbs ที่เลีย้งในทุกสูตรอาหารจะมีสีเขยีว

เขมขึ้นกวาเดมิ ในสัปดาหที่ 2 การเจริญเติบโตของ plbs มีขนาดใหญข้ึนกวาเดมิ มีการเกาะตัวกัน 

และมีสีเขียวเขมข้ึน และในสัปดาหที ่ 3 และ 4 plbs  จะมีขนาดใหญ จนเหน็ไดชัด บางขวดมีการ

เพิ่มปริมาณเปน 2 ชิ้น และมีการเจริญเปนตนออน 

                 น้ําหนักสดของ  plbs ของชางกระ เพิ่มข้ึน ระหวาง 1.6 – 2.4 เทาในสัปดาหที่ 2 ใน

ทุกสูตรอาหาร โดยในอาหารที่เติมน้ํามะพราว 150 - 300 มิลลิลิตร/ลิตร  รวมกับน้ําสกัดมันฝร่ัง 100 

มิลลิกรัม/ลิตร มีน้ําหนักสดที่เพิ่มข้ึนเปน 2.4 และ 2.1 เทา ซึ่งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ     

(ตารางที่ 2.1) ในสัปดาหที่ 4 น้ําหนักสดของ plbs ที่เลี้ยงในอาหารที่เติม น้ํามะพราว 150  

มิลลิลิตร/ลิตร รวมกับน้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร ยังคงเพิ่มอยางตอเนื่อง เปน 5.7 เทา และ

มีความแตกตางทางสถิติ กับน้ําหนักสดของ plbs ที่เลี้ยงในอาหารที่เติมน้ํามะพราว 300    

มิลลิลิตร/ลิตร รวมกับน้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมีการเพิ่มน้ําหนักสดในอัตราที่ลดลง 

(ตารางที่ 2.1) สวนเขาแกะและไอยเรศ plbs ที่เลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ มีการเจริญในลักษณะ

เดียวกับชางกระ โดยมีการเจริญเพิ่มปริมาณดีที่สุดในอาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) ที่

เติม น้ํามะพราว 150  มิลลิลิตร/ลิตร รวมกับน้ําสกัดมันฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร  คือมีการเจริญเพิ่ม

เปน 4.1 และ3.7 เทาตามลําดับ (ตารางที่ 2.2 และ 2.3)  

 จากการทดลองจะเห็นวา pbls ของกลวยไมสกุลชางสามารถเจริญเติบโตและเพิ่ม

ปริมาณไดดีที่สุดในอาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) ที่มีสวนผสมของน้ํามะพราวและน้ํา

สกัดมันฝร่ัง 150 มิลลิลิตร/ลิตร และ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ เนื่องจากน้ํามะพราว 

ประกอบดวยสารทีมีองคประกอบของ plant  growth  regulator กลุม  cytokinin ซึ่งชวยใหการแบง

เซลลและเจริญเติบโต น้ําสกัดจากมันฝร่ังยังมีสวนประกอบของไวตามินบี 1 (thiamine), nicotinic 



acid และ niacine  ซึ่งชวยใหเซลลพืชเพิ่มขบวนการสังเคราะห NAD และ NADP ซึ่งเรงการผลิต

และการใชสารประกอบหลายชนิด ทําใหมีการเจริญเติบโตดีและเร็วขึ้น (จิตราพรรณ , 2536) และ

นอกจากนี้มันฝร่ังยังมีสาร polyamine สงเสริมการแบงนิวเคลียสแบบไมโตซิสอีกดวย (Kaur-

Sawhney et.al, 1982)    

 

ตารางที ่ตารางที ่22    การเจริญเติบโตของ การเจริญเติบโตของ ppllbbss  ของกลวยไมสกุลชาง ของกลวยไมสกุลชาง ((การเจริญเติบโตคิดเปนเทาของการเจริญเติบโตคิดเปนเทาของ

น้ําหนกัสดเริ่มตนน้ําหนกัสดเริ่มตน))  ในสัปดาหที่ในสัปดาหที่22  และ และ 44  

  

ตารางที ่ตารางที ่22..11      การเจริญเติบโตของ การเจริญเติบโตของ ppllbbss  ของชางกระของชางกระ  

  
การเจริญเติบโตการเจริญเติบโต  

((เทาของน้าํหนักเริ่มตนเทาของน้าํหนักเริ่มตน))11สูตรอาหารสูตรอาหาร  

สัปดาหที ่สัปดาหที ่22  สัปดาหที่สัปดาหที่44  

1. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 

   150 มิลลิลิตร/ลิตร  

1.8 ab 3.1 c 
 

2. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว  

    300มิลลิลิตร/ลิตร  

1.6 b 2.9 c 

3. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 

   150 มิลลิลิตร/ลิตร และน้าํสกัดมนัฝร่ัง 

   100มิลลิกรัม/ ลิตร 

2.4 a 5.7 a 
 

4. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 

    300 มิลลิลิตร/ลิตร และน้าํสกัดมนัฝร่ัง  

    100มิลลิกรัม/ ลิตร      

2.1 a 4.3 b 

CV (%) 24 29 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ 

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT  

 
 
 
 
 



ตารางที ่ตารางที ่22..22      การเจริญเติบโตของ การเจริญเติบโตของ ppllbbss  ของเขาแกะของเขาแกะ  

  
การเจริญเติบโตการเจริญเติบโต  

((เทาของน้าํหนักเริ่มตนเทาของน้าํหนักเริ่มตน))11สูตรอาหารสูตรอาหาร  

สัปดาหที ่สัปดาหที ่22  สัปดาหที่สัปดาหที่44  

1. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร  1.3 ab 2.0 c  

2. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว  300 มิลลิลิตร/ลิตร  1.1 b 1.7 c 

3. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว  

   150 มิลลิลิตร/ลิตร และน้าํสกัดมนัฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ ลิตร 

2.0 a 4.1 a  

4. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 

    300 มิลลิลิตร/ลิตร และน้าํสกัดมนัฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ ลิตร      

1.9 a 3.5 b 

CV (%) 21 26 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ 

  ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT  

 

ตารางที ่ตารางที ่22..33      การเจริญเติบโการเจริญเติบโตของ ตของ ppllbbss  ของไอยเรศของไอยเรศ  

  
การเจริญเติบโตการเจริญเติบโต  

((เทาของน้าํหนักเริ่มตนเทาของน้าํหนักเริ่มตน))11สูตรอาหารสูตรอาหาร  

สัปดาหที ่สัปดาหที ่22  สัปดาหที่สัปดาหที่44  

1. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร  1.0 ab 1.5 c  

2. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 300 มิลลิลิตร/ลิตร  0.8  b 1.2 c 

3. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 

   150 มิลลิลิตร/ลิตร และน้าํสกัดมนัฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร 

1.9  a 3.7 a  

4. Vacin and Went (1949) เติมน้าํมะพราว 

    300 มิลลิลิตร/ลิตร และน้าํสกัดมนัฝร่ัง 100 มิลลิกรัม/ลิตร      

1.4 a 2.9 b 

CV (%) 25 21 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ 

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT  

 
 



11..33    ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของกลวยไมสกลุชางศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของกลวยไมสกลุชาง  

                     หลังจากนําตนกลากลวยไมชางกระ เขาแกะ และไอยเรศ อายุ 6 เดือน เล้ียงในสูตร

อาหาร 4 สูตร ได 3 เดือน พบวา ตนกลามีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนในทุกสูตรอาหาร โดยเฉพาะสูตร

อาหารดัดแปลง  Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + ปุยกลวยไมสูตร 

21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร ตนมีการเจริญเติบโตมากกวาสูตรอื่น โดยขยายขนาดเพิ่มมากขึ้น สีใบ

เขมเขียวกวา       

                     ในระยะ 3 เดือนแรก ชางกระมีอัตราการเจริญคิดเปน 0.41 เทา ในสูตรอาหาร Vacin 

and Went (1949) ที่เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตรและปุยกลวยไมสูตร 21–21–21 อัตรา        

1 กรัม/ลิตร และพบวา การเติมน้ําสกัดมันฝร่ังเขาไปในสูตรอาหารรวมกับน้ํามะพราวและปุย

กลวยไม ไมมีความแตกตางกับการเติมน้ํามะพราว และปุยกลวยไม โดยมีอัตราการเติบโตเปน 0.42 

เทาในอาหารสูตร Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง 

100 มิลลิกรัม/ลิตร และปุยกลวยไมสูตร 21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร โดยไมมีความแตกตางทาง

สถิติ ในทางตรงกันขามเขาแกะและไอยเรศเมื่อเลี้ยงบนอาหารที่มีน้ํามะพราว + ปุยกลวยไมและน้ํา

สกัดมันฝรั่งทําใหการเจริญเติบโตลดลงเมื่อเทียบกับการเติมน้ํามะพราวและปุยกลวยไม ในเขาแกะ

และไอยเรศ จะมีการเติบโตเพิ่มข้ึน 0.46  และ 0.49 เทาตามลําดับและตางกับอาหารสูตรอื่นอยางมี

นัยสําคัญ (ตารางที่ 3.2 และ 3.3) 

                   ในเดือนที่ 6 และเดือนที่ 9 ชางกระจะมีการเจริญไมแตกตางกันในอาหารที่เติมน้ํา

มะพราว และปุย  และ อาหารที่เติมน้ํามะพราว มันฝร่ังสกัดและปุย แตในเขาแกะ และไอยเรศจะพบ

ความแตกตางของตนกลวยไม ในสูตรอาหารตางๆ ไดเดนชัดขึ้น  ในสูตรอาหารที่เติมน้ํามะพราว  

และปุยกลวยไม สูตร 21-21-21 (สูตรที่ 2) ตนกลวยไมจะมีสีเขียวเขมกวา ลําตนและรากมีลักษณะ

อวบแข็งแรงขึ้น ใบมีขนาดใหญ กวาตนในอาหารสูตรอื่นๆ อยางเห็นไดชัด และมีน้ําหนักสดมากกวา

ในอาหารสูตรอื่นๆ   

 การเลี้ยงตนกลากลวยไมสกลุชางในสูตรอาหารที่ใชปุยกลวยไมเพิม่ลงไป ในอาหาร 

Vacin  and  Went พบวาการใชปุยอัตรา 1 กรัม/ลิตร ทําใหตนกลามีการเจริญเตบิโตเพิ่มข้ึน ลําตน

และรากอวบใหญ ดีกวาสูตร Vacin - Went ที่นิยมใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ทัง้นี้เปนเพราะในสตูร

ปุยมีจํานวนธาตุอาหารทีพ่ชืตองการมากกวาสูตร Vacin and Went ปกต ิ เนื่องจากประกอบดวย

ธาตุอาหารหลกั N P K และยังมธีาตุอาหารหลายชนิด ไดแก วิตามิน B1  B12  Fe Cu  Br Mo Mg  

Mn และ Zn ซึ่งสารเหลานี ้ Arditfi (1993) รายงานวามีสวนชวยในการงอก และสงเสริมการ

เจริญเติบโตของกลากลวยไม นอกจากนีย้ังมีสารอินทรีย ซึ่งไดแก น้าํมะพราวออน เปนสารชวยใน

การเจริญเติบโต และใหผลดีสําหรับกลวยไมทั่วๆ ไป (จิตราพรรณ, 2536) สวนการใชน้ําสกัดมนัฝร่ัง



ผสมในอาหารเลี้ยงเพื่อเรงการเจริญเติบโตไมทําใหน้ําหนักสดของเขาแกะและไอยเรศเพิ่ม เมื่อเทยีบ

กับการใสปุยกลวยไมอยางเดียว จากการสังเกต อาหารสูตรที่มีน้ําสกัดมันฝร่ัง พบวา เกิดกลุมของ

โปรโตคอมบริเวณฐานของตนกลวยไมที่ตดิกับอาหาร ซึ่งอาจเนื่องจากสารอนิทรียในน้าํสกัดมนัฝร่ัง

มีผลตอการชกันําใหเกิดโปรโตคอมมากกวาการเจริญเติบโตและพัฒนาของลาํตน จึงทําใหน้าํหนกั

สดของตนกลวยไมเพิม่ข้ึนในอัตราทีน่อยลง  

 

ตารางที ่ตารางที ่33            การเจริญเติบโตของตนกลวยไมสกุลชาง การเจริญเติบโตของตนกลวยไมสกุลชาง ((คิดเปนเทาจากน้ําหนักสดเริม่ตนคิดเปนเทาจากน้ําหนักสดเริม่ตน))  

  ระยะ ระยะ 33,,  66  และ และ 99  เดือนเดือน  
  

ตาราง ตาราง 33..11      การเจริญเติบโตของชางกระการเจริญเติบโตของชางกระ  

  

การเจริญเติบโต การเจริญเติบโต   
((เทาของ นนเทาของ นน. . เริ่มตนเริ่มตน))11สูตรอาหารสูตรอาหาร  

เดือนที่ เดือนที่ 33  เดือนที่ เดือนที่ 66  เดือนที่ เดือนที่ 99  

1. อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว  

   150 มิลลิลิตร/ ลิตร  

0.24 b 0.59 b 0.94 b 

2. อาหารดัดแปลง  VW (1949) + น้ํามะพราว   

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + ปุยกลวยไม 

    สูตร 21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร  

0.41 a 0.91 a 1.70 a 

3. อาหารดัดแปลง  VW (1949) + น้ํามะพราว  

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม /ลิตร 

0.29 b 0.60 b 0.90 b  

4. อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว  

    150 มิลลิลิตร/ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม /ลิตร + ปุยกลวยไม  

    สูตร 21–21-21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร      

0.42 a 0.95 a 1.62 a 

CV (%) 28 33 24 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT  

  
 



ตาราง ตาราง 33..22      การเจริญเติบโตของการเจริญเติบโตของเขาแกะเขาแกะ  

  

การเจริญเติบโต การเจริญเติบโต   
((เทาของ นนเทาของ นน. . เริ่มตนเริ่มตน))11สูตรอาหารสูตรอาหาร  

เดือนที่ เดือนที่ 33  เดือนที่ เดือนที่ 66  เดือนที่ เดือนที่ 99  

1. อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว  

   150 มิลลิลิตร/ ลิตร  

0.25 b 0.51 b 0.82 b 

2. อาหารดัดแปลง  VW (1949) + น้ํามะพราว   

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + ปุยกลวยไม 

    สูตร 21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร  

0.46 a 1.21 a 2.05 a 

3. อาหารดัดแปลง  VW (1949) + น้ํามะพราว  

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม /ลิตร 

0.25 b 0.52 b 0.89 b  

4. อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว  

    150 มิลลิลิตร/ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม /ลิตร + ปุยกลวยไม  

    สูตร 21–21-21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร      

0.23 b 0.49 b 0.93 b 

CV (%) 21 23 29 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตาราง ตาราง 33..33      การเจริญเติบโตของไอยเรศการเจริญเติบโตของไอยเรศ  

 

การเจริญเติบโต การเจริญเติบโต   
((เทาของ นนเทาของ นน. . เริ่มตนเริ่มตน))11สูตรอาหารสูตรอาหาร  

เดือนที่ เดือนที่ 33  เดือนที่ เดือนที่ 66  เดือนที่ เดือนที่ 99  

1. อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว  

   150 มิลลิลิตร/ ลิตร  

0.20 b 0.54 b 0.98 b 

2. อาหารดัดแปลง  VW (1949) + น้ํามะพราว   

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + ปุยกลวยไม 

    สูตร 21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร  

0.49 a 1.15 a 1.82 a 

3. อาหารดัดแปลง  VW (1949) + น้ํามะพราว  

    150 มิลลิลิตร/ ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม /ลิตร 

0.21 b 0.53 b 0.99 b  

4. อาหารดัดแปลง VW (1949) + น้ํามะพราว  

    150 มิลลิลิตร/ลิตร + น้ําสกัดมันฝร่ัง  

    100 มิลลิกรัม /ลิตร + ปุยกลวยไม  

    สูตร 21–21-21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร      

0.24 b 0.52 b 0.96 b 

CV (%) 28 24 21 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT 
 

การทดลองที่การทดลองที่  22      การเก็บรักษาตนออนกลวยไมสกุลชางในระยะปานกลางโดยการชะลอการเก็บรักษาตนออนกลวยไมสกุลชางในระยะปานกลางโดยการชะลอ
อัตราการเจริญเอัตราการเจริญเติบโต ติบโต ((ssllooww  ggrroowwtthh  ssttoorraaggee))      

          การเก็บรักษาตนออนของกลวยไมสกุลชางโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น ลักษณะของตน

กลวยไมจะตองมีการเจริญเติบโตนอยลงทั้งทางดานความสูง การแตกใบ และความยาวของรากแต

ไมตายขณะเก็บรักษา นอกจากนี้เมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงใหเจริญเติบโตตามปกติ มี

พัฒนาการที่แข็งแรงและไมเกิดความผันแปรหรือกลายพันธุ 

ภายหลังจากการเลี้ยงชางกระ  เขาแกะ  และไอยเรศ  ในอาหารที่ เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตของกลวยไมตระกูลชาง คือ อาหาร VW + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + ปุย

กลวยไม สูตร  21-21-21 อัตรา 1 gm/l  (ซึ่งเปนผลจากการทดลองในขอ 1.3 )ที่ไมเติม mannitol 

และเติม mannitol ความเขมขนที่ความเขมขน 2, 4, 6, 8 และ 10% (w/v)  ในระยะ 3, 6, 9 และ 12  



เดือน จากตาราง 4.1, 4.2 และ 4.3  พบวาในอาหารที่ไมเติม mannitol กลวยไมมีการเจริญเติบโต

ตามปกติ โดยมีอัตราการเพิ่มน้ําหนักสดซึ่งคิดเปนจํานวนเทาของน้ําหนักสดเริ่มตนเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ     

แตเมื่อเติมสาร osmoticum ซึ่งชวยชะลอการเติบโต ซึ่งไดแก mannitol ที่ระดับตางๆ กัน พบวา  

การเติม  mannitol ในทุกระดับความเขมขน อัตราการเจริญเติบโตของกลวยไมทั้ง 3 ชนิด มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับอาหารที่ไมเติม mannitol    

ในชางกระที่ระยะเวลาการเลี้ยงที่ 3 – 9 เดือน อัตราการเจริญของกลวยไม ในอาหารที่เติม   

mannitol  ที่ระดับความเขมขนตั้งแต 2 – 4% (w/v) ไมแตกตางกัน ยังคงมีอัตราการเพิ่มของน้ําหนัก

สดอยู แต mannitol ที่ระดับความเขมขน 4% (w/v) อัตราการเพิ่มน้ําหนักสดจะลดลงในเดือนที่ 12   

สวนอาหารที่เติม mannitol ความเขมขน 6% (w/v) อัตราการเพิ่มน้ําหนักจะลดลง โดยเฉพาะใน

เดือนที่ 9 และ 12 และใบของกลวยไมมีสีซีดเหลือง และที่ 8 และ10% (w/v) จะพบการตายในเดือน

ที่ 9 และ 12 สําหรับเขาแกะ และ ไอยเรศ มีอัตราการเพิ่มน้ําหนักสดในทํานองเดียวกัน คือ จะคอยๆ

ลดลง เมื่อเลี้ยงในอาหารที่เติม mannitol  ที่ความเขมขน 6, 8 และ 10% (w/v) และพบอาการ

ใบเหลืองซีด และตายเชนเดียวกัน   

ในการทดลองนี้ การเติม mannitol  ความเขมขนต่ําๆ 2 และ 4% (w/v) ลงในอาหาร 

สามารถลดอัตราการเจริญเติบโตของกลวยไมไดดี มีอัตราการเพิ่มของน้ําหนักสดลดลงแตไมมี

อาการของใบเหลืองซีด และตาย แตเมื่อเพิ่มความเขมขนขึ้น เปน 6 - 10% (w/v) หลังจากเลี้ยงไป 

ได 9 เดือน  ใบจะซีดลงเรื่อยและตายในเดือนที่ 12 โดยปกติแลวธาตุอาหารถูกดูดซึมเขาเซลลพืช

โดยความแตกตางของ osmotic pressure ในเซลล  การเติม mannitol ในอาหารเลี้ยงกลวยไมจึง

เปนการเพิ่ม osmotic potential ของอาหาร ทําใหการดูดซึมของธาตุอาหารเขาสูเซลลพืชลดลง 

(Golnirzaie and Toledo, 1999) ดังนั้นความเขมขนของ mannitol ที่ระดับสูงเกินไปจะมีผลตอ

ขบวนการ osmosis จึงทําใหการเพิ่มของน้ําหนักสดกลวยไมสดลดลง นอกจากนี้มีรายงานวา 

mannitol สามารถดูดซึมเขาไปในเซลลพืชได และยังเปนพิษตอเซลลดวย (Thompson et al., 

1986)  ดังนั้นกลวยไมที่เลี้ยงบนอาหารที่มี mannitol ที่ความเขมขน 6, 8 และ 10% (w/v) จึงพบการ

ตายของกลวยไมและจะพบมากขึ้นเมื่อเลี้ยงไปไดนานกวา 6 เดือน 

เมื่อนําตนออนกลวยไมที่ผานการเก็บรักษา โดยใช  mannitol ที่ระดับความเขมขน 2 และ 

4% (w/v) ที่ระยะ 6, 9  และ 12 เดือน มาเลี้ยงในอาหาร ดัดแปลง Vacin and Went (1949) + น้ํา

มะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + ปุยกลวยไมสูตร 21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร พบวามีการ

เจริญเติบโตเปนปกติ 

 

 



ตารางที ่ตารางที ่44            อัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของกลวยไมสกุลชาง เล้ียงบนอาหารชะลอการเจริญเตบิโตที่ม ีอัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของกลวยไมสกุลชาง เล้ียงบนอาหารชะลอการเจริญเตบิโตที่ม ี

mmaannnniittooll    อัตราตางๆ  อัตราตางๆ  ((คิดเปนเคิดเปนเทาจากน้าํหนักสดเริม่ตนทาจากน้าํหนักสดเริม่ตน))    ระยะ ระยะ 33,,  66,,  99  และ และ 1122  เดือนเดือน  

  

ตาราง ตาราง 44..11      อัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของชางกระอัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของชางกระ  
 

น้ําหนักสดทีเ่พิ่มน้ําหนักสดทีเ่พิ่ม((เทาเทา))11

สูตรอาหารทีเ่ติม สูตรอาหารทีเ่ติม mmaannnniittooll  
33เดือนเดือน  66เดือนเดือน  99เดือนเดือน  1122เดือนเดือน  

0% 0.43 a 0.89 a 1.50 a 1.85 a 

2% 0.31 b 0.51 b 0.63 b 0.78 b 

4% 0.27 b 0.45 bc 0.51 b 0.64 c 

6% 0.19 bc 0.38c 0.31 c 0.27 d 

8% 0.16 c 0.22 cd 0.18 d 0.14 e 

10% 0.14 c 0.19 d 0.15d 0.10 e 

  CV (%)   29   32 28 30 
 1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT 
                                     

ตาราง 4.2   อัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของเขาแกะ 
 

น้ําหนักสดทีเ่พิ่มน้ําหนักสดทีเ่พิ่ม((เทาเทา))11

สูตรอาหารทีเ่ติม สูตรอาหารทีเ่ติม mmaannnniittooll  
33 เดือน เดือน  66 เดือน เดือน  99 เดือน เดือน  1122 เดือน เดือน  

0% 0.48a 1.05 a 1.54 a 1.90 a 

2% 0.27 b 0.38 b 0.52 b 0.68 b 

4% 0.27 b 0.32 b 0.45 b 0.51 b 

6% 0.19 bc 0.19 c 0.16 c 0.14 c 

8% 0.15 c 0.15 c 0.12 c 0.09 cd 

10% 0.11 c 0.12 c 0.09 d 0.06 d 

CV (%) 28 27 33 31 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT 



ตาราง ตาราง 44..33    อัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของไอยเรศอัตราการเพิ่มน้ําหนกัสดของไอยเรศ  

 

น้ําหนักสดทีเ่พิ่มน้ําหนักสดทีเ่พิ่ม((เทาเทา))11

สูตรอาหารทีเ่ติม สูตรอาหารทีเ่ติม mmaannnniittooll  
33 เดือน เดือน  66 เดือน เดือน  99 เดือน เดือน  1122 เดือน เดือน  

0% 0.51 a 1.08 a 1.42 a 2.05 a 

2% 0.28 b 0.51 b 0.69 b 0.80 b 

4% 0.29 b 0.48 b 0.59 b 0.79 b 

6% 0.25 bc 0.27c 0.25 c 0.18 c 

8% 0.20 cd 0.19 c 0.18 cd 0.12 cd 

10% 0.18 cd 0.19 c 0.14 d 0.09 d 

CV (%) 32 26 28 29 
1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

   ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT 
                                         

การทดลองที ่3   การเก็บรักษาเนื้อเยื่อกลวยไมชางกระ  ภายใตความเย็นจัดโดยวิธ ี 
Encapsulation - Dehydration 

การเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชในระยะยาวโดยการแชเย็นจัดในไนโตรเจนเหลวที่ –196  องศา

เซลเซียส เปนวิธีการที่ใชกันมากในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ส่ิงสําคัญของวิธีการนี้คือ หลีกเลี่ยงการ

เกิดการเสียหายของเซลลในชวงที่แชในไนโตรเจนเหลว วิธี cryopreservation นี้ เซลลหรือเนื้อเยื่อ

ตองผานขั้นตอนการดึงน้ําออกจากเซลล กอนที่จะแชในไนโตรเจนเหลว ดังนั้นขั้นตอนระยะการ 

dehydration ของalginate bead  จึงเปนปจจัยหนึ่งที่นํามาพิจารณาในการทดลอง  
 

33..11        ผลของ ผลของ mmaannnniittooll  และระยะเวลาในการ และระยะเวลาในการ ddeehhyyddrraattee  ตอความมีชีวติของโปรโตคอมตอความมีชีวติของโปรโตคอม
กลวยไมชางกระกลวยไมชางกระ    

วิธีการ encapsulation/dehydration  ของการทดลองนี้มีกระบวนการของ cryoprotective 

2 ข้ันตอน คือ preculture ชิ้นสวนพืชบน mannitol และการ dehydration alginate bead ในขวดที่

บรรจุ silica gel เปนระยะเวลาตางๆ วิธกีารในขั้นตอนนี้มีความสําคญัตอการมีชีวติรอดของโปรโต

คอม ถาใช cryoprotectant ซึ่งก็คือ mannitol  ความเขมขนที่สูงเกนิไป หรือ การ dehydrated ใน

ระยะเวลาที่ไมเหมาะสม ซึง่ทัง้ 2  ปจจัยมีผลตอความมีชีวิตของโปรโตคอม จงึไดทําการทดลองแบบ 

factorial in CRD เพื่อศึกษาถึงปจจัยทัง้ 2 ชนิด โดยใชเปอรเซ็นตความมีชีวิตและเติบโตเพิ่มปริมาณ



ของโปรโตคอมที่อยูภายใน bead ขอมูลที่ไดนํามาตรวจสอบขอกําหนด (Assumption) ทางสถิติ    

พบวาไมเปน normal distribution จึงไดทําการแปลงขอมูลโดยใช  sin-1 √percentage และจาการ

วิเคราะหพบวาทัง้ความเขมขนของ mannitol และระยะเวลาในการ dehydrate ลวนมีผลตอความมี

ชีวิตของโปรโตคอมและมีความสมัพนัธไปในทิศทางเดยีวกนั เมื่อความเขมขนของ mannitol  สูงขึ้น

ในแตละชวงเวลาของการ dehydrated เปอรเซ็นตความมีชวิิตของ alginate bead จะคอยๆ ลดลง 

ในทาํนองเดียวกัน ระยะเวลาของการ dehydrated  ยิ่งนานขึ้นเเปอรเซน็ตความมีชีวติ ของ alginate 

bead  ก็จะคอยๆ ลดลง ในแตละความเขมขนของ mannitol  เชนเดยีวกัน     

จากตาราง ที่  5.1  เมื่อพิจารณาความเขมขนของ mannitol ที่ใช preculture ภายหลังเลี้ยง 

algenate  bead  ในอาหารที่ใชเพิม่ปริมาณโปรโตคอม  การใช  mannitol ระดับ 0, 2, 4, 6 และ 8% 

(w/v) นาน 2 วันในแตละความเขมขน algenate bead จะมีอัตราความมีชีวิตลดลง เมื่อนาํมา 

dehydrated เปนเวลา 4 และ 5 ชั่วโมง และแตกตางกันทางสถิต ิ เมื่อเทียบกับระยะเวลาในการ  

dehydrate 0, 1, 2 และ 3 ชั่วโมง สวนการ dehydrate ในแตละชวงเวลา เมื่อความเขมขนของ  

mannitol เพิ่มข้ึน อัตราความมีชวีิตจะลดลง โดยที่ความเขมขน 8% (w/v) จะมีเปอรเซ็นตความมี

ชีวิตนอยที่สุด คือ 48.24% เมื่อใชเวลาในการ dehydrated นาน 5 ชั่วโมง (ตาราง 5.2) ทั้งนีเ้ปน

เพราะระยะเวลาในการ dehydrated และความเขมขนของ  mannitol ที่สูงเกนิไป ทําให pH ภายใน

เซลลเปลี่ยน เพิ่มความเขมขนของ electrolyte และเกิด interaction ระหวาง macro molecule เปน

ผลใหเกิดการเสียน้ําในเซลล ( Dumet  and Benson, 2000)  จงึเกิดการตายมากกวาครึ่ง   

 

33..22  ผลของการเก็บรักษาใน ผลของการเก็บรักษาใน lliiqquuiidd    nniittrrooggeenn    ตอความมีชีวิตของโปรโตคอมตอความมีชีวิตของโปรโตคอม  

 ในการเก็บรักษาชิ้นสวนพืชใน  liquid  nitrogen  เซลลหรือช้ินสวนของพชืจะตองผาน

ข้ันตอนการ preculture ที่เหมาะสมเพื่อดึงน้ําออกจากเซลลในระดับที่พอเหมาะเพื่อปองกันเซลลถูก

ทําลายโดยผลึกน้ําแข็งเมื่อนําไปแชใน liquid nitrogen จากการทดลองภายหลังจากแช liquid  

nitrogen นาน 1 ชั่วโมง แลวนําไปเลี้ยงในอาหารเพิ่มปริมาณโปรโตคอม algenate beads มี

เปอรเซนตความมีชีวิตนอยมาก การ preculture โดยใช mannitol ความเขมขน 6% (w/v) ที่

ระยะเวลา dehydrated 3 และ 4 ชั่วโมง และที่ระดับความเขมขน 8% (w/v) ระยะเวลา   

dehydrated 4 ชั่วโมง จะมีเปอรเซนตความมีชีวิต 6.5, 4.9 และ 3.3% ตามลําดับ สวนใน 

treatment  อ่ืนๆ  โปรโตคอมจะตายหมด  จึงไมสามารถวิเคราะหผลทางสถิติได 

   ในการเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชโดยวิธี cryopreservation  มีปจจัยหลายอยางที่เกี่ยวของ 

เชน ชิ้นสวนของพืชที่นํามาเก็บรักษา การใชโปรโตคอมของกลวยไม ซึ่งเปนเซลลที่มีการแบงตัวและ

พัฒนาไดอยางรวดเร็ว เปนเซลลอยูในชวงของการเจริญเติบโต (expotential phase) จะมีความ



ทนทานตอสภาพเครียดหรือความเย็นจัดไดดีกวาเซลลในระยะ lag phase หรือ stationary phase   

เนื่องจากเปนเซลลขนาดเล็ก มีขนาด vacuole ซึ่งเปนแหลงเก็บน้ําเล็ก มีปริมาณน้ํานอย เมื่อผาน

ขบวนการ preculture ทําใหมีความทนทานตอสภาพเย็นจัดได นอกจากนี้เซลลระยะนี้มีการทนทาน

ตอการเสียน้ํามากกวา จึงมีชีวิตรอดหลังจากการเก็บใน liquid nitrogen (Yoshida et al.,1993  

และ Dereuddre, 1998) และนอกจากนี้การนํา algenate beads ไปแชในที่เย็นจัดแตไมแข็ง กอน

แช liquid nitrogen สามารถชักนําใหความมีชีวิตหลังเก็บรักษาสูงขึ้น  (Chen and Katha, 1985) 

ในการทดลองนี้ไดนํา algenate beads ที่ผานการ preculture ไปแชในตูเย็น (5 - 8 องศาเซลเซียส)

นาน 24 ชั่วโมงกอนการนําไปแช liquid nitrogen อาจเปนการชวยเพิ่มความอยูรอดไดบาง แต

อยางไรก็ตามยังคงมีอัตราการรอดชีวิตภายหลังจากเก็บรักษาคอนขางนอย อาจเนื่องมาจากการ

เกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลลและระหวางเซลลพืช ทําใหเซลลแตก (Crowe et al., 1988) หรือเกิด

จากการสูญเสียสภาพสมดุลยของ lipid bilayer ของ cell membrane ทําใหเซลลตาย  

(Steponkus, 1984) 
 

ตารางที ่ตารางที ่55        ผลของการ ผลของการ pprreeccuullttuurree    ของ  ของ  aallggiinnaattee    bbeeaadd    ตอ ตอ %%  ความมีชวีิตของความมีชวีิตของ  aallggiinnaattee  bbeeaadd      

  ซึ่งมีโปรโตคอมชางกระ ซึ่งมีโปรโตคอมชางกระ ((กอนแชในไนโตรเจนเหลวกอนแชในไนโตรเจนเหลว))  แสดงขอมูลของ แสดงขอมูลของ BBaacckk  

TTrraannssffoorrmmeedd    SSccaallee  

  

ตารางที ่ตารางที ่55..11    ผลของ ผลของ mmaannnniittooll  ตอ ตอ %%  ความมีชีความมีชีวิตของ วิตของ aallggiinnaattee  bbeeaadd  ที่ที่ระยะเวลาในการ ระยะเวลาในการ 

ddeehhyyddrraattee  ตางกนัตางกนั  

     

% ความมีชวีติ11

ความเขมขนของ mannitol (% w/v) 
เวลา dehydration 

(ชั่วโมง) 
0 2 4 6 8 

0 81.32 ab 84.30 a 79.01 a 68.51 a 63.52 a 

1 83.32 a 83.05 a 78.51 a 66.77 a 62.26 a 

2 79.86 ab  81.01 ab 78.52 a 69.51 a 62.79 a 

3 72.51ab 73.53 b   69.51 ab 67.78 a 61.56 a 

4 56.51 c 55.76 c  56.51 bc 52.75 b 46.00 b 

5 55.50 c  54.51 c 49.00 c 50.24 b 48.24 b 

 



ตารางที ่ตารางที ่55..22  ผลของระยะเวลาในการ ผลของระยะเวลาในการ ddeehhyyddrraattee  ตอ ตอ %%  ความมีชวีติของความมีชวีติของ  aallggiinnaattee  bbeeaadd  ที่ ที่ 

mmaannnniittooll  ความเขมขนระดับตางๆความเขมขนระดับตางๆ  
 

%%  ความมีชวีติความมีชวีติ11

เวลา เวลา ddeehhyyddrraattiioonn  ((ชั่วโมงชั่วโมง))  
ควความเขมขนของ ามเขมขนของ 
mmaannnniittooll  ((%%  ww//vv))  

00  11  22  33  44  55  
0 81.32 a 83.32 a   79.86 a 72.51 a   56.51 a 55.50 a 

2 84.30 a 83.05 a 81.01 a 73.53 a 55.76 a 54.51 a 

4 79.01 ab 78.51 ab 78.52 a 69.51ab 56.51 a 49.00 ab 

6 68.51 bc 66.77 bc 69.51 b 67.78 ab 52.75 ab 50.24 ab 

8 63.52 c 62.26 c 62.79 b 61.56 b 46.00 b 48.24 b 
CV = 31%  

1 ตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมมีความแตกตางทางสถิติ  

  ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% วิเคราะหโดยวิธี DMRT 
 

ตารางที ่ตารางที ่66          %%  ความมีชวีติของโปรโตคอมชางกระ หลังแชในไนโตรเจนเหลว เมื่อผานการความมีชวีติของโปรโตคอมชางกระ หลังแชในไนโตรเจนเหลว เมื่อผานการ

pprreeccuullttuurree    บน บน mmaannnniittooll    และ และ ddeehhyyddrraattee  ที่ระยะตางๆที่ระยะตางๆ  
 

%%  ความมีชวีติความมีชวีติ  
เวลา เวลา ddeehhyyddrraattiioonn  ((ชั่วโมงชั่วโมง))  

ความเขมขนของ ความเขมขนของ 
mmaannnniittooll  ((%%  ww//vv))  

00  11  22  33  44  55  
0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0        0 0 0 

6 0 0 0 6.5 4.9 0 

8 0 0 0 3.3 0 0 

 
 
 
 
 



สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  
 

การขยายพันธุและการเก็บรักษากลวยไมสกุลชางในสภาพปลอดเชื้อ ผลการทดลองสรุปได ดังนี้ 
1.  การขยายพันธุกลวยไมสกุลชางในสภาพปลอดเชื้อทั้ง 3 ชนิด ชางกระงอกดีที่สุดใน

อาหารดัดแปลง Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร และน้ําสกัดมันฝร่ัง   
100 มิลลิกรัม/ลิตร ที่ระดับ 2.7 คะแนน สวนเขาแกะ และไอยเรศ งอกไดดีที่สุดในอาหารดัดแปลง   
Vacin and Went (1949) เติมน้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร มีระดับคะแนนความงอกที่ 2.5 และ 
2.3 คะแนน ตามลําดับ หลังจากเมล็ดงอกจะเจริญเปนตนออน และมีการพัฒนาเปน plbs สีเขียว
ออน นําไปเลี้ยงเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว จะมีการเจริญเติบโตเพิ่มปริมาณดีที่สุดในอาหาร
ดัดแปลง Vacin and Went (1949)  ที่เติม น้ํามะพราว 150  มิลลิลิตร/ลิตร รวมกับน้ําสกัดมันฝร่ัง 
100 มิลลิกรัม/ลิตร หลังจากเลี้ยงไดระยะหนึ่ง plbs จะเพิ่มปริมาณและพัฒนาเปนตนออน เมื่อ
ศึกษาอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของตนออนพบวา ในเดือนที่ 9 กลวยไมทั้ง 3 ชนิด เจริญ
ไดดีในอาหาร Vacin and Went (1949) + น้ํามะพราว 150 มิลลิลิตร/ลิตร + ปุยกลวยไม สูตร      
21–21–21 อัตรา 1 กรัม/ลิตร โดยมีอัตราการเจริญของชางกระ เขาแกะ และไอยเรศ เปน 1.70,  
2.05 และ 1.82 เทาของน้ําหนักสดเริ่มตนตามลําดับ 

2.   การเก็บรักษาตนออนกลวยไมสกุลชางในระยะปานกลางโดยการชะลออัตราการ
เจริญเติบโต (slow growth storage) ในการทดลองใชสาร mannitol ซึ่งเปน osmoticum ชวยชะลอ
การเติบโต พบวา การเติม mannitol ที่ระดับความเขมขน 2 – 4% (w/v) อัตราการเจริญเติบโตของ
กลวยไมทั้ง 3 ชนิด คิดเปนเทาของน้ําหนักเริ่มตน ยังคงเพิ่มข้ึนจากระยะการเลี้ยง 3 – 12 เดือน แตที่
ความเขมขน 6, 8 และ 10% (w/v) ตั้งแตเดือนที่6 อัตราการเจริญจะลดลงเรื่อยๆ และมีลักษณะใบ
ขาวซีด และตาย          

3.  การเก็บรักษาโปรโตคอมกลวยไมชางกระ ภายใตความเย็นจัดโดยวิธี Encapsulation – 
Dehydration โปรโตคอม ถูกนําไป preculture ดวย mannitol บนอาหาร modified Vacin and 
Went (1949) + น้ํามะพราว 150มิลลิลิตร/ลิตร  + sucrose 3% (w/v) + gelrite 0.3% (w/v) และ
หุมดวย sodium – alginate ทําการ dehydrated โดยใช silicagel การศึกษาผลของ mannitol และ
ระยะเวลาในการ dehydrate  พบวาเมื่อความเขมขนของ mannitol  สูงขึ้นในแตละชวงเวลาของการ 
dehydrated เปอรเซ็นตความมีชีวิตของ alginate bead จะคอยๆ ลดลง ในทํานองเดียวกัน 
ระยะเวลาของการ dehydrated   ยิ่งนานขึ้นเทาไรเปอรเซ็นตความมีชีวิต ของ alginate bead ก็จะ
คอยๆ ลดลง ในแตละความเขมขนของ mannitol เชนเดียวกัน  และเมื่อนําไปแชใน liquid nitrogen 
นาน 1 ชั่วโมง จึงนํามาเลี้ยงในอาหาร เพื่อทดสอบความมีชีวิตพบวา มีเปอรเซนตความมีชีวิต 6.5, 
4.9 และ 3.3% เมื่อผานการ preculture โดยใช mannitol ความเขมขน 6% (w/v) ที่ระยะเวลา 
dehydrated 3 และ 4 ชั่วโมง และที่ระดับความเขมขน 8% (w/v) ระยะเวลา dehydrated 4 ชั่วโมง 
ตามลําดับ 
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ภาคผนวกภาคผนวก  
  

11..  MMooddiiffiieedd  VVaacciinn  aanndd  WWeenntt  ((VVWW,,  11994499))  mmeeddiiuumm  ((ppHH  55..77))  
  

CCoommppoonneennttss  mmgg//ll  

Ca3(PO4)2  200  

KNO3 525  

KH2PO4 250  

MgSO4.7H2O  250  

FeSO4.7H2O  27.85  

Na2EDTA  37.25  

MnSO4.7H2O  5.7  

Sucrose  3% (w/v)  

Gelrite   0.3% (w/v)  

  
                                                                      

22..    NNaa--aallggiinnaattee  ssoolluuttiioonn  
  

CCoommppoonneennttss  CCoonncceennttrraattee  

Na-alginate  3% (w/v)  

Sucrose  0.4 M  

Glycerol  2 M  

 Calcium – free VW (1949) medium (pH 5.2)  
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