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โครงการวิจัยการขยายพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์พืชโดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นการ
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Immersion Bioreactor 
การทดลองที่ 1.2 การชักนําให้เกิดยอดรวมในอ้อย  (Saccharum  spp.) ที่ปลอดเชื้อไฟโต

พลาสมาโดยใช้ชิ้นส่วนของใบอ่อน 
การทดลองที่ 1.3 การขยายพันธุ์มันฝรั่งโดยใช้ระบบ Temporary Immersion Bioreactor 

กิจกรรมที่ 2  ศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์พืชเศรษฐกิจ  มี 1 การทดลอง ได้แก่ 
การทดลองที่ 2.1  การศึกษาเทคนิคและปัจจัยเพ่ิมประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์ม
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 กิตติกรรมประกาศ  
 
 โครงการนี้ได้รับความร่วมมือจากคณะผู้วิจัย  การบริหารจัดการ  การจัดสรรงบประมาณ  
การให้คําแนะนํา  กลั่นกรอง  และช่วยเหลือแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ จากคณะกรรมการที่ปรึกษา
วิชาการ  คณะกรรมการบริหารงานวิจัย  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะกรรมการที่ปรึกษา
ด้านวิชาการกรมวิชาการเกษตร  คณะกรรมการบริหารงานวิจัยและพัฒนากรมวิชาการเกษตรและ
การสนับสนุนงบประมาณให้ดําเนินการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.)  จึง
ขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูง 
 ขอขอบคุณหน่วยงานต่างๆ ประกอบด้วย  ศูนย์วิจัยพืชสวนตรัง,  ศูนย์วิจัยปาล์มน้ํามันสุ
ราษฎร์ธานี, ศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น, ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่   และเกษตรกรที่ให้
ความอนุเคราะห์ตัวอย่างพืชมาใช้ในการวิจัยนับเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อการทํางานวิจัย 
 สุดท้ายขอขอบคุณบุคลากรทั้งหลายของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  ที่ช่วยเหลือ
สนับสนุนโครงการนี้ 
 

 
 
 

ภุมรินทร์  วณิชชนานันท์ 
หัวหน้าโครงการ 
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ผู้วิจัย 
 
โครงการวิจัย  การขยายพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์พืชโดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ประกอบด้วย
ผู้วิจัย ดังนี้ 
 
หัวหน้าโครงการวิจัย 
นางภุมรินทร์  วณิชชนานันท์ 
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
กิจกรรมที่ 1  การขยายพันธุ์พืชปลอดโรคเชิงพาณิชย์ 
การทดลองที่ 1.1 การขยายพันธุ์ขม้ินชัน (Curcuma longa Linn.)  โดยเทคนิค Temporary 

Immersion Bioreactor 
หัวหน้าการทดลอง 
นางภุมรินทร์  วณิชชนานันท์      
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
ผู้ร่วมงาน 
นางศุภลักษณ์  อริยภูชัย  
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ 
หน่วยงาน   ศูนย์วิจัยพืชสวนตรัง    กรมวิชาการเกษตร 
 
น.ส.อําไพ  สินพัฒนานนท์    
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการพิเศษ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
การทดลองที่ 1.2 การชักน าให้เกิดยอดรวมในอ้อย  (Saccharum  spp.) ที่ปลอดเชื้อไฟโต

พลาสมาโดยใช้ชิ้นส่วนของใบอ่อน 
หัวหน้าการทดลอง 
นายกษิดิศ    ดิษฐบรรจง           
ตําแหน่ง  ผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้านเทคโนโลยีชีวภาพด้านการเกษตร 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
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ผู้ร่วมงาน  
นางชยานิจ   ดิษฐบรรจง      
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการพิเศษ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
นายวีระพล  พลรักดี                 
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการพิเศษ 
หน่วยงาน  ศูนย์วิจัยพืชไร่ขอนแก่น   กรมวิชาการเกษตร 
 
นายไพฑูรย์  บุปผาดา 
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรปฏิบัติการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 

การทดลองที่ 1.3 การขยายพันธุ์มันฝรั่งโดยใช้ระบบ Temporary Immersion Bioreactor 

หัวหน้าการทดลอง 
นางชยานิจ  ดิษฐบรรจง            
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการพิเศษ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
ผู้ร่วมงาน 
นายกษิดิศ   ดิษฐบรรจง            
ตําแหน่ง  ผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้านเทคโนโลยีชีวภาพด้านการเกษตร 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
นางสาวศิริลักษณ์ อินทะวงศ์   
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ     
หน่วยงาน  ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่  กรมวิชาการเกษตร 
 
นางภุมรินทร์ วณิชชนานันท์        
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 



4 
 

นายไพฑูรย์  บุปผาดา 
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรปฏิบัติการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
กิจกรรมที่ 2 ศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์พืชเศรษฐกิจ 
การทดลองท่ี 2.1  การศึกษาเทคนิคและปัจจัยเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ ามัน 
หัวหน้าการทดลอง  
นางภุมรินทร์  วณิชชนานันท์      
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
ผู้ร่วมงาน 
นางสาวเตือนจิตร เพ็ชรรุณ 
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรชํานาญการ 
หน่วยงาน  ศูนย์วิจัยปาล์มน้ํามันสุราษฎร์ธานี  กรมวิชาการเกษตร 
 
นางนัยเนตร  ทานากะ เจริญสันติ      
ตําแหน่ง  นักวิชาการเกษตรปฏิบัติการ 
หน่วยงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

MS  Murashige and Skoog 
BA    6-Benzyladenine 
2-ip   N6-(2-Isopentenyl)adenine 
TDZ   Thidiazuron 
NAA  1-Naphthaleneacetic acid 
GA3   Gibberellin  acid 
CCC   Chlorochorine  chloride  
PEG  Polyethylene glycol  
CRD   Completely Randomized Design  
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บทน า 
 

  ปัจจุบันการเกษตรได้ใช้ประโยชน์จากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในหลายๆ ด้าน ได้แก่   
การขยายพันธุ์พืชให้เพ่ิมปริมาณมากที่มีความสม่ําเสมอในระยะเวลาอันสั้น  การผลิตพืชที่ปราศจาก
เชื้อโรค (Disease-free plant production)   ตลอดจนการปรับปรุงหรือพัฒนาพันธุ์พืช (Plant 
improvement) สามารถสร้างพันธุ์พืชต่าง ๆ ได้ตามความประสงค์ ซึ่งมีหลายวิธีการ เช่นการ
เพาะเลี้ยงเอมบริโอหรือคัพภะ (embryoculture) สามารถช่วยชีวิตพืชพันธุ์ต่าง ๆ ให้รอดชีวิต 
(embryo rescue) การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร และละอองเกสรของพืช (anther และ pollen 
culture) ตลอดจนการ   ชักนําให้เกิดการกลายพันธุ์     (somaclonal variation ) และการสร้างพืช
โพลีพลอยด ์(Polyploidization)   

ในพืชสําคัญที่มีมูลค่าการผลิตเพ่ือการบริโภคและส่งออก เช่น ขม้ินชัน  ซึ่งจัดเป็นพืช
เศรษฐกิจภายใต้แผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2530-2534) มีปริมาณไม่
เพียงพอต่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรม และมีโรคที่สําคัญ คือ โรคหัวเน่า โรคเหง้า และรากเน่า 
เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย  โรคใบจุด เกิดจากเชื้อรา ที่ติดมากับเหง้าพันธุ์ เมื่อนําไปปลูก (อรนุช, 2550 ; 
จินตกานต์, 2555)  อ้อย พืชเศรษฐกิจที่สําคัญที่ใช้เป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมอ้อยและน้ําตาล มี
มูลค่าการส่งออก  20,000-30,000 ล้านบาทต่อปี มีปัญหาท่อนพันธุ์อ้อยที่ใช้ปลูกปนเปื้อนด้วยเชื้อไฟ
โตพลาสมา ทําให้มีอัตราการเจริญเติบโตและผลผลิตลดลงอย่างมาก   ส่วนมันฝรั่งไทยผลิตได้ปีละ 
ประมาณ 5,500 ตัน ขณะที่มีความต้องการสูงถึง 20,000 ตัน/ปี   และยังมีปัญหาการติดเชื้อไวรัสใน
หัวพันธุ์ ซึ่งทําความเสียหายรุนแรงต่อผลผลิต (วงศ์, 2550)    การนําเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้
ในการผลิตหัวพันธุ์หรือส่วนขยายพันธุ์ที่ปลอดโรค นับเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถใช้แก้ปัญหาและช่วย
เพ่ิมผลผลิตให้กับเกษตรกรได้  นอกจากนี้การนํา  Temporary  Immersion  Bioreactor ( TIB ) 
มาใช้เป็นเครื่องมือในการขยายพันธุ์ จะสามารถขยายพันธุ์ชิ้นส่วนที่ปลอดโรค ซึ่งสามารถทําได้ใน
ปริมาณมากภายในเวลาสั้น และยังช่วยประหยัดเวลาและแรงงานได้  

สําหรับปาล์มน้ ามัน  พืชน้ํามันอุตสาหกรรมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจทั้งในระดับโลกและ
ของประเทศไทย  สามารถผลิตได้เฉพาะในเขตพ้ืนที่จํากัดประเภทร้อนชื้นเท่านั้น  จัดเป็นพืชผสมข้าม 
เมื่อปรับปรุงจนได้พันธุ์ดีแล้วการนําเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้จะสามารถขยายพันธุ์ได้ใน
ปริมาณมากและมีลักษณะเหมือนต้นเดิม   การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ํามันได้มีการศึกษาวิจัยมา
ระยะหนึ่งแล้ว แต่การใช้ส่วนยอดมีโอกาสทําให้ต้นปาล์มตาย  และยังมีความจําเพาะต่อพันธุ์
ค่อนข้างมาก (พีรเดช, 2556)   การนําชิ้นส่วนเช่น ใบ ยอดจากต้นที่ให้ผลผลิตสูง   หรือคัพภะอ่อน
จากคู่ผสมที่มีประวัติการให้ผลผลิตสูงในรุ่นลูกมาใช้เป็นชิ้นส่ วนในการขยายพันธุ์ก็จะสามารเพ่ิม
ปริมาณพันธุ์ดีให้มากได้  แต่ยังมีข้อจํากัดในเรื่องของปัจจัยต่างๆที่มีความเหมาะสมในแต่ละพันธุ์ เช่น 
ชนิดและความเข้มของแสง   ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต  และสารที่มีผล
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ต่อการเกิดแคลลัส  จึงได้นําปัจจัยต่างๆเหล่านี้ซึ่งช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการขยายพันธุ์ให้มากขึ้น  
มาศึกษากับปาล์มน้ํามันลูกผสมสุราษฎร์ธานี  1 และ 2 ซึ่งเป็นพันธุ์แนะนําของกรมวิชาการเกษตร  
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บทคัดย่อ 
 

 การขยายพันธุ์พืชปลอดโรคเชิงพาณิชย์จํานวน 3 ชนิด ประกอบด้วย ขมิ้นชัน, อ้อย และ
มันฝรั่ง จากการศึกษาผลของไซโตไคนิน 4 ชนิด ประกอบด้วย BA, kinetin, 2-ip และ TDZ  ต่อการ
ชักนํายอดขม้ินชันพันธุ์ตรัง 1 และตรัง 2 พบว่า การใช้ไซโตไคนินทั้ง 4 ชนิดสามารถชักนําให้เกิดยอด
ของขม้ินชันทั้ง 2 พันธุ์ได้ไม่แตกต่างทางสถิติ  โดยพันธุ์ขมิ้นชันตรัง1  การใช้ kinetin ความเข้มข้น 2 
mg/l จะทําให้เกิดต้นยอดใหม่จํานวนเฉลี่ยสูงสุด 5.2 ยอด และขม้ินชันพันธุ์ตรัง 2  พบว่า การใช้สาร 
TDZ ความเข้มข้น 1 mg/l ทําให้เกิดค่าเฉลี่ยยอดใหม่สูงสุด 8.4 ยอด และเมื่อศึกษาปริมาณน้ําตาล
ซูโครสต่อการพัฒนาเหง้าของขมิ้นชันทั้ง 2 พันธุ์  พบว่าบนสูตรอาหาร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 
3 mg/l ที่มีน้ําตาลซูโครส 30 และ 60 g/l จะมีการสร้างเหง้าที่เห็นได้ชัดเจน  สําหรับการชักนําให้
เกิดยอดรวม (multiple shoot formation) ในอ้อยที่ปลอดเชื้อไฟโตพลาสมา โดยใช้ส่วนใบอ่อนจาก
ยอดที่ยังไม่คลี่สามารถทําได้บนอาหารกึ่งแข็งในระบบ temporary immersion bioreactor (TIB)  
สูตรอาหารที่สามารถชักนําให้เกิดยอดรวมสูงสุด ได้แก่สูตรอาหารที่ประกอบด้วย อาหาร MS ที่เติม 
3-6 µM benzyladenine (BA) และ 2 µM naphthalene acetic acid (NAA) ได้ 47.5-51.6 ยอด
อ่อน/ชิ้นส่วนพืช ภายในระยะเวลา 2 เดือน สําหรับการใช้ระบบ TIB สูตรอาหารที่ให้จํานวนยอด
สูงสุด คือ อาหาร MS ที่เติม 3-6 µM BA and 2 µM NAA ได้ 22.1-16.2 ยอดอ่อน/ชิ้นส่วนพืช 
ภายในระยะเวลา 1 เดือน ซึ่งระบบ TIB สามารถชักนําให้เกิดยอดรวมได้เร็วกว่าและยอดอ่อนมีขนาด
ใหญ่กว่าการใช้อาหารกึ่งแข็ง ยอดอ่อนที่ได้สามารถชักนําให้เกิดรากได้ดีบนอาหารสูตร ½MS+4-8 
µM indole-3-butyric acid (IBA) ต้นอ่อนที่มีรากที่สมบูรณ์สามารถย้ายปลูกลงในเวอร์มิคูไลท์เพ่ือ
ปรับสภาพและปลูกในโรงเรือนระบบปิด โดยมีอัตราการอยู่รอดสูงกว่า 80%  การขยายพันธุ์มันฝรั่ง
ปลอดโรค ให้ได้ส่วนขยายพันธุ์ปลอดโรค  พัฒนาหาสูตรอาหารและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการ
ชักนําให้เกิด micro shoot โดยใช้ระบบ Temporary  Immersion  Bioreactor ( TIB)  เพ่ือผลิต
ส่วนขยายพันธุ์มันฝรั่งที่ปลอดโรคในเชิงพาณิชย์   ใช้ apical meristem  ขนาด 0.1 - 0.2 เซนติเมตร  
เลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ร่วมกับ BA 5 µM สามารถชักนําให้มีการพัฒนาเป็นยอดที่สมบูรณ์ยอด ใน
พันธุ์แอตแลนติก 36 เปอร์เซ็นต์ และพันธุ์สปุนตา 24 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อ 
PVY ด้วยวิธีเซรุ่มวิทยา พบการปลอดโรค  90 เปอร์เซ็นต์  และเมื่อศึกษาการเพ่ิมปริมาณยอดรวมใน
ระบบ TIB เทียบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว  มันฝรั่งแอตแลนติกและสปุนตา สามารถเพ่ิมปริมาณ
ยอดรวมได้สูง 5.2 ยอด และ4.2 ยอด ต่อ 1ชิ้นส่วนพืช ตามลําดับ  และมีความสูงของยอดในเกณฑ์
ปกติ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MS ที่มี GA3 0.1 mg/l และ NAA 0.1 mg/L ส่วนในระบบ TIB 
สามารถให้ปริมาณยอดรวมสูงสุด 4.8 ยอดและ 3.6 ยอด ตามลําดับในอาหารสูตรเดียวกัน โดยให้
อาหาร 8 ครั้งต่อวัน ครั้งละ 10 นาที  เมื่อศึกษาผลของ BA และน้ําตาลซูโครสต่อการเกิด micro 
tubers  ในอาหารเหลว พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม BA 40 µM  และน้ําตาลซูโครส ร่วมกับ 6 -8 
เปอร์เซ็นต์  Chlorocholine chloride ( CCC) 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถชักนําให้เกิด micro 
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tubers ได้มากที่สุดในพันธุ์แอตแลนติก   ส่วนพันธุ์ สปุนต้า อาหารเหลว MS ที่เติม BA 20 µM  และ
น้ําตาลซูโครส  8 เปอร์เซ็นต์ สามารถชักนําให้เกิด micro tubers ได้ดีที่สุด   

การศึกษาผลของปัจจัยภายนอกต่อการชักนําและพัฒนาแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์
ธานี 1 และ 2 โดยใช้สภาพแสง 4 ชนิด คือ LED สีขาว, LED สีแดง, LED สีน้ําเงิน และ Grow lux  
พบว่า ปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 สามารถชักนําให้เกิดแคลลัสโดยมีค่าน้ําหนักสดของแคลลัส
สูงสุด ในสภาพแสง LED สีขาว การพัฒนา embryogenesis callus  พบได้ดีในสภาพแสงชนิด 
Grow lux   สําหรับปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2  สามารถชักนําให้เกิดแคลลัสโดยมีค่าเฉลี่ย
น้ําหนักสดของแคลลัสสูงสุด ในสภาพแสง Grow lux และมีการพัฒนาของแคลลัสได้ดีในสภาพแสง 
LED สีแดง   การชักนําแคลลัสจากใบอ่อนในสภาพที่มืดจะทําให้เกิดแคลลัสได้จากสูตรอาหาร MS 
ร่วมกับ dicamba ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ระยะเวลา 2.5 เดือน  และสูตรอาหาร MS 
ร่วมกับ picloram ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  โดยใช้ระยะเวลา 6 เดือน  ทําให้เกิดแคลลัสที่มี
ลักษณะกลมมีสีน้ําตาลอ่อนเกิดข้ึนที่บริเวณขอบใบ  

 
Abstract 

 
The study of commercially disease-free propagation of 3 plant species 

including turmeric, sugarcane, and potato has been carried out. The study revealed 
that effects of 4 cytokinin plant growth regulators (PGRs) consisting of BA, kinetin,     
2-ip, and TDZ on shoot formation of 2 turmeric cultivars (Trung 1 and Trung 2) were 
not significantly different. The highest average number of new shoots of Trung 1 
cultivar treated with 2 mg/l kinetin and Trung 2 cultivar treated with 1 mg/l TDZ was 
5.2 and 8.4 respectively. Moreover, the effects of sucrose concentration on 
microrhizome formation of the 2 turmeric cultivars were studied. It was found that 
the MS media supplemented with 3 mg/l BA, and 30 and 60 g/l of sucrose showed 
the most obvious microrhizome formation. In the study of phytoplasma-free 
sugarcane, multiple shoot formation was observed in the explants derived from the 
unexpanded, immature leaf cultured on semi solid media and under temporary 
immersion bioreactor (TIB) system. The highest number of multiple shoots found on 
the semi solid media MS media supplemented with 3-6 µM benzyladenine (BA) and 2 
µM naphthalene acetic acid (NAA) was 47.5-51.6 shoots per explant within 2 months. 
For the culture using TIB system, the MS media supplemented with 3-6 µM BA and 2 
µM NAA exhibited the highest number of multiple shoots of 22.1-16.2 shoots per 
explant within 1 month. The TIB system used shorter time for multiple shoot 



10 
 

formation and showed larger shoots than ones cultured on the semi-solid media. 
The obtained shoots demonstrated well-developed root formation on the ½MS 
media supplemented with 4-8 µM indole-3-butyric acid (IBA). The plantlets with well-
developed roots were transferred into vermiculite to allow for the adjustment in a 
closed greenhouse. The survival rate was higher than 80%. The third study was on 
micropropagation of disease-free potatoes to investigate the effects of various media 
and conditions on micro shoot formation using TIB system in order to commercially 
produce the disease-free potato plantlets. Apical meristems in the length of 0.1 - 0.2 
cm were cultured on solid MS medium supplemented with 5 µM BA. Thirty six and 
twenty four percent of the explants of Atlantic and Spunta cultivar respectively were 
well developed in plant regeneration process. The contamination test for potato 
virus Y (PVY) using serology techniques was performed showing 90 % of disease-free 
plantlets as a result. Moreover, multiple shoot propagation using TIB system was 
compared to conventional liquid media. Atlantic and Spunta cultivars regenerated 
5.2 and 4.2 multiple shoots respectively per 1 explants with the regular shoot length 
when cultured on liquid MS media supplemented with 0.1 mg/l GA3 and 0.1 mg/L 
NAA while TIB system regenerated 4.8 and 3.6 multiple shoots respectively using the 
same medium composition fed into the explants for 10 min, 8 times per day. The 
study on the effect of BA and sucrose concentration on micro tuber formation in 
liquid medium revealed that the MS media supplemented with 40 µM BA, 6-8 % 
sucrose, and 500 mg/l Chlorocholine chloride (CCC) induced the highest number of 
micro tubers for Atlantic cultivar while the MS media supplemented with 20 µM BA 
and 8 % sucrose induced the highest number of micro tubers for Spunta cultivar.  

Effect of environmental and cultural conditions on callus induction and 
callogenesis of 2 oil palm cultivars: Surat Thani 1 and Surat Thani 2 was investigated. 
Four light conditions including white LED, red LED, blue LED, and Grow lux were 
employed. The result revealed that callus, with the highest fresh weight, was 
induced in white LED condition and embryogenic callus formation was observed in 
Grow lux condition for Surat Thani 1 cultivar. For Surat Thani 2, callus, with the 
highest fresh weight, was induced in Grow lux condition and callus induction and 
callogenesis were well developed in red LED condition. Successful callus formation 
on young leaves was observed on MS media supplemented with 1 mg/l dicamba, 
cultured in the dark condition for 2.5 months. Globular, light brown callus was 
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observed around the edge of young leaves when cultured on MS media 
supplemented with 3 mg/l picloram for 6 months.  
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การขยายพันธุ์ขม้ินชัน (Curcuma longa Linn.)  เชิงการค้า ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดย
เทคนิคไบโอรีแอคเตอร ์

Development of System for Micropropagation of Turmeric  (Curcuma longa 
Linn.) using Tissue Culture Technique. 
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บทคัดย่อ 

 การศึกษาผลของไซโตไคนิน 4 ชนิด ประกอบด้วย BA, kinetin, 2-ip และ TDZ  ที่ระดับ
ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3 mg/l ต่อการชักนํายอดขมิ้นชันพันธุ์ตรัง 1 และตรัง 2 พบว่า การใช้ไซโตไค
นินทั้ง 4 ชนิดสามารถชักนําให้เกิดยอดของขมิ้นชันทั้ง 2 พันธุ์ได้ไม่แตกต่างทางสถิติ  โดยพันธุ์
ขมิ้นชันตรัง1  การใช้ kinetin ความเข้มข้น 2 mg/l จะทําให้เกิดต้นยอดใหม่จํานวนเฉลี่ย 5.2 ต้น 
ในขณะที่การใช้ BA ความเข้มข้น 1 mg/l จะทําให้เกิดยอดใหม่เฉลี่ย 5 ต้น ส่วนการใช้ kinetin  
ความเข้มข้น 1 mg/l จะทําให้เกิดยอดใหม่เฉลี่ยน้อยที่สุด 3.00 ต้น ซึ่งให้ผลไม่แตกต่างทางสถิติ ส่วน
ความสูงของต้นใหม่ พบว่า การใช้ kinetin 1 mg/l จะให้ต้นที่มีความสูงเฉลี่ยสูงสุด 16.10 เซนติเมตร 
รองลงมาคือ การใช้ 2-ip ความเข้มข้น 2 mg/l  ต้นใหม่มีความสูงเฉลี่ย 16 เซนติเมตร และการใช้ 
TDZ ความเข้มข้น 2 mg/l จะมีความสูงเฉลี่ยของต้นใหม่น้อยที่สุดคือ 5.5 เซนติเมตร  โดยมีผล
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญยิ่ง   ความยาวรากที่เกิดขึ้น  พบว่า การใช้ 2-ip ที่ความเข้มข้น 1 และ 2 
mg/l จะทําให้เกิดความยาวรากเฉลี่ยสูงสุด 9.75 เซนติเมตร  และการใช้สาร TDZ ที่ความเข้มข้น 2 
mg/l จะให้ผลความยาวรากเฉลี่ยน้อยที่สุด คือ 1 เซนติเมตร ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมี
นัยสําคัญ   ขมิ้นชันตรัง 2  พบว่า การใช้สาร TDZ ความเข้มข้น 1 mg/l ทําให้เกิดค่าเฉลี่ยยอดใหม่
สูงสุด 8.4 ต้น และรองลงมา คือ การใช้สาร TDZ ความเข้มข้น 2  mg/l ทําให้เกิดยอดเฉลี่ย 7 ต้น 
ส่วนการใช้ 2-ip ความเข้มข้น 1 mg/l  ทําให้เกิดยอดเฉลี่ยน้อยที่สุด 2.25 ต้น ซึ่งไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติ   ความสูงของต้นใหม่ที่เกิดขึ้นซึ่งให้ผลที่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญยิ่ง    ในอาหารที่มี 
kinetin ความเข้มข้น 1 mg/l จะให้ค่าเฉลี่ยความสูงต้นใหม่มากที่สุด 15.60 เซนติเมตร  และการใช้ 
TDZ ความเข้มข้น 3 mg/l จะให้ค่าเฉลี่ยความสูงต้นใหม่น้อยที่สุด 5.25 เซนติเมตร ความยาวของ
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รากของขมิ้นชันตรัง 2 พบว่า อาหารสูตรเปรียบเทียบ (control) จะทําให้เกิดค่าเฉลี่ยความยาวราก
มากที่สุด 11.90 เซนติเมตร  และในอาหารที่มี TDZ ความเข้มข้น 3 mg/l จะให้ค่าเฉลี่ยความยาว
รากน้อยที่สุด 2.50 เซนติเมตร ซึ่งให้ผลที่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ   จากการศึกษาปริมาณน้ําตาล
ซูโครสต่อการพัฒนาเหง้าของขมิ้นชันที่ 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร  พบว่า พันธุ์ขมิ้นชันตรัง 1 
เมื่อทดสอบบนสูตรอาหาร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 3 mg/l ที่มีน้ําตาลซูโครส 30 และ 60 g/l มี
ค่าเฉลี่ยการเกิดเหง้าเท่ากับ 1.70 และ 0.80 หัว มีการสร้างเหง้าที่เห็นได้ชัดเจน  สําหรับพันธุ์ขมิ้นชัน
ตรัง 2 พบว่า อาหาร MS ร่วมกับการเติม BA ความเข้มข้น 3 mg/l  NAA ความเข้มข้น 1 mg/l ที่มี
ปริมาณน้ําตาลซูโครส 30 g/l  จะทําให้ค่าเฉลี่ยของจํานวนยอดใหม่เท่ากับ 3.77 ต้น มีความสูงของ
ต้นใหม่เฉลี่ย 17.41 เซนติเมตร มีการเกิดรากเฉลี่ย 15.55 ราก และมีค่าเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 1.50 หัว 
โดยรากจะมีขนาดใหญ่  

 

ABSTRACT 
 The research aimed to study effect of cytokinin containing  BA, kinetin, 2-ip 
and TDZ  at 0, 1, 2, 3 mg/l for inducing Turmeric shoot cv. Trang 1 and Trang 2. The 
result showed that ther was no significant difference among the 4 treatment in 
number of shoot in Trang 1. TRANG1 with treatment of  culturing in MS media with 2 
mg/l kinetin gave the highest number of shoot (5.2 shoots). However there was highly 
significant difference when Trang1 was treated with MS media containing 1 mg/l 
kinetin giving the highest shoot of 16.10 centimeters. The media containing 2-ip gave 
longest root. Trang 2 showed highest number of shoot (8.4 shoots) when be cultured 
in MS media contain 1 mg/l TDZ. They gave highest shoot of  15.60 centimeters in 
MS media containing 1 mg/l kinetin while MS medium (control) gave longest root of 
11.90 centimeters. In study of effect of sucrose for development of microrhizome the 
result showed that sucrose could inducing microrhizome in vitro in Trang 1 and Trang 
2. They gave microrhizome in MS medium contain 3 mg/l BA and 3%, 6% sucrose.  
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บทน า (Introduction) 
 

   ปัจจุบันพืชสมุนไพรจัดเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่ต่างประเทศกําลังหาทางลงทุนและ
คัดเลือกสมุนไพรไทยไปสกัดหาตัวยาเพ่ือรักษาโรคบางโรคและมีหลายประเทศที่นําสมุนไพรไทยไป
ปลูกและทําการค้าขายแข่งกับประเทศไทย สมุนไพรหลายชนิดที่เราส่งออกเป็นรูปของวั ตถุดิบคือ 
กระวาน ขมิ้นชัน เร่ว เปล้าน้อยและมะขามเปียก  เป็นต้น ซึ่งสมุนไพรเหล่านี้ตลาดต่างประเทศยังคง
มีความต้องการอีกมาก   และในปัจจุบันกรมวิชาการเกษตร กรมส่งเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตร
และสหกรณ์ได้ให้ความสนใจในการศึกษาเพ่ิมขึ้นและมีโครงการวิจัยบรรจุไว้ในแผนพัฒนาระบบการ
ผลิต การตลาดและการสร้างงานในแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2530-
2534) เพ่ือหาความเป็นไปได้ในการพัฒนาคุณภาพและแหล่งปลูกสมุนไพรเพ่ือส่งออก โดยกําหนด
ชนิดของสมุนไพรที่มีศักยภาพ 13 ชนิด คือ มะขามแขก กานพลู เทียนเกล็ดหอย ดองดึง เร่ว กระวาน 
ชะเอมเทศ ขม้ิน จันทร์เทศ ใบพลู พริกไทย ดีปลี และน้ําผึ้ง 

ขมิ้นเป็นพืชที่สามารถปลูกได้ทั่วไปในภูมิภาคต่างๆ ของโลก ที่สําคัญได้แก่ ประเทศอินเดีย  
บังคลาเทศ จีน ไต้หวัน เปรู อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ จาไมกา และเอลซาวาดอร์   โดยอินเดียเป็น
ประเทศผู้ผลิตรายใหญ่ของโลก แต่ส่งออกเพียงร้อยละ 5 เนื่องจากความต้องการใช้ภายในประเทศสูง
มาก สําหรับประเทศไทยสามารถปลูกได้ดีทั่วทุกภาคของประเทศ ส่วนใหญ่ปลูกเป็นพืชรองหรือพืช
เสริมรายได้ แต่ในขณะนี้มีการส่งเสริม การใช้ประโยชน์จากขมิ้นมากขึ้น จึงทําให้เกษตรกรปลูกใน
ลักษณะพืชเดี่ยวมากขึ้น และมีรายได้สูงด้วย สําหรับผลผลิตเฉลี่ยในประเทศไทยประมาณ 2 ตัน/ไร่ 
ขมิ้นที่จําหน่าย ในประเทศไทยเป็นขมิ้นสด ส่วนใหญ่จะเป็นแง่งนิ้วมือ ราคาอยู่ในระหว่าง 15-20 
บาท/กิโลกรัม (จินตน์กานต์,  2555) 

โดยทั่วไป เกษตรกรมักขยายพันธุ์ขมิ้นชันโดยการแยกเหง้าปลูก ซึ่งจะทําได้เพียงปีละครั้ง
เท่านั้น ปริมาณขมิ้นชันพันธุ์ดีจึงไม่เพียงพอต่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรม และขมิ้นชันมีโรคที่
สําคัญ คือ โรคหัวเน่า โรคเหง้า และรากเน่า เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย  โรคใบจุด เกิดจากเชื้อรา ซึ่งโรคที่
เกิดขึ้นนี้มักจะติดมากับเหง้าพันธุ์ เมื่อนําไปปลูกจะทําให้เกิดโรคระบาด ก่อให้เกิดความสูญเสียของ
ผลผลิต นอกจากนี้ยังทําให้คุณภาพของ สรรพคุณทางยาลดลงอีกด้วย  

แนวทางในการแก้ไขปัญหาจึงเริ่มจากการคัดสายพันธุ์ขมิ้นชันที่ให้ปริมาณสารสําคัญสูง แล้ว
จึงนํามาขยายพันธุ์โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพ่ือให้ได้ต้นกล้าที่มีความสม่ําเสมอทางพันธุกรรม
จํานวนมากภายในเวลาอันสั้น เมื่อนําต้นขมิ้นชันดังกล่าวไปปลูกภายใต้การจัดการสภาพแวดล้อมที่
เหมาะสมจะทําให้ได้วัตถุดิบขมิ้นชันที่มีปริมาณสารสําคัญสูง และมีความแปรผันของปริมาณ
สารสําคัญต่ํา  อันจะส่งผลให้ผลิตภัณฑ์จากขมิ้นชันมีคุณภาพสูง และมีมาตรฐานสารออกฤทธิ์ที่
สม่ําเสมอ  ดังนั้นจึงได้นําเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาประยุกต์ใช้ในการผลิตขมิ้นชันที่ปลอด
โรคและเพ่ือขยายพันธุ์ให้ได้ปริมาณมาก 
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ระบบไบโอรีแอคเตอร์ (Bioreactor)  (กาญจน, 2549) 
Bioreactor คือ เครื่องมือชนิดหนึ่งซึ่งเป็นที่รู้จักกันดีในหมู่นักจุลินทรีย์วิทยาและนักเภสัช

วิทยา เดิมท ีBioreactor ถูกนํามาใช้เพิ่มปริมาณสิ่งมีชีวิตพวกจุลินทรีย์ให้มีจํานวนมากขึ้นในช่วงเวลา
อันสั้น ในแง่ของเภสัชวิทยาการเพ่ิมปริมาณของสิ่งมีชีวิตดังกล่าวจะช่วยให้มนุษย์ได้รับสารต่าง ๆ ที่
จะเป็นประโยชน์ในทางยาได้เร็วและมากยิ่งขึ้น  

Bioreactor เริ่มเปิดตัวครั้งแรกเมื่อประมาณ ค.ศ. 1990 (พ.ศ. 2533) แต่เริ่มจะเป็นที่รู้จัก
จริง ๆ เนื่องจากสามารถนํามาใช้ประโยชน์ทางการค้าได้  เมื่อปีพ.ศ. 2543 ประเทศที่นํา
ระบบ Bioreactor เข้ามาใช้กับการขยายพันธุ์พืชเป็นการค้าและเปิดตัวไปแล้วคือ บราซิล พืชหลักที่
นํามาเข้าระบบนี้ได้แก่ กาแฟ สับปะรด และกล้วย ซึ่งล้วนแล้วแต่เป็นพืชเศรษฐกิจด้วยกันทั้งสิ้น 
สําหรับประเทศไทยบริษัท เทพวงศ์ฯ นํามาทดสอบในปี พ.ศ. 2549 เพ่ือการผลิตต้นกล้ากล้วยไม้ฟา
แลนอปซิสส่งออกไปญี่ปุุน และอเมริกา 
การขยายพันธุ์พืชด้วยระบบของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

ระบบการเพาะเลี้ยงแบบ Conventional Solid Culture มีข้อดีตรงที่เนื้อเยื่อพืชจะไม่ค่อย
เกิดความเสียหายจากปัญหาการฉ่ําน้ํา (hyperhydricity) แต่มีข้อเสียคือต้นพืชโตช้าและจะต้อง
เปลี่ยนอาหารใหม่โดยการย้ายเนื้อเยื่อจากขวดเก่าไปยังขวดใหม่ (Subculture) เพราะฉะนั้นโอกาสที่
จะทําให้เกิดการปนเปื้อน (Contamination) จึงมีเปอร์เซ็นต์สูงมากสําหรับการขยายพันธุ์ด้วย
ระบบ Conventional ระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแบบ Liquid Culture มีข้อดีกว่าระบบการ
เพาะเลี้ยงแบบแรกตรงที่พืชจะโตได้เร็วกว่าแต่มีข้อเสียตรงที่เนื้อเยื่อพืชมักเกิดปัญหาฉ่ําน้ําบ่อยครั้ง
เพราะต้องแช่ในอาหารเหลวตลอดเวลา สําหรับปัญหาการปนเปื้อนก็มีเปอร์เซ็นต์สูงเช่นกัน 
ข้อดีของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อระบบ TIB (Temporary Immersion Bioreactor) 

1. สามารถเพ่ิมปริมาณพืชได้จํานวนมาก 
2. โอกาสรอดของการเพาะเลี้ยงแบบเป็นต้นกลุ่มจะมีมากกว่าการเลี้ยงแบบต้นเดี่ยว และการ

ปนเปื้อนเกิดได้น้อยกว่า 
3. เป็นวิธีที่ทําได้สะดวกและรวดเร็วเนื่องจากการเปลี่ยนอาหารทําได้ง่าย ลดขั้นตอน

การ Subculture ไปได้เลย โอกาสที่จะเกิดการปนเปื้อนก็จะลดลงทันที 
4. ลดค่าใช้จ่ายในส่วนของค่าแรงไปได้มาก สําหรับงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช “ค่าแรง” ถือ

เป็นต้นทุนที่สูงที่สุดตกประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ของต้นทุนทั้งหมด  
5. ลดพ้ืนที่ในห้องเพาะเลี้ยง (Culture Room) ลงไปได้เกือบ 80 เปอร์เซ็นต์เพราะการปลูก

เลี้ยงให้พืชเติบโตในแนวตั้งใช้เนื้อท่ีน้อยกว่าการปลูกเลี้ยงพืชซึ่งเติบโตในแนวนอนซึ่งเป็นวิธีที่ใช้กันใน
ระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแบบดั้งเดิม 

6. ลดต้นทุนสําหรับวัสดุที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงได้หลายชนิด เช่น ไม่ต้องใช้เครื่องเขย่า 
(Shaker) อีกต่อไป ใช้ขวดน้อยลง ไม่ต้องใช้วุ้นเป็นส่วนประกอบของอาหาร 
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 Archana และคณะ (2014) ศึกษาการผลิต microrhizome และ minirhizome ของขมิ้น
สายพันธุ์ Alleppey Supreme ในสภาพปลอดเชื้อ  โดยการทดสอบในสภาพอาหารแข็งและอาหาร
เหลว  ร่วมกับการทดสอบขนาดของภาชนะที่ใช้จํานวน 4 ชนิด พบว่า  อาหารเหลวที่มีปริมาณ
น้ําตาลซูโครส 80 กรัมต่อลิตร ในภาชนะชนิด Planton culture vessel. มีการเกิดยอด 3.67 - 5.5 
ยอด 

Solomon และ  Ehirim (2013) ศึกษาผลของความเข้มข้นของ BAP (Benzylaminopurine)    
ต่ออัตราการเพ่ิมปริมาณยอดในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขมิ้น Turmeric (Curcuma longa L.)  จาก
การทดสอบความเข้มข้นของ BAP ที่ระดับ 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 mg/L พบว่า อัตราการเกิดยอดเฉลี่ย
สูงสุด 2.96 ยอด เมื่อใช้ความเข้มข้นของ BAP ที่ความเข้มข้น 8 mg/L การเกิดใบเฉลี่ย 8.2 ใบ เมื่อ
ใช้ความเข้มข้นของ BAP ที่ความเข้มข้น 4 mg/L 

Anchalee (2012)  ศึกษาผลของ  NAA BA และ Sucrose ในการชักนํายอดและการเพ่ิม
ปริมาณอย่างรวดเร็วโดยการผ่ายอดของขมิ้น  โดยการนําชิ้นส่วนยอดของขมิ้นมาทดสอบบนอาหาร 
MS ร่วมกับ BA ที่ระดับ 0, 1, 2, 3 และ 4 mg/l และ NAA ที่ระดับ 0, 0.5, and 1 mg/l พบว่า 
อาหาร MS ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 1 mg/l และ BA ความเข้มข้น 2 หรือ 3 mg/l ทําให้เกิดยอด
ใหม่ 2.4 และ 2.6 ยอด ตามลําดับ มีจํานวนใบ 5.4 ใบ มีจํานวนราก 2.6 รากต่อต้น  และต้นที่ได้มี
ความสูง 4.5 เซนติเมตร  ส่วนในอาหาร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 mg/l  มีจํานวนการเกิดยอด
เฉลี่ยสูงสุด 2.6 ยอดและมีจํานวนใบเฉลี่ย 5.4 ใบ  และการศึกษาการผ่าชิ้นส่วนตามยาว จํานวน 2 
และ 3 ส่วน พบว่า การผ่าชิ้นส่วนเป็น 2 ส่วน ทําให้เกิดยอดใหม่สูงสุด 4.3 ยอด  และเมื่อนําชิ้นส่วน
มาทดสอบในอาหาร MS ร่วมกับน้ําตาล 0, 3, 4, 5, 6 และ 7 กรัมต่อลิตร  พบว่า ปริมาณน้ําตาล 60 
กรัมต่อลิตร ทําให้เกิดค่าเฉลี่ยของจํานวนยอดและจํานวนใบต่อยอดสูงที่สุด  และความยาวราก ขนาด
ของรากมีขนาดใหญ่ที่สุด 

อนุพันธ์ และวีระชน (2548)  ศึกษาผลของแสง น้ําตาล และสารชะลอการเจริญเติบโตต่อ
การชักนําให้เกิดเหง้าจิ๋วของขมิ้นชันในหลอดทดลอง โดยการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนต้นของขมิ้นชัน อายุ 
60 วัน บนอาหารแข็งสูตร Murashige and Skoog (MS) (1962) ดัดแปลง ที่เติมน้ําตาลซูโครส 4 
ระดับ คือ 30, 60, 90 และ 120 กรัมต่อลิตร และนําไปเลี้ยงภายใต้สภาวะที่ให้แสง 0, 8 และ 24 
ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 16 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนต้นที่เลี้ยงบนอาหารสูตรที่เติมน้ําตาลซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร และเลี้ยงภายใต้แสง 8 ชั่วโมงต่อวัน สามารถชักนําให้เกิดเหง้าจิ๋วในหลอดทดลองได้สูงสุด 
85 เปอร์เซ็นต์และจากการทดลองเลี้ยงชิ้นส่วนต้นบนอาหารสูตร MS (1962) ดัดแปลงที่เติมสาร
ชะลอการเจริญเติบโตในกลุ่มพาโคลบิวทราโซล (paclobutrazol) ยูนิโคนาโซล (uniconazole) และ
แอนไซมิโดล (ancymidol) ที่ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 และ 1.0 กรัมต่อลิตร และวางเลี้ยงภายใต้แสง 
8 ชั่วโมง เป็นเวลา 16 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนต้นที่เลี้ยงบนอาหารสูตรที่เติม uniconazole ความ
เข้มข้น 1.0 กรัมต่อลิตร ให้ ร้อยละของการชักนําให้เกิดเหง้าจิ๋วได้สูงสุดร้อยละ 75.8 
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         งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์ขมิ้นชันด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใน

ระบบ Temporary Immersion Bioreactor ให้ได้ปริมาณมาก 

 

ระเบียบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 
อุปกรณ ์

1. ขม้ินชันพันธุ์ตรัง 1 (ขมิ้นทอง) และขมิ้นชันตรัง 2 (ขมิ้นด้วง) 
2. สารเคมีต่างๆ ที่ใช้ในการเตรียมอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS)(1962),  

Phytagel, น้ําตาล  
3. อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  เช่น คีมคีบ 

(forcept),  มีดผ่าตัด, จานเพาะเลี้ยง (Petri dish)  
4. สารควบคุมการเจริญเติบโต  เช่น  6-Benzylaminopurine (BA), Kinetin, N6-(2-

Isopentenyl)adenine     (2-ip),  Thidiazuron (TDZ), 1-Naphthaleneacetic acid 
(NAA) 

วิธีการ 
รวบรวมตัวอย่างขมิ้นชันตรัง 1(ขม้ินทอง) และขม้ินชันตรัง 2 (ขมิ้นด้วง) (ภาพท่ี 1) จาก 

พ้ืนที่   จ.นครศรีธรรมราช และ ศวส.ตรัง 
 

           
 

ภาพที่ 1  ลักษณะของขม้ินชันตรัง 1 (ขมิ้นทอง) และ ขมิ้นชันตรัง 2 (ขมิ้นด้วง) 
นําเหง้าของขม้ินชันมาปลูกและดูแลในโรงเรือน ณ สทช. จ.ปทุมธานี เพ่ือจะนํายอดมาใช้ใน

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 2)  
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 ภาพที่ 2  ยอดอ่อนของต้นขมิ้นชัน  
 

1) ศึกษาผลของไซโตไคนิน : BA, kinetin, 2-ip และ TDZ  ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 2, 3 
mg/l ต่อการชักนํายอดขม้ินชัน จํานวน 13  กรรมวิธี ดังนี้ 

1. MS = control  
2. MS + BA  1  mg/l 
3. MS + BA  2  mg/l 
4. MS + BA  3  mg/l 
5. MS + kinetin  1  mg/l 
6. MS + kinetin  2  mg/l 
7. MS + kinetin  3  mg/l 
8. MS + 2-ip  1  mg/l 
9. MS + 2-ip  2  mg/l 
10. MS + 2-ip  3  mg/l 
11. MS + TDZ  1  mg/l 
12. MS + TDZ  2  mg/l 
13. MS + TDZ  3  mg/l 

วางแผนการทดลองแบบ CRD   จํานวน 20 rep /กรรมวิธี 
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2) ศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลซูโครสต่อการพัฒนาของขมิ้นชันที่ระดับต่างๆ 30, 40, 50 และ 
60 กรัมต่อลิตร จํานวน 4 กรรมวิธี ดังนี้ 

1. MS + Sucrose 30 g/l  = control 
2. MS + Sucrose 40 g/l 
3. MS + Sucrose 50 g/l 
4. MS + Sucrose 60 g/l 

วางแผนการทดลองแบบ CRD   จํานวน 20 rep / กรรมวิธี 
 

เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาทําการทดลอง  เดือนตุลาคม 2558 – เดือนกันยายน 2562 
สถานที่ทําการทดลอง  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  

   อาคารทรัพยากรพันธุกรมพืชสิรินธร  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 
 

ผลและอภิปรายผล (Results and Discussion) 
 

1) ผลของไซโตไคนิน : BA, kinetin, 2-ip และ TDZ  ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 2, 3 mg/l ต่อ
การชักน ายอดขม้ินชัน 

 น าชิ้นส่วนยอดอ่อนที่แตกจากเหง้าของขมิ้นชันมาศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการฟอกฆ่า
เชื้อโดยการใช้สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl) Haiter ® ที่ความเข้มข้น  20% ระยะเวลา 
20 นาที ในครั้งท่ี 1 และ ใช้ความเข้มข้น 5% ระยะเวลา 20 นาที ในครั้งที่ 2 จากนั้นนําส่วนขมิ้นชัน
ที่ปลอดเชื้อมาทดสอบเลี้ยงในอาหารที่มีไซโตไคนิน : BA, kinetin, 2-ip และ TDZ  ที่ระดับความ
เข้มข้น 0, 1, 2, 3 mg/l จํานวน 13  สูตร เพ่ือทดสอบการชักนําให้เกิดยอดขมิ้นชัน  พบว่า ในการ
ทดสอบกับขมิ้นชันตรัง1  การใช้ kinetin ความเข้มข้น 2 mg/l จะทําให้เกิดต้นยอดใหม่จํานวนเฉลี่ย 
5.2 ต้น ในขณะที่การใช้ BA ความเข้มข้น 1 mg/l จะทําให้เกิดยอดใหม่เฉลี่ย 5 ต้น ส่วนการใช้ 
kinetin  ความเข้มข้น 1 mg/l จะทําให้เกิดยอดใหม่เฉลี่ยน้อยที่สุด 3.00 ต้น แต่เมื่อทําการวิเคราะห์
ทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 1)    ส่วนความสูงของต้นที่เกิดขึ้นใหม่โดยวัดจาก
ต้นที่สูงที่สุด พบว่า ให้ผลทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญยิ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์  โดยการใช้ 
kinetin 1 mg/l จะให้ต้นที่มีความสูงเฉลี่ยสูงสุด 16.10 เซนติเมตร รองลงมาคือ การใช้ 2-ip ความ
เข้มข้น 2 mg/l  ต้นใหม่มีความสูงเฉลี่ย 16 เซนติเมตร และการใช้ TDZ ความเข้มข้น 2 mg/l จะมี
ความสูงเฉลี่ยของต้นใหม่น้อยที่สุดคือ 5.5 เซนติเมตร (ตารางที่ 1)  เนื่องจาก TDZ มีผลให้เกิดยอด
ใหม่ลักษณะการแตกกอ (ภาพที่ 3) ส่วนผลการทดสอบความยาวรากท่ีเกิดข้ึน  พบว่า ให้ผลที่แตกต่าง
ทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญยิ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์  โดยการใช้ 2-ip ที่ความเข้มข้น 1 
และ 2 mg/l จะทําให้เกิดความยาวรากเฉลี่ยสูงสุด 9.75 เซนติเมตร  และการใช้สาร TDZ ที่ความ
เข้มข้น 2 mg/l จะให้ผลความยาวรากเฉลี่ยน้อยที่สุด คือ 1 เซนติเมตร (ตารางท่ี 1)  
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  สําหรับผลการทดสอบการใช้ไซโตไคนิน 4 ชนิด ในการชักนําให้เกิดยอดใหม่ของขมิ้นชันตรัง 
2  พบว่า การชักนําให้เกิดยอดใหม่ การใช้สาร TDZ ความเข้มข้น 1 mg/l ทําให้เกิดค่าเฉลี่ยยอดใหม่
สูงสุด 8.4 ต้น และรองลงมา คือ การใช้สาร TDZ ความเข้มข้น 2  mg/l ทําให้เกิดยอดเฉลี่ย 7 ต้น 
ส่วนการใช้ 2-ip ความเข้มข้น 1 mg/l  ทําให้เกิดยอดเฉลี่ยน้อยที่สุด 2.25 ต้น และเมื่อวิเคราะห์ผล
ทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ   (ตารางที่ 2)  จากอาหารที่ใช้ทดสอบพบว่า ความสูงของ
ต้นใหม่ที่เกิดขึ้นซึ่งให้ผลที่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญยิ่ง    ในอาหารที่มี kinetin ความเข้มข้น 1 mg/l 
จะให้ค่าเฉลี่ยความสูงต้นใหม่มากที่สุด 15.60 เซนติเมตร  และการใช้ TDZ ความเข้มข้น 3 mg/l จะ
ให้ค่าเฉลี่ยความสูงต้นใหม่น้อยที่สุด 5.25 เซนติเมตร (ตารางที่ 2) เช่นเดียวกับขมิ้นชันตรัง 1 
เนื่องจาก TDZ มีผลให้เกิดยอดใหม่ลักษณะการแตกกอ  (ภาพที่ 3) จากผลการวิเคราะห์ความยาว
ของรากที่เกิดขึ้นของขมิ้นชันตรัง 2 ในอาหารทดสอบทั้ง 13 สูตร  พบว่า อาหารสูตรเปรียบเทียบ 
(control) จะทําให้เกิดค่าเฉลี่ยความยาวรากมากที่สุด 11.90 เซนติเมตร  และในอาหารที่มี TDZ 
ความเข้มข้น 3 mg/l จะให้ค่าเฉลี่ยความยาวรากน้อยที่สุด 2.50 เซนติเมตร ซึ่งให้ผลที่แตกต่างอย่าง
มีนัยสําคัญ (ตารางท่ี 2)  
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ตารางที่ 1  ผลการทดสอบการใช้ไซโตไคนิน 4 ชนิดต่อการเกิดยอดใหม่ ความสูงต้น และความยาว
รากของขม้ินชันตรัง 1  

สูตรอาหาร จ านวนยอดใหม่ (ต้น) ความสูงต้น (ซม.) ความยาวราก 
(ซม.) 

MS (control) 4.40  13.00 ab 1/ 8.80 ab 
MS + BA 1 mg/l 5.00  12.30 ab 5.27 bc 
MS + BA 2 mg/l 3.40  11.90 abc 5.60 bc 
MS + BA 3 mg/l 4.40  10.50 a-d 5.52 bc 
MS + kinetin 1 mg/l 3.00  16.10 a 9.60 a 
MS + kinetin 2 mg/l 5.20  14.00 ab 7.64 abc 
MS + kinetin 3 mg/l 3.75  11.92 abc 7.12 abc 
MS + 2-ip 1 mg/l 3.25  12.62 ab 9.75 a 
MS + 2-ip 2 mg/l 4.50  16.00 a 9.75 a 
MS + 2-ip 3 mg/l 4.60  11.40 abc 7.90 ab 
MS + TDZ 1 mg/l 4.60  6.70 cd 3.78 cd 
MS + TDZ 2 mg/l 4.60  5.5 d 1.00 d 
MS + TDZ 3 mg/l 4.80 a 9.66 bcd 1.52 d 
F-test ns ** ** 
c.v.(%) 44.04 31.06 40.48 

 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 3 ลักษณะการแตกกอของขม้ินชันตรัง1  และขม้ินชันตรัง 2 เมื่อใช้สารไซโตไคนินชนิด TDZ  
ตารางที่ 2  ผลการทดสอบการใช้ไซโตไคนิน 4 ชนิดต่อการเกิดยอดใหม่ ความสูงต้น และความยาว

รากของขม้ินชันตรัง 2 
สูตรอาหาร จ านวนยอดใหม่ (ต้น) ความสูงต้น (ซม.) ความยาวราก (ซม.) 

MS (control) 3.00 bc 1/ 9.20  bcd 11.90 a 
MS + BA 1 mg/l 4.00 abc 10.00 bcd 7.75 abc 
MS + BA 2 mg/l 4.75 abc 11.62 abc 8.00 abc 
MS + BA 3 mg/l 5.00 abc 9.75 bcd 9.375 abc 
MS + kinetin 1 mg/l 4.40 abc 15.60 a 8.40 abc 
MS + kinetin 2 mg/l 6.00 abc 15.20 a 8.30 abc 
MS + kinetin 3 mg/l 6.33 abc 12.83 ab 7.33 abc 
MS + 2-iP 1 mg/l 2.25 c 11.87 abc 9.625 ab 
MS + 2-iP 2 mg/l 4.00 abc 8.70 bcd 8.70 abc 
MS + 2-iP 3 mg/l 5.75 abc 10.00 bcd 7.375 abc 
MS + TDZ 1 mg/l 8.40 a 7.40 cd 5.70 bcd 
MS + TDZ 2 mg/l 7.00 ab 5.50 d 4.40 cd 
MS + TDZ 3 mg/l 5.00 abc 5.25 d 2.50 d 
F-test ns ** * 
c.v.(%) 52.26 30.08 38.19 

 *   :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตรัง 1 ตรัง 2 
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2) ผลของปริมาณน้ าตาลซูโครสต่อการพัฒนาของขม้ินชันที่ระดับต่างๆ 30, 40, 50 และ 60 
กรัมต่อลิตร 
 นําต้นขมิ้นชันตรัง 1 ที่ปลอดเชื้อมาทดสอบปริมาณน้ําตาลซูโครสที่ปริมาณ 30, 40, 50 และ 
60 กรัมต่อลิตรเพ่ือการพัฒนาส่วนรากของขมิ้นชันตรัง 1 ให้มีการสร้างเหง้า (rhizome) ในสภาพ
ปลอดเชื้อ   โดยทดสอบบนสูตรอาหารที่มีการเติม BA ความเข้มข้น 3 mg/l หรือ TDZ ความเข้มข้น  
2 mg/l และทุกสูตรอาหารมีการเติม NAA ความเข้มข้น 1 mg/l   พบว่า  สูตรอาหาร MS ร่วมกับ 
BA ความเข้มข้น 3 mg/l ที่มีน้ําตาลซูโครส 60 g/l ให้ค่าเฉลี่ยของการเกิดจํานวนรากสูงสุด คือ 
13.50 ราก  และมีการสร้างเหง้าเฉลี่ย 0.80 หัว (ตารางที่ 3) และมีการสร้างเหง้าที่เห็นได้ชัดเจน 
(ภาพที่ 3)  ตรงกับการรายงานของ Sangamitra และ Pradeep (2006) ได้รายงานถึงการผลิตเหง้า
จิ๋วในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขมิ้นชัน โดยการเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่มีการเติม BA ความเข้มข้น 
13.3 mM และ น้ําตาลซูโครส 60 กรัมต่อลิตร  ร่วมกับการเลี้ยงในสภาพที่มีการให้แสงระยะเวลา 4 
ชั่วโมงต่อวัน ทําให้เกิดการสร้างเหง้าจิ๋วได้ในระยะเวลา 30 วัน  สอดคล้องกับการรายงานของ  
Anchalee (2012)  ศึกษาผลของ  NAA BA และ Sucrose ในการชักนํายอดและการเพ่ิมปริมาณ
อย่างรวดเร็วโดยการผ่ายอดของขมิ้น  โดยการนําชิ้นส่วนยอดของขมิ้นมาทดสอบบนอาหาร MS 
ร่วมกับ BA ที่ระดับ 0, 1, 2, 3 และ 4 mg/l และ NAA ที่ระดับ 0, 0.5, and 1 mg/l พบว่า ปริมาณ
น้ําตาล 60 กรัมต่อลิตร ทําให้เกิดค่าเฉลี่ยของจํานวนยอดและจํานวนใบต่อยอดสูงที่สุด  และความ
ยาวราก ขนาดของรากมีขนาดใหญ่ที่สุด  จากการทดลองในครั้งนี้  พบว่า  สูตรอาหาร MS ร่วมกับ 
BA ความเข้มข้น 3 mg/l ที่มีน้ําตาลซูโครส 30 g/l  ที่มีค่าเฉลี่ยการเกิดเหง้าเท่ากับ 1.70 หัว (ตาราง
ที่ 3)  และมีการสร้างเหง้าที่เห็นได้ชัดเจน (ภาพท่ี 4 และ ภาพที่ 5)   
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ตารางที่ 3  ผลของปริมาณน้ําตาลน้ําตาลซูโครสต่อการพัฒนาของขม้ินชันตรัง 1  

สูตรอาหาร จ านวนยอด 
(ต้น) 

ความสูง
ต้น (ซม.) 

จ านวนราก 
(ราก) 

ความยาว
ราก 
(ซม.) 

Rhizome 
(หัว) 

MS (control) 1.90 de 1/ 14.79 a 6.20 b 7.75 a 1.10 ab 
MS+BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l 
+ S 30 g/l 

3.10 abc 16.08 a 6.20 b 5.06 bc 1.70 a 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 30 g/l 

2.70 b-e 7.47 c 1.10 d 2.13 e 0.90 ab 

MS+BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l 
+ S 40 g/l 

1.80 e 7.60 c 4.90 bc 3.17 cde 0.70 b 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 40 g/l 

4.00 a 4.48 d 1.90 d 3.08 de 1.00 ab 

MS+BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l 
+ S 50 g/l 

2.00 cde 3.91 d 2.37 d 2.77 de 1.12 ab 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 50 g/l 

3.00 a-d 5.28 cd 2.40 d 3.33 cde 1.20 ab 

MS+BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l 
+ S 60 g/l 

3.60 ab 11.35 b 13.50 a 5.27 b 0.80 ab 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 60 g/l 

2.25 cde 6.43 cd 1.64 cd 4.38 bcd 1.25 ab 

F-test ** ** ** ** ns 
c.v.(%) 40.73 31.51 52.64 46.08 81.33 

 

**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต ์
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกตา่งเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลีย่โดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพที่ 4 การเลี้ยงทดสอบการพัฒนาการเกิดเหง้าของขม้ินชันตรัง 1 ในอาหารที่มี BA 3 mg/L หรือ 

TDZ 2 mg/L และ NAA 1 mg/L  ในระดับปริมาณน้ําตาลซูโครส 30, 40, 50 และ 60 g/l    
 
 
 

   
MS (Control) MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 

S 30 g/l 
MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 30 g/l 

   

MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 
S 40 g/l 

MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 40 g/l 

MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 
S 50 g/l 

   
MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 50 g/l 

MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 
S 60 g/l 

MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 60 g/l 
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ภาพที่ 5  การเกิดเหง้าในสภาพปลอดเชื้อของขมิ้นชันตรัง 1  บนสูตรอาหาร MS ร่วมกับ BA ความ
เข้มข้น 3 mg/l ที่มีน้ําตาลซูโครส 30 g/l   
 
 นําขมิ้นชันตรัง 2 ทดสอบบนอาหารที่มีปริมาณน้ําตาลซูโครส  30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อ
ลิตรเพ่ือการพัฒนาส่วนราก ให้มีการสร้างเหง้า (rhizome) ในสภาพปลอดเชื้อ   โดยทดสอบบนสูตร
อาหารที่มีการเติม BA ความเข้มข้น 3 mg/l หรือ TDZ ความเข้มข้น  2 mg/l และทุกสูตรอาหารมี
การเติม NAA ความเข้มข้น 1 mg/l   พบว่า  อาหาร MS ร่วมกับการเติม BA ความเข้มข้น 3 mg/l  
NAA ความเข้มข้น 1 mg/l ที่มีปริมาณน้ําตาลซูโครส 30 g/l  จะทําให้ค่าเฉลี่ยของจํานวนยอดใหม่
เท่ากับ 3.77 ต้น มีความสูงของต้นใหม่เฉลี่ย 17.41 เซนติเมตร มีการเกิดรากเฉลี่ย 15.55 ราก และมี
ค่าเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 1.50 หัว (ตารางที่ 4) โดยรากจะมีขนาดใหญ่ (ภาพที่ 6) 
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ตารางที่ 4  ผลของปริมาณน้ําตาลน้ําตาลซูโครสต่อการพัฒนาของขม้ินชันตรัง 2 
 

สูตรอาหาร จ านวนยอด 
(ต้น)  

ความสูงต้น 
(ซม.)  

จ านวนราก 
(ราก)  

ความยาวราก 
(ซม.) 

Rhizome 
(หัว)  

MS (control) 1.90 bc 1/ 14.20 b 9.70 b 5.99 a 0.60 a 
MS+BA 3 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 30 g/l 

3.77 a 17.41 a 15.55 a 5.50 ab 1.11 a 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 30 g/l 

3.55 a 6.36 cd 3.00 c 4.53 ab 0.88 a 

MS+BA 3 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 40 g/l 

1.75 bc 5.41 d 4.62 c 3.75 b 0.75 a 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 40 g/l 

2.80 ab 4.66 de 2.70 c 3.87 b 0.90 a 

MS+BA 3 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 50 g/l 

2.00 bc 3.27 e 2.66 c 3.68 b 1.33 a 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 50 g/l 

2.11 bc 3.23 e 1.77 c 5.56 ab 1.33 a 

MS+BA 3 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 60 g/l 

2.40 bc 7.48 c 9.40 b 5.02 ab 1.10 a 

MS+TDZ 2 mg/l + NAA 1 
mg/l + S 60 g/l 

1.50 c 4.65 de 3.00 c 4.56 ab 1.50 a 

F-test ** ** ** ns ns 
c.v.(%) 47.67 27.15 56.59 41.28 96.23 

 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที ่6 การเลี้ยงทดสอบการพัฒนาการเกิดเหง้าของขม้ินชันตรัง 2 ในอาหารที่มี BA 3 mg/L หรือ 

TDZ 2 mg/L และ NAA 1 mg/L  ในระดับปริมาณน้ําตาลซูโครส 30, 40, 50 และ 60 g/l    
 
 
 
 
 

   
MS (Control) MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 

S 30 g/l 
MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 30 g/l 

   
MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 
S 40 g/l 

MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 40 g/l 

MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 
S 50 g/l 

   
MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 50 g/l 

MS +BA 3 mg/l + NAA 1 mg/l+ 
S 60 g/l 

MS +TDZ 2 mg/l + NAA 1 mg/l+  
S 60 g/l 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
 

การเพ่ิมปริมาณยอดของขมิ้นชันทั้ง 2 พันธุ์ คือ ขมิ้นชันตรัง1 และ ขมิ้นชันตรัง 2 สามารถ
เลือกใช้สาร  ไซโตไคนินได้ทั้ง 4 ชนิด เนื่องจากให้ผลทางสถิติที่ไม่ต่างกัน แต่ควรพิจารณาราคาของ
สารเคมีเพ่ือลดต้นทุนสําหรับการผลิตทางพาณิชย์  จึงแนะนําการใช้ BA ที่มีราคาถูก  และสามารถใช้
ต่อเนื่องในขั้นตอนการชักนําให้เกิดเหง้าในสภาพปลอดเชื้อได้ด้วย   

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

สูตรอาหารที่ได้สําหรับการชักนําให้เกิดยอดและการสร้างเหง้าในสภาพปลอดเชื้อ สามารถ
นําไปพัฒนาต่อในขั้นตอนของการผลิตโดยการใช้ระบบไบโอรีแอคเตอร์ เพ่ือลดระยะเวลาการผลิตต้น
พันธุ์  และต้นพันธุ์ที่ได้ปลอดเชื้อเกษตรกรสามารถนําไปปลูกในสภาพแปลงปลูกได้   ช่วยลดปัญหา
การสะสมของเชื้อโรคในท่อนพันธุ์ได้ 

 
ค าขอบคุณ  

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชสวนตรังที่อนุเคราะห์ตัวอย่างขมิ้นชันตรัง 1 และ ขมิ้นชันตรัง 2  
รวมทั้งคําแนะนําต่างๆ เพ่ือนํามาใช้ในการวิจัย 
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การชักน าให้เกิดยอดรวมในอ้อย (Saccharum spp.) ที่ปลอดเชื้อไฟโตพลาสมาโดยใช้ชิ้นส่วน
ของใบอ่อน 

Multiple shoot formation in phytoplasma-free sugarcane (Saccharum  spp.) 
using immature leaf roll.  
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บทคัดย่อ 

 
การชักนําให้เกิดยอดรวม (multiple shoot formation) ในอ้อย (Saccharum spp.) ที่

ปลอดเชื้อไฟโตพลาสมา โดยใช้ส่วนใบอ่อนจากยอดที่ยังไม่คลี่ (immature leaf roll) สามารถทําได้
บนอาหารกึ่งแข็ง (semi solid media) และในระบบ temporary immersion bioreactor (TIB) ใน
ระบบก่ึงแข็งสูตรอาหารที่สามารถชักนําให้เกิดยอดรวมสูงสุด ได้แก่สูตรอาหารที่ประกอบด้วย อาหาร 
MS ที่เติม 3-6 µM benzyladenine (BA) และ 2 µM naphthalene acetic acid (NAA) ได้ 47.5-
51.6 ยอดอ่อน/ชิ้นส่วนพืช ภายในระยะเวลา 2 เดือน สําหรับการใช้ระบบ TIB สูตรอาหารที่ให้
จํานวนยอดสูงสุด คือ อาหาร MS ที่เติม 3-6 µM BA and 2 µM NAA ได้ 22.1-16.2 ยอดอ่อน/
ชิ้นส่วนพืช ภายในระยะเวลา 1 เดือน ซึ่งระบบ TIB สามารถชักนําให้เกิดยอดรวมได้เร็วกว่าและยอด
อ่อนมีขนาดใหญ่กว่าการใช้อาหารกึ่งแข็ง ยอดอ่อนที่ได้สามารถชักนําให้เกิดรากได้ดีบนอาหารสูตร 
½MS+4-8 µM indole-3-butyric acid (IBA) ต้นอ่อนที่มีรากท่ีสมบูรณ์สามารถย้ายปลูกลงในเวอร์มิ
คูไลท์เพ่ือปรับสภาพและปลูกในโรงเรือนระบบปิด โดยมีอัตราการอยู่รอดสูงกว่า 80% 
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Abstract 
 

The multiple shoot formation in sugarcane (Saccharum spp.), that free from 
phytoplasma, has been done using immature leaf roll as explants. The induction was 
employed in two processes, on semi solid media and in temporary immersion 
bioreactor (TIB). In semi solid media, the highest number of shoots was obtained on 
MS basal media supplemented with 3-6 µM benzyladenine (BA) and 2 µM 
naphthalene acetic acid (NAA), 47.5-51.6 microshoots/explant within 2 months. For 
TIB system, the highest number of shoots was found in MS liqiud media 
supplemented with 3-6 µM BA and 2 µM NAA (22.1-16.2 microshoots/explant within 1 
month) that was faster than those obtained on the semi solid media. Microshoots 
produced in the TIB system also displayed larger size than on semi solid media. 
Successful rooting of the microshoots was obtained in ½MS+4-8 µM indole-3-butyric 
acid (IBA). Plantlets were transferred in closed-system greenhouse with above 80% 
survival. 

 
บทน า (Introduction) 

 
ปัจจุบันการเกษตรได้ใช้ประโยชน์จากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในหลายๆ ด้าน ได้แก่   

การขยายพันธุ์พืชให้เพ่ิมปริมาณมากและมีความสม่ําเสมอ (uniformity) ในระยะเวลาสั้น  การผลิต
พืชที่ปราศจากเชื้อโรค (disease-free plants) ตลอดจนการปรับปรุงหรือพัฒนาพันธุ์พืช (crop 
improvement) สามารถสร้างพันธุ์พืชต่างๆได้ตามความประสงค์ อ้อย (Saccharum spp.) เป็นพืช
สําคัญที่มีมูลค่าการผลิตเพ่ือการบริโภคและส่งออกที่สําคัญ ใช้เป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมอ้อยและ
น้ําตาล มีมูลค่าการส่งออก 20,000-30,000 ล้านบาทต่อปี การปลูกอ้อยมีปัญหาเรื่องท่อนพันธุ์อ้อยที่
ใช้ปลูกปนเปื้อนด้วยเชื้อไฟโตพลาสมา (phytoplasma) ทําให้มีอัตราการเจริญเติบโตและผลผลิต
ลดลงอย่างมาก  
 งานวิจัยด้านการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยส่วนมากนําชิ้นส่วนพืช (explant) มาชักนําให้เกิด
แคลลัส (callus) ก่อน ตามด้วยการเพ่ิมปริมาณแคลลัส จากนั้นจึงชักนําให้แคลลัสพัฒนาเป็นยอด
อ่อน (microshoot) หรือ somatic embryo (Distabanjong et al., 2012) ซึ่งวิธีการดังกล่าว
โอกาสเกิดการกลายพันธุ์ (somaclonal variation) สูง เนื่องจากระยะท่ีเซลล์เป็นแคลลัสเป็นระยะที่
ง่ายต่อการกลายพันธุ์ ดังนั้นจึงควรหลีกเลี่ยงขั้นตอนของการเกิดแคลลัส ปัญหาในปัจจุบันนี้ส่วน
ขยายพันธุ์ อ้อย ได้แก่  ท่อนพันธุ์  มีการปนเปื้อนจากเชื้อไฟโตพลาสมา สํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพร่วมกับศูนย์โคเปียประจําประเทศไทย (KOPIA Thailand Center) ได้ทําการ
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คัดเลือกต้นอ้อยปลอดไฟโตพลาสมาโดยใช้วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยี่อ ได้นําลงปลูกในเรือนทดลองปิด
เพ่ือปูองกันการปนเปื้อนซ้ํา (reinfection) 

งานวิจัยเรื่องนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือขยายพันธุ์อ้อยปลอดเชื้อไฟโตพลาสมาโดยไม่ผ่านขั้นตอน
ของการเกิดแคลลัส (direct shoot formation/direct organogenesis) และนําระบบ temporary 
immersion bioreactor (TIB) มาใช้เป็นเครื่องมือช่วยการขยายพันธุ์ สามารถเพ่ิมปริมาณส่วน
ขยายพันธุ์อ้อยที่ปลอดโรคนี้ สามารถทําได้ในปริมาณมากภายในเวลาสั้นและยังช่วยประหยัดเวลา
และแรงงานได้  

 
ระเบียบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 

อุปกรณ์ 
1. ต้นอ้อยพันธุ์ ขอนแก่น 3 และ อู่ทอง 12 ที่คัดเลือกแล้วว่าไม่พบเชื้อไฟโตพลาสมาท่ีได้

จากโครงการวิจัยอ้อยไทย-เกาหลี ในปี พ.ศ. 2555-2557 (ค.ศ. 2012-2014)  
2. สารเคมีที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

benzyladerine (BA), naphthalene acetic acid (NAA) 
วิธีการ 

งานวิจัยเรื่องการชักนําให้เกิดยอดรวม (multiple shoot formation) ได้นําชิ้นส่วนพืช
ปลอดเชื้อโรค phytoplasma ที่ได้จากโครงการวิจัยอ้อยไทย-เกาหลี (KOPIA-DOA Sugarcane 
Project) ระหว่างปี ค.ศ. 2012-2014 ผลสําเร็จของโครงการสามารถได้ต้นอ้อยที่ปลอดเชื้อ 
phytoplasma โดยใชว้ิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อร่วมกับชีวโมเลกุล ทั้งนี้การปลูกอ้อยปลอดโรคทําให้
อ้อยเจริญเติบโตเร็ว แข็งแรง สามารถให้ผลผลิตสูง (Sood et al., 2006) 

 
การชักน าให้เกิดยอดรวม แบ่งเป็น 2 การทดลอง 

การทดลองที่ 1 เป็นการทดลองโดยชักนําให้เกิดยอดรวมบนอาหารกึ่งแข็ง (semi solid 
media) ชิ้นส่วนพืชที่ใช้ คือ ใบอ่อนจากยอดที่ยังไม่คลี่ (immature leaf roll) ของอ้อยพันธุ์ขอนแก่น 
3 เตรียมชิ้นส่วนพืชโดยตัดสว่นยอดอ่อนของอ้อย ลอกใบด้านนอกออกจนเหลือยอดอ่อนที่ติดกับข้อ
แรกของต้น จากนั้นนําไปล้างน้ํา 30 นาที แล้วฆ่าเชื้อภายนอกด้วยไฮเตอร์® (Haiter®;sodium 
hypochlorite 6% w/w as available chlorine) ความเข้มข้น 20% (v/v) นาน 10 นาที แล้วล้าง
ด้วยน้ํากลั่นฆ่าเชื้อเพ่ือล้างไฮเตอร์® ออกจากผิวชิ้นส่วนพืช นําชิ้นส่วนทั้งหมดแช่ในสารปฏิชีวนะ 
nystatin (Sigma)  ความเข้มข้น 250 มก./ล. เพ่ือกําจัดเชื้อรา และ cefotexime (Sigma)  ความ
เข้มข้น 250 มก./ล.เพ่ือกําจัดเชื้อแบคทีเรีย นาน 1 ชั่วโมง นําส่วนยอดอ่อนที่ผ่านการฆ่าเชื้อภายนอก
และแช่ในสารปฏิชีวนะแล้ว (ซึ่งมีความยาวประมาณ 10 ซม.) มาตัดตามขวาง (transverse section) 
หนาชิ้นละประมาณ 1-2 มม. ตําแหน่งที่ตัดอยู่ที่เหนือข้อแรกของยอดอ่อน อาหารเลี้ยงชิ้นส่วนพืช
ประกอบด้วย อาหารสูตร MS (Muashige and Skoog, 1962) casein hydrolysate (CH) 500 
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มก./ล. (Ali et al., 2012) น้าํตาลซูโครส (sucrose) 30 ก./ล. และ สารควบคุมการเจริญเติบโตของ
พืช (plant growth regulators) 2 ชนิด คือ benzyladerine (BA) และ naphthalene acetic 
acid (NAA) อาหารเลี้ยงพืชปรับ pH ที่ 5.7 ก่อนนึ่งฆ่าเชื้อ  

สูตรอาหารที่ใช้ในการชักนําให้เกิดยอดรวม 
1. MS 
2. MS+3µM BA 
3. MS+6µM BA 
4. MS+9µM BA 
5. MS+3µM BA+2µM NAA 
6. MS+6µM BA+2µM NAA 
7. MS+9µM BA+2µM NAA 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 4 ซ้ํา แต่ละสิ่งทดลอง 

(treatment) มี 32 ชิ้นส่วนพืช (explant) เลี้ยงชิ้นส่วนพืชในสภาพห้องเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่อุณหภูมิ 
25OC ภายใต้สภาพแสง 16 ชั่วโมงและมืด 8 ชั่วโมง ทําการบันทึกข้อมูล 2 เดือนหลังเลี้ยงและเปลี่ยน
อาหารทุก 3 สัปดาห์เมื่อพบอาการ browning ในอาหารหรือบนชิ้นส่วนพืช 

 
 การทดลองที่ 2 เป็นการทดลองโดยชักนําให้เกิดยอดรวมในอาหารเหลวระบบ temporary 
immersion bioreactor (TIB) 
 นําชิ้นส่วนใบอ่อนจากยอดที่ยังไม่คลี่ (immature leaf roll) ของอ้อยพันธุ์ ขอนแก่น 3 โดย
การเตรียมชิ้นส่วนพืชเหมือนกับการทดลองท่ี 1 มาเลี้ยงในขวดเลี้ยงระบบ TIB ชนิด RITA® สูตร
อาหารที่ใช้ในการชักนําให้เกิดยอดรวมในระบบ TIB ประกอบด้วย อาหาร MS น้ําตาลซูโครส 30 ก./
ล. CH 500 มก./ล. (Ali et al., 2012) สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช BA และ  NAA ความเข้มข้น
ต่างๆ  ได้แก่  

1. MS 
2. MS+3µM BA 
3. MS+6µM BA 
4. MS+9µM BA 
5. MS+3µM BA+2µM NAA 
6. MS+6µM BA+2µM NAA 
7. MS+9µM BA+2µM NAA 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 4 ซ้ํา แต่ละสิ่งทดลอง

มี 24 ชิ้นส่วนพืช เลี้ยงชิ้นส่วนพืชในสภาพห้องเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่อุณหภูมิ 25OC ภายใต้สภาพแสง 16 
ชั่วโมงและมืด 8 ชั่วโมง ทําการบันทึกข้อมูล 1 เดือนหลังเลี้ยง การทดลองนี้ให้อาหารเหลวกับชิ้นส่วน
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พืชทุก 3 ชั่วโมง (ซึ่งเท่ากับ 8 ครั้ง/วัน) แต่ละครั้งให้อาหารเหลวนาน 3 นาที (Distabanjong et al., 
2018) 
การชักน าให้เกิดราก 
 นํายอดอ่อนที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณความสูงประมาณ 5-8 ซม. มาเลี้ยงบนอาหารชักนําให้
เกิดรากที่ประกอบด้วย อาหาร ½MS น้ําตาลซูโครส 30 ก./ล. และ indole-3-butyric acid (IBA) 
ความเข้มข้นต่างๆ 0, 2, 4, 6 และ 8 µM วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 
Design (CRD) 4 ซ้ํา แต่ละสิ่งทดลองมี 48 ยอดอ่อน (microshoot) เลี้ยงชิ้นส่วนพืชในสภาพห้อง
เลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่อุณหภูมิ 25OC ภายใต้สภาพแสง 16 ชั่วโมงและมืด 8 ชั่วโมง บันทึกจํานวนรากต่อ
ยอดอ่อนหลังเลี้ยง 1 เดือน 
 

เวลาและสถานที่ 
ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560 (2 ปี) 
สถานที่ดําเนินงาน  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ อ.ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 

 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and Discussion) 

 
ก่อนทําการทดลองในระบบ TIB  ได้ทําการทดลองชักนําให้เกิดยอดรวมบนอาหารกึ่งแข็ง 

เพ่ือทราบแนวโน้มและความเป็นไปได้ของการเกิดยอดรวมโดยไม่ผ่านการเกิดแคลลัส พบว่าการชักนํา
ให้เกิดยอดรวมบนอาหารกึ่งแข็งสามารถชักนําได้ดีบนอาหาร MS ที่เติม 3-6 µM BA และ 2 µM 
NAA (47.5-51.6 ยอดอ่อน/ชิ้นส่วนพืช, ภาพที่ 1) การใช้ NAA ร่วมกับ BA สามารถเพ่ิมจํานวนการ
เกิดยอดรวมได้สูงกว่าการใช้ BA เพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 1) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ali et al. 
(2012) ที่รายงานว่า NAA ช่วยส่งเสริมการเกิดยอดรวมและทําให้ยอดอ่อนมีการยืดตัว เป็นการ
ตอบสนองแบบบวก (positive effect) ของสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้งสอง เมื่อทําการทดลองใน
ระบบ TIB พบว่า การชักนําให้เกิดยอดรวมสามารถชักนําได้ในอาหาร MS ที่เติม 3-6 µM BA และ 2 
µM NAA (22.1-16.2 ยอดอ่อน/ชิ้นส่วนพืช, ตารางที่ 2) เป็นจํานวนยอดท่ีน้อยกว่าที่ได้จากอาหารกึ่ง
แข็ง แต่ระบบ TIB สามารถชักนําให้เกิดได้ภายในระยะเวลาที่น้อยกว่าการชักนําบนอาหารแข็ง ระบบ 
TIB สามารถชักนําได้ภายในระยะเวลา 1 เดือนหลังการเลี้ยง ส่วนในอาหารกึ่งแข็งสามารถชักนําได้ 2 
เดือนขึ้นไป นอกจากนี้ต้นอ่อนที่ได้ในระบบ TIB จะมีความแข็งแรงและขนาดต้นสูงกว่าต้นอ่อนที่ได้
จากอาหารกึ่งแข็ง (ภาพที่ 2) ชิ้นส่วนพืชที่เหมาะสมสําหรับการชักนําให้เกิดยอดอ่อนของการทดลอง
นี้ใช้ใบอ่อนที่ยังไม่คลี่ ซึ่งได้ผลดีเช่นเดียวกับผลการวิจัยที่ผ่านมา (Ali et al., 2012, Gill et al., 
2006, Snyman et al., 2008) 
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ตารางท่ี 1. จํานวนยอดต่อชิ้นส่วนพืชบนอาหารกึ่งแข็ง (semi solid) สูตรต่างๆ  
สูตรอาหาร # ยอด/ชิ้นส่วนพืช1 % ชิ้นส่วนพืชท่ีตอบสนอง2 

1. MS 
2. MS+3µM BA 
3. MS+6µM BA 
4. MS+9µM BA 
5. MS+3µM BA+2µM NAA 
6. MS+6µM BA+2µM NAA 
7. MS+9µM BA+2µM NAA 

2.2 d 
10.8 c 
14.4 c 
19.2 bc 
47.5 a 
51.6 a 
25.2 b 

28 
60 
60 
66 
70 
82 
76 

 

1 ค่าเฉลีย่ในคอลัมน์เดียวกันตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันไมม่ีความแตกต่างท่ีระดับ 5 % โดย DMRT  
2 จํานวนยอดต่อช้ินส่วนพืชบันทึกเฉพาะยอดที่มีขนาดยาวกว่า 0.5 ซม. บันทึกข้อมลู 2 เดือนหลังเลี้ยง 

 
ตารางท่ี 2. จํานวนยอดต่อชิ้นส่วนพืชในอาหารเหลวสูตรต่างๆโดยระบบ temporary immersion 

bioreactor (TIB) 
สูตรอาหาร # ยอด/ชิ้นส่วนพืช1 % ชิ้นส่วนพืชท่ีตอบสนอง2 

1. MS 
2. MS+3µM BA 
3. MS+6µM BA 
4. MS+9µM BA 
5. MS+3µM BA+2µM NAA 
6. MS+6µM BA+2µM NAA 
7. MS+9µM BA+2µM NAA 

2.4 d 
3.6 cd 
6.4 bc 
8.2 b 
22.1 a 
16.2 a 
11.4 b 

25 
56 
54 
59 
74 
71 
69 

 

1 ค่าเฉลี่ยในคอลมัน์เดยีวกันตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันไมม่ีความแตกต่างท่ีระดับ 5 % โดย DMRT  
2 จํานวนยอดต่อช้ินส่วนพืชบันทึกเฉพาะยอดที่มีขนาดยาวกว่า 0.5 ซม.บันทึกข้อมลู 1 เดือนหลังเลี้ยง 
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ภาพที่ 1. การเกิดยอดรวมจากชิ้นส่วนใบอ่อนที่ยังไม่คลี่ (immature leaf roll) เลี้ยงบน 
อาหาร MS ที่ประกอบด้วย 6 µM BA และ 2 µM NAA 
1. ชิ้นส่วนใบอ่อนอ้อย ความยาวประมาณ 10 ซม. 
2. ใบอ่อนตัดตามขวาง (transverse section) เลี้ยงบนอาหารชักนําให้เกิดยอด 
3. เกิดยอดรวม (multiple shoot) บนรอยตัด 
4. ยอดรวมพัฒนาสมบูรณ์ 

 
 
 
 
 
 
 

1 2 

4 3 
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 ภาพที่ 2. การชักนําให้เกิดยอดรวมในระบบ TIB ในอาหาร MS+6 µM BA+2 µM NAA 
 

การชักนําให้เกิดรากโดยใช้ IBA พบว่า สูตรอาหารที่สามารถชักนําให้ได้จํานวนราก/ยอดอ่อน
สูงสุด คือ อาหารสูตร  ½MS + 4-8 µM IBA (ตารางที่ 3 และภาพท่ี 3) แต่ที่ความเข้มข้นของ IBA 8 
µM รากจะมีลักษณะบวมและไม่ยืดยาว ไม่เหมาะสําหรับการย้ายปลูก ดังนั้นความเข้มข้นของ IBA ที่
เหมาะสมควรเป็น 4-6 µM ต้นอ่อนที่มีรากท่ีสมบูรณ์สามารถย้ายปลูกในเวอร์มิคูไลท์เพ่ือปรับสภาพ
และปลูกในโรงเรือนระบบปิด โดยมีอัตราการอยู่รอดสูงกว่า 80% (ภาพที่ 4) สารควบคุมการ
เจริญเติบโตพืชในกลุ่มออกซิน (auxin) สามารถชักนําให้เกิดรากได้ดี NAA สามารถชักนําให้เกิดราก
ในอ้อยได้ดี (Ali et al. 2012, Ali et al. 2010) แต่ในการทดลองนี้ใช้ IBA ชักนําให้เกิดราก ซึ่งจะได้
รากที่มีขนาดเล็กเป็นฝอยละเอียด (ภาพที่ 3) และมีปริมาณมากกว่าเมื่อใช้ NAA (ไม่ได้แสดงผล)  
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ตารางท่ี 3. การชักนําให้เกิดรากในอาหารที่มี IBA ความเข้มข้นต่างๆ 

IBA (µM) 
จ านวนราก/ยอดอ่อน 

ขอนแก่น 3 อู่ทอง 12 
0 
2 
4 
6 
8 

9 b 
13 b 
21 a 
28 a 
26 a 

14 b 
16 b 
26 a 
25 a 
29 a 

     

     1 คา่เฉลีย่ในคอลัมนเ์ดียวกันตามด้วยตัวอักษรเหมือนกันไม่มีความแตกต่างท่ีระดับ 5 % โดย DMRT  
     2 จํานวนยอดต่อช้ินส่วนพืชบันทึกเฉพาะยอดที่มีขนาดยาวกว่า 0.5 ซม.บันทึกข้อมลู 1 เดือนหลังเลี้ยง 
 

     
 
ภาพที่ 3. การเกิดรากของยอดอ่อนอ้อยในอาหาร ½ MS+4 µM indole-3-butyric acid (IBA) 
 

  
 
ภาพที่ 4. การย้ายปลูกต้นอ่อนอ้อยในโรงเรือนระบบปิด (closed-system green house) 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
 

การชักนําให้เกิดยอดรวมในอ้อย สามารถทําได้บนอาหารกึ่งแข็งและในระบบ TIB การใช้ TIB 
สามารถได้ยอดอ่อนในระยะเวลาที่สั้นกว่าการชักนําบนอาหารแข็ง แต่ระบบ TIB ชักนําให้เกิดยอด
อ่อนได้ในปริมาณท่ีน้อยกว่าบนอาหารแข็ง (16.2-22.1 vs 47.5-51.6 ยอด/ชิ้นส่วนพืช) นอกจากนี้
ควรทําการตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อไฟโตพลาสมาอย่างต่อเนื่องเพ่ือให้แน่ใจว่าต้นพันธุ์ (stock 
plant) ปลอดโรค (ภาพผนวกที่ 1 และภาพผนวกที่ 2)  

 
การน าเสนอผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ส่วนหนึ่งของงานวิจัยเรื่องนี้ได้นําเสนอในชื่อเรื่อง Production of phytoplasma-free 
plants in sugarcane (Saccharum spp.) using temporary immersion bioreactor โดย
นําเสนอ oral presentation ใน International Symposia on Tropical and Subtropical 
Horticulture ที่เมือง Cairn เครือรัฐออสเตรเลีย ระหว่างวันที่ 20-25 พฤศจิกายน 2559 เรื่องเต็ม
ได้ผ่านการตรวจจาก editorial board และจะลงตีพิมพ์ใน Acta Horticulturae ปี 2018. 
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กําจัดเชื้อไวรัส และไฟโตพลาสมา 
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ภาคผนวก (Appendix) 

 

 
 

ภาพผนวกที่ 1. การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาในต้นอ้อยที่ปลูกในโรงเรือนระบบปิด เพ่ือ
ใช้เป็นชิ้นส่วนพืชเริ่มต้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยเทคนิค nested-polymerase chain 
reaction (nested-PCR) ใช้ 2 primers คือ R16mF2/R16mR1 และ R16F2/R16R2 
 
Lane 1-20 – ไม่พบเชื้อไฟโตพลาสมา 
W – น้ํากลั่น N – ต้นอ้อยปกติไม่มีเชื้อไฟโตพลาสมา P – positive control (1,250 

bp) 
M – 100 bp DNA ladder plus, Fermentas 
ผล : ไม่พบการติดเชื้อซ้ํา (reinfection) 
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ภาพผนวกที่ 2. การตรวจสอบซ้ําในต้นอ้อยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในระบบ TIB โดย
เทคนิค nested-polymerase chain reaction (nested-PCR) ใช้ 2 primers คือ 
R16mF2/R16mR1 และ R16F2/R16R2 
 
M – 100 bp DNA ladder plus, Fermentas  P – positive control (1,250 

bp) 
H – พืชปกติไม่เป็นโรค (healthy plant) 
ผล : ไม่พบการติดเชื้อ 
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บทคัดย่อ 
 

            ดําเนินการศึกษาการขยายพันธุ์มันฝรั่งปลอดโรค โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของมันฝรั่งให้ได้
ส่วนขยายพันธุ์ปลอดโรค  พัฒนาหาสูตรอาหารและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการชักนําให้เกิ ด 
micro shootโดยใช้ระบบ Temporary  Immersion  Bioreactor ( TIB)  เพ่ือผลิตส่วนขยายพันธุ์
มันฝรั่งที่ปลอดโรคในเชิงพาณิชย์ ดําเนินการระหว่างปี 2559-2560  ในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพ่ือให้
ปลอดโรค การใช้ apical meristem  ขนาด 0.1 - 0.2 เซนติเมตร  เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS 
ร่วมกับ BA 5 µM สามารถชักนําให้มีการพัฒนาเป็นยอดที่สมบูรณ์ยอด ในพันธุ์แอตแลนติก 36 
เปอร์เซ็นต์ และพันธุ์สปุนตา 24 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อ PVY ด้วยวิธีเซรุ่ม
วิทยา พบการปลอดโรคสูงถึง ได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์  และเมื่อศึกษาการเพ่ิมปริมาณยอดรวมในระบบ 
TIB เทียบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว  มันฝรั่งแอตแลนติกและสปุนตา สามารถเพ่ิมปริมาณยอดรวม
ได้สูง 5.2 ยอด และ4.2 ยอด ต่อ 1ชิ้นส่วนพืช ตามลําดับและมีความสูงของยอดในเกณฑ์ปกติ เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเหลว MS ที่มี GA3 0.1 mg/l และ NAA 0.1 mg/L ส่วนในระบบ TIB สามารถให้
ปริมาณยอดรวมสูงสุด 4.8 ยอดและ3.6 ยอด ตามลําดับในอาหารสูตรเดียวกัน โดยให้อาหาร 8 ครั้ง
ต่อวัน ครั้งละ 10 นาที    เมื่อศึกษาผลของ BA และน้ําตาลซูโครสต่อการเกิด micro tubers  ใน
อาหารเหลว พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม BA 40 µM  และน้ําตาลซูโครส ร่วมกับ 6 -8 เปอร์เซ็นต์  
Chlorocholine chloride ( CCC) 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถชักนําให้เกิด micro tubers ได้
มากที่สุดในพันธุ์แอตแลนติก   ส่วนพันธุ์สปุนต้า อาหารเหลว MS ที่เติม BA 20 µM  และน้ําตาล
ซูโครส  8 เปอร์เซ็นต์ สามารถชักนําให้เกิด micro tubers ได้ดีที่สุด  แต่ในระบบ TIB  ยังไม่สามารถ
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สรุปได้ เนื่องจากทั้งแผนงานวิจัยถูกระงับการดําเนินงาน และยังมีปัจจัยที่ต้องศึกษาอีก เช่น 
ระยะเวลาการให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช และ ความเข้มข้นของ CCC 
 

Abstracts 
 

      Masspropagation of disease-free potato has been done using temporary 
immersion bioreactor (TIB) during 2016-2017. Excised apical meristem explants, 0.1-
0.2 cm, have been cultured on MS basal media supplemented with 5 µM 
benzyladenine (BA) for induction of microshoot (36% in Atlantic and 24% in Spunta). 
Serology investigation of PVY virus displayed 90% elimination. Multiple shoot 
formation in liquid culture, MS basal media containing 0.1 mg/l gibberellic acid (GA3) 
and 0.1 mg/l naphthaleneacetic  acid (NAA), resulted in 5.2 microshoots/explant in 
Atlantic and 4.2 microshoots/explant in Spunta with normal height. In the TIB system, 
the highest number of shoots was obtained from the similar media composition (4.8 
microshoots/explant in Atlantic and 3.6 microshoots/explant in Spunta). The explants 
have received liquid media 8 times/day or every 3 hours with 10 minutes each time. 
For production of micro tuber of Atlantic in liquid media, the best media 
composition was MS basal media supplemented with 40 µM BA, 6-8% (w/v) sucrose 
and 500 mg/l chlorocholine chloride (CCC). In addition, the best media composition 
for micro tuber production in Spunta was MS media containing 20 µM BA, 8% (w/v) 
sucrose and 500 mg/l chlorocholine chloride (CCC). Unfortunately, research on TIB 
system has not been finished due to the official termination of research program. 
Various types of factors, including feeding frequency and CCC concentration etc, 
need further investigation. 

 
บทน า (Introduction) 

 
มันฝรั่งจัดเป็นพืชที่เศรษฐกิจที่สําคัญในภาคเหนือ   เป็นที่นิยมเพ่ือการบริโภคและใช้เป็น

วัตถุดิบในอุตสาหกรรมการแปรรูป   ปัจจุบันความต้องการมันฝรั่งเพ่ือปูอนโรงงานสูงถึงปีละหนึ่งแสน
สองหมื่นตัน แต่การปลูกมันฝรั่งในประเทศไทยยังต้องนําเข้าหัวพันธุ์มาจากต่างประเทศ คิดเป็นมูลค่า
กว่า 75 ล้านบาทต่อปี (http://www.komchadluek.net/2008/11/27/xagi b001_233276.php?news_id=233276) 
เนื่องจากไทยผลิตได้ไม่เพียงพอกับความต้องการทั้งหัวพันธุ์มันฝรั่งและหัวมันฝรั่งสดเพ่ือการแปรรูป 
โดยเฉพาะหัวพันธุ์มันฝรั่งประเทศไทยสามารถผลิตได้ปีละ ประมาณ 5,500 ตัน ขณะที่เกษตรกร
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ต้องการใช้หัวพันธุ์เพ่ือเพาะปลูกสูงถึง 20,000 ตัน/ปี   ถึงแม้ว่าจะมีการขยายพ้ืนที่ปลูก   มีการวิจัย
เพ่ือเพ่ิมผลผลิต ตลอดจนการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งที่มีคุณภาพภายในประเทศ  แต่ก็ยังไม่เพียงพอต่อ
ปริมาณความต้องการ  และยังมีปัญหาสําคัญในการผลิตหัวพันธุ์ที่มีคุณภาพคือการติดเชื้อและการเกิด
โรค โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส ซึ่งทําความเสียหายรุนแรงต่อผลผลิต และการผลิตหัว
พันธุ์มันฝรั่ง  ที่สําคัญคือเมื่อเป็นโรคแล้วยังไม่มีวิธีการใดท่ีสามารถควบคุมการระบาดของโรคได้ (วงศ์, 
2550)      
             แนวทางหนึ่งที่สามารถใช้ในการปูองกันโรคและเพ่ิมผลผลิตของมันฝรั่งก็คือ การใช้หัวพันธุ์
ที่ปลอดจากเชื้อสาเหตุโรค  การผลิตหัวพันธุ์ที่ปลอดโรคและนําไปให้เกษตรกรเพาะปลูก เป็นแนวทาง
ในการเพ่ิมผลผลิตให้กับเกษตรกรได้  นอกจากนี้การใช้เทคนิค Temporary  Immersion  
Bioreacter ขยายพันธุ์มันฝรั่ง 
ในปริมาณมากจะช่วยประหยัดเวลาแรงงาน และพ้ืนที่ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาเทคนิค
การขยายพันธุ์ มันฝรั่งในสภาพปลอดเชื้อเชิงพาณิชย์ โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของมันฝรั่งให้ได้ส่วน
ขยายพันธุ์ปลอดโรค  พัฒนาหาสูตรอาหารและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการชักนําให้เกิด 
multiple shootsโดยใช้ระบบ Temporary  Immersion  Bioreacter เปรียบเทียบกับการชักนําให้
เกิด multiple shoots  ในอาหารเหลวรวมทั้งมีการปรับสภาพบางอย่างเช่นการชักนําให้เกิด  micro 
tuber ก่อนลงปลูก เพ่ือให้มีการพัฒนาความอยู่รอดในสภาพแปลงปลูกในเปอร์เซ็นต์ที่สูงเท่าที่
สามารถทําได้   
 

ระเบียบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 
 

1. การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพื่อให้ปลอดโรค 
    นําส่วนของ ปลายยอด (apical  meristem) ของมันฝรั่งพันธุ์แอตแลนติก และพันธุ์สปุนต้า 
ขนาดประมาณ 0.1 -0.2 เซนติเมตรชนิดละ 50 ยอด มาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ  บนอาหาร MS 
ที่เติม BA  หรือ kinetin 5 µM  เพ่ือชักนําให้เกิด shoot แล้วนําต้นอ่อนที่เกิดขึ้นไปตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของเชื้อไวรัส PVY โดยใช้ วิธีทางเซรุ่มวิทยา 
2.  ศึกษาการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots  ในอาหารเหลว 
     นําต้นอ่อนที่ปราศจากเชื้อไวรัส  ที่มีข้อ 3 -4  ข้อ มาเลี้ยงในอาหารแข็งพ้ืนฐาน MS ร่วมกับสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต GA3 0.1 mg/l   และ NAA 0.1  mg/l   และ combination ของ GA และ 
NAA  เปรียบเทียบกับไม่เติม   วางแผนการทดลองแบบ  CRD   3 ซ้ํา  4 กรรมวิธี  
                           กรรมวิธีที่ 1 อาหาร MS   
                           กรรมวิธีที่ 2 อาหาร MS  +  GA3 0.1  mg /l  
                           กรรมวิธีที่ 3 อาหาร MS  + NAA 0.1 mg 
                           กรรมวิธีที่ 4 อาหาร MS  + GA3  0.1  mg / l + NAA 0. 1 mg/L 
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 โดยทุกกรรมวิธีเติม gelrite  0.3 %  sucrose 3 % pH  5.7   เลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน  
 บันทึกผล   1. อัตราการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots 
               2. ความสูงของ  multiple shoots 
            3.  ศึกษาการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots  ในระบบ TIB   
               3.1 จัดตั้งระบบ TIB 
               3.2 ศึกษาการเพ่ิมปริมาณยอดรวม ( multiple shoots )ในระบบ  TIB   โดยใช้สูตร
อาหารของการทดลองในอาหารเหลว นําไปทดลองเลี้ยงในระบบ TIB โดยใช้อาหาร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต ดังกล่าวข้างต้น  ให้อาหารสัมผัสเนื้อเยื่อพืช วันละ 8 ครั้ง ๆ ละ3นาที  เลี้ยง
ในสภาพให้แสง 16 ชั่วโมง และไม่เปลี่ยนอาหารเลย วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized  Design (CRD) 3 ซ้ํา แต่ละสิ่งทดลอง (treatment) มีชิ้นส่วนพืช  12 ชิ้น (6 ยอด)   
                  วางแผนการทดลองแบบ  CRD   3 ซ้ํา  4 กรรมวิธี  
                          กรรมวิธีที่ 1 อาหาร MS   
                          กรรมวิธีที่ 2 อาหาร MS  +  GA3  0.1  mg /l  
                          กรรมวิธีที่ 3 อาหาร MS  + NAA 0.1 mg/l 
                          กรรมวิธีที่ 4 อาหาร MS  +  GA3 0.1  mg / l + NAA0.1 mg/L            
 โดยทุกกรรมวิธีเติม  sucrose 3 % pH  5.7   เลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
                      บันทึกผล     1. อัตราการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots 
                                     2. ขนาดและความสูงของ  multiple shoots  
         4.  ศึกษาการเกิด  micro tubers  
              4.1 ศึกษาผลของ  BA และ น้ําตาลซูโครสต่อการสะสมแปูงในรากในระบบอาหารเหลว 
และระบบ TIB 
              นํามันฝรั่ง ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณยอดอ่อนในอาหาร เหลว MS  เติม + GA3 0.1 mg 
+ NAA 0.1 mg/L นาน  4-6  สัปดาห์ จํานวน 10 ยอดต่อกรรมวิธี (ขวด)มาเลี้ยงบนอาหาร MS ที่มี  
BAและน้ําตาล ในปริมาณท่ีเหมาะสมในการเกิด ราก  ร่วมกับสารช่วยกระตุ้นให้เกิดการสะสมแปูงใน
ราก  ได้แก่  Chlorocholine chloride  (CCC)  500 mg/l   ซึ่งมีผลทําให้เกิดหัวขนาดเล็ก ( micro 
tubers ) ร่วมกับราก นํามาเลี้ยงในที่มืด และท่ีมีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน  
            วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD)  8 กรรมวิธี 4 ซ้ํา       
กรรมวิธี ประกอบด้วย 
                        กรรมวิธีที่1.  MS + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธีที่2. MS + sucrose  80 gm 
                        กรรมวิธีที่3. MS+ BA 20 µM + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธีที่4.  MS+ BA 20 µM + sucrose  80 gm 
                        กรรมวิธีที่5.  MS+ BA 40 µM + sucrose  60 gm 
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                        กรรมวิธีที่6.  MS+ BA 40 µM + sucrose  80 gm 
                        กรรมวิธีที่7.  MS+ BA 60 µM + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธีที่8.  MS+ BA 60 µM + sucrose  80 gm 
              บันทึกข้อมูล   -  ปริมาณการเกิด micro tubers 
    ระยะเวลาท าการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ให้ระบุขั้นตอนอย่างละเอียด) 
         ระยะเวลา :  ตุลาคม 2558 – กันยายน 2561       
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and Discussion) 
 

1.  การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพื่อให้ปลอดโรคโดยวิธี meristem culture 

  หัวพันธุ์มันฝรั่งพันธุ์แอตแลนติกและสปุนต้า จาก ศวพ.เชียงใหม่ เมื่อนํามาเพาะให้งอกใน
สภาพโรงเรือน แล้วโดยนํายอดที่งอกออกมายาวประมาณ 3 -5 ซม. ฟอกฆ่าเชื้อภายนอกด้วยคลอ
รอกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์   ตัดชิ้นส่วนปลายยอด (apical meristem ) ขนาดประมาณ 1-2 มม. ซึ่งมี
ความจําเป็นต้องดําเนินการใต้กล้องจุลทรรศน์  แล้วนํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ปลายยอดมันฝรั่ง 
สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง ที่เติม BA  ทั้ง 2 ระดับ คือที่ความเข้มข้น  1 และ 5 µM ใน
พันธุ์แอตแลนติก 18 ยอด คิดเป็น 38 % ของยอดที่นํามาเพาะเลี้ยง และ สปุนต้า 12 ยอด คิดเป็น 
24% ของยอดที่นํามาเพาะเลี้ยง และเมื่อเลี้ยงต่อไปจนกระทั่งยอดมีการเติบโต สูงประมาณ 6-8 ซม.  
ตัดใบไปตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของเชื้อ  PVY ด้วยวิธีเซรุ่มวิทยาแบบ indirect  elisa  จํานวน
พันธุ์ละ 10 ตัวอย่าง ( 10ยอด ) อ่านค่า OD. 405 นาโนเมตร ที่เวลา 30 และ 60 นาที  พบการ
ปนเปื้อนเชื้อ PVY ในมันฝรั่งสปุนตา เพียง 1 ตัวอย่างคือในตัวอย่างที่7 ซึ่งมีค่า OD. 405 นาโนเมตร 
เฉลี่ยสูงกว่าค่าเฉลี่ยของ positive PVY  ในขณะที่พันธุ์แอตแลนติค มีค่า OD ต่ํากว่าค่าเฉลี่ย 
positive PVY   ซึ่งแสดงว่าไม่มีโรคไวรัส (ตารางท่ี 1) 

 การทดลองด้วยวิธี meristem culture ครั้งนี้ให้ผลดี  ตามหลักการ เชื้อไวรัสไม่สามารถ
เคลื่อนย้ายไปสู่เนื้อเยื่อที่กําลังเจริญเติบโตได้ เพราะเนื้อเยื่อดังกล่าวเป็นเพียงกลุ่มเซลล์ ยังไม่มีการ
พัฒนาเป็น vascular system และนอกจากนี้บริเวณ apical meristem จะมีออกซินสูงซึ่งจะช่วย
ยับยั้งการเจริญของเชื้อไวรัสได้ (Morel และ Martin. 1952)    อย่างไรก็ตาม apical meristem ยิ่ง
มีขนาดเล็กจะยิ่งได้ชิ้นส่วนที่ปลอดโรค แต่ยิ่งเล็กเท่าไรโอกาสที่จะเจริญเป็นยอดก็มีน้อยลงมาก  จาก
การทดลองเพาะเลี้ยง  apical meristem พันธุ์ละ 50 ชิ้น มีการเติบโตเป็นยอดระหว่าง 12 – 18 
ยอดคิดเป็น 24-36 % เท่านั้น   และในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของไวรัส ตรวจเฉพาะเชื้อ 
PVY เนื่องจากว่าเป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรครุนแรงในมันฝั่งทางภาคเหนือของไทยซึ่งทําให้ใบมันฝรั่งเสีย
คลอโรฟิลล์ ทําให้ผลผลิตเสียหายมากถึง 80 % ในขณะที่เชื้อ PVX ทําความเสียหายให้ผลผลิตเพียง 
20 %  
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ตารางที่1  ผลการตรวจไวรัส PVY ในมันฝรั่ง แสดงค่า OD. 405  นาโนเมตรที่เวลา 30 และ 60 นาที 

 

sample 
 ค่า  OD. 405  นาโนเมตร ที่เวลา 30 

นาที 
ค่า  OD. 405  นาโนเมตร ที่เวลา 60 นาที 

rep 1 rep 2 average result rep 1 rep 2 average result 
#สปุน 1 0.17 0.16 0.16 N 0.22 0.21 0.21 N 
#สปุน 2 0.14 0.15 0.15 N 0.17 0.17 0.17 N 
#สปุน 3 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.17 0.17 N 
#สปุน 4 0.13 0.14 0.13 N 0.16 0.16 0.16 N 
#สปุน 5 0.13 0.14 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 
#สปุน 6 0.13 0.14 0.14 N 0.16 0.17 0.16 N 
#สปุน 7 1.4 1.33 1.37 P 2.40 2.47 2.43 P 
#สปุน 8 0.14 0.14 0.14 N 0.18 0.17 0.18 N 
#สปุน 9 0.15 0.14 0.14 N 0.18 0.17 0.17 N 
#สปุน 
10 0.15 0.13 0.14 N 

0.17 0.16 0.16 N 

#แอต 1 0.14 0.13 0.13 N 0.16 0.15 0.15 N 
#แอต 2 0.15 0.15 0.15 N 0.19 0.18 0.18 N 
#แอต 3 0.14 0.14 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 
#แอต 4 0.14 0.14 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 
#แอต 5 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.16 0.16 N 
#แอต 6 0.14 0.13 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 
#แอต 7 0.14 0.14 0.14 N 0.18 0.17 0.17 N 
#แอต 8 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.17 0.17 N 
#แอต 9 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.17 0.18 N 
#แอต10 0.13 0.14 0.14 N 0.18 0.18 0.18 N 
Positive 
PVY 1.1 1.19 1.14   

 
1.93 

 
2.05 

 
1.99 

 

H  มัน
ฝรั่ง 0.14 0.13 0.13   

0.15 0.15 0.15  

bf 0.12 0.12 0.12   0.13 0.13 0.13  
cut off 0.26 0.30 
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2. ศึกษาการเพิ่มปริมาณ multiple shoots  และ micro tubers ในอาหารเหลว 
    2.1  การเพิ่มปริมาณ  multiple shoots 

                 เมื่อนํายอดอ่อนที่ปราศจากเชื้อไวรัส  ที่มีข้อ  3  ข้อของมันฝรั่งสปุนต้า และแอตแลนติค 
ทดลองเลี้ยงในอาหารเหลวพ้ืนฐาน MS ร่วมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  ได้แก่  GA3  0.1  
mg / l และ NAA 0.1  mg / l    และ  combination ของ  GA3 และ NAA  เปรียบเทียบกับไม่เติม    
                ผลการทดลองพบว่าในมันฝรั่งแอตแลนติคเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MS ที่ไม่เติมสาร
ควบคุมการเจริญ เติบโต ให้จํานวนยอดรวมน้อยสุด แต่ยอดมีการเจริญยืดยาวขึ้น โดยจะที่มีสร้าง  
micro shoot  1.8 ยอดต่อ 1ชิ้นส่วน โดยยอดมีความสูงเฉลี่ย 3.8 ซม  ส่วนการเติม  GA3 0.1 mg/L 
ให้จํานวนยอดรวมสูงสุด 5.8 ยอด ต่อ 1ชิ้นส่วนแต่ยอดไม่ยืดยาว มีความสูงเฉลี่ยเพียง 2.4 ซม.   การ
เติม NAA 0.1 mg/l มีจํานวนยอด 4.2 ยอด ความสูงเฉลี่ย 2.8 ซม. ในขณะที่การเติม  GA3  0.1  mg 
/ l และ NAA  0.1  mg / l ลงในอาหารให้ผลดีที่สุด มีการแตก Microshoot  เพ่ิมข้ึน  5.2 ยอด ต่อ 1
ชิ้นส่วน และความสูงของยอดอยู่ในเกณฑ์ปกติ ไม่แตกต่างกับการใช้อาหาร MS ที่ไม่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโต  (ภาพท่ี1 และ ตารางที่2)    

    มันฝรั่งพันธุ์สปุนตาก็ให้ผลในทํานองเดียวกันคือการเลี้ยงในอาหารทีมี GA3 0.1 mg +  NAA 
0.1 mg/L ให้ผลดีที่สุด ได้ยอด 4.2 ยอด ความสูง 2.8 ซม.ถึงแม้จํานวนยอดที่ได้จะน้อยกว่าการเลี้ยงใน
อาหาร MS ที่มี GA3 เพียงอย่างเดียวเล็กน้อยแต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ในขณะที่ความสูงเฉลี่ยมากกว่า
และแตกต่างทางสถิติอย่างชัดเจน   

   ในการวิจัยครั้งนี้ ใช้อาหาร MS  เนื่องจากเป็นอาหารพ้ืนฐานที่ใช้ได้ผลดีในการขยายพันธุ์
มันฝรั่ง โดยทั่วไปจะใช้อาหารแข็ง แต่ในกรณีท่ีต้องการเพิ่มปริมาณยอดเป็นจํานวนมากมักจะใช้อาหาร
เหลว นอกจากนี้การเพ่ิมปริมาณยอดและการเจริญเติบโตยังขึ้นกับอุณหภูมิที่เหมาะสม คือที่ 22 -25 
องศาเซลเซียส และได้รับแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน  ( Wang and Hu .1982)   นอกจากนี้สารควบคุมการ
เจริญเติบโตเป็นปัจจัยสําคัญในการเพ่ิมปริมาณยอดของมันฝรั่ง โดยเฉพาะ combination ที่เหมาะสม 
NAA ที่ใช้เป็นสารควบคุมการเจริญประเภทออกซินซึ่งมีผลส่งเสริมกระตุ้นการแบ่งเซลล์หรือการแตก
หน่อ ส่วน GA3 ช่วยส่งเสริมให้ยอดยืดยาวขึ้น อย่างไรก็ตามยังมีความแปรปรวนขึ้นอยู่กับ genotype  
และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตของมันฝรั่งด้วย ( Abbott and Belcher,1986 ) 

                                                        
 
ภาพที่ 1.   แสดงการเพ่ิมปริมาณยอดรวมมันฝรั่งแอตแลนติค ในอาหารชนิดต่างๆ 
 

      MS  MS+  GA3 0.1 
mg/L  

MS + NAA 0.1 mg/L MS + GA3 0.1 mg  
+NAA0.1 mg/L 
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ตารางที่ 2  เปรียบเทียบสูตรอาหารเหลว ในการเพ่ิมปริมาณยอดรวม 
    สูตรอาหาร แอดแลนติค สปุนตา 

จํานวนยอด
เฉลี่ย / ยอด 

ความสูง 
ซม. 

 จํานวนยอด  
เฉลี่ย / ยอด 

ความสูง 
ซม. 

1. MS       1.8 c 3.8 a       1.2 c     2.9 a 
2. MS+  GA3 0.1 mg/L       5.8 a 2.4 b       4.4 a     1.8 c 
3.MS + NAA 0.1 mg/L       4.2 b 2.8 b       3.2 b       2.2 bc 
4.MS + GA3 0.1 mg + 
   NAA0.1 mg/L 

      5.2 ab   3.7 a       4.2 a     2.8 ab 

                      cv        21       24                  26     23 
ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่น 95%    
โดยวิธี    Duncan’s New Multiple Range Test  (DMRT) 

 
               2.2  ศึกษาการชักนําให้เกิด    micro tubers  ในอาหารเหลว 
                    ทําการศึกษาผลของ   BA  และน้ําตาลซูโคลส  ต่อการเกิด micro tubers   นํามัน
ฝรั่ง ทีเ่กิดจากการเพ่ิมปริมาณยอดอ่อนในอาหาร เหลว MS  เติม + GA3 0.1 mg + NAA 0.1 mg/L 
นาน  4-6  สัปดาห์ จํานวน 5 ยอดต่อกรรมวิธี (ขวด) มาทดสอบสูตรอาหารที่ชักนําให้เกิด micro 
tuber  โดยศึกษาความเข้มข้นของปริมาณน้ําตาล ระหว่าง 60 – 80  กรัม ต่อลิตร และ ความเข้มข้น  
BA  ระหว่าง  20 -60 µM ร่วมกับ Chlorocholine chloride  (CCC)  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  โดย
เลี้ยงในที่มืด นาน  8 สัปดาห์   พบว่าในการเลี้ยงระยะ 3-4- สัปดาห์แรกในทุกสูตรอาหารมีการ
พัฒนาเพิ่มปริมาณยอดขึ้น เป็นผลของ BA  ซึ่งเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนิน 
ต่อจากนั้นจึงเริ่มมีพัฒนาการเป็นหัวขนาดเล็ก ( micro tuber)  ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 5 เป็นต้นไป   และ
เมื่อวัดผลในสัปดาห์ที่8 พบว่า ในพันธุ์แอตแลนติก การเลี้ยงในอาหาร  MS ที่เติม BA  40  µM และ
น้ําตาล  8 เปอร์เซ็นต์ ได้ micro tubers  เฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 8.6 หัว  น้ําหนักรวม 5.1 กรัม แต่ก็ไม่
ต่างทางสถิติกับอาหารที่เติม BA  40  µM และน้ําตาล  6 เปอร์เซ็นต์  สว่นอาหารที่ไม่เติม BA   
จํานวน micro tubers ที่เกิดขึ้นจะน้อยที่สุด  ในขณะที่พันธุ์สปุนตา มีการสร้าง micro tubers  ใน
อาหาร MS ที่เติม BA  20  µM และน้ําตาล  8 เปอร์เซ็นต์ โดยมีจํานวนหัวเฉลี่ยต่อขวดมากสุด
เท่ากับ 7.1 หัว จะเห็นได้ว่าน้ําตาลในปริมาณความเข้มข้นสูง จะมีแรงดันออสโมซิสเพ่ิมขึ้น ซึ่งมีผลให้
พืชเข้าสู่ระยะ maturity  และเข้าสู่ระยะสร้าง micro tubers  (Hassain et al,. 2006)  นอกจากนี้ 
ในการทดลองดังกล่าวข้างต้น ได้เติม Chlorocholine chloride  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  ซึ่งเป็น
สารประกอบ compound  ที่นิยมใช้ในการเลี้ยงพืชในสภาพปลอดเชื้อจะมีส่วนช่วยให้มันฝรั่งมีการ
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สร้าง micro tubers โดยจะช่วยควบคุมการเจริญของพืชทางด้าน vegetative  ส่งเสริมให้มีการ
สะสมแปูงในราก ( Neerja  et al.,1998) 
   ตารางที่ 3 . ผลของ BA และน้ําตาลซูโครส ต่อการชักนําให้เกิด micro tubers ในอาหารเหลว 

    สูตรอาหาร แอตแลนติก สปุนตา 
จํานวนหัว * นน. รวม 

กรัม * 
จํานวนหัว 

* 
นน.รวม 
กรัม.* 

1. MS + sucrose  60 gm 1.6 d 0.6 d 1.1 e 0.2 e 
2. MS + sucrose  80 gm 3.2 c 1.2 c 2.8 d 1.8 d 
3. MS+ BA 20 µM + sucrose  
60 gm 

6.8 b 3.6 b 6.8 ab 4.2 a 

4. MS+ BA 20 µM + sucrose  
80 gm 
5. MS+ BA 40 µM + sucrose  
60 gm 

 7.4 b 
8.2 a 

4.2 ab 
4.3 ab 

7.1 a 
5.3 bc 

3.9 a 
3.8 ab 

6. MS+ BA 40 µM + sucrose  
80 gm 

8.6 a 5.1 a 4.8 c 2.9 bc 

7. MS+ BA 60 µM + sucrose  
60 gm 

6.3 b 4.1 b 2.9 d 2.3 cd 

8. MS+ BA 60 µM + sucrose  
80 gm 

7.6 ab 4.7 a 3.1 d 1.9 d 

CV 24 30 29 31 
ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่น 

95%   โดยวิธี  Duncan’s New Multiple Range Test  (DMRT) 

            *  ตัวเลขแสดงค่าเฉลี่ยจํานวนหัว และน้ําหนักต่อ 1 กรรมวิธี (ขวด) 
   

            
 
ภาพที ่2  ลักษณะและการชักนําให้เกิด micro tubers ของมันฝรั่งแอตแลนติก 
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4. การชักนําให้เกิด multiple shoots และ micro tubers ในระบบ TIB 

      4.1 จัดตั้งระบบการเลี้ยงแบบ Temporary  immersion Bioreacter  ใช้ระบบ SETIS 
TM    

  
ประกอบด้วยขวดแก้วเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขนาด 3000 ml.   12 คู่ 

                     Air pump                             1  ชุด 
 Cellulose  nitrate  filter                          24  ตัว         

                     วาลว์ปรับระดับอากาศ                           12  ตัว 
                     Standing                  1  ตัว 
                     สายซิลโิคน  

 
 

 
 
 
 

            
 

ภาพที ่4  ระบบTIB ที่ประกอบด้วยขวดแก้วขนาดความจุ  3 ลิตร 
 
 

ภาพที ่3  mini tuber  ที่ได้นําไปเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพื่อ break 
dormancy  เป็นเวลา 3 เดือนแล้วนําไปปลูก
ในกระถางเพื่อทดสอบความงอก พบว่า มี
อัตราการงอกเฉลี่ย 83 %  ตามภาพ  C 

Stationary phase Immersion phase. 
Compressed air is 
supplied  into the 
media vessel in order 
to transfer growth 
media to the upper 
culture vessel. 

End of immersion. 
Growth media is 
returned to the 
media vessel by 
gravity force 

Ventilation phase. 
Compressed air is 
supplied into the culture 
vessel to renew its air 
composition. 
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   ระบบ Temporary  Immersion  Bioreactor (TIB) เป็นวีการหนึ่งที่ใช้เลี้ยงต้นอ่อนเพ่ือ
เพ่ิมปริมาณในสภาพปลอดเชื้อ เป็นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอาหารเหลวทั้งหมด ระบบการเลี้ยงแบบ
นี้ประกอบด้วย ขวดใส่พืช (plant vessel) และขวดใส่อาหาร (medium vessel) ซึ่งขวดทั้งสองจะ
เชื่อมต่อกันทางสายยาง     โดยขวดที่ใส่อาหารเหลวจะอยู่ในระดับต่ํากว่า    เมื่อต้องการจะให้อาหาร
ชิ้นส่วนพืชจะทําการอัดแรงดันลมผ่านไปทางขวดใส่อาหาร  โดยใช้แรงดันอากาศ ตั้งแต่ 1 – 30 นาที 
ขึ้นกับชนิดพืช และปริมาณอาหาร  แรงดันลมจะดันอาหารให้ไหลขึ้นไปยังขวดใส่ชิ้นส่วนพืช โดยใน
ขั้นตอนนี้อากาศท่ีอยู่ในขวดใส่ชิ้นส่วนพืชจะถ่ายเทออกไปด้วย  และเมื่อครบกําหนดเวลาที่ให้อาหาร
สัมผัสชิ้นส่วนพืช ทําการปิดแรงลม อาหารที่อยู่ในขวดใส่ชิ้นส่วนพืช จะไหลกลับมายังขวดใส่อาหาร
ตามแรงโน้มถ่วง ดังนั้นอาหารจะเคลือบอยู่บนผิวของชิ้นส่วนพืช ซึ่งพืชจะใช้ในการเจริญเติบโตต่อไป 
           เมื่อจัดตั้งระบบ TIB แล้ว ทําการทดสอบประสิทธิภาพของระบบ ในการเพ่ิมยอดรวมมันฝรั่ง
ทั้ง 2 ชนิด ดังนี้ 
             4.1  ศึกษาการเพ่ิมปริมาณ ยอดรวมของมันฝรั่งสปุนตา และแอตแลนติกในระบบ TIB 
               การศึกษาครั้งนี้ใช้อาหารสูตรที่ใช้ในการทดลองอาหารเหลวเพ่ือทําการเปรียบเทียบ คือ 
MS ร่วมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  ได้แก่   GA3 0.1  mg / l และ NAA 0.1  mg / l    
และ  combination ของ GA3 และ NAA    และให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช วันละ 8 ครั้ง ๆละ 10 
นาที ปริมาณอาหารต่อขวดเท่ากับ 1.5 ลิตร  

    จากการศึกษาหลังการเลี้ยงในระบบ นาน 8 สัปดาห์ พบว่ามันฝรั่งแอตแลนติก สามารถ
เพ่ิมจํานวนยอดรวมสูงสุด  5.2 ยอด ต่อชิ้นส่วนเริ่มต้น  เมื่อใช้อาหาร MS+ GA0.1 mg/L  รองลงมา
ได้แก่อาหาร MS+ GA3 0.1 mg + NAA 0.1 mg/L ได้จํานวนยอดรวม  4.8 ยอดต่อชิ้นส่วน แต่ไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติ แต่อาหาร MS+  GA3 0.1 mg/l + NAA 0.1 mg/Lนี้ยอดมันผรั่งเจริญเติบโต
ตามปกติ มีความสูง 3.2 ซม ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญกับอาหารที่เติม GA อย่างเดียว  ในมันฝรั่งส
ปุนตาก็ให้ผลในทํานองเดียวกัน การเลี้ยงในอาหาร MS เติม GA3 0.1 mg/L และ MS ที่มีส่วนผสม
ของ  GA3 0.1 mg และ  NAA 0.1 mg/L จะให้จํานวนยอด 3.8 และ 3.6 ยอด โดยไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ แต่อาหารที่มีส่วนผสมของ  GA3  0.1 mg และ  NAA 0.1 mg/ ยอดจะมีความสูง 2.9 ซม
มากกว่าในอาหาร ที่เติม  GA3 เพียงอย่างเดียว ( ตารางที่4)   
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ตารางที ่4  ผลของ GA และ NAA   ต่อจํานวนยอดรวมและความสูงของยอดในระบบ TIB  
    สูตรอาหาร แอตแลนติก สปุนตา 

จํานวนยอด
เฉลี่ย /
ชิ้นส่วน  

ความสูง 
    ซม. 

 จํานวนยอด  
เฉลี่ย / 
ชิ้นส่วน 

ความสูง 
ซม. 

1. MS       1.5 c    3.6 a       1.4 c     2.8 a 
2. MS+ GA3 0.1 mg/L       5.2 a    2.2 b       3.8 a     1.8 b 
3.MS+ NAA 0.1 mg/L       3.9 b    2.4 b       2.7 b       3.1 a  
4.MS+ GA3 0.1 mg + 
   NAA 0.1 mg/L 

      4.8 a    3.2 a       3.6 a     2.9 a 

                      cv 25 24 29 30 
ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%   โดยวิธี    Duncan’s New Multiple Range Test  (DMRT) 
 

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการเพ่ิมปริมาณยอดรวมในอาหารเหลว และในระบบ TIB จะเห็นว่า
ปริมาณยอดรวมในระบบTIB น้อยกว่าการเลี้ยงในอาหารเหลว ทั้งนี้เนื่องจาก ในระบบ TIB ไม่มีการ
เปลี่ยนถ่ายอาหาร และระยะเวลาที่ให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช นอกจากนี้การปั้มอาหารเหลวให้สัมผัส
ชิ้นส่วนพืชวันละ  8  ครั้งละ 10 นาที ชิ้นส่วนมันฝรั่งไม่ได้สัมผัสอาหารตลอดเวลาเหมือนกับการเลี้ยง
ในอาหารเหลว  อาจจะยังไม่เพียงพอสําหรับความต้องการธาตุอาหาร จําเป็นจะต้องปรับสูตรอาหาร
ในระบบ TIB ใหม่ ให้มีปริมาณความเข้มข้นของสารอาหาร และสารควบคุมการเจริญเติบโต รวมทั้ง
ระยะเวลาในการให้อาหารให้นานขึ้นกว่าเดิม ซึ่งจะต้องทดลองต่อไป แต่ไม่สามารถดําเนินการได้
เนื่องจากการทดลองไม่ได้รับงบประมาณสนับสนุนจาก วช. 
              การเพ่ิมปริมาณ ยอดรวมด้วยระบบ TIB  เป็นการรวมข้อดีของการเลี้ยงบนอาหารแข็ง
และอาหารเหลวเข้าด้วยกัน โดยที่ในระบบอาหารแข็ง ชิ้นส่วนพืชจะสัมผัสกับอากาศแต่ไม่สัมผัส
อาหารทั้งชิ้นส่วน  ส่วนในอาหารเหลวพืชจะสัมผัสอาหารอยู่ตลอดเวลา ไม่สัมผัสอากาศ จึงทําให้เกิด
การบวมหรือฉ่ําน้ํา ( Smith and Spoomer,1995 ; Aitken et al. 1995 )  ส่วนการขยายพันธุ์ใน
ระบบ TIB วิธีการนี้เป็นการให้อาหารพืชอย่างต่อเนื่อง มีการให้ชิ้นส่วนสัมผัสอาหารอย่างทั่วถึงเป็น
เวลา 
               ข้อดีของการขยายเพ่ิมปริมาณยอดรวมด้วยระบบ TIB  สามารถลดแรงงานและเวลาใน
การเปลี่ยนถ่ายอาหาร ต้นอ่อนที่ได้จะใช้เวลาในการเจริญเติบโตเร็วกว่าอาหารแข็ง ( Etienne and 
Berthouly, 2002 ) นอกจากนี้ยังสามารถลดจํานวนขวดและพ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยง รวมทั้งลดการ  
Sub –culture อีกด้วย (Chu , 1995) แต่อย่างไรก็ตาม ยังคงมีข้อจํากัด วิธีนี้จะง่ายต่อการปนเปื้อน
ของเชื้อในระบบ เนื่องจากมีรอยรั่วบริเวณฝาปิด และการเชื่อมต่อสายยางซิลิโคน แรงดันลมสูงเกินไป 
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การดําเนินการจึงต้องใช้ความระมัดระวังเป็นพิเศษ  และในพืชแต่ละชนิดจะต้องศึกษาสารอาหาร 
และช่วงเวลาที่เหมาะสมในการให้อาหาร นอกจากนี้ การปรับระดับความดันอากาศที่จะเข้าสู่ขวดแต่
ละขวด ต้องมีความเหมาะสม แรงดันที่สูงเกินไปอาจไปลดประสิทธิภาพ ของ Air filter จะทําให้
ปนเปื้อนง่ายขึ้น 
            4.2   ศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งขนาดจิ๋วด้วยระบบไบโอรีแอคเตอร์
จมชั่วคราว  
             ทําการศึกษาความเข้มข้นของน้ําตาล ร่วมกับ CCC  และ BA ต่อการชักนําให้เกิด  micro 
tubesr  ในการให้อาหารของระบบไบโอรีแอคเตอร์จมชั่วคราว ( SETIS )  โดยใช้ชิ้นส่วนของ micro 
shoot  ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว  MS เติม  NAA 0.1 µM  GA3 0.1 µM ใช้ชิ้นส่วน
กรรมวิธีละ 50 ยอด  
            วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design or CRD) โดย 
ทําการศึกษาในระบบไบโอรีแอคเตอร์จมชั่วคราว ( SETIS )  โดยทําการทดลอง 3 กรรมวิธี ๆละ 4 ซ้ํา  
กรรมวิธีได้แก่ ความเข้มข้นของน้ําตาล 3 ระดับ คือ 60  70  และ 80 กรัม ต่อลิตร    ในแต่ละ
กรรมวิธี   ใช้อาหารเหลวสูตร MS  ที่เติม BA 40  µM ร่วมกับ CCC  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  จํานวน
ครั้งในการให้อาหาร คือ  8 ครั้งต่อวัน แต่ละครั้งนาน 10 นาที  ทําการเลี้ยงในที่มืด นาน 8 สัปดาห์ 
            ผลการทดลอง  เกิดการปนเปื้อนในระบบ TIB   จํานวน 3 คู่ทําให้ไม่สามารถวิเคราะห์ผล
ทางสถิติได้   แต่ในส่วนที่เหลือพบว่าการเพาะเลี้ยงด้วยการใช้ ความเข้มข้นของน้ําตาล ทั้ง 3 ระดับ 
คือ 60  70  และ 80 กรัม ต่อลิตร ให้ผลในการเกิด  micro tubers  น้อยกว่าการเลี้ยงในอาหาร
เหลวที่เติมน้ําตาลในทุกระดับ ตามภาพที่5  แต่จะมีการเจริญเป็นยอดมากกว่า  อย่างไรก็ตามจําเป็น
ที่จะต้องทําการทดสอบเพิ่มเติมโดยศึกษาระยะเวลาในการให้อาหารสัมผัสกับชิ้นส่วนพืช ร่วมกับ
ความเข้มข้นของน้ําตาล และความเข้มข้นของ CCC 

          
 

ภาพที่ 5  เปรียบเทียบการเกิด micro tubers ในระบบอาหารเหลว (A)  และระบบ TIB  (B) และ (C) 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
 
          1. ในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพ่ือให้ปลอดโรค การใช้ apical meristem  ขนาด 0.1 - 0.2 
เซนติเมตร  เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ร่วมกับ BA 5 µM สามารถชักนําให้มีการพัฒนาเป็นยอดที่
สมบูรณ์ยอด ในพันธุ์แอตแลนติก 36 เปอร์เซ็นต์ และพันธุ์สปุนตา 24 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อตรวจสอบ
การปนเปื้อนเชื้อ PVY ด้วยวิธีเซรุ่มวิทยา พบการปลอดโรคสูงถึง ได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ 
         2. การเพ่ิมปริมาณยอดรวม ( multiple shoots) ในอาหารเหลว และระบบTIB 
            มันฝรั่งแอตแลนติกและสปุนตา สามารถเพ่ิมปริมาณยอดรวมได้สูง 5.2 ยอด และ4.2 ยอด 
ต่อ 1ชิ้นส่วนพืช ตามลําดับและมีความสูงของยอดในเกณฑ์ปกติ เฉลี่ยเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MS ที่
มี GA3 0.1 mg/l และ NAA 0.1 mg/L ส่วนในระบบ TIB สามารถให้ปริมาณยอดรวมสูงสุด 4.8 ยอด
และ3.6 ยอด ตามลําดับ  ในอาหารสูตรเดียวกัน     
         3. เมื่อศึกษาผลของ BA และน้ําตาลซูโครสต่อการเกิด micro tubers  ในอาหารเหลว พบว่า
อาหารสูตร MS ที่เติม BA 40 µM  และน้ําตาลซูโครส  6-8 เปอร์เซนต์ร่วมกับ Chlorocholine 
chloride (CCC)  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถชักนําให้เกิด micro tubers ได้มากสุด ในพันธุ์
แอตแลนติก ส่วนพันธุ์สปุนต้าอาหารเหลว MS ที่เติม BA 20 µM  และน้ําตาลซูโครส  8 เปอร์เซนต์ 
สามารถชักนําให้เกิด micro tubers ได้ดีที่สุดแต่ในระบบ TIB  ยังไม่สามารถสรุปได้ มีปัจจัยที่ต้อง
ศึกษาอีก เช่น ระยะเวลาการให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช และ ความเข้มข้นของ CCC 
 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. ได้หัวพันธุ์มันฝรั่งปลอดโรค PVY ขนาดเล็ก ( micro tubers) สําหรับนําไปขยายพันธุ์เพ่ิม
ปริมาณต่อได ้

2.  ได้เทคโนโลยีการชักนําให้เกิด micro tubers ในระบบอาหารเหลว 
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การศึกษาเทคนิคและปัจจัยเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ ามัน 
Study of technique and factors in effecting to In Vitro of oil palm 

 (Elaeis guineensis Jacq.) 
   ภุมรินทร์  วณิชชนานันท์   Phummarin  Wanichananan 
   เตือนจิตร เพ็ชรรุณ  Tuenjit  Petchrrun 
   นัยเนตร  ทานากะ เจริญสันติ   Naiyanate  Jaroensanti TANAKA 
 
ค าส าคัญ (Key words)  

ปาล์มน้ํามัน (Elaeis guineensis Jacq.), LED, Grow lux, dicamba, picloram  
 

บทคัดย่อ 
การศึกษาผลของปัจจัยภายนอกต่อการชักนําและพัฒนาแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์

ธานี 1 และ 2  โดยใช้สภาพแสง 4 ชนิด คือ LED สีขาว, LED สีแดง, LED สีน้ําเงิน และ Grow lux  
พบว่า ปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 สามารถชักนําให้เกิดแคลลัสโดยมีค่าน้ําหนักสดของแคลลัส
สูงสุด คือ 0.053 กรัมเม่ือเลี้ยงนาน 4 เดือน  และ น้ําหนักสดแคลลัสเฉลี่ย  0.224 กรัมเมื่อเลี้ยงนาน 
6 เดือน ในสภาพแสง LED สีขาว การพัฒนา embryogenesis callus  พบว่า  ปัจจัยชนิดของแสงมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญต่อการพัฒนาและน้ําหนักของแคลลัส โดยมีค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัส
สูงที่สุดในการเลี้ยงในแสงชนิด Grow lux เท่ากับ 2.65 กรัม และรองลงมาคือ แสง LED สีขาว 
เท่ากับ 2.32 กรัม ส่วนแสง LED สีน้ําเงินจะให้ค่าเฉลี่ยของแคลลัสน้อยที่สุด เท่ากับ 1.92 กรัม   
ปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2  สามารถชักนําให้เกิดแคลลัสโดยมีค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดของแคลลัส
สูงสุด 0.064 กรัมเมื่ออายุแคลลัส 4 เดือนเลี้ยงในสภาพแสง LED สีน้ําเงิน  และเมื่อเลี้ยงนาน 6 
เดือนจะให้ค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุดในสภาพแสง Grow lux เท่ากับ 0.214 กรัม โดยไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ   สําหรับการทดสอบการพัฒนาของแคลลัส  พบว่า  ปัจจัยของชนิดแสงให้ผลที่
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญต่อการพัฒนาของค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดของแคลลัสเมื่อเลี้ยงในสภาพแสง LED 
สีแดงจะทําให้ค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัสสูงที่สุด เท่ากับ 1.75 กรัม รองลงมาคือในสภาพแสง Grow 
lux เท่ากับ 1.64 กรัม และให้ค่าเฉลี่ยน้อยที่สุดเมื่อเลี้ยงในสภาพแสง LED สีขาว เท่ากับ 1.13 กรัม 
สําหรับปัจจัยด้านสูตรอาหาร และปัจจัยร่วมกันของชนิดแสงและสูตรอาหารไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติในปาล์มน้ํามันทั้ง 2 พันธุ์    การชักนําแคลลัสจากใบอ่อนในสภาพที่มืดจะทําให้เกิดแคลลัสได้
จากสูตรอาหาร MS ร่วมกับ dicamba ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ระยะเวลา 2.5 เดือน  
และสูตรอาหาร MS ร่วมกับ picloram ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  โดยใช้ระยะเวลา 6 เดือน  
ทําให้เกิดแคลลัสที่มีลักษณะกลมมีสีน้ําตาลอ่อนเกิดขึ้นที่บริเวณขอบใบ  
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Abstracts 
 

Effect of factor in inducing and development callus in oil palm cv. Suratthani 
1 and Suratthani 2 using 4 type of Light containing LED white color, red color, blue 
color and Grow lux. Suratthani 1 cultured in LED white color showed high fresh 
weight callus of 0.053 grams for 4 months and 0.224 grams for 6 months. Factor of 
light were high significant difference for development embryogenesis callus. Grow lux 
light gave highest fresh weight callus of 2.65 grams. Suratthani 2 showed no 
significant difference when be cultured in LED blue color. It gave high fresh weight 
callus of 0.064 grams for 4 months after callus gave high fresh weight 0.214 grams for 
6 months in Grow lux.  Embryogenesis callus can developed in LED red color. They 
gave high fresh weight callus of 1.75 grams. Factor of media and combination factor 
between light and media showed no significant difference in oil palm. Study of 
inducing callus from young leaves showd that oil palm was induced to be callus 
from MS media containing 1 mg/l dicamba for 2.5 months and MS media containing 3 
mg/l picloram for 6 months. Callus had globular shape and light brown color. 
 

บทน า (Introduction) 
 

 สําหรับปาล์มน้ํามัน  พืชน้ํามันอุตสาหกรรมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจทั้งในระดับโลก

และของประเทศไทย  สามารถผลิตได้เฉพาะในเขตพ้ืนที่จํากัดประเภทร้อนชื้นเท่านั้น  จัดเป็นพืชผสม

ข้าม เมื่อปรับปรุงจนได้พันธุ์ดีแล้วการนําเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้จะสามารถขยายพันธุ์

ได้ในปริมาณมากและมีลักษณะเหมือนต้นเดิม   การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ํามันได้มีการศึกษาวิจัย

มาระยะหนึ่งแล้ว แต่การใช้ส่วนยอดมีโอกาสทําให้ต้นปาล์มตาย  และยังมีความจําเพาะต่อพันธุ์

ค่อนข้างมาก (พีรเดช, 2556)   การนําชิ้นส่วนเช่น ใบ ยอดจากต้นที่ให้ผลผลิตสูง   หรือคัพภะอ่อน

จากคู่ผสมที่มีประวัติการให้ผลผลิตสูงในรุ่นลูกมาใช้เป็นชิ้นส่วนในการขยายพันธุ์ก็จะสามารเพ่ิม

ปริมาณพันธุ์ดีให้มากได้  แต่ยังมีข้อจํากัดในเรื่องของปัจจัยต่างๆที่มีความเหมาะสมในแต่ละพันธุ์ เช่น 

ชนิดและความเข้มของแสง   ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต  และสารที่มีผล

ต่อการเกิดแคลลัส  จึงได้นําปัจจัยต่างๆเหล่านี้ซึ่งช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการขยายพันธุ์ให้มากขึ้น  

มาศึกษากับปาล์มน้ํามันลูกผสมสุราษฎร์ธานี  1 และ 2 ซึ่งเป็นพันธุ์แนะนําของกรมวิชาการเกษตร  
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ปัจจัยทางกายภาพที่มีอิทธิพลต่อช้ินส่วนพืชท่ีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (คํานูณ, 2542)  
  แสง ช่วงความยาวแสง (day length) ชนิดแสง (light quality) และความเข้มแสง  (light 
intensity) ล้วนมีความสําคัญต่อพืชที่เลี้ยงในหลอดทดลอง  และเป็นปัจจัยที่ซับซ้อน  ผลของช่ วง
ความยาวแสงต่อการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองยังไม่ทราบกันดีนัก  ช่วงความยาวแสงที่เลือกใช้
โดยทั่วไปคือ 14-16 ชั่วโมง  แต่บางครั้งอาจมีการให้แสงตลอดเวลาหรือให้มืดตลอดเวลา   
  ความเข้มแสงที่ใช้โดยทั่วไปที่พอเหมาะและนิยม คือ 100-400 แรงเทียน หรือ 1,000 – 

4,000 ลักซ์ (lux)  หลอดไฟที่ใช้กันทั่วไปคือ หลอดฟลูออเรสเซนซ์ที่เป็นแบบคูลไวต์ (cool white 

type) ในบางครั้งพบว่า  หลอดไฟแบบพิเศษ เช่น หลอดไฟที่มีชื่อทางการค้าว่า ซุปเปอร์โกร (super-

grow) หรือโกรลักซ์  ให้ผลการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืชดีกว่า  เนื่องจากมีสัดส่วนของแสงสีแดง

และน้ําเงินสูง  และพืชสามารถนําไปใช้ในการสังเคราะห์แสงได้โดยตรง 

  ชนิดของแสงสีต่างๆ มีความสําคัญต่อการเจริญของพืชที่เลี้ยง เช่น การเลี้ยงเนื้อเยื่อของต้น

ยาสูบในอาหารที่มี IAA พบว่า ถ้านําไปเก็บเลี้ยงภายใต้แสงสีแดง และเขียว  จะกระตุ้นการ

เจริญเติบโตของเนื้อเยื่อได้ดีกว่าแสงสีน้ําเงิน  เนื่องจาก IAA จะถูกทําลายโดยแสงสีน้ําเงิน ทําให้การ

เจริญเติบโตถูกจํากัด  สําหรับการเกิดยอดหรือรากจากแคลลัสยาสูบ  พบว่าแสงสีน้ําเงินและม่วง

ส่งเสริมการเกิดยอดในขณะที่แสงสีแดงส่งเสริมการเกิดราก เป็นต้น  

การปรับตัวของพืชท่ีตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมภายนอก (Plant responses to the external 
environment)   (ชุมพล, 2549) 

  พืชที่เจริญเติบโตในถิ่นอาศัย (habitat) แบบใดได้ ย่อมจะต้องมีลักษณะที่มีความเหมาะสม
ในการมีชีวิตอยู่ในปัจจัยแวดล้อมแบบนั้น  หรือสามารถปรับตัวให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมที่เป็นอยู่นั้นได้
เป็นอย่างดี  อย่างไรก็ตามสภาพแวดล้อมหรือปัจจัยทางกายภาพต่างๆ ก็ไม่ได้มีความคงตัวหรืออยู่ใน
ระดับท่ีมีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืชที่อยู่ในถิ่นอาศัยตลอดไป  ในบางช่วงเวลาหรือบาง
ฤดูกาลพืชจะต้องเผชิญกับภาวะของสิ่งแวดล้อมหรือปัจจัยทางภายภาพที่ไม่เหมาะสมต่ อการ
เจริญเติบโต  เรียกภาวะนี้ว่า ภาวะเครียด (stress)  ซึ่งอาจเกิดจากความเข้มแสง  อุณหภูมิ ความเป็น
กรด-ด่าง ปริมาณน้ําและความชื้นที่ไม่เหมาะสม  เป็นต้น  ซึ่งพืชแต่ละชนิดจะมีระดับการตอบสนอง
หรือความไวต่อภาวะเครียดที่ได้รับแตกต่างกัน  รวมทั้งการปรับตัวในรูปแบบและวิธีการที่แตกต่างกัน
ไปด้วย  
  เมื่อพืชได้รับภาวะความเครียด  ระบบเมตาโบลิซึมต่างๆ ของฮอร์โมนภายในพืชมักจะเป็นสิ่ง
แรกที่มีการเปลี่ยนแปลงในการตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมที่
เกิดขึ้น  ซึ่งหากภาวะเครียดดําเนินไปในช่วงระยะเวลาสั้นๆ การเปลี่ ยนแปลงอ่ืนๆ ที่ตามมาอาจ
เกิดขึ้นเพียงในระดับของกระบวนการทางชีวเคมี หรือกระบวนการเมตาโบลิซึม แต่หากภาวะเครียด
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เกิดติดต่อกันเป็นระยะเวลานานๆ อาจพบการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นกับลักษณะทางสัณฐาน 
(morphological character) หรือลักษณะทางภายวิภาค (anatomical character) ของพืชเพ่ือลด
ภาวะความเครียด และทําให้พืชนั้นสามารถมีชีวิตอยู่รอดได้  
  การสร้ า งสภาวะเครี ยดของพืชในห้องปฏิบัติ ก ารทํ า ได้ โดยใช้สารละลาย PEG 
(polyethylene glycol) เป็นตัวควบคุมให้พืชอยู่ในสภาวะเครียดในระดับต่างๆ ตามที่ต้องการ  PEG 
มีชื่อทางการค้าว่า Carbowaxes มีสูตรโครงสร้าง HOCH2(OCH2CH)nOH มีน้ําหนักโมเลกุลต่างกัน  
ตั้งแต่ 300-20,000 (Jackson, 1962)  เป็นสารที่มีพิษต่อคนและสัตว์น้อยมาก (Smyth et al., 
1955) PEG ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 6000 นั้น ไม่สามารถซึมผ่านเมมเบรนได้  สารละลาย PEG 6000 ที่มี
ความเข้มข้นสูงมีผลทําให้ osmotic potential ลดลงทําให้พืชได้รับสภาวะเครียด 
  สมปอง และคณะ (2530)  ทําการเพาะเลี้ยงใบอ่อนปาล์มน้ํามันพันธุ์เทเนราจากต้นกล้าอายุ 

195 วัน หลังการเพาะเลี้ยงโดยตัดใบอ่อนสีขาวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 

2.5 มิลลิกรัม/ลิตร  น้ําตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.7 เปอร์เซ็นต์  ปรับความเป็นกรดด่าง 5.7  

พบว่า สามารถชักนําแคลลัสที่เจริญเติบโตช้า (slow growing callus) บริเวณรอยตัดขอบใบ 40 

เปอร์เซ็นต์ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 60 วัน  

  อาสลัน (2545)  ศึกษาการเพาะเลี้ยงใบอ่อนของปาล์มน้ํามันพันธุ์เทเนราที่ให้ผลผลิตดีจาก

แหล่งปลูกท่ีสําคัญของของภาคใต้เพ่ือการขยายพันธุ์  โดยศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการชักนําแคลลัส

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากใบอ่อน  คือ ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต  

อุณหภูมิที่เพาะเลี้ยง  ตําแหน่งของทางใบและสูตรอาหารที่เหมาะสม  และชนิดของสารแอนติออกซิ

แดนท์  พบว่า  ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมต่อการชักนําแคลลัส

ของปาล์มน้ํามัน คือ dicamba  เข้มข้น 1-5 มิลลิกรัม/ลิตร (ชักนําแคลลัสได้เฉลี่ย 9.11 เปอร์เซ็นต์)  

การเพาะเลี้ยงใบอ่อนบนอาหารเติม NAA ส่งเสริมให้ชิ้นส่วนเกิดราก  อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการชัก

นําแคลลัสคือ 28±0.5 องศาเซสเซียส ทางใบที่เหมาะสมต่อการชักนําแคลลัสคือทางใบที่ 6 -8  สูตร

อาหารที่เหมาะสมต่อการชักนําแคลลัสคือ สูตร MS การเติมกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ลงในอาหารสูตร MS ร่วมกับ dicamba เข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลให้ชิ้นส่วนสร้าง

แคลลัสสูงสุด 11.2 เปอร์เซ็นต์ และสามารถชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสูงสุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ บน

อาหารสูตร MS เติม dicamba เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับเคซีนไฮโดรไลเสทเข้มข้น 1,000 

มิลลิลิตรต่อลิตร 

อมรรัตน์ (2549) ศึกษาผลของไดโอดเปล่งแสงและสูตรอาหารต่อการพัฒนาของกล้วยไม้ฟา

แลนนอพซิสในสภาพปลอดเชื้อ  การทดลองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วยไม้ฟาแลนนอพซิสลูกผสม  โดย

การปักชําก้านช่อดอก  พบว่า  ภายใต้สภาพแสง LEDs สีแดง 90% กับสีน้ําเงิน 10% ก้านช่อดอก
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พัฒนาไปเป็นยอดได้ดีที่สุด ร้อยละ 63.6  เมื่อนําปลายยอดที่ได้มาชักนําให้เกิด PLBs ปรากฏว่า  ภายใต้

แสง LEDs สีแดง และสีน้ําเงิน เกิด PLBs ได้ดีที่สุดร้อยละ 42.8 โดยภายใต้แสงฟลูออเรสเซนส์นั้นเกิด 

PLBs เพียงร้อยละ 12.5  

     ชยานิจ และคณะ (2552)  ได้รายงานการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะอ่อน ช่อดอกอ่อน  และใบ

อ่อนของปาล์มน้ํามันลูกผสม tenera พันธุ์สุราษฎร์ธานี 3 บนอาหารสูตร MS และ Y3 ที่เติม 

dicamba ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือชักนําให้ชิ้นส่วนสร้างแคลลัส  พบว่า คัพภะอ่อนที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS ที่เติม dicamba 10 µM มีอัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 83.30%  ช่อดอกอ่อนมีอัตรา

การเกิดแคลลัสสูงสุด 15.8% เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 เติม dicamba 15 µM  ส่วนใบอ่อนมี

อัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 24.63% เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม dicamba 15 µM เมื่อนํา

แคลลัสที่ได้มาเพ่ิมปริมาณ  แคลลัสที่เกิดจากคัพภะอ่อน ช่อดอกอ่อนและใบอ่อน เพ่ิมปริมาณได้

สูงสุด 7.02 เท่า  3.87 เท่า และ 9.13 เท่า บนอาหารสูตร MS ที่เติม dicamba 1 µM, 3 µM และ 1 

µM ตามลําดับ  ในการศึกษากระบวนการ embryogenesis พบว่า แคลลัสจากคัพภะอ่อน ช่อดอก

ตัวเมีย และใบอ่อนมีอัตราการพัฒนาเป็น embryogenic callus สูงสุด 50.01%  20.04% และ 

46.67% ตามลําดับ  บนอาหารสูตร Y3+NAA 10 µM+abscisic acid 2 µM และมีอัตราการพัฒนา

เป็น somatic embryo เท่ากับ 40.08%  13.36% และ  33.34% ตามลําดับ  บนอาหารสูตรเดิม  

somatic embryo ที่เกิดขึ้น สามารถเจริญเป็น polyembryony 2-3 ต้น มียอดและรากที่สมบูรณ์  

หรือเจริญเป็นยอดขนาดเล็ก 4-5 ยอด ติดกันเป็นกลุ่มไม่มีราก 

  Ravindra และ Nataraja (2007)  ศึกษาการใช้ 24-epibrassinolide ในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อกล้วยไม้ซิมบิเดียม (Cymbidium  elegans) ด้วยชิ้นส่วนตายอด พบว่า สามารถชักนําให้เกิด 

Plbs 91 เปอร์เซ็นต์โดยการใช้  24-epibrassinolide ความเข้มข้น 4 µM  ภายในระยะเวลา 12 

สัปดาห์ 

  Paulo และคณะ (2013)  ศึกษาการขยายพันธุ์อ้อยโดยใช้แสงจากหลอด LEDs และปริมาณ

น้ําตาลในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  พบว่า การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อยสายพันธุ์ RB 872552  จาก

ชิ้นส่วนตา  ภายใต้สภาพควบคุมจากการให้แสงจากแหล่งต่างๆ คือ LEDs สีน้ําเงิน, LEDs สีแดง, 

LEDs สีเขียว, หลอด Growlux และหลอดฟลูออเรสเซนส์  ร่วมกับปริมาณน้ําตาลซูโครส 0, 15, 30 

และ 45 กรัมต่อลิตร  ระยะเวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 ๐C  พบว่า  การใช้หลอด LEDs 

ทั้งสามสี ให้ผลดีต่อการเพ่ิมปริมาณและการเกิดรากของอ้อยร่วมกับการเติมน้ําตาลซูโครสซึ่งมีความ

จําเป็นในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อย   
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 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักนําและ
การพัฒนาของแคลลัสของปาล์มน้ํามันพันธุ์   สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 ที่เหมาะสมในการขยายพันธุ์
ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และเพ่ือศึกษาปัจจัยของแสงและการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะ
เครียดในการชักนําให้เกิดยอดของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 
 

อุปกรณ์ 
1. เมล็ดปาล์มน้ํามันลูกผสมเทเนอรา (tenera type) พันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ  2  
2. สารเคมีต่างๆ ที่ใช้ในการเตรียมอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS)(1962), 

Phytagel, น้ําตาลsucrose    
3. อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น คีมคีบ 

(forcept),  มีดผ่าตัด, จานเพาะเลี้ยง (Petri dish)  
4. สารควบคุมการเจริญเติบโต  เช่น  2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) , 3,6-

dichloro-2-methoxybenzoic acid (dicamba) , 4-amino-3,5,6-trichloror-2-
pyridineccarboxylic acid (picloram), 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) 

วิธีการ 
เลือกทะลายปาล์มน้ํามันของพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 จากศูนย์วิจัยปาล์มน้ํามันสุราษฎร์

ธานี  ซึ่งอยู่ในระยะที่เนื้อด้านในยังมีลักษณะเป็นวุ้นกึ่งแข็งกึ่งเหลวมาใช้สําหรับการศึกษาวิธีการฟอก
ฆ่าเชื้อเพ่ือให้ได้ชิ้นส่วนปลอดเชื้อก่อนนําไปชักนําให้เกิดแคลลัส  ประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 
(ภุมรินทร์และคณะ, 2554)  

1) นําเมล็ดปาล์มน้ํามันล้างด้วยสารซักล้าง (Detergent) Teepol® จากนั้นล้างด้วยน้ําสะอาด 
2-3 ครั้ง 

2) นําเมล็ดปาล์มน้ํามันมาแช่ในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ 
3) นําเมล็ดปาล์มน้ํามันมาจุ่มด้วย แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือนําไปลนไฟฆ่าเชื้อ จากนั้น

จึงผ่าเมล็ดเพื่อนําเอมบริโอไปเลี้ยงบนอาหารชักนําแคลลัส 
1. การศึกษาผลของปัจจัยภายนอกต่อการชักนําและพัฒนาแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 
และ 2 

1)  นํา embryo ของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 มาชักนําให้เกิดแคลลัส  
2)  ศึกษาชนิดของแสงต่อการชักนําการเกิดและการพัฒนาของแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์

ธานี 1 และ 2  โดยนําแคลลัสที่ชักนํามาจากข้ันตอนที่ 1 มาทดสอบชนิดของแสง ประกอบด้วย   
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กรรมวิธีที่ 1  LEDs สีแดง 
กรรมวิธีที่ 2  LEDs สีน้ําเงิน 
กรรมวิธีที่ 3  Grow lux  
กรรมวิธีที ่4  LED สีขาว = control 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD)  4 กรรมวิธี จํานวน 10 ซ้ํา 
3) ศึกษาความเข้มข้นของสาร Polyethylene glycol (PEG) และน้ําตาล Sorbitol เพ่ือการ

กระตุ้นให้แคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 มีการพัฒนาเกิดยอด และการเลี้ยงในสภาพ
แสง 4 ชนิด คือ LED สีขาว, LED สีแดง, LED สีน้ําเงิน และ Grow lux  ร่วมกับสูตรอาหารจํานวน 6 
สูตร ประกอบด้วย 

 สูตรอาหารที่ 1     สูตรอาหาร MS  (control) 
 สูตรอาหารที่ 2     สูตรอาหาร MS + Sorbitol 0.1 M 
 สูตรอาหารที่ 3     สูตรอาหาร MS + Sorbitol 0.2 M 
 สูตรอาหารที่ 4     สูตรอาหาร MS + Sorbitol 0.3 M 
  สูตรอาหาร5     สูตรอาหาร MS + PEG 5 %  
 สูตรอาหาร6     สูตรอาหาร MS + PEG 10% 

วางแผนการทดลองแบบ Factorial in  CRD 4 X 6 กรรมวิธี จํานวน 10 ซํ้า 
 
2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบและยอดของปาล์มน้ํามัน 

1) นําชิ้นส่วนใบอ่อน และ ยอด ของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 มาศึกษาสูตร
อาหารที่เหมาะสมเพ่ือชักนําให้เกิดแคลลัสบนสูตรอาหาร MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 3 
ชนิด (dicamba, picloram และ brassinolide) ที่ความเข้มข้นต่างๆ ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1  สูตรอาหาร MS = control 
กรรมวิธีที่ 2  สูตรอาหาร MS + dicamba 1 mg/l 
กรรมวิธีที่ 3  สูตรอาหาร MS + dicamba 2 mg/l 
กรรมวิธีที่ 4  สูตรอาหาร MS + dicamba 3 mg/l 
กรรมวิธีที่ 5  สูตรอาหาร MS + picloram 1 mg/l 
กรรมวิธีที่ 6  สูตรอาหาร MS + picloram 2 mg/l 
กรรมวิธีที่ 7  สูตรอาหาร MS + picloram 3 mg/l 
กรรมวิธีที่ 8  สูตรอาหาร MS + brassinolide 1 mg/l 
กรรมวิธีที่ 9  สูตรอาหาร MS + brassinolide 2 mg/l 
กรรมวิธีที่ 10  สูตรอาหาร MS + brassinolide 3 mg/l 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 10 กรรมวิธี จํานวน 10 ซํ้า 
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การบันทึกข้อมูล  บันทึกผลของน้ําหนักแคลลัส และต้น 
    ร้อยละของการเกิดแคลลัส และการเกิดยอด  

  จํานวนยอด จํานวนราก 
 
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาทําการทดลอง  เดือนตุลาคม 2558 – เดือนกันยายน 2564  
สถานที่ทําการทดลอง  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  

   อาคารทรัพยากรพันธุกรมพืชสิรินธร  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and Discussion) 
 
1. การศึกษาผลของปัจจัยภายนอกต่อการชักนําและพัฒนาแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 
และพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2 
การชักนําให้เกิดแคลลัสของปาล์มน้ํามันจํานวน 2 พันธุ์ ประกอบด้วย ปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 

1, และปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2  โดยพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 นําเอมบริโอมาชักนําให้เกิดแคลลัส

บนสูตรอาหาร MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต picloram ที่ระดับความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร และพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2  ใช้สูตรอาหาร MS ร่วมกับ picloram ความเข้มเข้น 2.5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร  นํามาเลี้ยงทดสอบในสภาพแสง 4  ชนิด ประกอบด้วย LED สีขาว (control), LED สีแดง, 

LED สีน้ําเงิน  และ หลอด Grow lux  เพ่ือชักนําการเกิดแคลัส  พบว่า ปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 

1 สามารถชักนําให้เกิดแคลลัสโดยมีค่าน้ําหนักสดของแคลลัสสูงสุด คือ 0.053 กรัมเมื่อเลี้ยงนาน 4 

เดือน  และ น้ําหนักสดแคลลัสเฉลี่ย  0.224 กรัมเม่ือเลี้ยงนาน 6 เดือน ในสภาพแสง LED สีขาวซึ่งใช้

เป็นแสงเปรียบเทียบ (control)  (ตารางที่ 1, ภาพที่ 1)  และพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2  สามารถชักนําให้

เกิดแคลลัสโดยมีค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดของแคลลัสสูงสุด 0.064 กรัมเมื่ออายุแคลลัส 4 เดือนเลี้ยงใน

สภาพแสง LED สีน้ําเงิน  และเมื่อเลี้ยงนาน 6 เดือนจะให้ค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุดในสภาพ

แสง Grow lux เท่ากับ 0.214 กรัม โดยไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  (ตารางที่ 1, ภาพที่ 2)  จาก

รายงานที่ว่าปัจจัยทางกายภาพที่มีอิทธิพลต่อชิ้นส่วนพืชที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ กล่าวว่า หลอดไฟที่มีชื่อ

ทางการค้าว่า ซุปเปอร์โกร (super-grow) หรือโกรลักซ์  ให้ผลการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืชดีกว่า  

เนื่องจากมีสัดส่วนของแสงสีแดงและน้ําเงินสูง  และพืชสามารถนําไปใช้ในการสังเคราะห์แสงได้

โดยตรง (คํานูณ, 2542)   สอดคล้องกับ Paulo และคณะ (2013)  ศึกษาการขยายพันธุ์อ้อยโดยใช้

แสงจากหลอด LEDs และปริมาณน้ําตาลในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  พบว่า การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

อ้อยสายพันธุ์ RB 872552  จากชิ้นส่วนตา  ภายใต้สภาพควบคุมจากการให้แสงจากแหล่งต่างๆ คือ 
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LEDs สีน้ําเงิน, LEDs สีแดง, LEDs สีเขียว, หลอด Growlux และหลอดฟลูออเรสเซนส์  ร่วมกับ

ปริมาณน้ําตาลซูโครส 0, 15, 30 และ 45 กรัมต่อลิตร  ระยะเวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 
๐C  พบว่า  การใช้หลอด LEDs ทั้งสามสี ให้ผลดีต่อการเพ่ิมปริมาณและการเกิดรากของอ้อยร่วมกับ

การเติมน้ําตาลซูโครสซึ่งมีความจําเป็นในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออ้อย   

ตารางที่ 1  แสดงค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัสของปาล์มน้ํามันสุราษฎร์ธานี 1 และ 2 ในสภาพแสง 4 
ชนิด  
 

ชนิดแสง น้ําหนักสดแคลลัส (กรัม) 
พันธุ์ สฎ 1 พันธุ์ สฎ 2 

เดือนที่ 4 เดือนที่ 6  เดือนที่ 4 เดือนที่ 6 
LED สีขาว (control) 0.053 0.224 0.054 0.191 
LED สีแดง 0.044 0.222 0.060 0.203 
LED สีน้ําเงิน 0.050 0.201 0.064 0.188 
Grow lux 0.046 0.221 0.062 0.214 
F-test ns ns ns ns 
c.v.(%) 95.44 87.28 75.04 70.43 
 
ns :   ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ภาพที่ 1  การชักนําให้เกิดแคลลัสของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 ในสภาพแสง 4 ชนิด  
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ภาพที่ 2  การชักนําให้เกิดแคลลัสของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2 ในสภาพแสง 4 ชนิด  

 
 นําแคลลัสของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 มากระตุ้นให้แคลลัสมีการพัฒนา
ผ่านกระบวนการ embryogenesis เพ่ือให้มีการพัฒนาเป็นยอด  โดยการศึกษาการพัฒนาในสูตร
อาหารที่มีการเติม Polyethylenglycol (PEG) ความเข้มข้น 5% และ 10% ร่วมกับน้ําตาล sucrose 
หรือ sorbitol นําไปเลี้ยงบนชั้นเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีสภาพแสง 4 ชนิด ประกอบด้วย LED สีขาว 
(control), LED สีแดง, LED สีน้ําเงิน  และ หลอด Grow lux   พบว่า พันธุ์ปาล์มน้ํามันสุราษฎร์ธานี 
1  ผลของปัจจัยชนิดของแสงมีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญต่อการพัฒนาและน้ําหนักของแคลลัส 
โดยมีค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัสสูงที่สุดในการเลี้ยงในแสงชนิด Grow lux เท่ากับ 2.65 กรัม และ
รองลงมาคือ แสง LED สีขาว เท่ากับ 2.32 กรัม ส่วนแสง LED สีน้ําเงินจะให้ค่าเฉลี่ยของแคลลัสน้อย
ที่สุด เท่ากับ 1.92 กรัม (ตารางที่ 3)   ในขณะที่ปัจจัยด้านสูตรอาหาร และปัจจัย 2 ชนิดร่วมกันของ
ชนิดแสงและสูตรอาหารไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางท่ี 2 และ 4)  

การพัฒนาของแคลลัสซึ่งเกิดจาก embryo ของปาล์มน้ํามันพันธุ์พันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 พบว่า ใน
สภาพแสง LED สีขาว แคลลัสที่เกิดขึ้นส่วนใหญ่จะเป็นลักษณะ compact callus ที่มีการเกาะกัน
แน่น และจะมีสีเขียว (ภาพที่ 3)  สภาพแสง LED สีแดง พบว่า แคลลัสจะมีลักษณะ compact 
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callus ที่มีลักษณะเป็นก้อนกลมสีขาวที่มีการเกาะกันแบบหลวมๆ และแคลลัสที่มีการเกาะกันแน่น  
สีเขียว ในอาหารทดสอบที่มีปริมาณ sorbitol 0.2 M จะพบแคลลัสที่มีลักษณะ friable callus มีสี
น้ําตาลเกิดขึ้น  (ภาพที่ 4)  สภาพแสง LED สีน้ําเงิน แคลลัสที่มีแนวโน้มการเกิดยอดพบได้ในอาหาร
ทดสอบที่มี sorbitol 0.1 M และ sorbitol 0.3 M (ภาพที่5)  สภาพแสงสีม่วง Growlux แคลลัสที่
เกิดขึ้นจะมีลักษณะเป็น compact callus สีขาวและสีเขียว แคลลัสมีการเปลี่ยนแปลงเป็นสีน้ําตาล
จํานวนมากเมื่อเปรียบเทียบกับสภาพแสงอื่นๆ  และพบการพัฒนาเกิดราก (ภาพท่ี 6)  

 

 
 
ภาพที่ 3   การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 1 ในสภาพแสงสีขาว (control) 

 

 
 
ภาพที่ 4   การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 1 ในสภาพแสง LED สีแดง 

 

SR 1 – Control 

SR 1 – LED RED 
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ภาพที่ 5   การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 1 ในสภาพแสง LED สีน้ําเงิน 
 

 
 
ภาพที่ 6  การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 1 ในสภาพแสง Growlux 

 
 

SR 1 – LED BLUE 

SR 1 – Growlux 
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สําหรับการทดสอบการพัฒนาของแคลลัสในปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 2  พบว่า  ปัจจัย
ของชนิดแสงให้ผลที่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญต่อการพัฒนาของค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดของแคลลัสเมื่อ
เลี้ยงในสภาพแสง LED สีแดงจะทําให้ค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดแคลลัสสูงที่สุด เท่ากับ 1.75 กรัม รองลงมา
คือในสภาพแสง Grow lux เท่ากับ 1.64 กรัม และให้ค่าเฉลี่ยน้อยที่สุดเมื่อเลี้ยงในสภาพแสง LED สี
ขาว เท่ากับ 1.13 กรัม (ตารางที่ 3 และ 5)  สําหรับปัจจัยด้านสูตรอาหาร และปัจจัยร่วมกันของชนิด
แสงและสูตรอาหารไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางท่ี 5)  

การพัฒนาของแคลลัสในสภาพแสง LED สีขาว พบการพัฒนาของแคลลัสเกิดเป็นยอดในอาหาร
ทดสอบที่มีการเติม PEG 5% (ภาพที่ 7)   ในสภาพแสง LED สีแดงจะพบแคลลัสทั้ง 2 แบบ คือ compact 
callus สีขาวและสีเขียว  ส่วน friable callus จะมีสีน้ําตาล (ภาพที่ 8)  สภาพแสง LED สีน้ําเงินแคลลัส
ส่วนใหญ่จะเป็น compact callus มีสีเขียวเกาะกันแน่น และบางส่วนเปลี่ยนเป็นสีน้ําตาล  (ภาพที่ 9) การ
พัฒนาของแคลลัสในสภาพแสงสีม่วง Growlux พบว่ามีการพัฒนาส่วนยอดเกิดขึ้นในอาหารทดสอบที่มี 
sorbitol 0.1 M (ภาพที่ 10)  

 
ตารางที่ 2  แสดงปัจจัยของชนิดแสงและสูตรอาหารต่อการพัฒนาของแคลลัสของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุ
ราษฎร์ธานี 1 
 

SOV df SS MS Pr > F  
Treatment 23 38.0049 1.65 0.28 ns 
ชนิดแสง 3 12.0704 4.02 0.04 * 
สูตรอาหาร 5 1.0025 0.20 0.98 ns 
แสง X อาหาร 15 24.9320 1.66 0.29 ns 
Error 120 169.5048 1.41   
Total 143 207.5098    
c.v (%) 53.41     

 
*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ 
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
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ตารางที่ 3  แสดงปัจจัยชนิดแสงต่อค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดของแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 
และ 2 

 
ชนิดแสง น้ําหนักแคลลัส (กรัม) 

พันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 พันธุ์สุราษฎร์ธานี 2 
LED สีขาว 2.32 ab 1/ 1.13 c 
LED สีแดง 1.99 b 1.75 a 
LED สีน้ําเงิน 1.92 b 1.24 bc 
Grow lux 2.65 a 1.64 ab 
F-test * * 
c.v (%) 53.41 63.45 

 
*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 4  แสดงปัจจัยสูตรอาหารต่อค่าเฉลี่ยน้ําหนักสดของแคลลัสปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 
และ 2 

 
ชนิดแสง น้ําหนักแคลลัส (กรัม) 

พันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 พันธุ์สุราษฎร์ธานี 2 
MS (control) 2.16 1.72 
MS+sorbitol 0.1 M 2.20 1.48 
MS+sorbitol 0.2 M 2.39 1.53 
MS+sorbitol 0.3 M 2.26 1.31 
MS+PEG 5% 2.15 1.35 
MS+PEG 10% 2.17  1.27 
F-test ns ns 
c.v (%) 53.41 63.45 

 
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
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ตารางที่ 5  แสดงปัจจัยของชนิดแสงและสูตรอาหารต่อการพัฒนาของแคลลัสของปาล์มน้ํามันพันธุ์  
สุราษฎร์ธานี 2 

 
SOV df SS MS Pr > F  

Treatment 23 19.0898 0.82 0.48 ns 
ชนิดแสง 3 8.2310 2.74 0.02 * 
สูตรอาหาร 5 2.8301 0.56 0.64 ns 
แสง X อาหาร 15 8.0286 0.53 0.83 ns 
Error 96 80.7844 0.84   
Total 119 99.8741    
c.v (%) 63.45     

 
*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 
 

 

                                                                                
ภาพที่ 7   การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 2 ในสภาพแสงสีขาว (control) 
 

SR 2 -Control 
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ภาพที่ 8   การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 2 ในสภาพแสง LED สีแดง 
 

 
 
ภาพที่ 9   การพัฒนาของแคลลสัของปาล์มน้ํามนัพันธุ์สุราษฎรธ์านี 2 ในสภาพแสง LED สีน้ําเงิน 
 

SR 2- LED RED 

SR 2- LED BLUE 
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ภาพที่ 10  การพัฒนาของแคลลัสของปาล์มน้าํมันพนัธุ์สุราษฎร์ธานี 2 ในสภาพแสง Growlux 
 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบและยอดของปาล์มน้ ามัน 
นํายอดของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 ที่ใบอ่อนยังไม่คลี่ออก ลักษณะพับซ้อนคล้ายพัด

มาล้างทําความสะอาดด้วยน้ํายาล้างจาน  เปิดน้ําไหลทิ้งไว้ 30 นาที  จากนั้นเลือกชิ้นส่วนที่มีเนื้อเยื่อ
สีขาดบริเวณฐานของใบอ่อน มาแช่ในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์นาน 1 นาที  ต่อด้วยสารฟอกฆ่าเชื้อ
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ ความเข้มข้น 10% นาน 10 นาที  ล้างด้วยน้ําสะอาดนึ่งฆ่าเชื้อ 
3 ครั้ง แล้วตัดชิ้นส่วนใบอ่อนที่มีสีขาวและเนื้อเยื่อบริเวณยอด ขนาด 0.5 X 0.5 เซนติเมตร เลี้ยงใน
อาหารเพื่อการกระตุ้นการเกิดแคลลัสที่ประกอบด้วย สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน 3 ชนิด 
คือ dicamba, picloram และ brassinolide ที่ระดับความเข้มข้น 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่า การเลี้ยงใบอ่อนในสภาพที่มืดจะทําให้เกิดแคลลัสได้จากสูตรอาหาร MS ร่วมกับ dicamba 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ระยะเวลา 2.5 เดือน สอดคล้องกับ อาสลัน (2545)  ศึกษา
การเพาะเลี้ยงใบอ่อนของปาล์มน้ํามันพันธุ์เทเนรา พบว่า  ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการ
เจริญเติบโตที่เหมาะสมต่อการชักนําแคลลัสของปาล์มน้ํามัน คือ dicamba  เข้มข้น 1-5 มิลลิกรัม/
ลิตร (ชักนําแคลลัสได้เฉลี่ย 9.11 เปอร์เซ็นต์)  และจากรายงานของชยานิจ และคณะ (2552)  ได้
รายงานการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะอ่อน  ช่อดอกอ่อน  และใบอ่อนของปาล์มน้ํามันลูกผสม tenera 
พันธุ์สุราษฎร์ธานี 3 บนอาหารสูตร MS และ Y3 ที่เติม dicamba ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือชักนําให้
ชิ้นส่วนสร้างแคลลัส  ส่วนใบอ่อนมีอัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 24.63% เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

SR 2- Growlux 



77 
 

MS เติม dicamba 15 µM   และสูตรอาหาร MS ร่วมกับ picloram ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  โดยใช้ระยะเวลา 6 เดือน  ทําให้เกิดแคลลัสที่มีลักษณะกลมมีสีน้ําตาลอ่อนเกิดขึ้นที่บริเวณขอบใบ  
(ภาพที่ 11) จากนั้นเปลี่ยนอาหารลงในสูตรอาหารที่มีการเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/l เพ่ือให้
แคลลัสมีการเพ่ิมปริมาณและเกิดการพัฒนา พบว่า  แคลลัสไม่สามารถพัฒนาต่อไปได้ (ภาพท่ี 12)   

 

  

MS + dicamba 1 mg/l MS + picloram 3 mg/l 
 
ภาพที่ 11  การเกิดแคลลัสจากชิ้นส่วนใบอ่อนของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 
 

 
 

ภาพที่ 12  แคลลัสจากใบอ่อนของปาล์มน้ํามัน บนอาหาร MS + 2,4-D  0.1 mg/l  
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
 

1. การชักนําให้เกิดแคลลัสของปาล์มน้ํามันจํานวน 2 พันธุ์  โดยใช้สภาพแสง 4 ชนิด สามารถ
ชักนําการเกิดแคลลัสได้ทุกชนิดไม่แตกต่างกัน  แนะนําการใช้แสง LED สีขาวเพ่ือการชักนําให้เกิด
แคลลัสได้ดีในปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2  เนื่องจากมีราคาถูกและหาซื้อได้ง่ายใน
ท้องตลาด สําหรับขั้นตอนการพัฒนา embryogenesis callus  พบว่า ชนิดของแสงมีผลต่อการ
พัฒนาแคลลัส โดยแสง Grow lux จะทําให้ได้ค่าเฉลี่ยน้ําหนักท่ีดีในพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1  และ 2  

2. การเพาะเลี้ยงใบอ่อนของปาล์มน้ํามันสุราษฎร์ธานี 1 สามารถเกิดได้เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี
การเติม dicamba 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  แต่แคลลัสที่ได้ยังไม่สามารถพัฒนาต่อไปได้ จึงควรปรับปรุง
สูตรอาหารและวิธีการเพ่ือให้เหมาะสมต่อไป 
 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
เป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่ได้จากการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําแคลลัสปาล์มน้ํามัน 

และการพัฒนาแคลลัสให้เกิดเป็นต้นที่สมบูรณ์ของปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2 และควร
ศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือนําไปพัฒนาสําหรับปาล์มน้ํามันพันธุ์แนะนําพันธุ์อ่ืนๆ ของกรมวิชาการเกษตรต่อไป  

 
ค าขอบคุณ  

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยปาล์มน้ํามันสุราษฏร์ธานีที่อนุเคราะห์เมล็ดปาล์มน้ํามันและคําแนะนํา
ต่างๆ เพื่อนํามาใช้ในการวิจัย 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

ผลการวิจัยของโครงการ  ได้ข้อมูลเทคนิคการขยายพันธุ์พืชปลอดโรคเชิงพาณิชย์จํานวน 3 
ชนิด ประกอบด้วย ขมิ้นชัน อ้อย และมันฝรั่ง  ซึ่งสามารถนําสูตรอาหารที่ได้ศึกษาจากงานวิจัยไปใช้
ในการขยายพันธุ์เพ่ิมปริมาณจํานวนมากในอาหารแข็งและการเพ่ิมปริมาณด้วยระบบ Temporary 
Immersion Bioreactor (TIB)  และได้ต้นพันธุ์ที่ปลอดเชื้อโรค  ขมิ้นชันทั้ง 2 พันธุ์ คือ ขมิ้นชันตรัง1 
และ ขม้ินชันตรัง 2 สามารถเลือกใช้สาร  ไซโตไคนินได้ทั้ง 4 ชนิด เนื่องจากให้ผลทางสถิติที่ไม่ต่างกัน 
แต่ควรพิจารณาราคาของสารเคมีเพ่ือลดต้นทุนสําหรับการผลิตทางพาณิชย์  จึงแนะนําการใช้ BA ที่มี
ราคาถูก  และสามารถใช้ต่อเนื่องในขั้นตอนการชักนําให้เกิดเหง้าในสภาพปลอดเชื้อได้ด้วย         
การชักนําให้เกิดยอดรวมในอ้อย สามารถทําได้บนอาหารกึ่งแข็งและในระบบ TIB การใช้ TIB 
สามารถได้ยอดอ่อนในระยะเวลาที่สั้นกว่าการชักนําบนอาหารแข็ง แต่ระบบ TIB ชักนําให้เกิดยอด
อ่อนได้ในปริมาณที่น้อยกว่าบนอาหารแข็ง (16.2-22.1 vs 47.5-51.6 ยอด/ชิ้นส่วนพืช) นอกจากนี้
ควรทําการตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อไฟโตพลาสมาอย่างต่อเนื่องเพ่ือให้แน่ใจว่าต้นพันธุ์ (stock 
plant) ปลอดโรค  การใช้ apical meristem ขนาด 0.1 - 0.2 เซนติเมตร ของมันฝรั่ง เมื่อเลี้ยงบน
อาหารแข็ง MS ร่วมกับ BA 5 µM สามารถชักนําให้มีการพัฒนาเป็นยอดที่สมบูรณ์ในพันธุ์
แอตแลนติก 36 เปอร์เซ็นต์ และพันธุ์สปุนตา 24 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อ PVY 
ด้วยวิธีเซรุ่มวิทยา พบการปลอดโรคสูงถึง ได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์  การเพ่ิมปริมาณยอดรวมในอาหาร
เหลว และระบบ TIB มันฝรั่งพันธุ์แอตแลนติกและพันธุ์สปุนตาสามารถเพ่ิมปริมาณยอดรวมได้สูง เมื่อ
เลี้ยงในอาหาร MS ที่มี GA3 0.1 mg/l และ NAA 0.1 mg/L มันฝรั่งสามารถเกิด micro tubers 
ของพันธุ์แอตแลนติกเกิดในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA 40 µM  และน้ําตาลซูโครส  6-8 
เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Chlorocholine chloride (CCC)  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  ส่วนพันธุ์สปุนต้า
อาหารเหลว MS ที่เติม BA 20 µM  และน้ําตาลซูโครส  8 เปอร์เซนต์ สามารถชักนําให้เกิด micro 
tubers ได้ดีที่สุดแต่ในระบบ TIB  ยังไม่สามารถสรุปได้ มีปัจจัยที่ต้องศึกษาอีก เช่น ระยะเวลาการให้
อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช และ ความเข้มข้นของ CCC 

การศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์พืชเศรษฐกิจ คือ ปาล์มน้ํามัน พบว่า ปัจจัยภายนอกคือการ
เลือกชนิดแสงต่อการชักนําให้เกิดแคลลัสของปาล์มน้ํามันจํานวน 2 พันธุ์  โดยใช้สภาพแสง 4 ชนิด 
สามารถชักนําการเกิดแคลลัสได้ทุกชนิดไม่แตกต่างกัน  แนะนําการใช้แสง LED สีขาวเพ่ือการชักนํา
ให้เกิดแคลลัสได้ดีในปาล์มน้ํามันพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1 และ 2  เนื่องจากมีราคาถูกและหาซื้อได้ง่ายใน
ท้องตลาด สําหรับขั้นตอนการพัฒนา embryogenesis callus  พบว่า ชนิดของแสงมีผลต่อการ
พัฒนาแคลลัส โดยแสง Grow lux จะทําให้ได้ค่าเฉลี่ยน้ําหนักที่ดีในพันธุ์สุราษฎร์ธานี 1  และ 2  ใน
การศึกษาการเพาะเลี้ยงใบอ่อนของปาล์มน้ํามันสุราษฎร์ธานี 1 สามารถเกิดได้เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี
การเติม dicamba 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  แต่แคลลัสที่ได้ยังไม่สามารถพัฒนาต่อไปได้ จึงควรปรับปรุง
สูตรอาหารและวิธีการเพ่ือให้เหมาะสมต่อไป 
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ภาคผนวก 
 

 
 

ภาพผนวกที่ 1  การตรวจสอบเชื้อไฟโตพลาสมาในต้นอ้อยที่ปลูกในโรงเรือนระบบปิด เพ่ือใช้เป็น
ชิ้นส่วนพืชเริ่มต้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยเทคนิค nested-polymerase 
chain reaction (nested-PCR) ใช้ 2 primers คือ R16mF2/R16mR1 และ 
R16F2/R16R2 

 
Lane 1-20 – ไม่พบเชื้อไฟโตพลาสมา 

W – น้ํากลั่น  
N – ต้นอ้อยปกติไม่มีเชื้อไฟโตพลาสมา  
P – positive control (1,250 bp) 
M – 100 bp DNA ladder plus, Fermentas 
ผล : ไม่พบการติดเชื้อซ้ํา (reinfection) 
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ภาพผนวกที่ 2  การตรวจสอบซ้ําในต้นอ้อยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในระบบ TIB โดยเทคนิค 

nested-polymerase chain reaction (nested-PCR) ใช้ 2 primers คือ 
R16mF2/R16mR1 และ R16F2/R16R2 

 
M – 100 bp DNA ladder plus, Fermentas   
P – positive control (1,250 bp) 
H – พืชปกติไม่เป็นโรค (healthy plant) 
ผล : ไม่พบการติดเชื้อ 

 
 


