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บทคัดยอ 
 

  การศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะวางเลี้ยงที่เหมาะสมตอการ
เพ่ิมปริมาณแคลลัสกลวยไมชางแดง พบวา อาหารสูตร Vacin and Went (VW) เติมนํ้ามะพราว 
15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มืด เปนเวลา 1 เดือน สงเสริม
ประสิทธิภาพการเพ่ิมนํ้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.4 กรัม และใหการรอดชีวิตของชิ้นสวนที่วาง
เลี้ยง 100 เปอรเซ็นต แคลลัสที่ไดมีลักษณะสีเหลืองครีม สําหรับการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผล
ตอการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง พบวา การใชแคลลัสอายุ 1 เดือน 
ยายเลี้ยงลงอาหารเหลวสูตร New Dogashima Medium (NDM) วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 100 รอบตอนาที สงเสริมการชักนําเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงไดดี ใหปริมาตร
ตะกอนเซลลสูงสุด 1.11 มล. หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห การศึกษารูปแบบ
เจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงพบวาเปนแบบ sigmoid curve ระยะ log 
phase ของเซลลอยูในชวงอายุ 12 – 28 วันหลังจากยายเลี้ยง ผลของความเขมขนนํ้ามะพราว 
พบวา น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดี คือ 2.05 
มล. ลักษณะตะกอนเซลลที่ไดมีสีเหลืองครีมและขนาดตะกอนเล็ก สวนผลของชนิดและความ
เขมขนของน้ําตาล พบวา น้ําตาลซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต สามารถสงเสริมการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลลซัสเพนชันไดดี คือ 2.5 มล. หลังจากเพาะเล้ียงเปนเวลา 4 สัปดาห  และนํ้าตาล
แลคโตสเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหการเกิดจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันสูงสุด คือ 31.56
เอ็มบริโอตอปริมาตรตะกอนเซลล 1 มล. นอกจากนี้พบวา น้ําตาลที่ระดับความเขมขนต่ํา 
สามารถสงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลในซัสเพนชันไดดีกวาที่ระดับความเขมขนสูง เม่ือ
นําโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียว อายุ 1- 2 เดือน วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร ½ MS 
เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 
0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 2 เดือน สงเสริมประสิทธิภาพ
การพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีที่สุด โดยใหจํานวน Protocorm-like bodies (PLBs) ระยะเริ่ม
ปรากฏยอดและระยะเริ่มปรากฏใบเล็ก 2 ใบ เทากับ 91.83 และ 15.67 PLBs ตามลําดับ 
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Abstract 
 
  Effects of culture media, activated charcoal and light on proliferation of 
callus of Rhynchostylis gigantea var. rubrum Sagarik were studied. Callus cultured on 
Vacin and Went (VW) solid medium supplemented with 2% sucrose, 15% coconut water 
and 0.2% activated charcoal in the dark for one month gave the best result in fresh 
weight at 0.4 g and survival rate at 100%. The color of callus was yellowish cream. Calli 
at one month of culture gave the highest cell suspension induction after transferring in 
New Dogashima Medium (NDM) liquid medium supplemented with 2% sucrose and 
15% coconut water on rotary shaker at 100 rpm. The highest packed cell volume (PCV) 
was 1.11 ml after 4 weeks of culture. Cell growth pattern was sigmoid curve and log 
phase was found at 12-28 days after culture. Coconut water at 15% was optimum for 
cell suspension culture. The PCV was 2.05 ml after 4 weeks of culture and the 
characteristic of the cell in suspension was fine and yellowish cream color. The 
influences of various types of sugar revealed that 1% sucrose containing NDM medium 
gave the best of increasing PCV after 4 weeks of culture whereas 3% lactose gave the 
highest number of somatic embryos in suspension (31.56 embryos/1 ml PCV). The 
better result in increment of cell suspension was obtained at low concentration of 
sugars. Plantlet regeneration from cell suspension culture was success when green-cell 
suspension were placed on ½ MS medium supplemented with 3% sucrose, 15% 
coconut water and 0.2% activated charcoal under 16 h photoperiod for 2 months. The 
number of protocorm-like bodies (PLBs) which produced of shoot apical and or with 1-2 
small expanding leaves was 91.83 and 15.67, respectively. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเร่ือง 
 

 กลวยไมชางแดง (Rhynchostylis gigantea var. rubrum Sagarik) เปน
กลวยไมสกุลชาง ลักษณะโดยทั่วไปของกลวยไมสกุลชางมีขนาดกลางไปจนถึงคอนขางใหญ ใน
ธรรมชาติพบขึ้นตามปาดิบแลงหรือปาเบญจพรรณ ตนกลมยาวและแข็ง ทุกชนิดยาวไดถึง 50 
เซนติเมตร ใบยาวเปนราง หนา อวบนํ้า หรือคอนขางหนา แตเหนียว เรียงสลับซายขวา โคนใบ
ซอนถี่คลุมตน ชอดอกเกิดตามซอกใบ ยาวพอๆกับใบหรือยาวกวา อาจจะตั้งตรง เอน หรือหอย
ลง แตละตนมักจะมีมากกวา 1 ชอ ดอกมีกลีบคงรูปไดนาน กลีบปากมีเดือย และปลายกลีบ
มักจะพับขึ้น เสาเกสรสั้น กลุมเรณูเกือบกลมและมีรองเวา มี 2 กลุม ติดอยูที่ปลายแถบ บางที่
ยาวและแคบ (อบฉันท, 2543) ลักษณะเดนของกลวยไมชางแดงคือ ดอกมีสีมวงแดงทั้งดอกหรือ
เกือบทั้งดอก ชอดอกเปนรูปทรงกระบอกโคงลง ชอดอกยาวประมาณ 20-40 เซนติเมตร มีดอก
แนนชอละ 25-60 ดอก ขนาดดอกประมาณ 2.5-3.0 เซนติเมตร ออกดอกปละครั้ง บางตนอาจมี
ดอกครั้งละหลายๆ ชอ จัดเปนกลวยไมที่มีชอดอกเดน สวยงามสะดุดตา ดอกมีกลิ่นหอม ทําให
มีผูสนใจนํามาเพาะปลูกเปนจํานวนมาก (สุพัตรา และวีณัน, 2548) และมีการซื้อขายในรูปแบบ
ของไมกระถางกันอยางแพรหลาย จากการสํารวจพบวากลวยไมสกุลชางที่มีอยูในโลก มีถิ่น
กําเนิดอยูในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน ไทย มาเลเซีย ฟลิปปนส ประเทศในแถบ      
อินโดจีน อินเดีย ศรีลังกา ภาคใตของหมูเกาะในทะเลจีน และหมูเกาะอินเดียตะวันออก สําหรับ
ในประเทศไทยพบวากลวยไมสกุลชางมีการกระจายพันธุอยูทุกภาคของประเทศ บางภาคอาจมี
กลวยไมสกุลชางชนิดหนึ่งแตอาจไมมีอีกชนิดหนึ่ง (พูนศักดิ์, 2550)  นอกจากนี้พบวากลวยไม
สกุลชาง (Rhynchostylis) ที่พบในธรรมชาติเพียง 4 ชนิดเทานั้น (สมศักดิ์, 2550) คือ ชาง    
(R. gigantea) ไอยเรศหรือพวงมาลัย (R. retusa) เขาแกะ (R. coelestis) และชางฟลิปปนส  
(R. violacea) สําหรับ 3 ชนิดแรกมีถิ่นกําเนิดในประเทศไทยและประเทศใกลเคียง สวนชาง
ฟลิปปนสมีถิ่นกําเนิดอยูในประเทศฟลิปปนส (พูนศักดิ์, 2550)  

 กลวยไมจัดเปนไมดอกไมประดับเศรษฐกิจที่มีมูลคาการสงออกมากที่สุดของ
ไทยทํารายไดเขาประเทศในแตละปกวาพันลานบาท โดยมีการสงออกมานานมากกวา 35 ป ทั้ง
ในลักษณะของตน ตัดดอกและไมกระถาง คิดเปนรอยละ 85 ของการสงออกไมดอกไมประดับ
ทั้งหมด ปริมาณและมูลคาการสงออกกลวยไมของไทยมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเน่ืองทุกป  
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(ภาพที่ 1) ในอนาคตคาดวากลวยไมจะเปนพืชที่นํารายไดจํานวนมากมาสูประเทศไทย (อานนท
, 2547 อางโดย สุพัตรา และวีณัน, 2548) เน่ืองจากประเทศไทยตั้งอยูเหนือเสนศูนยสูตร มี
ภูมิอากาศแบบรอนชื้นจากอิทธิพลของลมมรสุมตะวันตกเฉียงใต อุดมสมบูรณดวยพ้ืนที่ปาเขต
รอน ทําใหมีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมสําหรับการปลูกกลวยไมเมืองรอน และเปนแหลงกําเนิด
ของกลวยไมตามธรรมชาติประมาณ 177 สกุล 1,136 ชนิด รวมทั้งกลวยไมเฉพาะถ่ินที่พบใน
ประเทศไทยเทานั้น ซ่ึงมีจํานวนถึง 170 ชนิด (อุดม และพัชราวดี, 2549) ทําใหประเทศไทย
ไดรับการยกยองจากประเทศตาง ๆ วาเปนแหลงผลิตกลวยไมเมืองรอนที่สําคัญที่สุดแหงหน่ึง
ของโลก กระทรวงเกษตรและสหกรณไดกําหนดใหกลวยไมเปนหน่ึงในสี่ของพืช Product 
Champion ซ่ึงเปนพืชสงออกที่สําคัญพืชหน่ึงของประเทศไทย (สํานักงานวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2552) 
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ภาพที่ 1 ปริมาณการสงออกดอกกลวยไมสดของประเทศไทยระหวาง ป พ.ศ. 2546 - 2551 
           ที่มา: สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2552) 
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 ปจจุบันมีการลักลอบนํากลวยไมชางแดงออกจากปาเปนจํานวนมาก ทําให
กลวยไมชางแดงในปามีปริมาณลดลงอยางรวดเร็ว และหาไดยากในธรรมชาติ (อบฉันท, 2543) 
อาจเสี่ยงตอการสูญพันธุจากถิ่นกําเนิดเดิมในปา จึงตองหาแนวทางสําหรับการเพิ่มปริมาณเพื่อ
การขยายพันธุกลวยไมชางแดงและเปนแนวทางในการชวยอนุรักษกลวยไมปาของไทยใหคงอยู
เปนมรดกของชาติตลอดไป แตในสภาพธรรมชาติไมสามารถที่จะนําเมล็ดกลวยไมมาเพาะได
เหมือนกับไมดอกชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กและมีอาหารสะสมภายในเมล็ด
นอยมากหรือไมมีเลย (ณัฐา, 2548) ดังน้ันการงอกของเมล็ดกลวยไมจึงตองการอาหารจาก
ภายนอกเพื่อเขาไปเลี้ยงตนออน จนสามารถพัฒนาไปเปนตนที่สมบูรณได จึงมีการพัฒนานํา
เมล็ดกลวยไมไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในหลอดทดลอง จากสาเหตุดังกลาวการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อจึงมีความสําคัญตอการขยายพันธุกลวยไมปาหลายชนิดในหลายปที่ผานมา 

 
การตรวจเอกสาร 
 

 กลวยไมชางแดง อยูในวงศ Orchidaceae มีชื่อสามัญวา Chang Daeng 
orchid เปนกลวยไมสกุลชาง จากการสํารวจพบวากลวยไมสกุลชางที่มีอยูในโลก มีถิ่นกําเนิดอยู
ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน ไทย มาเลเซีย ฟลิปปนส ประเทศในแถบอินโดจีน อินเดีย 
ศรีลังกา ภาคใตของหมูเกาะในทะเลจีน และหมูเกาะอินเดียตะวันออก (พูนศักดิ์, 2550) ออก
ดอกชวงเดือนธันวาคม – มกราคม (อบฉันท, 2543) การขยายพันธุกลวยไมโดยทั่วไปใชวิธีการ
เพาะเมล็ด แตในสภาพธรรมชาติไมสามารถที่จะนําเมล็ดมาเพาะไดเหมือนกับไมดอกชนิดอ่ืนๆ 
เน่ืองจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กและมีอาหารสะสมภายในเมล็ดนอยมากหรือไมมีเลย (ณัฐา, 
2548) ทําใหโอกาสที่เมล็ดจะงอกและพัฒนาเปนตนนั้นนอยมาก ไมถึง 1 เปอรเซ็นต  ทั้งน้ีเมล็ด
กลวยไมที่แกแลวไมมีทั้งใบเลี้ยงและเอ็นโดสเปรม จึงไมมีอาหารสะสมไวเลี้ยงตนออน สวนการ
ที่ตนออนบางตนเจริญไดน้ันเพราะบังเอิญอยูรวมกับเชื้อราประเภทไมคอไรซาแบบซิมไบโอซิส 
(สมปอง, 2538)  ฉะน้ันการงอกของเมล็ดกลวยไมจึงตองการอาหารจากภายนอกเขาไปเลี้ยงตน
ออน จนกระทั่งตนออนสามารถพัฒนาไปเปนตนได  บางครั้งตนที่ไดอาจเกิดความแปรปรวน
ทางพันธุกรรม เน่ืองจากการผสมขามกับกลวยไมชนิดอ่ืนตามธรรมชาติ ปจจุบันกลวยไมปา
หลายชนิดมีจํานวนลดลง หลายชนิดหายาก หลายชนิดอาจจะสูญพันธุ (อุดม และพัชราวดี, 
2549) เพ่ือเปนการปองกันการโดนทําลายจากการทําลายปา จําเปนตองมีการเพิ่มปริมาณอยาง
รวดเร็ว โดยการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ (Van Le et al., 1999) เทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชเปน
วิธีการขยายพันธุพืชวิธีหน่ึงและนับเปนวิธีเดียวที่สามารถขยายพันธุกลวยไมเปนจํานวนมากใน
ระยะเวลาอันสั้น  เหมาะที่จะนํามาเปนเครื่องมือสําหรับการขยายพันธุพืชในทางการคา การ
สงออกและการปรับปรุงพันธุตอไป  การขยายพันธุกลวยไมดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมี
บทบาทสําคัญอยางมากในปจจุบัน 
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การขยายพันธุกลวยไมโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเปนการวางเลี้ยงชิ้นสวนใด ๆ ของพืช รวมทั้งเซลลเด่ียว
ในอาหารสังเคราะห (อาหารเทียมหรืออาหารวิทยาศาสตร) ในสภาพปลอดเชื้อ (สถาบันวิจัยและ
ฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2551) ปจจุบันความกาวหนาทางเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช
นานาชนิดไดกลายเปนเครื่องมือสําคัญของการขยายพันธุ และการพัฒนาพันธุพืชชนิดใหม 
ชิ้นสวนที่เพาะเลี้ยงสามารถพัฒนาการเปนพืชตนใหม โดยกระบวนการ embryogenesis หรือ 
organogenesis นอกจากนี้มีการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน การเพาะเลี้ยงตาขาง และตายอด  
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเจริญ  การเพาะเลี้ยงอับเรณู  การเพาะเลี้ยงคัพภะ เปนตน (อารีย, 2541) 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความสําคัญตอการขยายพันธุกลวยไมในหลายปที่ผานมา ทั้งการ
ขยายพันธุเพ่ือปองกันการสูญพันธุของกลวยไมปาหายากและการขยายพันธุเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ในทางการคา อยางไรก็ตามกลวยไมแตละชนิดมีการตอบสนองตอสภาวะการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ
ในหลอดทดลองที่แตกตางกัน (van Le et al., 1999) ไดมีการพัฒนาสูตรอาหารในหลอดทดลอง
สําหรับกลวยไมแตละชนิด เชน การพัฒนาสูตรอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงกลวยไมในสกุล
แวนดา (สุรวิช, 2537) กลวยไมฟาแลนอปซิส (Tokuhara and Mill, 1993) หรือกลวยไมในสกุล
หวาย (Vyas et al, 2009) นอกจากนี้มีการศึกษาปจจัยตาง ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ขยายพันธุกลวยไมในหลอดทดลอง ไดแก สารควบคุมการเจริญเติบโต สารประกอบเชิงซอน 
อุณหภูมิและแสงภายในหองวางเลี้ยง  อุดม และพัชราวดี (2549) พบวา การเพาะเมล็ดกลวยไม
ในสูตรอาหาร Vacin และ Went (VW) สามารถชวยเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ดกลวยไมปาบาง
ชนิดได  ปจจุบันมีการรายงานความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหลายชนิดดวยกัน          
โดยดัดแปลงการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตใหเหมาะสม   Van Le และคณะ (1999) 
รายงานการใชสารควบคุมการเจริญเติบโต N6-benzyladenin (BA) เขมขน 3 ไมโครโมลาร 
รวมกับ thidiazuron (TDZ) เขมขน 3 ไมโครโมลาร ในสูตรอาหาร Murashige and Skoog 
(MS) วาสามารถเรงการพัฒนาตายอด และสาร fochlofen uron เขมขน 10 ไมโครโมลาร 
สามารถสงเสริมการพัฒนารากกลวยไมชางแดงไดในหลอดทดลอง ปจจุบันการเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อพืชมีหลายวิธี  ในการศึกษาครั้งน้ีจะกลาวถึงเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน ซ่ึง
เปนการเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารเหลวภายใตสภาพการเขยาเลี้ยงและมีการควบคุม
สภาพแวดลอมที่เหมาะสม สงผลใหเซลลพืชมีการเจริญเติบโตและมีการแบงเซลลอยางรวดเร็ว 
สามารถที่จะยายเลี้ยงไดเร็วขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแคลลัส (สมปอง, 2550) เปน
การเพิ่มประสิทธิภาพสําหรับการขยายพันธุเพ่ือเพ่ิมปริมาณกลวยไมในระยะเวลาอันสั้น 
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การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
 
  การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน เปนการเลี้ยงเซลลเด่ียวหรือกลุมเซลลในอาหาร
เหลวที่เขยาตลอดเวลา  ทําไดโดยการยายแคลลัสที่มีลักษณะกอนเกาะกันหลวม ๆ (friable 
callus) ลงในอาหารเหลว หรืออาจเลี้ยงชิ้นสวนพืช เชนสวนของลําตนใตใบเลี้ยงหรือใบเลี้ยงใน
อาหารเหลวโดยตรง แรงเขยาจากเครื่องเขยาทําใหเซลลที่เกิดใหมแตละเซลลหรือกลุมเซลล
ขนาดเล็ก (3-10 เซลล) หลุดแยกออกจากกันอยางอิสระกลายเปนเซลลซัสเพนชัน เม่ือเลี้ยงไป
ระยะหน่ึงไดเซลลเด่ียวและกลุมเซลลที่มีหลายขนาดปะปนกัน (คํานูณ, 2542) การเพาะเลี้ยง
เซลลในสภาพการเขยาเลี้ยงในอาหารเหลว มีขอไดเปรียบกวาการเลี้ยงในสภาพนิ่งบนอาหาร
แข็งหลายประการดวยกัน กลาวคือ การเคลื่อนยายของเซลลหรือกลุมเซลลในอาหารเหลวชวย
ใหมีการแลกเปลี่ยนกาซกับบรรยากาศ ทําใหเซลลไดรับธาตุอาหารและอากาศเพียงพอ
สมํ่าเสมอ คุณสมบัติการกําหนดขั้ว (รากยอด) ก็ไมมีทั้งนี้เพราะแรงโนมถวงชวยใหการสรางตา
รวมเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ชวยแกปญหาความตางศักยของความเขมขนธาตุ
อาหารที่ชิ้นสวนพืชสัมผัสอยู วิธีการดังกลาวดัดแปลงมาจากเทคนิคการเลี้ยงแบคทีเรีย ทั้งน้ี
เพ่ือจะใชประโยชนจากเซลลเด่ียว ๆ ในการผสมผสานการปรับปรุงพันธุพืชดวยวิธีการที่จําเพาะ
อ่ืน ๆ ตอไป (สมปอง, 2550) สําหรับขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน โดยทั่วไปมี 3 
ขั้นตอนดังตอไปน้ี  
 

1. การชักนําแคลลัส 
 
 แคลลัสเปนเนื้อเยื่อพ้ืนฐานของระบบการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช ที่อยูรวมกันเปน

กลุม ยังไมกําหนดทิศทางการเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาไปเปนสวนใด เน้ือเยื่อพืชเกือบทุกชนิด
สามารถนํามาชักนําการสรางแคลลัสได  เริ่มตนจากการคัดเลือกเน้ือเยื่อพืชมาทําการเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหที่มีธาตุอาหารพืชรวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในระดับที่เหมาะสม 
ความสามารถในการสรางแคลลัสสวนใหญเปนผลมาจากสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมลงไป
ในอาหารที่เลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ตางกัน จะสงผลใหแคลลัสมีพัฒนาของ
โครงสรางที่แตกตางกันออกไปดวย ในบางกรณีแคลลัสสรางจากชิ้นสวนพืชที่เพาะเลี้ยงไดโดยที่
ไมตองอาศัยสารควบคุมการเจริญเติบโต แคลลัสเปนเครื่องมือที่สําคัญของนักปรับปรุงพันธุพืช
ดวยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพและนักสรีรวิทยา ในกรณีของการเลี้ยงเซลลซัสเพนชันเปน
การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ดังน้ันการชักนําก็เร่ิมจากแคลลัส  แคลลัสที่นํามาใชน้ันตองมี
ลักษณะที่เหมาะสม โดยทั่วไปแลวแคลลัสเริ่มตนที่นํามาชักนําตองเปน friable callus และสีของ
แคลลัสโดยทั่วไปเปนสีเหลืองออนหรือสีครีม ทั้งน้ีเพ่ือการแยกเปนเซลลที่มีการเกาะตัวกัน
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นอยลง และในสภาพการเขยาเลี้ยงชวยสงเสริมใหเซลลที่กําลังมีการแบงเซลลสามารถแยกหลุด
ออกจากกันไดงาย สําหรับปจจัยที่มีผลตอการชักนําแคลลัส ไดแก ชิ้นสวนพืช อาหารที่ใชเลี้ยง 
และสารควบคุมการเจริญเติบโต (สมปอง, 2550)  Chen และคณะ (2000) รายงานการศึกษา
วิธีการเพิ่มปริมาณแคลลัสของกลวยไมฟาแลนอปซิส วาเปนไปไดดีเม่ือนําชิ้นสวนแคลลัสวาง
เลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS เติม 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ความเขมขน 2.26 
ไมโครโมลาร และ TDZ ความเขมขน 2.27 ไมโครโมลาร   Huan และคณะ (2004) รายงานวา 
การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสของกลวยไมซิมบิเดียมบนอาหารสูตรดัดแปลง VW เติม NAA 
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ TDZ ความเขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
Tryptone ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห สงเสริมอัตราการเพิ่มปริมาณของ
แคลลัสไดดีที่สุด (9.7 เทา)   นอกจากปจจัยดังกลาวขางตนแลว สภาวะที่วางเลี้ยง (ที่มืดและที่มี
แสง) ก็มีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสเชนกัน   Chen และ Chang (2000) ไดรายงานความสําเร็จ
ในการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสของกลวยไมออนซิเดียม โดยการวางเลี้ยงในที่มืด อุณหภูมิ 
26 ±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน สามารถสงเสริมการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดี    

   
2. การชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 

 
       ปจจัยที่มีผลตอความสําเร็จในการชักนําเซลลซัสเพนชันมีหลายประการ คลาย
กับปจจัยที่มีผลตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเพ่ือการพัฒนาเปนพืชตนใหม (สมปอง, 
2550) ดังนั้นปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันไดแก สูตรอาหาร นํ้าตาล และ
สารประกอบเชิงซอน เปนตน    
 2.1 สูตรอาหาร 
  อาหารที่ใชเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีหลายชนิด ทั้งน้ีขึ้นกับความเหมาะสมตอชนิดของ
พืช สายพันธุ ตลอดจนชนิดและสภาพของชิ้นสวนพืชที่จะนํามาเลี้ยง อยางไรก็ตามอาหารที่
นิยมใชเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชมากที่สุด คือ อาหารที่ดัดแปลงมาจากอาหารที่ใชไดดีในการเลี้ยงกลุม
เซลลหรือแคลลัส ซ่ึงเปนกลุมของเซลลที่เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงพัฒนามีชองวางในเซลลจํานวน
มาก และเซลลยังไมมีการจัดรูปรางที่แนนอน (สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 
2551)  Tokuhara และ Mii (2001) รายงานความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน
กลวยไมฟาแลนอปซิส ในอาหารเหลวสูตร NDM รวมกับการใชสารควบคุมการเจริญเติบโต   
α-Naphthaleneacetic acid (NAA) เขมขน 5.4 ไมโครโมลาร สามารถเพิ่มปริมาตรตะกอน
เซลลสูงสุด 4.6 เทาจากน้ําหนักเริ่มตน และสามารถชักนําเอ็มบริโอเจนนิคแคลลัสได เม่ือนํา
เซลลเลี้ยงในอาหารแข็งสูตร NDM รวมกับ NAA เขมขน 0.5 ไมโครโมลาร และ BA เขมขน 4.4    
ไมโครโมลาร   Pradhan และคณะ (1998) รายงานวา การเพาะเลี้ยงชิ้นสวน friable callus ของ 
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East Indian rosewood ในอาหารเหลวสูตร MS เติม myo-inositol เขมขน 100 มิลลิกรัมตอลติร 
นํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต  รวมกับ NAA เขมขน 0.8 ไมโครโมลาร  BA เขมขน 2.2 
ไมโครโมลาร  และน้ํามะพราวเขมขน 10 เปอรเซ็นต สามารถสงเสริมการเพิ่มปริมาตรตะกอน
เซลลไดดีที่สุด   
       2.2 นํ้าตาล 
  น้ําตาลเปนปจจัยหน่ึงที่ มีความสําคัญตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
เน่ืองจากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่จําเปนตอการสังเคราะหแสงของพืช เซลลพืชนําคารบอน
มาสรางเปนสารสังเคราะห (สมปอง, 2539) นํ้าตาลที่ใชสําหรับการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช
โดยทั่วไปมีหลายชนิดดวยกัน ทั้งนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว ไดแก กลูโคส ฟรุกโตส และกาแลกโตส 
นํ้าตาลโมเลกุลคู ไดแก ซูโครส มอลโตส และแลกโตส   Park และ Facchini (2001) รายงาน
การศึกษานําตะกอนเซลลซัสเพนชันของ Eschschozia californica (poppy) ยายเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร B5 เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต วาใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 0.87 
มิลลิลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 40 วัน นอกจากนี้นํ้าตาลยังใชสําหรับการชักนําโซมาติค
เอ็มบริโอในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครส นํ้าตาลชนิดนี้พบมากในออย หัวบีท และ
ผลไมที่มีรสหวานเกือบทุกชนิด เม่ือแตกตัวหรือถูกยอยจะใหนํ้าตาลกลูโคสกับนํ้าตาลฟรุกโตส 
อยางละ 1 โมเลกุล   Vasudevan และ Ganapathi (1999) รายงานวาการเติมนํ้าตาลโมเลกุลคู
อยางซูโครสและมอลโตส ที่ระดับความเขมขน 87.64 มิลลิโมลาร ในอาหารสูตร MS ใหผลการ
ตอบสนองการชักนําการเกิดโซมาติคเอ็มบริโอในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของถั่วมะแฮะ  
ดีที่สุด  Vengadesan และคณะ (2002) รายงานวา นํ้าตาลซูโครสที่ระดับความเขมขน 87.64 
มิลลิโมลาร รวมกับ 2,4-D ความเขมขน 4.52 ไมโครโมลาร และนํ้ามะพราว 10 เปอรเซ็นต     
ใหเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติคเอ็มบริโอในการเพาะเลี้ยงซัสเพนชันของ Acacia sinuata สูงที่สุด   
       2.3 นํ้ามะพราว 
  นํ้ามะพราวซึ่งจัดเปนสารประกอบเชิงซอน สามารถสงเสริมการเจริญของเซลล 
เ น้ือเยื่อ อวัยวะหรือตนที่ เลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ เ น่ืองจากน้ํามะพราวประกอบดวย
สวนประกอบหลายชนิด ไดแกสารอนินทรียหลายชนิด กรดอะมิโน เอนไซม วิตามิน นํ้าตาล 
รวมทั้งฮอรโมนพืช (Arditti and Ernst, 1992 อางโดย มัลลิกา และพิมพใจ, 2548) นํ้ามะพราว
จึงเปนสารประกอบเชิงซอนที่นิยมนํามาใชเปนสวนประกอบของสูตรอาหารสําหรับการ
เพาะเลี้ยงกลวยไมหลายชนิดในหลอดทดลอง    ศิริวารินทร และอารักษ (2549) ทําการศึกษา
การเพาะเมล็ดกลวยไมพญาฉัททันตบนอาหารแข็งสูตร VW เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต และ
ไมเติมนํ้ามะพราว พบวา อาหารที่เติมนํ้ามะพราวทําใหเมล็ดงอกไดดีกวาอาหารที่ไมเติม      
นํ้ามะพราว นอกจากนี้โพรโตคอรมที่วางเลี้ยงบนอาหารเติมนํ้ามะพราว มีขนาดใหญและสีเขียว
เขมกวาโพรโตคอรมที่วางเลี้ยงบนอาหารปราศจากการเติมนํ้ามะพราว    Li และคณะ (2001) 
รายงานการศึกษาเปรียบเทียบการใชสารประกอบเชิงซอนธรรมชาติ ไดแก นํ้ามะพราว     
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เคซินไฮโดรไลเซส มันฝรั่ง และกลวยบดตอการเกิดยอดและรากของกลวยไมรองเทานารี พบวา 
สูตรอาหารที่เติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต ใหจํานวนการเกิดทั้งยอดและรากดีที่สุด  
 

3. การชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหม 
 

 การเจริญพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงโซมาติคเอ็มบริโอใน        
ซัสเพนชัน โดยทั่วไปนั้นเปนไปไดดีเม่ือยายโซมาติคเอ็มบริโอไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือสูตรอาหารที่ลดความเขมขนขององคประกอบลง
ครึ่งหน่ึง   โซมาติคเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหมที่สมบูรณแข็งแรง ซ่ึงพืชแตละชนิด
ตองการสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญที่แตกตางกันตามชนิดแตละพืช   Sung และคณะ 
(2007) รายงานวาเซลลซัสเพนชันของ Ranunculus kazusensis สามารถเจริญพัฒนาเปนพืช
ตนใหมได เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรพ้ืนฐานที่ลดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหน่ึง  
นอกจากสูตรอาหารแลว ผงถานเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม   Oh และ
คณะ (2008) รายงานวา การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคเซลลซัสเพนชันใน watershield บน
อาหารสูตร ½ MS เติม BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการเติมผงถานเขมขน 0.2 
เปอรเซ็นต สงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีที่สุด 3.2 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับอาหารที่
ปราศจากการเติมผงถาน    Teng (1997) นําเซลลซัสเพนชันของ Platycerium bifurcatum   
มาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 2.22 ไมโครโมลาร และผงถานเขมขน 0.2 
เปอรเซ็นต หลังการเพาะเลี้ยง 54 วัน พบวา สงเสริมการเกิดพืชตนใหมสูงสุด นอกจากนี้ พบวา 
ผงถานสงเสริมการสรางราก โดยสรางสภาวะมืด และทําใหรากเจริญเติบโตไดดี ผงถานจึง
สําคัญตอการชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหมที่สมบูรณ (สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตร
ลําปาง, 2551)   Eymar และคณะ (2000) รายงานความสําเร็จในการพัฒนาเปนพืชตนใหมของ 
Lagerstroemia indica จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดบนอาหารสูตร MS เติมผงถาน
เขมขน 5 กรัมตอลิตร สามารถชักนําการเกิดรากได 100 เปอรเซ็นต สวนอาหารที่ปราศจากการ
เติมผงถาน ชักนําการเกิดรากได 85 เปอรเซ็นต   สมพร และนัยนา (2547) ศึกษาการเติม    
ผงถานกัมมันตที่ความเขมขนตาง ๆ ลงในอาหารแข็งสูตร VW สําหรับเพาะเลี้ยงตนกลา
กลวยไมหวายเหลืองจันทบูร พบวา อาหารที่เติมผงถานกัมมันตเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต ชักนํา
การเกิดใบ ราก ความสูงและน้ําหนักสดเฉลี่ยของตนเพ่ิมขึ้น และเม่ือทําการยายปลูกหลัง 21 วนั 
พบวา อัตราการรอดชีวิตสูงสุด 85 เปอรเซ็นต    

 วิธีการศึกษานี้ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุกลวยไมใหไดจํานวนมาก
ในระยะเวลาอันสั้น สําหรับในกลวยไมชางแดงยังไมมีรายงานการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน   
คงมีเพียงการเพาะเมล็ด (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1970) และการเพาะเลี้ยงปลายยอด
แบบ thin cell layer (TLC) (Van Le et al., 1999) ซ่ึงอัตราการเพิ่มปริมาณเพื่อการขยายพันธุ
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คอนขางต่ํา การใชวิธีการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันสามารถชวยแกปญหาดังกลาวและใชเปน
เครื่องมือในการปรับปรุงพันธุกลวยไมชางแดงในอนาคตตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และแสงตอการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัส
กลวยไมชางแดง 

2. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ระดับความเขมขนน้ํามะพราว ชนิดและระดับความเขมขน
นํ้าตาลตอการชักนําและเพิ่มปริมาณเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 

3. ศึกษาผลของสูตรอาหาร การเติมและไมเติมผงถานตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม
จากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 

 

 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการวิจัย 
 

วัสด ุอุปกรณ 
 

1.  วัสด ุ
  

       1.1 วัสดุพืช 
 

ในการศึกษาครั้งน้ีใชชิ้นสวนแคลลัสของกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน จากการ
นําชิ้นสวนกลุมยอดรวมของกลวยไมชางแดง (ภาพที่ 2ก) วางเลี้ยงบนอาหารสูตร VW 
(รายละเอียดขององคประกอบแสดงใน ภาคผนวกที่ 2) เติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต 
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนระยะเวลา 1 เดือน เริ่มมีการสรางแคลลัสบริเวณโคน
กลุมยอดรวม (ภาพที่ 2ข) นําแคลลัสที่ไดวางเลี้ยงบนอาหารใหมสูตรเดิม แคลลัสดังกลาวดูแล
รักษาโดยการยายเลี้ยงในสูตรอาหารขางตนทุก ๆ 4 สัปดาห วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 
ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส จากนั้นคัดเลือกแคลลัสสีเหลืองครีมซ่ึงมีลักษณะ
เปน friable callus (ภาพที่ 2ค) มาใชในการทดลอง 
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ภาพที่ 2 การชักนําแคลลัสของกลวยไมชางแดงที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เติมนํ้ามะพราว 
  เขมขน15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต   
 ก กลุมยอดรวมกลวยไมชางแดง (บาร =0.2 เซนติเมตร) 
 ข การเกิดแคลลัสกลวยไมชางแดง บริเวณโคนกลุมยอดรวม (บาร =0.3 เซนติเมตร) 
 ค แคลลัสกลวยไมชางแดง หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
             (บาร =0.5 เซนติเมตร) 
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       1.2 สารเคมี 
 
 1.2.1 สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหาร 

  - สารเคมีที่เปนองคประกอบของสูตรอาหาร ½ MS MS VW และ     
                  NDM (รายละเอียดในภาคผนวกที่ 2)        

                1.2.2 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชคือ น้ํามะพราว  
1.2.3 ผงถาน    

   
       1.3 สูตรอาหารที่ใชเลี้ยง 

 
       สูตรอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัส 

 สูตรอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัส ประกอบดวยอาหาร 3 สูตรคือ สูตรอาหาร MS 
VW และ NDM อาหารแตละสูตรเติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต เติมและไมเติมผงถาน
เขมขน 0.2 เปอรเซ็นต และผงวุนเขมขน 0.75 เปอรเซ็นต แบงใสขวด 8 ออนซ ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.05 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 
 
       สูตรอาหารชักนําเซลลซัสเพนชัน 

 สูตรอาหารชักนําเซลลซัสเพนชัน ประกอบดวยอาหาร 3 สูตรคือ สูตรอาหาร 
MS VW และ NDM อาหารแตละสูตรเติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต แบงใสฟลาสค ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.05 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

 
                  สูตรอาหารชักนําพืชตนใหมจากโซมาติคเอ็มบริโอ 

 สูตรอาหารชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหม ประกอบดวยอาหาร 4 สูตรคือ สูตร
อาหาร ½ MS MS VW และ NDM อาหารแตละสูตรเติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต เติมและไม
เติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต และผงวุน 0.75 เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.05 กิโลกรัมตอ
ตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทใสจานเพาะเลี้ยงขนาด
เสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร 
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2.  อุปกรณการทดลอง 
 

       2.1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร 
 - เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
 - เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
 - เครื่องคนสารละลายพรอมแทงแมเหล็ก 
 - หมอน่ึงความดันไอ 
 - ตูอบไมโครเวฟ 

- เครื่องแกวทีใ่ชในการทดลอง เชน ฟลาสค บีกเกอร จานเพาะเลี้ยง ขวดปรับ
ปริมาตร 

 - ตูเย็นและตูแชแข็ง 
       2.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการยายเลี้ยงและวางเลี้ยง 

 - ตูยายเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
 - ชั้นวางเลี้ยง 
 - เครื่องเขยาเลี้ยง  
 - ชุดเครื่องมือ ประกอบดวย ปากคีบ และมีดผาตัด 
2.3 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวัดปริมาตรตะกอนเซลล 
 - ไปเปตปลายตัด 
 - หลอดเซนติฟวก 
 - ลูกยางดูด 
 - ตะแกรงวางหลอด 
2.4 เครื่องมือและอุปกรณบันทึกภาพ 
 - กลองจุลทรรศนแบบอินเวอรเต็ด พรอมชุดถายภาพ 
 - กลองจุลทรรศนสเตอริโอ พรอมชุดถายภาพ 
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วิธีการวิจัย 
 
1. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
 

 นําแคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน น้ําหนักเริ่มตน 0.1 กรัม วางเลี้ยงบน
อาหารแข็ง 3 สูตร คือ VW  MS และ NDM (ปจจัยที่ 1) เติมและไมเติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต 
(ปจจัยที่ 2)  วางเลี้ยงทั้งในที่มืดและที่มีแสง 14 ชั่วโมงตอวัน (ปจจัยที่ 3) ที่อุณหภูมิ 26±4 
องศาเซลเซียส โดยวางเลี้ยงในขวด 8 ออนซ ทําการทดลอง 4 ซ้ํา ๆ ละ 3 ชิ้น วางเลี้ยงเปน
เวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการสรางแคลลัส น้ําหนักสดที่เพ่ิมขึ้นและอัตราการรอดชีวิต 
รวมทั้งลักษณะสีและโครงสรางของแคลลัส ในแตละหนวยการทดลองเปรียบเทียบกันโดยใช
แผนการทดลองแบบ 3x2x2 factorial ใน CRD (Completely randomized design) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s multiple range test) 

 
2. ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซสัเพนชนั 
 
 2.1 ผลของสูตรอาหารตอการชักนําเซลลซสัเพนชนั 

 
  นําแคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน น้ําหนักเริ่มตน 0.5 กรัม ยายเลี้ยงใน
อาหารเหลว 3 สูตร คือ VW  MS และ NDM เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในฟลาสค 
ขนาด 125 มิลลิลิตร บรรจุอาหาร 25 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที  
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 
3 ฟลาสค บันทึกการเพิ่มปริมาณของเซลลซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล (packed cell 
volume: PCV) ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห รวมทั้งบันทึกลักษณะและสีของตะกอน
เซลลซัสเพนชัน  เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหารโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
 
 2.2 ศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 

 
  นําตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงปริมาตรเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยาย
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลอง 2.1 เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 
เปอรเซ็นต และน้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในฟลาสค ขนาด 125 มิลลิลิตร 
บรรจุอาหาร 25 มิลลิลิตร วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตการให
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แสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 3 ฟลาสค 
บันทึกการเพิ่มปริมาณของเซลลซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 
4 สัปดาห รวมทั้งบันทึกลักษณะและสีของตะกอนเซลลซัสเพนชัน เปรียบเทียบกันในแตละสูตร
อาหารโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT 

  
2.3 ผลของนํ้ามะพราวตอการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชัน 

 
  นําตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงปริมาตรเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยาย
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลอง 2.1 เติมนํ้ามะพราวที่ระดับความเขมขน  
0  5  10  15  20 และ 30 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในฟลาสค ขนาด 125 มิลลิลิตร บรรจุอาหาร 25 
มิลลิลิตร วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอ
วัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 3 ฟลาสค บันทึกการเพิ่ม
ปริมาณของเซลลซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 
รวมทั้งบันทึกลักษณะและสีของตะกอนเซลลซัสเพนชัน  เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหารโดย
ใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

 
    2.4 ผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลและ 
โซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 
 

 นําตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงปริมาตรเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยาย
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลอง 2.1 เติมนํ้ามะพราวความเขมขนที่ดีที่สุด 
ที่ไดจากการทดลอง 2.3 รวมกับการเติมนํ้าตาล 4 ชนิด คือ น้ําตาลซูโครส กลูโคส แลคโตส และ 
ฟรุคโตส แตละชนิดใชระดับความเขมขน 0  1  2  3  และ 4 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยา
ที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4          
องศาเซลเซียส  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 3 ฟลาสค  บันทึกการเพิ่มปริมาณของเซลล        
ซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห รวมทั้งลักษณะและสี
ของตะกอนเซลลซัสเพนชัน และจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน หลังจากวางเลี้ยงเปน
เวลา 15 วัน เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหารโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  
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วิธีการวัดปริมาตรตะกอนเซลล 
 นําหลอดเซนตริฟวกขนาด 15 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการอบฆาเชื้อเรียบรอยแลว 

เปดฝาออก และดูดตะกอนเซลลทั้งหมดในฟลาสคดวยไปเปตธรรมดาปลายตัด ซ่ึงปลายดาน
หน่ึงสวมลูกยางดูด หลังจากดูดตะกอนเซลลใสหลอดจนหมดแลว วางทิ้งไวสักครูบนตะแกรงวาง
หลอดใหเซลลตกตะกอนลงมาอยูที่กนหลอด จึงอานคาปริมาตรเซลลที่ตกตะกอนลงมาจาก
มาตราวัดขางหลอดเซนตริฟวก จดบันทึกไว หลังจากอานคาเรียบรอยแลว ใชไปเปตดูดตะกอน
เซลลจากหลอดใสกลับในฟลาสคเชนเดิม นําไปวางเลี้ยงในสภาพเดิม 

 
3. ศึกษาการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
 

 นําโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียวของกลวยไมชางแดง อายุ 1-2 เดือน 
(ภาพที่ 3) ปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง 4 สูตร (ปจจัยที่ 
1) คือ VW  MS  ½ MS และ NDM เติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต (ปจจัยที่ 2) 
และผงวุนเขมขน 0.75 เปอรเซ็นต โดยวางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 
เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซํ้า ๆ ละ 3 เพลท (จานเพาะเลี้ยง) 
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน บันทึก
จํานวนพืชตนใหม  ในแตละหนวยการทดลองเปรียบเทียบกันโดย ใชแผนการทดลองแบบ 4x2 
factorial ใน CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  

 
 

 
 

ภาพที่ 3 โซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก สีเขียว อายุประมาณ 1-2 เดือน จากการเพาะเลี้ยง 
        เซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครส
        เขมขน 2 เปอรเซ็นตและน้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต (บาร=0.5 เซนติเมตร) 



บทที่ 3 
 

ผล 
 

1. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 
  จากการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดง ไดแก สูตร
อาหาร (VW  MS และ NDM)  ผงถาน และแสง พบวา อาหารสูตร VW ทุกสภาพการเพาะเลี้ยง 
สงผลใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเทากับ 100 เปอรเซ็นต แตกตางกันทาง
สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.01) กับหนวยการทดลองอื่น ๆ (ตารางที่ 1) สวนหนวยการทดลอง
อ่ืน ๆ ใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเกิน 50 เปอรเซ็นต ยกเวนอาหารสูตร 
MS ปราศจากการเติมผงถาน ทั้งวางเลี้ยงในที่มืดและที่มีแสง ใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
ชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเทากับ 38.89 เปอรเซ็นต เม่ือพิจารณาลักษณะทางสัณฐานหลังจากวางเลี้ยง 
พบวา อาหารสูตร VW และ MS สงเสริมการพัฒนาของแคลลัส สวนอาหารสูตร NDM สงเสริม
การพัฒนาจากแคลลัสเปน PLB (ภาพที่ 4) 
  นอกจากนี้เม่ือทําการศึกษาน้ําหนักสดแคลลัส พบวา อาหารสูตร NDM และ 
VW รวมกับการเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด ใหนํ้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.40 กรัม แตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) กับหนวยการทดลองอื่น ๆ (ตารางที่ 2) เม่ือเปรียบเทียบผล
ของสภาวะที่วางเลี้ยง พบวา การวางเลี้ยงในที่มืด สงเสริมการเพ่ิมปริมาณน้ําหนักสดของ
แคลลัส 0.34 กรัม สูงกวาการวางเลี้ยงในที่มีแสง ซ่ึงใหปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส 0.30 กรัม 
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 2) เม่ือพิจารณาผลของผงถาน พบวา อาหารที่
เติมผงถาน สงเสริมการเพิ่มปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส 0.33 กรัม สูงกวาการวางเลี้ยงใน
อาหารที่ปราศจากการเติมผงถาน ซ่ึงใหปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส 0.30 กรัม แตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 3) นอกจากนี้ศึกษาลักษณะสีของแคลลัส พบวา แคลลัสที่
วางเลี้ยงบนอาหารเติมผงถาน มีลักษณะสีเหลืองครีม แตกตางจากแคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหาร
ปราศจากการเติมผงถาน ซ่ึงใหแคลลัสมีลักษณะสีนํ้าตาล (ภาพที่ 5 ก-ฏ) เม่ือพิจารณาทั้ง 3 
ปจจัยรวมกัน พบวา อาหารสูตร VW เติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มืด 
สงเสริมการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดงไดดีที่สุด ใหนํ้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.4 กรัม 
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญกับทรีตเมนตอ่ืน ๆ        
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ตารางท่ี 1 ผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไม
     ชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 
สภาวะทีว่าง

เลี้ยง สูตรอาหาร การเติมผงถาน 
ลักษณะทาง
สัณฐาน 

เปอรเซ็นต    
การรอดชีวิต 

เติม แคลลัส 100a VW 
ไมเติม แคลลัส 100a 
เติม แคลลัส 58.33bc MS 
ไมเติม แคลลัส 38.89c 
เติม PLB 55.56bc 

ที่มีแสง 

NDM 
ไมเติม PLB 94.44a 
เติม แคลลัส 100a VW 
ไมเติม แคลลัส 100a 
เติม แคลลัส 50bc MS 
ไมเติม แคลลัส 38.89c 
เติม PLB 55.56bc 

ที่มืด 

NDM 
ไมเติม PLB 63.89b 

F-test   ** 
C.V. (%)   16.54 

** : มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง ที่ระดับ p≤0.01 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวย
วิธี DMRT  
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ตารางที่ 2 ผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอปริมาณน้ําหนักสด (กรัม) ของ
     แคลลัสกลวยไมชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 

สภาวะที่มีแสง สภาวะที่มืด  สูตรอาหาร 
เติมผงถาน ไมเติมผงถาน เติมผงถาน ไมเติมผงถาน คาเฉล่ียสูตรอาหาร

VW 0.38ab 0.31bcd 0.40a 0.30cd 0.35B 
MS 0.18e 0.19e 0.26de 0.27d 0.22C 

NDM 0.37abc 0.39ab 0.40a 0.38ab 0.38A 
คาเฉล่ียผงถาน 0.31ns 0.3 0.35 0.31  
คาเฉล่ียสภาวะวางเลี้ยง 0.30B 0.34A C.V. 9.8% 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันในคอลัมภแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT ที่ระดับ p≤0.05 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 3 ผลของผงถานตอการเพิ่มปริมาณน้ําหนักสด (กรัม) ของแคลลัสกลวยไมชางแดง 
     หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 

การเติมผงถาน น้ําหนักสดแคลลัส (กรัม) 
เติม 0.33a 
ไมเติม 0.30b 
LSD.05 0.02 

C.V. (%) 9.80 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวย
วิธี DMRT ที่ระดับ p≤0.05 
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ภาพที่ 4 การพัฒนาของ PLB จากการวางเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดง บนอาหารสูตร NDM 
   วางเลี้ยงในที่มีแสง เปนเวลา 1 เดือน (บาร= 0.2 มิลลิเมตร)   
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ภาพที่ 5 ผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไม  
   ชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
   ก และ ข อาหารสูตร VW เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มีแสง
   ค และ ง อาหารสูตร VW เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด 
   จ และ ฉ อาหารสูตร MS เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มีแสง 
   ช และ ซ อาหารสูตร MS เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด 
   ฌ และ ญ อาหารสูตร NDM เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มีแสง 
   ฎ และ ฏ อาหารสูตร NDM เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด  
 

ฏ

จ
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2. ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซสัเพนชนั 
 

2.1 ผลของสูตรอาหารตอการชักนําเซลลซสัเพนชนั 
 

  แคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน ยายเลี้ยงในอาหารเหลว 3 สูตร คือ VW   
MS และ NDM เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มีแสงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 
100 รอบตอนาที ทําการวัดปริมาตรตะกอนเซลลทุกสัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา อาหาร
เหลวสูตร NDM สงเสริมการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุดและใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมขึ้น
ทุกสัปดาห ทั้งสัปดาหที่ 2 3 และ 4 (ภาพที่ 6) โดยในสัปดาหที่ 4 ใหปริมาตรตะกอนเซลล 1.11 
มิลลิลิตร (PCV) รองลงมาคือ อาหารเหลวสูตร VW และ MS ใหปริมาตรตะกอนเซลลเทากับ 
0.49 และ 0.45 มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ พบวา 
อาหารเหลวสูตร VW และ MS สงเสริมใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมขึ้นในสัปดาหที่ 1 2 และ 3 
หลังจากนั้นปริมาตรตะกอนเซลลเร่ิมคงที่ ไมมีการเพิ่มขึ้นในสัปดาหที่ 4 เม่ือเปรียบเทียบ
ลักษณะของตะกอนเซลลพบวา ตะกอนเซลลในอาหารเหลวสูตร NDM และ VW มีลักษณะสี
เหลืองครีม สวนอาหารเหลวสูตร MS พบวาตะกอนเซลลมีลักษณะสีน้ําตาล (ภาพที่ 7ก, ข และ 
ค) เม่ือศึกษาลักษณะโครงสรางของเซลลพบวาทั้ง 3 สูตรอาหารเปนแบบ friable และตะกอน
เซลลมีขนาดเล็ก จึงเลือกใชอาหารเหลวสูตร NDM เพ่ือศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเซลล
ซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในการทดลองที่ 2.2  
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ภาพที่ 6 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ หลัง
   วางเลี้ยง เปนเวลา 4 สัปดาห 

  ns: ไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับ p≤0.05 
   คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันในแตละแทงมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
   นัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
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ภาพที่ 7 ลักษณะตะกอนเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ หลัง
   วางเลี้ยง เปนเวลา 15 วัน (บาร=1 เซนติเมตร) 
   ก ในอาหารเหลวสตูร  VW 
   ข ในอาหารเหลวสตูร  MS 
   ค ในอาหารเหลวสตูร NDM  
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2.2 ศึกษารูปแบบการเจรญิเตบิโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 
 

  จากการนําปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยายเลี้ยงในอาหารเหลว
สูตร NDM รวมกับนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ทําการวัดปริมาตรตะกอนเซลลทุก ๆ 4 วัน 
พบวารูปแบบการเจริญเติบโตเปนแบบ sigmoid curve ลักษณะกราฟเสนเปนรูปตัว S โดย
อัตราการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงระยะ lag phase อยูชวงอายุ 4-12 
วัน ในระยะ log phage อยูชวงอายุ 12- 28 วัน  ระยะนี้เปนระยะที่มีการเพิ่มของเซลลเปนแบบ
เสนตรง  และระยะ stationary phase อยูชวงอายุ 28 วัน ขึ้นไป ซึ่งเปนระยะที่ไมมีการ
เปลี่ยนแปลงในดานการเจริญของเซลล การเจริญเติบโตเริ่มคงที่ (ภาพที่ 8) ตะกอนเซลลที่ได  
มีหลายขนาดปะปนกันและมีลักษณะสีเหลืองสด (ภาพที่ 9ก) ตั้งแตระยะ lag phase ถึง 
stationary phase  เม่ือนําตะกอนเซลลไปดูใตกลองจุลทรรศน พบวา มีทั้งเซลลเด่ียว ๆ 
คอนขางกลม กลุมเซลลขนาดเล็กและกลุมเซลลขนาดใหญปะปนกัน ภายในเซลลประกอบดวย
ไซโตพลาสซึมเขมขน มีลักษณะเปนเอ็มบริโอเจนิคเซลล จึงอาจเรียกวา Embryogenic cell 
suspension (ภาพที่ 9ข) 
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ภาพท่ี 8 รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัส
 NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอร
 หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 36 วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 

fteวัน

 

เพนชันกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร 
เซ็นต และนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต 
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 ก ข 
 
ภาพที่ 9 เซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสตูร NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 
 เปอรเซ็นต รวมกับนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 15 วัน  
 ก ตะกอนเซลลซัสเพนชัน (บาร=1 เซนติเมตร) 
 ข กลุมเซลลซัสเพนชัน ภายใตกลองจุลทรรศน (บาร=0.6 ไมโครเมตร) 
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2.3 ผลของนํ้ามะพราวตอการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชัน 
 

  การเติมนํ้ามะพราวที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ลงในอาหารเหลวสูตร NDM 
สําหรับเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง วางเลี้ยงในที่มีแสง บนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 
100 รอบตอนาที ทําการวัดปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา ระดับ
ความเขมขนนํ้ามะพราวเพ่ิมสูงขึ้น สงผลใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมขึ้นดวย และเริ่มลดลงที่
ระดับความเขมขน 30 เปอรเซ็นต ในชวงสัปดาหที่ 4 น้ํามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต ให
ปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.12 มิลลิลิตร รองลงมาคือ นํ้ามะพราวเขมขน 15 10 5 และ 30 
เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.05 1.12 1.05 และ 0.72 มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ภาพที่ 10) สวนอาหารเหลวปราศจากการเติมนํ้ามะพราว ให
ปริมาตรตะกอนเซลลคงที่ 0.52 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 2 3 และ 4 เม่ือพิจารณาลักษณะตะกอน
เซลลระหวางอาหารเหลวที่เติมนํ้ามะพราว 15 และ 20 เปอรเซ็นต พบวา ตะกอนเซลลในอาหาร
เหลวเติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต มีลักษณะสีเหลืองครีมและมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 11ก) สวน
ตะกอนเซลลในอาหารเหลวเติมนํ้ามะพราว 20 เปอรเซ็นต มีลักษณะสีเหลืองเขม บางเซลลมีสี
น้ําตาลและตะกอนเซลลมีขนาดใหญกวา (ภาพที่ 11ข) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบปริมาตรตะกอนเซลล
ของทั้ง 2 ระดับความเขมขนในทุกสัปดาห พบวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ภาพที่ 10) 
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ภาพที่ 10 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชันของก
    นํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต แล
    เปนเวลา 4 สัปดาห 

   ns: ไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับ p≤
    คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันใ
    นัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวย
            
 
 
 

 after สัปดาห

 

ลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร NDM เติม
ะนํ้ามะพราวความเขมขนตาง ๆ หลังวางเลี้ยง 

0.05 
นแตละแทงมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
วิธี DMRT  
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 ก ข 
 
ภาพที่ 11 ลักษณะตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตร NDM เติม   
    นํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 20 วัน  
            (บาร=1 เซนติเมตร) 
             ก เติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต     
             ข เติมนํ้ามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต 
 
 
 

2.4 ผลของชนิดและความเขมขนของนํ้าตาลตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล       
 ซัสเพนชันและโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 

 
  จากการนําปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยายเลี้ยงลงอาหารเหลว

สูตร NDM รวมกับการเติมนํ้าตาล 4 ชนิดคือ นํ้าตาลซูโครส กลูโคส แลคโตส และ ฟรุคโตส    
ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ทําการวัด
ปริมาตรตะกอนเซลลทุกสัปดาห พบวา สัปดาหที่ 1 อาหารเหลวสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครส
เขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงที่สุด เทากับ 1.03 มิลลิลิตร สวนสัปดาหที่ 2 3 
และ 4 อาหารเหลวเติมนํ้าตาลแลคโตส ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด ในสัปดาหที่ 4 นํ้าตาล
แลคโตสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนมากที่สุด คือ 2.75 มิลลิลิตร รองลงมาคือ
นํ้าตาลแลคโตสเขมขน 2 3 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาตร
ตะกอนเซลล คือ 2.67 2.53 และ 2.50 มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกตางกันทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (ภาพที่ 12) เม่ือพิจารณาลักษณะตะกอนเซลลในแตละหนวยการทดลอง พบวา 
ลักษณะตะกอนเซลลในอาหารเหลวเติมนํ้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุคโตส มีสีเหลืองครีมและ
ตะกอนเซลลมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 13ก ข และ ค) ซ่ึงแตกตางกับลักษณะตะกอนเซลลในอาหาร
เหลวเติมนํ้าตาลแลคโตสมีลักษณะสีเขียวและตะกอนเซลลขนาดใหญ (ภาพที่ 13ง) เชนเดียวกบั
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ลักษณะตะกอนเซลลในชุดควบคุม (ภาพที่ 13จ) เม่ือเปรียบเทียบระดับความเขมขนของน้ําตาล
แตละชนิดพบวา น้ําตาลทุกชนิดที่ระดับความเขมขนต่ํา (1 2 และ 3 เปอรเซ็นต) ใหปริมาตร
ตะกอนเซลลสูงกวาน้ําตาลที่ระดับความเขมขนสูง (4 เปอรเซ็นต) 

 หลังจากเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันเปนเวลา 20 วัน ทําการนับจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอ
ในซัสเพนชันตอปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มิลลิลิตร ในแตละหนวยการทดลอง พบวา น้ําตาล
กลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันมากที่สุด คือ 15.77 
เอ็มบริโอ (ตารางที่ 4)  รองลงมาคือนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 4 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครส
เขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 14.78 และ 14.00 เอ็มบริโอ 
ตามลําดับ สวนชุดควบคุม (ปราศจากน้ําตาล) ใหจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันนอย
ที่สุด คือ 4.67 เอ็มบริโอ โดยโซมาติคเอ็มบริโอมีลักษณะคอนขางกลม ขนาดใกลเคียงกัน และมี
สีน้ําตาลดําเขม (ภาพที่ 14) 
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           ซูโครส        กลูโคส        ฟร
ี่ 12 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดงในอาหารเหลว สูตร NDM เติม
   นํ้าตาลชนิดและความเขมขนตาง ๆ หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 4 สัปดาห 
   คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันในแตละแทงมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
   นัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT ที่ระดับ p≤0.05  
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ภาพที่ 13 ลักษณะตะกอนเซลลซัสเพนชนักลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสตูร NDM เติมนํ้า 
             มะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต รวมกับการเติมนํ้าตาลชนิดตาง ๆ หลังวางเลี้ยง เปน
          เวลา 15 วัน (บาร=1 เซนติเมตร)       
  ก ปราศจากการเติมนํ้าตาล (ควบคุม) 
  ข นํ้าตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต 
  ค นํ้าตาลกลูโคส 1 เปอรเซ็นต 
  ง นํ้าตาลฟรุคโตส 1 เปอรเซ็นต 

จ นํ้าตาลแลคโตส 1 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4 ผลของน้ําตาลซูโครส กลูโคส ฟรุคโตส และแลคโตส ความเขมขนตาง ๆ ตอจํานวน
           โซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร NDM หลังวาง
      เลี้ยง เปนเวลา 20 วัน            
         

จํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในเซลลซัสเพนชัน ชนิดของน้ําตาล 
ระดับความเขมขน 

(%) เอ็มบริโอตอปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มล. 
1 14.00abc 
2 11.89bcd 
3 9.55de 

ซูโครส 

4 11.56cd 
1 11.33cd 
2 11.89bcd 
3 15.77a 

กลูโคส 

4 14.78ab 
1 7.56ef 
2 9.56de 
3 7.33ef 

ฟรุคโตส 

4 10.56de 
1 9.78de 
2 10.56de 
3 8.89de 

แลกโตส 

4 9.33de 
ควบคุม 0 4.67f 

F-test ** 
C.V. (%) 12.44 

** แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง ที่ระดับ p≤0.01 
 คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบ
 คาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
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ภาพที่ 14 โซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร NDM เติม
 นํ้าตาลกลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต และนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต หลังวาง
 เลี้ยง เปนเวลา 20 วัน (บาร=0.6 ไมโครเมตร) 
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3. ศึกษาการพัฒนาเปนพชืตนใหมจากการเพาะเลีย้งเซลลซัสเพนชัน 
 

3.1 ผลของสูตรอาหารและผงถานตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากเซลลซสัเพนชัน 
 

 จากการนําโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุก-แกสีเขียว อายุประมาณ 1-2 เดือน มา
วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง 4 สูตรคือ อาหารสูตร VW NDM MS และ ½ MS รวมกับการเติมและ 
ไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มีแสง เปนเวลา 2 เดือน พบวา อาหารแข็ง
ทุกสูตร สงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันได 100 เปอรเซ็นต 
ยกเวน อาหารสูตร MS ปราศจากการเติมผงถาน ใหการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดต่ําที่สุด คือ 33 
เปอรเซ็นต  

เม่ือเปรียบเทียบจํานวน PLBs ที่มีการพัฒนา พบวา อาหารสูตร NDM รวมกับการเติม
ผงถานสงเสริม PLBs ใหมีการพัฒนายอดและใบเล็ก 1-2 ใบ มากที่สุด คือ 91.83 และ 15.67 
PLBs ตามลําดับ (ตารางที่ 5) รองลงมาคืออาหารแข็งสูตร ½ MS ไมเติมผงถาน  อาหารสูตร 
NDM เติมและไมเติมผงถาน  อาหารสูตร MS เติมผงถาน  อาหารสูตร VW เติมและไมเติม      
ผงถาน ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบการเติมและไมเติมผงถาน ในอาหารแตละสูตร พบวา 
อาหารสูตรเดียวกันเติมผงถาน สงเสริมการเกิดจํานวน PLBs ที่เริ่มปรากฏยอดและ PLBs ที่
ปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ มากกวาสูตรอาหารไมเติมผงถาน  PLBs ที่ไดมีลักษณะสีเขียวเขมกวา 
PLBs ที่เลี้ยงบนอาหารปราศจากการเติมผงถาน (ภาพที่ 15ก-ซ) นอกจากนี้ทําการศึกษา
จํานวน PLBs ที่ตายพบวา อาหารสูตร ½ MS เติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต มีจํานวน PLBs ที่
ตายนอยที่สุด (4.33 PLBs) เม่ือเปรียบเทียบกับจํานวน PLBs ทั้งหมดที่มีการพัฒนา จึงถือวามี
จํานวน PLBs ที่ตายนอยที่สุด รองลงมาคือ อาหารสูตร ½ MS ปราศจากการเติมผงถาน NDM 
เติมผงถาน มีจํานวนการตายของ PLBs 4.50 และ 4.83 PLBs ตามลําดับ (ตารางที่ 5) สวน
อาหารสูตร MS ไมเติมผงถานใหจํานวน PLBs ที่ตายสูงสุด มากกวา 100 PLBs กลาวไดวา
อาหารเติมผงถานใหจํานวน PLBs ที่ตายนอยกวาอาหารปราศจากการเติมผงถาน นอกจากนี้
พบวา PLBs บนอาหารสูตร NDM ทั้งเติมและไมเติมผงถาน มีลักษณะสีเขียวซีด จนกลายเปนสี
น้ําตาล และมีจํานวนที่ตายเพิ่มมากขึ้น หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 2-3 เดือน (ภาพที่16)    

ระยะการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง 
เร่ิมจาก PLBs ระยะกลมและเร่ิมมีการสรางขนรากหลังจากการวางเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 1-2 
สัปดาห จากนั้นมีการพัฒนาของ PLBs ระยะเริ่มสรางยอด (ภาพที่ 17ก) และเขาสูการพัฒนา
ของ PLBs ระยะใบเล็ก 1-2 ใบ ในชวง 3-4 สัปดาห หลังจากการวางเลี้ยง (ภาพที่ 17ข และ ค) 
และเริ่มมีการสรางราก หลังอายุประมาณ 3 เดือน (ภาพที่ 17ง) 
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ตารางที่ 5 ผลของสูตรอาหารและผงถานตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากเซลลซัสเพนชันของ   
             กลวยไมชางแดง หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 2 เดือน    
            

จํานวน PLBs 
สูตรอาหาร ผงถาน เปอรเซ็นตการ

เกิด PLBs เริ่มปรากฏ
ยอด 

เริ่มปรากฏใบ
เล็กๆ 1-2 ใบ 

จํานวน PLBs   
ที่ตาย (PLBs) 

เติม 100a 25.00bc 0.50c 5.17c VW 
ไมเติม 100a 10.83cd 0.33c 3.83c 
เติม 100a 45.50b 15.67a 4.83c NDM 
ไมเติม 100a 39.33b 11.17ab 9.00c 
เติม 100a 28.50bc 6.17bc 27.33b MS 
ไมเติม 33.33b 1.33d 0.00c >100a 
เติม 100a 91.83a 15.67a 4.33c ½ MS 
ไมเติม 100a 79.00a 11.33ab 4.50c 

F-test ** ** ** ** 
C.V. (%) 11.13 20.83 51.77 24.64 

** มีความแตกตางทางสถติิอยางมีนัยสําคัญย่ิง ที่ระดับ p≤0.01 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันในคอลัมนแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
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ภาพที่ 15 การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากก
               หลังจากวางเลีย้งเปนเวลา 2 เด
               ก และ ข อาหารแข็งสูตร VW เ

     ค และ ง อาหารแข็งสูตร NDM 
     จ และ ฉ อาหารแข็งสูตร MS เต
     ช และ ซ อาหารแข็งสูตร ½ M
ก

 

 

 

 

ารเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวย
ือน (บาร=1 เซนติเมตร)                  
ติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอร
เติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอร
ิมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเ

S เติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เป
ข

 
ค
 ง
 
ฉ
  
ช
 ซ
จ

ไมชางแดง 
    
เซ็นต 
เซ็นต 
ซ็นต 
อรเซ็นต  
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ภาพที่ 16 PLBs กลวยไมชางแดง บนอาหารสูตร NDM ปราศจากการเติมผงถาน หลังจากวาง
    เลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน (บาร=1 เซนติเมตร) 
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ก 

ค 

ข 

ง 
   

ภาพที่ 17 การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง   
 ก PLB ระยะกลมและเริ่มสรางขนราก หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1-2 สัปดาห  
        (บาร = 1.5 มิลลิเมตร) 
 ข PLB ระยะเริ่มสรางยอด หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3-4 สัปดาห (บาร = 2 มิลลิเมตร) 
 ค PLB ระยะปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3-4 สัปดาห  
        (บาร = 1 มิลลิเมตร) 
 ง PLB ระยะเริ่มปรากฏราก เพาะเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 2-3 เดือน  
        (บาร = 1 มิลลิเมตร) 
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3.2 ลักษณะทางสัณฐานของพืชตนใหม 
 
  ลักษณะทางสัณฐานของพืชตนใหมอายุประมาณ 1 ป ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
เซลลซัสเพนชันในกลวยไมชางแดง พบวา พืชตนใหมที่ไดไมมีลักษณะที่ผิดปกติใด ๆ ทั้งใน
สวนของใบ ลําตน และราก (ภาพที่ 18) กลาวไดวา ไมมีความแปรปรวนของลักษณะทาง
สัณฐาน   
 

 

 
 

ภาพที่ 18 พืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง อายุประมาณ 1 ป 
    วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต           
    นํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 

  แคลลัสเปนเครื่องมือที่สําคัญของนักปรับปรุงพันธุ พืชดวยวิธีการทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ ในกรณีของการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันน้ันตองผานกระบวนการชักนํา
แคลลัสที่มีคุณภาพและการเจริญที่ดี (สมปอง, 2550) การวิจัยครั้งน้ีศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ที่มีผล
ตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดง ไดแก สูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยง 
พบวา การเพิ่มปริมาณแคลลัสกลวยไมชางแดง เปนไปไดดีหลังจากวางเลี้ยงแคลลัสบนอาหาร
แข็งสูตร VW ใหอัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนสูงสุด 100 เปอรเซ็นต  แคลลัสที่ไดมีลักษณะ
เปน friable callus ซ่ึงเปนลักษณะของแคลลัสที่มีคุณภาพเหมาะสําหรับนํามาชักนําเซลล      
ซัสเพนชัน นอกจากนี้พบวา อาหารสูตร NDM สงเสริมใหชิ้นสวนแคลลัสที่วางเลี้ยงมีการพัฒนา
เปน PLB หลังจาการวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน ในสวนที่วางเลี้ยงในที่มืดใหการพัฒนาของยอด 
สวนในที่มีแสงเริ่มมีการพัฒนาของ PLB สีเขียว พรอมที่จะมีการพัฒนาเปนพืชตนใหม เม่ือ
พิจารณาองคประกอบของอาหารสูตร NDM น้ันจะเห็นวา มีฟอสเฟตในอาหารปริมาณสูงกวาใน
อาหารสูตร VW และ MS นอกเหนือจากสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช อาหารบางชนิดจะ
มีผลตอการเกิดลักษณะรูปรางของเนื้อเยื่อพืช เชน หากมีฟอสเฟตในอาหารปริมาณสูงสามารถ
สงเสริมการเกิดยอดไดดีกวาสูตรอาหารที่มีฟอสเฟตในปริมาณต่ํา (สถาบันวิจัยและฝกอบรม
การเกษตรลําปาง, 2551)  

 สภาวะที่วางเลี้ยงมีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดงเชนกัน  
แคลลัสที่วางเลี้ยงในที่มืดสงเสริมการเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดีกวาแคลลัสที่วางเลี้ยงในที่มีแสง 
พืชแตละชนิดมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแคลลัสแตกตางกันออกไป พืชบาง
ชนิดใหการเจริญเติบโตของแคลลัสไดดีในสภาพที่มืด หากเลี้ยงในที่มีแสงความสามารถในการ
สรางแคลลัสลดลง และสงผลใหแคลลัสมีคุณภาพดอยลงดวย ทั้งน้ีเพราะชิ้นสวนที่เพาะเลี้ยงมี
การปลดปลอยสารประกอบฟโนลออกมาจํานวนมาก การเพาะเลี้ยงในที่มีแสงชวยสงเสริม
กระบวนการสรางสารดังกลาวใหเพ่ิมมากขึ้น (สมปอง, 2550) สอดคลองกับ Chen และ Chang 
(2000) ไดรายงานความสําเร็จในการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสของกลวยไมออนซิเดียม โดย
การวางเลี้ยงในที่มืด เปนเวลา 2 เดือน สามารถสงเสริมการชักนําและเพ่ิมปริมาณแคลลัสไดดี  
Ekiz และ Konzak (1997) รายงานการชักนําแคลลัสของ bread wheat จากอับเรณู  พบวา  
การวางเลี้ยงในที่มืด สามารถชักนําแคลลัสไดดีกวาการวางเลี้ยงในที่มีแสง  
   
 

2 
4
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  การเพาะเลี้ยงแคลลัสในกลวยไมหลายชนิดมีการเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตลงในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือชักนําและสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส อยางเชน 
Lee และ Lee (2003) รายงานวาการเพาะเลี้ยงแคลลัสของกลวยไม Cypripedium formosanum 
สามารถชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดี เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS รวมกับการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต คือ 2,4-D เขมขน 4.52 ไมโครโมลาร และ TDZ เขมขน 4.54          
ไมโครโมลาร หรือแมแตในกลวยไมฟาแลนอปซิส (Chen et al., 2000) และกลวยไมซิมบิเดียม 
(Huan   et al., 2004) ในขณะที่กลวยไมชางแดงที่ทําการศึกษาครั้งน้ี สามารถทําการเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณแคลลัสไดดี โดยปราศจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตลงในอาหาร เปนการ
ชวยลดขั้นตอนในการเตรียมสารและลดตนทุนในการผลิต   

  สวนการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง พบวา สูตรอาหารเปน
ปจจัยอยางหนึ่งที่มีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยง อาหารเหลวสูตร NDM เปนสูตร
อาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงดีที่สุด สงเสริมการชัก
นําและเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด คือ 1.11 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 4 ตะกอนเซลลมีลักษณะ
สีเหลืองและมีขนาดคอนขางเล็ก Tokuhara และ Mill (1993) รายงานวาอาหารเหลวสูตร NDM 
เปนสูตรอาหารที่ประกอบดวย ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง และสารประกอบอินทรียตาง ๆ 
ดัดแปลงมาจากสูตรอาหารอ่ืน เพ่ือใหมีความเหมาะสําหรับการเพาะเลี้ยงกลวยไมโดยทั่ว ๆ ไป
และประสบความสําเร็จในการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมฟาแลนอปซิสใน
อาหารเหลวสูตร NDM (Tokuhara and Mill, 2001)  
  เม่ือศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง พบวา 
รูปแบบของการเจริญเติบโตมีความคลายคลึงกับการเจริญเติบโตของพืชทั่ว ๆ ไป คือมีลักษณะ
เปน sigmoid curve ระยะ lag phase อยูระหวาง 4-12 วัน ของการเลี้ยง เปนระยะเริ่มแรกของ
การเลี้ยง ระยะนี้เซลลเพ่ิงเขาสูชวงแรกของวงจรการแบงเซลล ระยะ log phase อยูระหวาง  
12- 28 วัน ของการเลี้ยง เปนระยะที่มีการเพิ่มจํานวนเซลลเปนแบบเสนตรง ระยะนี้มีการสราง
ผนังเซลลและสะสมแปงจากคารโบไฮเดรตที่สรางกอนหนานี้ และเซลลอยูในระยะ stationary 
phase ที่อายุมากกวา 28 วันหลังจากยายเลี้ยง เปนระยะที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงในดานการ
เจริญของเซลล มีการปลดปลอยสารชีวเคมีออกมาจํานวนมากจนอาจทําใหเซลลตาย สงผลให
ปริมาตรตะกอนเซลลลดลงได การเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันมีความคลายคลึงกับการ
เจริญเติบโตของแคลลัส แตการเจริญเติบโตของแคลลัสชากวา ทั้งน้ีเน่ืองมาจากวงจรการแบง
เซลลที่ชากวานั่นเอง (สมปอง, 2550) รูปแบบอัตราการเจริญเติบโตของกลวยไมชางแดง เปน
การรายงานครั้งแรก ในสวนของกลวยไมชนิดอ่ืน ยังไมมีการรายงาน การศึกษารูปแบบการ
เจริญเติบโต สามารถนําไปประยุกตใชเพ่ือประโยชนสําหรับการศึกษาทางดานอ่ืนตอไป เชน 
ระยะเวลาที่เหมาะสมตอการยายเลี้ยง อายุเซลลที่เหมาะตอการแยกโปรโตพลาสเพื่อปรับปรุง
พันธุ หรือการศึกษาองคประกอบภายในเซลลในชวงอายุตาง ๆ เปนตน 
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  นอกจากนี้พบวา น้ํามะพราวซึ่งจัดเปนสารประกอบเชิงซอน ที่นิยมนํามาเติมใน
อาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อกลวยไมในหลอดทดลอง ในการศึกษาครั้งน้ีพบวาระดับความ
เขมขนที่เพ่ิมขึ้น ตั้งแตระดับ 0-20 เปอรเซ็นต สงเสริมใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมสูงขึ้น
ตามลําดับและลดลงที่ระดับความเขมขน 30 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต ให
ปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.12 มิลลิลิตร รองลงมาคือนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต ให
ปริมาตรตะกอนเซลล 2.05 มิลลิลิตร ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติ อีกทั้งตะกอนเซลลใน
อาหารเติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต มีลักษณะสีเหลืองครีมและขนาดเล็กกวาตะกอน
เซลลในอาหารเติมนํ้ามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต จึงเลือกใชน้ํามะพราวความเขมขน 15 
เปอรเซ็นต ในสูตรอาหารสําหรับการทดลองถัดไป สอดคลองกับ มัลลิกา และพิมพใจ (2548) 
ซึ่งรายงานวา น้ํามะพราวสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตถึงเพียงแคระดับความเขมขนหน่ึง 
และหากเพิ่มความเขมขนของน้ํามะพราวขึ้นไปอีกการเจริญเติบโตกลับลดลง นอกจากนี้         
ศิริวารินทร และอารักษ (2549) รายงานวาอาหารที่เติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต 
สงเสริมการงอกของเมล็ดกลวยไมพญาฉัททันตไดดีและการเจริญเขาสูระยะพัฒนาการตาง ๆ 
ของโพรโทคอรมไดดี  Li และคณะ (2001) รายงานวาอาหารเติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 
เปอรเซ็นต ใหจํานวนยอดและรากของกลวยไมรองเทานารีไดดีที่สุด สวนอาหารที่มีน้ํามะพราว
สูงกวา 15 เปอรเซ็นต สงผลใหตนมีการเจริญเติบโตลดลง    
  สําหรับผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่เติมลงในอาหารเปนปจจัยที่
สําคัญอีกอยางหนึ่ง การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตร NDM 
รวมกับการเติมนํ้าตาลแลกโตสเขมขน 1 เปอรเซ็นต สงเสริมปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด คือ 
2.75 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 4 แตตะกอนเซลลมีสีเขียวและเปนกอนขนาดใหญ พรอมที่จะพัฒนา
เปนพืชตนใหม (เชนเดียวกับทรีตเมนตควบคุม) ซึ่งไมเหมาะที่จะนํามาเพาะเลี้ยงเซลล         
ซัสเพนชันเพ่ือเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล สวนน้ําตาลชนิดอ่ืนพบวาน้ําตาลซูโครสเขมขน 1 
เปอรเซ็นต ใหการเพิ่มปริมาตรตะกอนสูงกวาน้ําตาลชนิดอ่ืน (น้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส และ   
ชุดควบคุม) คือ 2.2 และ 2.5 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 3 และ 4 ตามลําดับ ทั้งน้ีลักษณะตะกอน
เซลลมีสีเหลืองและขนาดเล็ก ซึ่งเหมาะที่จะนํามาเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 
เม่ือพิจารณาจํานวนเอ็มบริโอในเซลลซัสเพนชัน พบวา น้ําตาลกลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต ให
จํานวนเอ็มบริโอในซัสเพนชันสูงสุดเทากับ 15.77 และเม่ือเปรียบเทียบกับนํ้าตาลซูโครส 1 
เปอรเซ็นต ใหจํานวนเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 14.00 เอ็มบริโอ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  
สอดคลองกับ Vasudevan และ Ganapathi (1999) ศึกษาการชักนําการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
ในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน ของถั่วมะแฮะ (Cajanus cajan) โดยการเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตร MS เติมนํ้าตาลชนิดตาง ๆ รวมกับ 2,4-D เขมขน 4.52 ไมโครโมลาร พบวา ระดับความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคสและ ฟรุคโตสที่เพ่ิมสูงขึ้น สงผลใหการเกิดโซมาติคเอ็มบริโอเพ่ิมขึ้น 
สําหรับฟรุคโตสนั้น  พบวา  เ ม่ือระดับความเขมขนสู งมากขึ้น  ส งผลยับยั้ งการเกิด                 
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โซมาติคเอ็มบริโอ สวนน้ําตาลโมเลกุลคูอยางซูโครสและมอลโตส ใหผลการตอบสนองดีที่สุด    
ที่ระดับความเขมขน 87.64 มิลลิโมลาร ในกรณีของนํ้าตาลมอลโตสสามารถชักนําการเกิด     
โซมาติคเอ็มบริโอคอนขางต่ํา ในขณะที่ Yong และ So (2007) รายงานวาน้ําตาลซูโครส มี
ประสิทธิภาพสําหรับการชักนําโซมาติคเอ็มบริโอของ Magnolia obovata มากกวาน้ําตาล
กลูโคส ทั้งน้ีอาจเนื่องจากพืชแตละชนิดมีการตอบสนองตอชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่
แตกตางกัน จึงควรมีการศึกษาถึงความเหมาะสมของน้ําตาลตอการเจริญเติบโตในพืชแตละชนดิ 
เพ่ือสามารถนํามาประยุกตใชใหเกิดประสิทธิภาพสูงสุด จากการศึกษาในครั้งน้ีเลือกใชน้ําตาล
ซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต เพ่ือเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลสําหรับการเพิ่มปริมาณเพื่อใชในการ
ขยายพันธุตอไป น้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลที่เลือกใชในการศึกษามากที่สุด ทั้งมีความสามารถใน
การเปลี่ยนรูปไดงายและเนื่องจากน้ําตาลซูโครสไมมีคุณสมบัติเปน non-reducing ในธรรมชาติ 
จึงมีความตานทานตอการทําลายจากเอ็นไซม สวนระดับความเขมขนของน้ําตาลแตละชนิด 
พบวา น้ําตาลความเขมขนต่ํา ๆ สงเสริมการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลไดดีกวาความเขมขนทีส่งู 
เชนเดียวกับ มัลลิกา และพิมพใจ (2548) รายงานความสําเร็จในการขยายพันธุกลวยไมดินทาว
คูลูดอกเล็ก โดยวางเลี้ยงตนกลาในอาหาร VW ดัดแปลงเติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
รวมกับนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต ใหการเจริญเติบโตโดยรวมดีที่สุดและกลาววาอาหารที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลสูงทําใหพืชไมสามารถดูดอาหารไปใชไดอยางเต็มที่ ซึ่งนาจะเปนผลมา
จากแรงดันออสโมติก   สกุลรัตน และสมปอง (2550) รายงานการเพาะเลี้ยงโพรโทคอรมของ
กลวยไมเหลืองจันทบูรในอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ TDZ 
เขมขน 2 มิลลิลิตรตอลิตร รวมกับการเติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต วาสงเสริมการ
สรางโพรโทคอรมสูงสุด 51.21 เปอรเซ็นต     

  การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากเซลลซัสเพนชัน พบวาการวางเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร ½ MS เติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต สามารถสงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีที่สุด 
100 เปอรเซ็นต ใหจํานวน PLBs ระยะเริ่มปรากฏยอดและระยะปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ เทากับ 
45.50 และ 15.67 ตามลําดับ ทั้งนี้เน่ืองจากอาหารสูตร ½ MS เปนสูตรอาหารที่ลดองคประกอบ
ลงครึ่งหนึ่งจากสูตรปกติ (MS) ทําใหชิ้นสวนพืชเกิดสภาวะเครียดจากปริมาณธาตุอาหารที่ลด
นอยลงและกระตุนการพัฒนาเปนพืชตนใหม เพ่ือที่จะสามารถสรางอาหารไดเอง สอดคลองกับ 
Kishor และคณะ (2006) ไดรายงานการศึกษาการนําตนกลาของกลวยไมลูกผสม Ascocenda 
‘Kangla’ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS วาใหการพัฒนาของตนกลาดีที่สุด ตนกลามีความสูง
ของยอด 2.5 ซม. จํานวนใบและรากเทากับ 4 และ 3.4 ตามลําดับ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
150 วัน   Sung และคณะ (2007) รายงานวาเซลลซัสเพนชันของ Ranunculus kazusensis 
สามารถเจริญพัฒนาเปนพืชตนไมได เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรพื้นฐานที่ลดความเขมขน
ขององคประกอบลงครึ่งหน่ึง  ในขณะที่ Van Le และคณะ (1999) รายงานความสําเร็จในการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมของ Rhynchostylis gigantea จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดแบบ 
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thin cell layers บนอาหารสูตร MS รวมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ซึ่งเปนกลวยไม
สกุลชาง เชนเดียวกับกลวยไมชางแดง แตมีการตอบสนองตอสูตรอาหารตางกัน อาจเกิดจาก
การใชชิ้นสวนเริ่มตนในการวางเลี้ยงที่แตกตางกัน  

  ผงถานเปนอีกปจจัยหน่ึงที่มีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมของกลวยไม 
ภายในอนุภาคของผงถานมีชองวางที่ละเอียดมาก มีพ้ืนที่ผิวในชองวางสูง ผงถานจึงมี
ความสามารถในการดูดซับสารบางตัวออกจากอาหารไดและใชผงถานในการดูดซับสารพิษ เชน 
สารประกอบฟนอล เอทิลีน ทําใหปริมาณสารดังกลาวในอาหารลดลง นอกจากนี้ยังมี การดูดซับ
ฮอรโมนบางสวน ชวยปรับสมดุลใหเหมาะสมตอพัฒนาการเปนพืชตนใหม ผงถานยังสงเสริม
การสรางราก โดยสรางสภาวะมืด และทําใหรากเจริญเติบโตไดดี ผงถานจึงสําคัญตอการพัฒนา
เปนตนใหม (สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2551) นอกจากนี้ผงถานกัมมันตที่เติม
ลงไปในอาหารไมมีผลตอการแตกตัวของน้ําตาลซูโครสในระหวางที่มีการนึ่งฆาเชื้ออาหาร 
เพราะหากเกิดการแตกตัวของน้ําตาลซูโครสไปเปนน้ําตาลฟรุคโตสและกลูโคส น้ําตาลฟรุคโตส
ที่เกิดขึ้นอาจจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของพืชบางชนิดได (Wann et al., 1997 อางโดย สมพร 
และนัยนา, 2547) สอดคลองกับ Oh และคณะ (2008) ซึ่งประสบความสําเร็จในการกระตุนการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนนิคซัสเพนชัน ใน watershield (Brasenia 
schreberi) โดยวางเลี้ยงกลุมเซลล ในอาหารสูตร ½ MS รวมกับการเติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต 
ใหจํานวนการพัฒนาเปนพืชตนใหมเพิ่มขึ้น 1.9-2.3 เทา เม่ือเทียบกับสูตรอาหารชุดควบคุมและ
ปราศจากการเติมผงถาน นอกจากนี้ยังพบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวสวนใหญ เชน กลวย (Said and 
Elbanna, 2003) และกลวยไม (สมพร และนัยนา, 2547) ใหการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีเม่ือ
ใชผงถาน อยางไรก็ตาม ความเขมขนที่ใชแตกตางกันออกไป ขึ้นกับชนิดของพืช บางพืช
ตอบสนองตอผงถานในระดับความเขมขนต่ํา เชน Said และ Elbanna (2003) ประสบ
ความสําเร็จในการกระตุนการพัฒนาเปนพืชตนใหมของกลวย (Musa spp.) จากการเพาะเลี้ยง
เซลลซัสเพนชัน โดยการเติมผงถานกัมมันตเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS  รวมกับ
การเติม IAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการพัฒนาเปนพืชตนใหมดีที่สุด 90 เปอรเซ็นต สวน
บางพืชตอบสนองตอผงถานในระดับความเขมขนสูง เชน สมพร และนัยนา (2547) ไดรายงาน
การเติมผงถานกัมมันต 0.3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร  VW สงเสริมการเจริญเติบโตของตนกลา
กลวยไมหวายเหลืองจันทบูรไดดีที่สุด ใหคาเฉลี่ยจํานวนใบจํานวนราก ความสูงและน้ําหนักสด
เพ่ิมขึ้นเปน 5.00 ใบตอตน 12.83 รากตอตน ความสูง 3.29 เซนติเมตรตอตน และนํ้าหนักสด 
0.40 กรัมตอตน ตามลําดับ ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากพืชแตละชนิดมีการตอบสนองตอระดับ
ความเขมขนของผงถานที่แตกตางกัน  
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บทที่ 5 
 

สรุป 
 

  การวางเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสกลวยไมชางแดงบนอาหารแข็งสูตร VW เติมผง
ถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มืด เปนเวลา 1 เดือน สงเสริมการเพ่ิมปริมาณแคลลัส
ไดสูงสุด ใหน้ําหนักสดแคลลัส 0.40 กรัม 
  การวางเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสในอาหารเหลวสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 
2 เปอรเซ็นต รวมกับนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอ
นาที เหมาะสมตอการชักนําเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงมากที่สุด ใหปริมาตรตะกอนเซลล 
1.11 มิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
  รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง เปนแบบ 
sigmoid curve ระยะ lag phase อยูชวงอายุ 4-12 วัน ของการเลี้ยง  ระยะ log phase อยูชวง
อายุ 12- 28 วัน ของการเลี้ยง และ ระยะ stationary phase อยูที่อายุ 28 วันขึ้นไปหลังจากยาย
เลี้ยง 
  การเติมน้ํามะพราวที่ระดับความเขมขน 15 เปอรเซ็นต ในอาหารเหลวสูตร 
NDM สามารถสงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดี  ใหลักษณะตะกอนเซลลที่มีคุณภาพดี 
และใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.05 มิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
  การเติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ในอาหารเหลวสูตร NDM สามารถ
สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดี ใหลักษณะตะกอนเซลลที่มีคุณภาพดี และใหปริมาตร
ตะกอนเซลล 2.50 มิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
  การวางเลี้ยงชิ้นสวนโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียว บนอาหารแข็งสูตร  
½ MS เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต รวมกับการ
เติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 เดือน สงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมของ
กลวยไมชางแดงจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันไดสูงสุด ใหจํานวน PLBs ระยะเริ่มปรากฏ
ยอดและระยะปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ มากที่สุด เทากับ 91.83 และ 15.67 ตามลําดับ 
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ภาคผนวกที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาหารแข็งสูตร VW + น้ําตาลซูโครส 2% 
น้ํามะพราว 15% + ผงถาน 0.2% 

วางเล้ียงในท่ีมืด อุณหภูมิ 26±4 ºC    
เปนเวลา 1 เดือน 

เพ่ิมปริมาณแคลลัส 0.40 กรัม 
นําแคลลัส น้ําหนักสด 0.5 กรัม 

อาหารเหลวสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

วางเล้ียงบนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 rpm    
ใหแสง 16 h/day อุณหภูมิ 26±4ºC  

ชักนําเซลลซสัเพนชัน 1.11 มล (PCV)  
นําปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มล 

เพ่ิมปริมาณตะกอนเซลลซสัเพนชัน 2.05 มล 

ยายเล้ียงทุก 2 สัปดาห 
อาหารเหลวสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

วางเล้ียงบนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 rpm    
ใหแสง 16 h/day อุณหภูมิ 26±4ºC  

อาหารเหลวสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

แคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน น้ําหนักสด 0.5 กรัม   

 
 
 
 
 
 
 
 

โซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียว 
ปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มล 

อาหารแข็งสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

วางเล้ียงในท่ีมีแสง 16 h/days อุณหภูมิ 
26±4ºC เปนเวลา 2 เดือน 

ชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหม  
ใหการเกิด PLBs 100% 

ข้ันตอนการขยายพันธุกลวยไมชางแดง จากการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ 
 โดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
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ภาคผนวกที่ 2 
องคประกอบของสูตรอาหาร  

ปริมาณสารที่ใช (มิลลิกรัมตอลิตร) 
องคประกอบ 

MS NDM VW 
NH4NO3 1,650 480 525 
KNO3 1,900 200 425 
Ca(NO3)2.4H2O - 470 - 
KCI - 150 - 
KI 0.83 - - 
MgSO47H2O 370 250 250 
KH2PO4 170 550 250 
MnSO41H2O 16.90 3 7.50 
ZnSO47H2O 10.60 0.5 - 
H3BO3 6.20 - - 
H3BO4 - 0.5 - 
CuSO45H2O 0.025 0.025 - 
Na2MoO42H2O 0.25 0.025 - 
(NH4)2SO4 - - 500 
CoCl26H2O 0.025 0.025 - 
CaCl22H2O 440 - - 
FeSO47H2O 27.80 - 27.80 
Na2EDTA 37.30 - 37.30 
Myo-inositol 100 100 - 
Nicotinic acid 0.50 - - 
Niacin - 1.0 - 
Pyridoxine hydrochloride 0.50 1.0 - 
Thiamine hydrochloride 0.10 1.0 - 
Calcium pantothenate - 1.0 - 
Glycine 2 - - 
Adenine - 1.0 - 
I-Cystein - 1.0 - 
d-Biotin, cryst. - 0.1 - 
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องคประกอบของสูตรอาหาร (ตอ) 
ปริมาณสารที่ใช (มิลลิกรัมตอลิตร) 

องคประกอบ 
MS NDM VW 

Fe-EDTA - 21 - 
sucrose 3% 2% 2% 
pH 5.7 5.2 5 
Agar 0.6-0.7% (0.75%), Coconut  water 15% 
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