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บทคัดยอ 
 

  การศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะวางเลี้ยงที่เหมาะสมตอการ
เพ่ิมปริมาณแคลลัสกลวยไมชางแดง พบวา อาหารสูตร Vacin and Went (VW) เติมนํ้ามะพราว 
15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มืด เปนเวลา 1 เดือน สงเสริม
ประสิทธิภาพการเพ่ิมนํ้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.4 กรัม และใหการรอดชีวิตของชิ้นสวนที่วาง
เลี้ยง 100 เปอรเซ็นต แคลลัสที่ไดมีลักษณะสีเหลืองครีม สําหรับการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผล
ตอการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง พบวา การใชแคลลัสอายุ 1 เดือน 
ยายเลี้ยงลงอาหารเหลวสูตร New Dogashima Medium (NDM) วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 100 รอบตอนาที สงเสริมการชักนําเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงไดดี ใหปริมาตร
ตะกอนเซลลสูงสุด 1.11 มล. หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห การศึกษารูปแบบ
เจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงพบวาเปนแบบ sigmoid curve ระยะ log 
phase ของเซลลอยูในชวงอายุ 12 – 28 วันหลังจากยายเลี้ยง ผลของความเขมขนนํ้ามะพราว 
พบวา น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดี คือ 2.05 
มล. ลักษณะตะกอนเซลลที่ไดมีสีเหลืองครีมและขนาดตะกอนเล็ก สวนผลของชนิดและความ
เขมขนของน้ําตาล พบวา น้ําตาลซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต สามารถสงเสริมการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลลซัสเพนชันไดดี คือ 2.5 มล. หลังจากเพาะเล้ียงเปนเวลา 4 สัปดาห  และนํ้าตาล
แลคโตสเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหการเกิดจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันสูงสุด คือ 31.56
เอ็มบริโอตอปริมาตรตะกอนเซลล 1 มล. นอกจากนี้พบวา น้ําตาลที่ระดับความเขมขนต่ํา 
สามารถสงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลในซัสเพนชันไดดีกวาที่ระดับความเขมขนสูง เม่ือ
นําโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียว อายุ 1- 2 เดือน วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร ½ MS 
เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 
0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 2 เดือน สงเสริมประสิทธิภาพ
การพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีที่สุด โดยใหจํานวน Protocorm-like bodies (PLBs) ระยะเริ่ม
ปรากฏยอดและระยะเริ่มปรากฏใบเล็ก 2 ใบ เทากับ 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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NDM เติมนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต และน้ํามะพราวเขมขน 
15 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 20 วัน (บาร=0.6 
ไมโครเมตร) 
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15. การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของ
กลวยไมชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน (บาร=1 
เซนติเมตร) 

38 

16. PLBs กลวยไมชางแดง บนอาหารสูตร NDM ปราศจากการเติมผง
ถาน หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน (บาร=1 เซนติเมตร) 
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17. การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของ
กลวยไมชางแดง   

40 

18. พืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง 
อายุประมาณ 1 ป วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร NDM เติมนํ้าตาล
ซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และ
ผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต   

41 

 

 
 
 
 (9) 

    



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเร่ือง 
 

 กลวยไมชางแดง (Rhynchostylis gigantea var. rubrum Sagarik) เปน
กลวยไมสกุลชาง ลักษณะโดยทั่วไปของกลวยไมสกุลชางมีขนาดกลางไปจนถึงคอนขางใหญ ใน
ธรรมชาติพบขึ้นตามปาดิบแลงหรือปาเบญจพรรณ ตนกลมยาวและแข็ง ทุกชนิดยาวไดถึง 50 
เซนติเมตร ใบยาวเปนราง หนา อวบนํ้า หรือคอนขางหนา แตเหนียว เรียงสลับซายขวา โคนใบ
ซอนถี่คลุมตน ชอดอกเกิดตามซอกใบ ยาวพอๆกับใบหรือยาวกวา อาจจะตั้งตรง เอน หรือหอย
ลง แตละตนมักจะมีมากกวา 1 ชอ ดอกมีกลีบคงรูปไดนาน กลีบปากมีเดือย และปลายกลีบ
มักจะพับขึ้น เสาเกสรสั้น กลุมเรณูเกือบกลมและมีรองเวา มี 2 กลุม ติดอยูที่ปลายแถบ บางที่
ยาวและแคบ (อบฉันท, 2543) ลักษณะเดนของกลวยไมชางแดงคือ ดอกมีสีมวงแดงทั้งดอกหรือ
เกือบทั้งดอก ชอดอกเปนรูปทรงกระบอกโคงลง ชอดอกยาวประมาณ 20-40 เซนติเมตร มีดอก
แนนชอละ 25-60 ดอก ขนาดดอกประมาณ 2.5-3.0 เซนติเมตร ออกดอกปละครั้ง บางตนอาจมี
ดอกครั้งละหลายๆ ชอ จัดเปนกลวยไมที่มีชอดอกเดน สวยงามสะดุดตา ดอกมีกลิ่นหอม ทําให
มีผูสนใจนํามาเพาะปลูกเปนจํานวนมาก (สุพัตรา และวีณัน, 2548) และมีการซื้อขายในรูปแบบ
ของไมกระถางกันอยางแพรหลาย จากการสํารวจพบวากลวยไมสกุลชางที่มีอยูในโลก มีถิ่น
กําเนิดอยูในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน ไทย มาเลเซีย ฟลิปปนส ประเทศในแถบ      
อินโดจีน อินเดีย ศรีลังกา ภาคใตของหมูเกาะในทะเลจีน และหมูเกาะอินเดียตะวันออก สําหรับ
ในประเทศไทยพบวากลวยไมสกุลชางมีการกระจายพันธุอยูทุกภาคของประเทศ บางภาคอาจมี
กลวยไมสกุลชางชนิดหนึ่งแตอาจไมมีอีกชนิดหนึ่ง (พูนศักดิ์, 2550)  นอกจากนี้พบวากลวยไม
สกุลชาง (Rhynchostylis) ที่พบในธรรมชาติเพียง 4 ชนิดเทานั้น (สมศักดิ์, 2550) คือ ชาง    
(R. gigantea) ไอยเรศหรือพวงมาลัย (R. retusa) เขาแกะ (R. coelestis) และชางฟลิปปนส  
(R. violacea) สําหรับ 3 ชนิดแรกมีถิ่นกําเนิดในประเทศไทยและประเทศใกลเคียง สวนชาง
ฟลิปปนสมีถิ่นกําเนิดอยูในประเทศฟลิปปนส (พูนศักดิ์, 2550)  

 กลวยไมจัดเปนไมดอกไมประดับเศรษฐกิจที่มีมูลคาการสงออกมากที่สุดของ
ไทยทํารายไดเขาประเทศในแตละปกวาพันลานบาท โดยมีการสงออกมานานมากกวา 35 ป ทั้ง
ในลักษณะของตน ตัดดอกและไมกระถาง คิดเปนรอยละ 85 ของการสงออกไมดอกไมประดับ
ทั้งหมด ปริมาณและมูลคาการสงออกกลวยไมของไทยมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเน่ืองทุกป  
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(ภาพที่ 1) ในอนาคตคาดวากลวยไมจะเปนพืชที่นํารายไดจํานวนมากมาสูประเทศไทย (อานนท
, 2547 อางโดย สุพัตรา และวีณัน, 2548) เน่ืองจากประเทศไทยตั้งอยูเหนือเสนศูนยสูตร มี
ภูมิอากาศแบบรอนชื้นจากอิทธิพลของลมมรสุมตะวันตกเฉียงใต อุดมสมบูรณดวยพ้ืนที่ปาเขต
รอน ทําใหมีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมสําหรับการปลูกกลวยไมเมืองรอน และเปนแหลงกําเนิด
ของกลวยไมตามธรรมชาติประมาณ 177 สกุล 1,136 ชนิด รวมทั้งกลวยไมเฉพาะถ่ินที่พบใน
ประเทศไทยเทานั้น ซ่ึงมีจํานวนถึง 170 ชนิด (อุดม และพัชราวดี, 2549) ทําใหประเทศไทย
ไดรับการยกยองจากประเทศตาง ๆ วาเปนแหลงผลิตกลวยไมเมืองรอนที่สําคัญที่สุดแหงหน่ึง
ของโลก กระทรวงเกษตรและสหกรณไดกําหนดใหกลวยไมเปนหน่ึงในสี่ของพืช Product 
Champion ซ่ึงเปนพืชสงออกที่สําคัญพืชหน่ึงของประเทศไทย (สํานักงานวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2552) 
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ภาพที่ 1 ปริมาณการสงออกดอกกลวยไมสดของประเทศไทยระหวาง ป พ.ศ. 2546 - 2551 
           ที่มา: สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2552) 
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 ปจจุบันมีการลักลอบนํากลวยไมชางแดงออกจากปาเปนจํานวนมาก ทําให
กลวยไมชางแดงในปามีปริมาณลดลงอยางรวดเร็ว และหาไดยากในธรรมชาติ (อบฉันท, 2543) 
อาจเสี่ยงตอการสูญพันธุจากถิ่นกําเนิดเดิมในปา จึงตองหาแนวทางสําหรับการเพิ่มปริมาณเพื่อ
การขยายพันธุกลวยไมชางแดงและเปนแนวทางในการชวยอนุรักษกลวยไมปาของไทยใหคงอยู
เปนมรดกของชาติตลอดไป แตในสภาพธรรมชาติไมสามารถที่จะนําเมล็ดกลวยไมมาเพาะได
เหมือนกับไมดอกชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กและมีอาหารสะสมภายในเมล็ด
นอยมากหรือไมมีเลย (ณัฐา, 2548) ดังน้ันการงอกของเมล็ดกลวยไมจึงตองการอาหารจาก
ภายนอกเพื่อเขาไปเลี้ยงตนออน จนสามารถพัฒนาไปเปนตนที่สมบูรณได จึงมีการพัฒนานํา
เมล็ดกลวยไมไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในหลอดทดลอง จากสาเหตุดังกลาวการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อจึงมีความสําคัญตอการขยายพันธุกลวยไมปาหลายชนิดในหลายปที่ผานมา 

 
การตรวจเอกสาร 
 

 กลวยไมชางแดง อยูในวงศ Orchidaceae มีชื่อสามัญวา Chang Daeng 
orchid เปนกลวยไมสกุลชาง จากการสํารวจพบวากลวยไมสกุลชางที่มีอยูในโลก มีถิ่นกําเนิดอยู
ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน ไทย มาเลเซีย ฟลิปปนส ประเทศในแถบอินโดจีน อินเดีย 
ศรีลังกา ภาคใตของหมูเกาะในทะเลจีน และหมูเกาะอินเดียตะวันออก (พูนศักดิ์, 2550) ออก
ดอกชวงเดือนธันวาคม – มกราคม (อบฉันท, 2543) การขยายพันธุกลวยไมโดยทั่วไปใชวิธีการ
เพาะเมล็ด แตในสภาพธรรมชาติไมสามารถที่จะนําเมล็ดมาเพาะไดเหมือนกับไมดอกชนิดอ่ืนๆ 
เน่ืองจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กและมีอาหารสะสมภายในเมล็ดนอยมากหรือไมมีเลย (ณัฐา, 
2548) ทําใหโอกาสที่เมล็ดจะงอกและพัฒนาเปนตนนั้นนอยมาก ไมถึง 1 เปอรเซ็นต  ทั้งน้ีเมล็ด
กลวยไมที่แกแลวไมมีทั้งใบเลี้ยงและเอ็นโดสเปรม จึงไมมีอาหารสะสมไวเลี้ยงตนออน สวนการ
ที่ตนออนบางตนเจริญไดน้ันเพราะบังเอิญอยูรวมกับเชื้อราประเภทไมคอไรซาแบบซิมไบโอซิส 
(สมปอง, 2538)  ฉะน้ันการงอกของเมล็ดกลวยไมจึงตองการอาหารจากภายนอกเขาไปเลี้ยงตน
ออน จนกระทั่งตนออนสามารถพัฒนาไปเปนตนได  บางครั้งตนที่ไดอาจเกิดความแปรปรวน
ทางพันธุกรรม เน่ืองจากการผสมขามกับกลวยไมชนิดอ่ืนตามธรรมชาติ ปจจุบันกลวยไมปา
หลายชนิดมีจํานวนลดลง หลายชนิดหายาก หลายชนิดอาจจะสูญพันธุ (อุดม และพัชราวดี, 
2549) เพ่ือเปนการปองกันการโดนทําลายจากการทําลายปา จําเปนตองมีการเพิ่มปริมาณอยาง
รวดเร็ว โดยการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ (Van Le et al., 1999) เทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชเปน
วิธีการขยายพันธุพืชวิธีหน่ึงและนับเปนวิธีเดียวที่สามารถขยายพันธุกลวยไมเปนจํานวนมากใน
ระยะเวลาอันสั้น  เหมาะที่จะนํามาเปนเครื่องมือสําหรับการขยายพันธุพืชในทางการคา การ
สงออกและการปรับปรุงพันธุตอไป  การขยายพันธุกลวยไมดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมี
บทบาทสําคัญอยางมากในปจจุบัน 
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การขยายพันธุกลวยไมโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเปนการวางเลี้ยงชิ้นสวนใด ๆ ของพืช รวมทั้งเซลลเด่ียว
ในอาหารสังเคราะห (อาหารเทียมหรืออาหารวิทยาศาสตร) ในสภาพปลอดเชื้อ (สถาบันวิจัยและ
ฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2551) ปจจุบันความกาวหนาทางเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช
นานาชนิดไดกลายเปนเครื่องมือสําคัญของการขยายพันธุ และการพัฒนาพันธุพืชชนิดใหม 
ชิ้นสวนที่เพาะเลี้ยงสามารถพัฒนาการเปนพืชตนใหม โดยกระบวนการ embryogenesis หรือ 
organogenesis นอกจากนี้มีการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน การเพาะเลี้ยงตาขาง และตายอด  
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเจริญ  การเพาะเลี้ยงอับเรณู  การเพาะเลี้ยงคัพภะ เปนตน (อารีย, 2541) 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความสําคัญตอการขยายพันธุกลวยไมในหลายปที่ผานมา ทั้งการ
ขยายพันธุเพ่ือปองกันการสูญพันธุของกลวยไมปาหายากและการขยายพันธุเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ในทางการคา อยางไรก็ตามกลวยไมแตละชนิดมีการตอบสนองตอสภาวะการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ
ในหลอดทดลองที่แตกตางกัน (van Le et al., 1999) ไดมีการพัฒนาสูตรอาหารในหลอดทดลอง
สําหรับกลวยไมแตละชนิด เชน การพัฒนาสูตรอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงกลวยไมในสกุล
แวนดา (สุรวิช, 2537) กลวยไมฟาแลนอปซิส (Tokuhara and Mill, 1993) หรือกลวยไมในสกุล
หวาย (Vyas et al, 2009) นอกจากนี้มีการศึกษาปจจัยตาง ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ขยายพันธุกลวยไมในหลอดทดลอง ไดแก สารควบคุมการเจริญเติบโต สารประกอบเชิงซอน 
อุณหภูมิและแสงภายในหองวางเลี้ยง  อุดม และพัชราวดี (2549) พบวา การเพาะเมล็ดกลวยไม
ในสูตรอาหาร Vacin และ Went (VW) สามารถชวยเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ดกลวยไมปาบาง
ชนิดได  ปจจุบันมีการรายงานความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหลายชนิดดวยกัน          
โดยดัดแปลงการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตใหเหมาะสม   Van Le และคณะ (1999) 
รายงานการใชสารควบคุมการเจริญเติบโต N6-benzyladenin (BA) เขมขน 3 ไมโครโมลาร 
รวมกับ thidiazuron (TDZ) เขมขน 3 ไมโครโมลาร ในสูตรอาหาร Murashige and Skoog 
(MS) วาสามารถเรงการพัฒนาตายอด และสาร fochlofen uron เขมขน 10 ไมโครโมลาร 
สามารถสงเสริมการพัฒนารากกลวยไมชางแดงไดในหลอดทดลอง ปจจุบันการเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อพืชมีหลายวิธี  ในการศึกษาครั้งน้ีจะกลาวถึงเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน ซ่ึง
เปนการเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารเหลวภายใตสภาพการเขยาเลี้ยงและมีการควบคุม
สภาพแวดลอมที่เหมาะสม สงผลใหเซลลพืชมีการเจริญเติบโตและมีการแบงเซลลอยางรวดเร็ว 
สามารถที่จะยายเลี้ยงไดเร็วขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแคลลัส (สมปอง, 2550) เปน
การเพิ่มประสิทธิภาพสําหรับการขยายพันธุเพ่ือเพ่ิมปริมาณกลวยไมในระยะเวลาอันสั้น 

 
 
  

 



 5

การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
 
  การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน เปนการเลี้ยงเซลลเด่ียวหรือกลุมเซลลในอาหาร
เหลวที่เขยาตลอดเวลา  ทําไดโดยการยายแคลลัสที่มีลักษณะกอนเกาะกันหลวม ๆ (friable 
callus) ลงในอาหารเหลว หรืออาจเลี้ยงชิ้นสวนพืช เชนสวนของลําตนใตใบเลี้ยงหรือใบเลี้ยงใน
อาหารเหลวโดยตรง แรงเขยาจากเครื่องเขยาทําใหเซลลที่เกิดใหมแตละเซลลหรือกลุมเซลล
ขนาดเล็ก (3-10 เซลล) หลุดแยกออกจากกันอยางอิสระกลายเปนเซลลซัสเพนชัน เม่ือเลี้ยงไป
ระยะหน่ึงไดเซลลเด่ียวและกลุมเซลลที่มีหลายขนาดปะปนกัน (คํานูณ, 2542) การเพาะเลี้ยง
เซลลในสภาพการเขยาเลี้ยงในอาหารเหลว มีขอไดเปรียบกวาการเลี้ยงในสภาพนิ่งบนอาหาร
แข็งหลายประการดวยกัน กลาวคือ การเคลื่อนยายของเซลลหรือกลุมเซลลในอาหารเหลวชวย
ใหมีการแลกเปลี่ยนกาซกับบรรยากาศ ทําใหเซลลไดรับธาตุอาหารและอากาศเพียงพอ
สมํ่าเสมอ คุณสมบัติการกําหนดขั้ว (รากยอด) ก็ไมมีทั้งนี้เพราะแรงโนมถวงชวยใหการสรางตา
รวมเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ชวยแกปญหาความตางศักยของความเขมขนธาตุ
อาหารที่ชิ้นสวนพืชสัมผัสอยู วิธีการดังกลาวดัดแปลงมาจากเทคนิคการเลี้ยงแบคทีเรีย ทั้งน้ี
เพ่ือจะใชประโยชนจากเซลลเด่ียว ๆ ในการผสมผสานการปรับปรุงพันธุพืชดวยวิธีการที่จําเพาะ
อ่ืน ๆ ตอไป (สมปอง, 2550) สําหรับขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน โดยทั่วไปมี 3 
ขั้นตอนดังตอไปน้ี  
 

1. การชักนําแคลลัส 
 
 แคลลัสเปนเนื้อเยื่อพ้ืนฐานของระบบการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช ที่อยูรวมกันเปน

กลุม ยังไมกําหนดทิศทางการเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาไปเปนสวนใด เน้ือเยื่อพืชเกือบทุกชนิด
สามารถนํามาชักนําการสรางแคลลัสได  เริ่มตนจากการคัดเลือกเน้ือเยื่อพืชมาทําการเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหที่มีธาตุอาหารพืชรวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในระดับที่เหมาะสม 
ความสามารถในการสรางแคลลัสสวนใหญเปนผลมาจากสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมลงไป
ในอาหารที่เลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ตางกัน จะสงผลใหแคลลัสมีพัฒนาของ
โครงสรางที่แตกตางกันออกไปดวย ในบางกรณีแคลลัสสรางจากชิ้นสวนพืชที่เพาะเลี้ยงไดโดยที่
ไมตองอาศัยสารควบคุมการเจริญเติบโต แคลลัสเปนเครื่องมือที่สําคัญของนักปรับปรุงพันธุพืช
ดวยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพและนักสรีรวิทยา ในกรณีของการเลี้ยงเซลลซัสเพนชันเปน
การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ดังน้ันการชักนําก็เร่ิมจากแคลลัส  แคลลัสที่นํามาใชน้ันตองมี
ลักษณะที่เหมาะสม โดยทั่วไปแลวแคลลัสเริ่มตนที่นํามาชักนําตองเปน friable callus และสีของ
แคลลัสโดยทั่วไปเปนสีเหลืองออนหรือสีครีม ทั้งน้ีเพ่ือการแยกเปนเซลลที่มีการเกาะตัวกัน
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นอยลง และในสภาพการเขยาเลี้ยงชวยสงเสริมใหเซลลที่กําลังมีการแบงเซลลสามารถแยกหลุด
ออกจากกันไดงาย สําหรับปจจัยที่มีผลตอการชักนําแคลลัส ไดแก ชิ้นสวนพืช อาหารที่ใชเลี้ยง 
และสารควบคุมการเจริญเติบโต (สมปอง, 2550)  Chen และคณะ (2000) รายงานการศึกษา
วิธีการเพิ่มปริมาณแคลลัสของกลวยไมฟาแลนอปซิส วาเปนไปไดดีเม่ือนําชิ้นสวนแคลลัสวาง
เลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS เติม 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ความเขมขน 2.26 
ไมโครโมลาร และ TDZ ความเขมขน 2.27 ไมโครโมลาร   Huan และคณะ (2004) รายงานวา 
การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสของกลวยไมซิมบิเดียมบนอาหารสูตรดัดแปลง VW เติม NAA 
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ TDZ ความเขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
Tryptone ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห สงเสริมอัตราการเพิ่มปริมาณของ
แคลลัสไดดีที่สุด (9.7 เทา)   นอกจากปจจัยดังกลาวขางตนแลว สภาวะที่วางเลี้ยง (ที่มืดและที่มี
แสง) ก็มีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสเชนกัน   Chen และ Chang (2000) ไดรายงานความสําเร็จ
ในการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสของกลวยไมออนซิเดียม โดยการวางเลี้ยงในที่มืด อุณหภูมิ 
26 ±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน สามารถสงเสริมการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดี    

   
2. การชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 

 
       ปจจัยที่มีผลตอความสําเร็จในการชักนําเซลลซัสเพนชันมีหลายประการ คลาย
กับปจจัยที่มีผลตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเพ่ือการพัฒนาเปนพืชตนใหม (สมปอง, 
2550) ดังนั้นปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันไดแก สูตรอาหาร นํ้าตาล และ
สารประกอบเชิงซอน เปนตน    
 2.1 สูตรอาหาร 
  อาหารที่ใชเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีหลายชนิด ทั้งน้ีขึ้นกับความเหมาะสมตอชนิดของ
พืช สายพันธุ ตลอดจนชนิดและสภาพของชิ้นสวนพืชที่จะนํามาเลี้ยง อยางไรก็ตามอาหารที่
นิยมใชเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชมากที่สุด คือ อาหารที่ดัดแปลงมาจากอาหารที่ใชไดดีในการเลี้ยงกลุม
เซลลหรือแคลลัส ซ่ึงเปนกลุมของเซลลที่เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงพัฒนามีชองวางในเซลลจํานวน
มาก และเซลลยังไมมีการจัดรูปรางที่แนนอน (สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 
2551)  Tokuhara และ Mii (2001) รายงานความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน
กลวยไมฟาแลนอปซิส ในอาหารเหลวสูตร NDM รวมกับการใชสารควบคุมการเจริญเติบโต   
α-Naphthaleneacetic acid (NAA) เขมขน 5.4 ไมโครโมลาร สามารถเพิ่มปริมาตรตะกอน
เซลลสูงสุด 4.6 เทาจากน้ําหนักเริ่มตน และสามารถชักนําเอ็มบริโอเจนนิคแคลลัสได เม่ือนํา
เซลลเลี้ยงในอาหารแข็งสูตร NDM รวมกับ NAA เขมขน 0.5 ไมโครโมลาร และ BA เขมขน 4.4    
ไมโครโมลาร   Pradhan และคณะ (1998) รายงานวา การเพาะเลี้ยงชิ้นสวน friable callus ของ 
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East Indian rosewood ในอาหารเหลวสูตร MS เติม myo-inositol เขมขน 100 มิลลิกรัมตอลติร 
นํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต  รวมกับ NAA เขมขน 0.8 ไมโครโมลาร  BA เขมขน 2.2 
ไมโครโมลาร  และน้ํามะพราวเขมขน 10 เปอรเซ็นต สามารถสงเสริมการเพิ่มปริมาตรตะกอน
เซลลไดดีที่สุด   
       2.2 นํ้าตาล 
  น้ําตาลเปนปจจัยหน่ึงที่ มีความสําคัญตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
เน่ืองจากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่จําเปนตอการสังเคราะหแสงของพืช เซลลพืชนําคารบอน
มาสรางเปนสารสังเคราะห (สมปอง, 2539) นํ้าตาลที่ใชสําหรับการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช
โดยทั่วไปมีหลายชนิดดวยกัน ทั้งนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว ไดแก กลูโคส ฟรุกโตส และกาแลกโตส 
นํ้าตาลโมเลกุลคู ไดแก ซูโครส มอลโตส และแลกโตส   Park และ Facchini (2001) รายงาน
การศึกษานําตะกอนเซลลซัสเพนชันของ Eschschozia californica (poppy) ยายเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร B5 เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต วาใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 0.87 
มิลลิลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 40 วัน นอกจากนี้นํ้าตาลยังใชสําหรับการชักนําโซมาติค
เอ็มบริโอในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครส นํ้าตาลชนิดนี้พบมากในออย หัวบีท และ
ผลไมที่มีรสหวานเกือบทุกชนิด เม่ือแตกตัวหรือถูกยอยจะใหนํ้าตาลกลูโคสกับนํ้าตาลฟรุกโตส 
อยางละ 1 โมเลกุล   Vasudevan และ Ganapathi (1999) รายงานวาการเติมนํ้าตาลโมเลกุลคู
อยางซูโครสและมอลโตส ที่ระดับความเขมขน 87.64 มิลลิโมลาร ในอาหารสูตร MS ใหผลการ
ตอบสนองการชักนําการเกิดโซมาติคเอ็มบริโอในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของถั่วมะแฮะ  
ดีที่สุด  Vengadesan และคณะ (2002) รายงานวา นํ้าตาลซูโครสที่ระดับความเขมขน 87.64 
มิลลิโมลาร รวมกับ 2,4-D ความเขมขน 4.52 ไมโครโมลาร และนํ้ามะพราว 10 เปอรเซ็นต     
ใหเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติคเอ็มบริโอในการเพาะเลี้ยงซัสเพนชันของ Acacia sinuata สูงที่สุด   
       2.3 นํ้ามะพราว 
  นํ้ามะพราวซึ่งจัดเปนสารประกอบเชิงซอน สามารถสงเสริมการเจริญของเซลล 
เ น้ือเยื่อ อวัยวะหรือตนที่ เลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ เ น่ืองจากน้ํามะพราวประกอบดวย
สวนประกอบหลายชนิด ไดแกสารอนินทรียหลายชนิด กรดอะมิโน เอนไซม วิตามิน นํ้าตาล 
รวมทั้งฮอรโมนพืช (Arditti and Ernst, 1992 อางโดย มัลลิกา และพิมพใจ, 2548) นํ้ามะพราว
จึงเปนสารประกอบเชิงซอนที่นิยมนํามาใชเปนสวนประกอบของสูตรอาหารสําหรับการ
เพาะเลี้ยงกลวยไมหลายชนิดในหลอดทดลอง    ศิริวารินทร และอารักษ (2549) ทําการศึกษา
การเพาะเมล็ดกลวยไมพญาฉัททันตบนอาหารแข็งสูตร VW เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต และ
ไมเติมนํ้ามะพราว พบวา อาหารที่เติมนํ้ามะพราวทําใหเมล็ดงอกไดดีกวาอาหารที่ไมเติม      
นํ้ามะพราว นอกจากนี้โพรโตคอรมที่วางเลี้ยงบนอาหารเติมนํ้ามะพราว มีขนาดใหญและสีเขียว
เขมกวาโพรโตคอรมที่วางเลี้ยงบนอาหารปราศจากการเติมนํ้ามะพราว    Li และคณะ (2001) 
รายงานการศึกษาเปรียบเทียบการใชสารประกอบเชิงซอนธรรมชาติ ไดแก นํ้ามะพราว     
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เคซินไฮโดรไลเซส มันฝรั่ง และกลวยบดตอการเกิดยอดและรากของกลวยไมรองเทานารี พบวา 
สูตรอาหารที่เติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต ใหจํานวนการเกิดทั้งยอดและรากดีที่สุด  
 

3. การชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหม 
 

 การเจริญพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงโซมาติคเอ็มบริโอใน        
ซัสเพนชัน โดยทั่วไปนั้นเปนไปไดดีเม่ือยายโซมาติคเอ็มบริโอไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือสูตรอาหารที่ลดความเขมขนขององคประกอบลง
ครึ่งหน่ึง   โซมาติคเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหมที่สมบูรณแข็งแรง ซ่ึงพืชแตละชนิด
ตองการสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญที่แตกตางกันตามชนิดแตละพืช   Sung และคณะ 
(2007) รายงานวาเซลลซัสเพนชันของ Ranunculus kazusensis สามารถเจริญพัฒนาเปนพืช
ตนใหมได เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรพ้ืนฐานที่ลดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหน่ึง  
นอกจากสูตรอาหารแลว ผงถานเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม   Oh และ
คณะ (2008) รายงานวา การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคเซลลซัสเพนชันใน watershield บน
อาหารสูตร ½ MS เติม BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการเติมผงถานเขมขน 0.2 
เปอรเซ็นต สงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีที่สุด 3.2 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับอาหารที่
ปราศจากการเติมผงถาน    Teng (1997) นําเซลลซัสเพนชันของ Platycerium bifurcatum   
มาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 2.22 ไมโครโมลาร และผงถานเขมขน 0.2 
เปอรเซ็นต หลังการเพาะเลี้ยง 54 วัน พบวา สงเสริมการเกิดพืชตนใหมสูงสุด นอกจากนี้ พบวา 
ผงถานสงเสริมการสรางราก โดยสรางสภาวะมืด และทําใหรากเจริญเติบโตไดดี ผงถานจึง
สําคัญตอการชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหมที่สมบูรณ (สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตร
ลําปาง, 2551)   Eymar และคณะ (2000) รายงานความสําเร็จในการพัฒนาเปนพืชตนใหมของ 
Lagerstroemia indica จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดบนอาหารสูตร MS เติมผงถาน
เขมขน 5 กรัมตอลิตร สามารถชักนําการเกิดรากได 100 เปอรเซ็นต สวนอาหารที่ปราศจากการ
เติมผงถาน ชักนําการเกิดรากได 85 เปอรเซ็นต   สมพร และนัยนา (2547) ศึกษาการเติม    
ผงถานกัมมันตที่ความเขมขนตาง ๆ ลงในอาหารแข็งสูตร VW สําหรับเพาะเลี้ยงตนกลา
กลวยไมหวายเหลืองจันทบูร พบวา อาหารที่เติมผงถานกัมมันตเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต ชักนํา
การเกิดใบ ราก ความสูงและน้ําหนักสดเฉลี่ยของตนเพ่ิมขึ้น และเม่ือทําการยายปลูกหลัง 21 วนั 
พบวา อัตราการรอดชีวิตสูงสุด 85 เปอรเซ็นต    

 วิธีการศึกษานี้ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุกลวยไมใหไดจํานวนมาก
ในระยะเวลาอันสั้น สําหรับในกลวยไมชางแดงยังไมมีรายงานการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน   
คงมีเพียงการเพาะเมล็ด (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1970) และการเพาะเลี้ยงปลายยอด
แบบ thin cell layer (TLC) (Van Le et al., 1999) ซ่ึงอัตราการเพิ่มปริมาณเพื่อการขยายพันธุ
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คอนขางต่ํา การใชวิธีการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันสามารถชวยแกปญหาดังกลาวและใชเปน
เครื่องมือในการปรับปรุงพันธุกลวยไมชางแดงในอนาคตตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และแสงตอการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัส
กลวยไมชางแดง 

2. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ระดับความเขมขนน้ํามะพราว ชนิดและระดับความเขมขน
นํ้าตาลตอการชักนําและเพิ่มปริมาณเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 

3. ศึกษาผลของสูตรอาหาร การเติมและไมเติมผงถานตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม
จากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 

 

 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการวิจัย 
 

วัสด ุอุปกรณ 
 

1.  วัสด ุ
  

       1.1 วัสดุพืช 
 

ในการศึกษาครั้งน้ีใชชิ้นสวนแคลลัสของกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน จากการ
นําชิ้นสวนกลุมยอดรวมของกลวยไมชางแดง (ภาพที่ 2ก) วางเลี้ยงบนอาหารสูตร VW 
(รายละเอียดขององคประกอบแสดงใน ภาคผนวกที่ 2) เติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต 
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนระยะเวลา 1 เดือน เริ่มมีการสรางแคลลัสบริเวณโคน
กลุมยอดรวม (ภาพที่ 2ข) นําแคลลัสที่ไดวางเลี้ยงบนอาหารใหมสูตรเดิม แคลลัสดังกลาวดูแล
รักษาโดยการยายเลี้ยงในสูตรอาหารขางตนทุก ๆ 4 สัปดาห วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 
ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส จากนั้นคัดเลือกแคลลัสสีเหลืองครีมซ่ึงมีลักษณะ
เปน friable callus (ภาพที่ 2ค) มาใชในการทดลอง 
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ภาพที่ 2 การชักนําแคลลัสของกลวยไมชางแดงที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เติมนํ้ามะพราว 
  เขมขน15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต   
 ก กลุมยอดรวมกลวยไมชางแดง (บาร =0.2 เซนติเมตร) 
 ข การเกิดแคลลัสกลวยไมชางแดง บริเวณโคนกลุมยอดรวม (บาร =0.3 เซนติเมตร) 
 ค แคลลัสกลวยไมชางแดง หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
             (บาร =0.5 เซนติเมตร) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 13

       1.2 สารเคมี 
 
 1.2.1 สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหาร 

  - สารเคมีที่เปนองคประกอบของสูตรอาหาร ½ MS MS VW และ     
                  NDM (รายละเอียดในภาคผนวกที่ 2)        

                1.2.2 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชคือ น้ํามะพราว  
1.2.3 ผงถาน    

   
       1.3 สูตรอาหารที่ใชเลี้ยง 

 
       สูตรอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัส 

 สูตรอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัส ประกอบดวยอาหาร 3 สูตรคือ สูตรอาหาร MS 
VW และ NDM อาหารแตละสูตรเติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต เติมและไมเติมผงถาน
เขมขน 0.2 เปอรเซ็นต และผงวุนเขมขน 0.75 เปอรเซ็นต แบงใสขวด 8 ออนซ ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.05 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 
 
       สูตรอาหารชักนําเซลลซัสเพนชัน 

 สูตรอาหารชักนําเซลลซัสเพนชัน ประกอบดวยอาหาร 3 สูตรคือ สูตรอาหาร 
MS VW และ NDM อาหารแตละสูตรเติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต แบงใสฟลาสค ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.05 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

 
                  สูตรอาหารชักนําพืชตนใหมจากโซมาติคเอ็มบริโอ 

 สูตรอาหารชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหม ประกอบดวยอาหาร 4 สูตรคือ สูตร
อาหาร ½ MS MS VW และ NDM อาหารแตละสูตรเติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต เติมและไม
เติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต และผงวุน 0.75 เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.05 กิโลกรัมตอ
ตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทใสจานเพาะเลี้ยงขนาด
เสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร 
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2.  อุปกรณการทดลอง 
 

       2.1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร 
 - เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
 - เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
 - เครื่องคนสารละลายพรอมแทงแมเหล็ก 
 - หมอน่ึงความดันไอ 
 - ตูอบไมโครเวฟ 

- เครื่องแกวทีใ่ชในการทดลอง เชน ฟลาสค บีกเกอร จานเพาะเลี้ยง ขวดปรับ
ปริมาตร 

 - ตูเย็นและตูแชแข็ง 
       2.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการยายเลี้ยงและวางเลี้ยง 

 - ตูยายเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
 - ชั้นวางเลี้ยง 
 - เครื่องเขยาเลี้ยง  
 - ชุดเครื่องมือ ประกอบดวย ปากคีบ และมีดผาตัด 
2.3 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวัดปริมาตรตะกอนเซลล 
 - ไปเปตปลายตัด 
 - หลอดเซนติฟวก 
 - ลูกยางดูด 
 - ตะแกรงวางหลอด 
2.4 เครื่องมือและอุปกรณบันทึกภาพ 
 - กลองจุลทรรศนแบบอินเวอรเต็ด พรอมชุดถายภาพ 
 - กลองจุลทรรศนสเตอริโอ พรอมชุดถายภาพ 
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วิธีการวิจัย 
 
1. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
 

 นําแคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน น้ําหนักเริ่มตน 0.1 กรัม วางเลี้ยงบน
อาหารแข็ง 3 สูตร คือ VW  MS และ NDM (ปจจัยที่ 1) เติมและไมเติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต 
(ปจจัยที่ 2)  วางเลี้ยงทั้งในที่มืดและที่มีแสง 14 ชั่วโมงตอวัน (ปจจัยที่ 3) ที่อุณหภูมิ 26±4 
องศาเซลเซียส โดยวางเลี้ยงในขวด 8 ออนซ ทําการทดลอง 4 ซ้ํา ๆ ละ 3 ชิ้น วางเลี้ยงเปน
เวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการสรางแคลลัส น้ําหนักสดที่เพ่ิมขึ้นและอัตราการรอดชีวิต 
รวมทั้งลักษณะสีและโครงสรางของแคลลัส ในแตละหนวยการทดลองเปรียบเทียบกันโดยใช
แผนการทดลองแบบ 3x2x2 factorial ใน CRD (Completely randomized design) และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s multiple range test) 

 
2. ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซสัเพนชนั 
 
 2.1 ผลของสูตรอาหารตอการชักนําเซลลซสัเพนชนั 

 
  นําแคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน น้ําหนักเริ่มตน 0.5 กรัม ยายเลี้ยงใน
อาหารเหลว 3 สูตร คือ VW  MS และ NDM เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในฟลาสค 
ขนาด 125 มิลลิลิตร บรรจุอาหาร 25 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที  
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 
3 ฟลาสค บันทึกการเพิ่มปริมาณของเซลลซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล (packed cell 
volume: PCV) ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห รวมทั้งบันทึกลักษณะและสีของตะกอน
เซลลซัสเพนชัน  เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหารโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
 
 2.2 ศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 

 
  นําตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงปริมาตรเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยาย
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลอง 2.1 เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 
เปอรเซ็นต และน้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในฟลาสค ขนาด 125 มิลลิลิตร 
บรรจุอาหาร 25 มิลลิลิตร วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตการให
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แสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 3 ฟลาสค 
บันทึกการเพิ่มปริมาณของเซลลซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 
4 สัปดาห รวมทั้งบันทึกลักษณะและสีของตะกอนเซลลซัสเพนชัน เปรียบเทียบกันในแตละสูตร
อาหารโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT 

  
2.3 ผลของนํ้ามะพราวตอการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชัน 

 
  นําตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงปริมาตรเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยาย
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลอง 2.1 เติมนํ้ามะพราวที่ระดับความเขมขน  
0  5  10  15  20 และ 30 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในฟลาสค ขนาด 125 มิลลิลิตร บรรจุอาหาร 25 
มิลลิลิตร วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอ
วัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 3 ฟลาสค บันทึกการเพิ่ม
ปริมาณของเซลลซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 
รวมทั้งบันทึกลักษณะและสีของตะกอนเซลลซัสเพนชัน  เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหารโดย
ใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

 
    2.4 ผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลและ 
โซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 
 

 นําตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงปริมาตรเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยาย
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ดีที่สุด ที่ไดจากการทดลอง 2.1 เติมนํ้ามะพราวความเขมขนที่ดีที่สุด 
ที่ไดจากการทดลอง 2.3 รวมกับการเติมนํ้าตาล 4 ชนิด คือ น้ําตาลซูโครส กลูโคส แลคโตส และ 
ฟรุคโตส แตละชนิดใชระดับความเขมขน 0  1  2  3  และ 4 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยา
ที่มีความเร็ว 100 รอบตอนาที ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4          
องศาเซลเซียส  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ๆ ละ 3 ฟลาสค  บันทึกการเพิ่มปริมาณของเซลล        
ซัสเพนชันจากปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนระยะเวลา 4 สัปดาห รวมทั้งลักษณะและสี
ของตะกอนเซลลซัสเพนชัน และจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน หลังจากวางเลี้ยงเปน
เวลา 15 วัน เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหารโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  
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วิธีการวัดปริมาตรตะกอนเซลล 
 นําหลอดเซนตริฟวกขนาด 15 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการอบฆาเชื้อเรียบรอยแลว 

เปดฝาออก และดูดตะกอนเซลลทั้งหมดในฟลาสคดวยไปเปตธรรมดาปลายตัด ซ่ึงปลายดาน
หน่ึงสวมลูกยางดูด หลังจากดูดตะกอนเซลลใสหลอดจนหมดแลว วางทิ้งไวสักครูบนตะแกรงวาง
หลอดใหเซลลตกตะกอนลงมาอยูที่กนหลอด จึงอานคาปริมาตรเซลลที่ตกตะกอนลงมาจาก
มาตราวัดขางหลอดเซนตริฟวก จดบันทึกไว หลังจากอานคาเรียบรอยแลว ใชไปเปตดูดตะกอน
เซลลจากหลอดใสกลับในฟลาสคเชนเดิม นําไปวางเลี้ยงในสภาพเดิม 

 
3. ศึกษาการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
 

 นําโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียวของกลวยไมชางแดง อายุ 1-2 เดือน 
(ภาพที่ 3) ปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง 4 สูตร (ปจจัยที่ 
1) คือ VW  MS  ½ MS และ NDM เติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต (ปจจัยที่ 2) 
และผงวุนเขมขน 0.75 เปอรเซ็นต โดยวางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 
เซนติเมตร บรรจุอาหาร 20 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซํ้า ๆ ละ 3 เพลท (จานเพาะเลี้ยง) 
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 26±4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน บันทึก
จํานวนพืชตนใหม  ในแตละหนวยการทดลองเปรียบเทียบกันโดย ใชแผนการทดลองแบบ 4x2 
factorial ใน CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  

 
 

 
 

ภาพที่ 3 โซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก สีเขียว อายุประมาณ 1-2 เดือน จากการเพาะเลี้ยง 
        เซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครส
        เขมขน 2 เปอรเซ็นตและน้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต (บาร=0.5 เซนติเมตร) 



บทที่ 3 
 

ผล 
 

1. ศึกษาผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 
  จากการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดง ไดแก สูตร
อาหาร (VW  MS และ NDM)  ผงถาน และแสง พบวา อาหารสูตร VW ทุกสภาพการเพาะเลี้ยง 
สงผลใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเทากับ 100 เปอรเซ็นต แตกตางกันทาง
สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.01) กับหนวยการทดลองอื่น ๆ (ตารางที่ 1) สวนหนวยการทดลอง
อ่ืน ๆ ใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเกิน 50 เปอรเซ็นต ยกเวนอาหารสูตร 
MS ปราศจากการเติมผงถาน ทั้งวางเลี้ยงในที่มืดและที่มีแสง ใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
ชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเทากับ 38.89 เปอรเซ็นต เม่ือพิจารณาลักษณะทางสัณฐานหลังจากวางเลี้ยง 
พบวา อาหารสูตร VW และ MS สงเสริมการพัฒนาของแคลลัส สวนอาหารสูตร NDM สงเสริม
การพัฒนาจากแคลลัสเปน PLB (ภาพที่ 4) 
  นอกจากนี้เม่ือทําการศึกษาน้ําหนักสดแคลลัส พบวา อาหารสูตร NDM และ 
VW รวมกับการเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด ใหนํ้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.40 กรัม แตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) กับหนวยการทดลองอื่น ๆ (ตารางที่ 2) เม่ือเปรียบเทียบผล
ของสภาวะที่วางเลี้ยง พบวา การวางเลี้ยงในที่มืด สงเสริมการเพ่ิมปริมาณน้ําหนักสดของ
แคลลัส 0.34 กรัม สูงกวาการวางเลี้ยงในที่มีแสง ซ่ึงใหปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส 0.30 กรัม 
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 2) เม่ือพิจารณาผลของผงถาน พบวา อาหารที่
เติมผงถาน สงเสริมการเพิ่มปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส 0.33 กรัม สูงกวาการวางเลี้ยงใน
อาหารที่ปราศจากการเติมผงถาน ซ่ึงใหปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส 0.30 กรัม แตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 3) นอกจากนี้ศึกษาลักษณะสีของแคลลัส พบวา แคลลัสที่
วางเลี้ยงบนอาหารเติมผงถาน มีลักษณะสีเหลืองครีม แตกตางจากแคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหาร
ปราศจากการเติมผงถาน ซ่ึงใหแคลลัสมีลักษณะสีนํ้าตาล (ภาพที่ 5 ก-ฏ) เม่ือพิจารณาทั้ง 3 
ปจจัยรวมกัน พบวา อาหารสูตร VW เติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มืด 
สงเสริมการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดงไดดีที่สุด ใหนํ้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.4 กรัม 
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญกับทรีตเมนตอ่ืน ๆ        
 
 
 

 
18
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ตารางท่ี 1 ผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไม
     ชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 
สภาวะทีว่าง

เลี้ยง สูตรอาหาร การเติมผงถาน 
ลักษณะทาง
สัณฐาน 

เปอรเซ็นต    
การรอดชีวิต 

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

ที่มีแสง 

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

ที่มืด 

NDM 
ไมเติม PLB 63.89b 

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

** : มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง ที่ระดับ p≤0.01 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวย
วิธี DMRT  
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ตารางที่ 2 ผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอปริมาณน้ําหนักสด (กรัม) ของ
     แคลลัสกลวยไมชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 

สภาวะที่มีแสง สภาวะที่มืด  สูตรอาหาร 
เติมผงถาน ไมเติมผงถาน เติมผงถาน ไมเติมผงถาน คาเฉล่ียสูตรอาหาร

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 
คาเฉล่ียผงถาน 0.31ns 0.3 0.35 0.31  
คาเฉล่ียสภาวะวางเลี้ยง 0.30B 0.34A C.V. 9.8% 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันในคอลัมภแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT ที่ระดับ p≤0.05 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 3 ผลของผงถานตอการเพิ่มปริมาณน้ําหนักสด (กรัม) ของแคลลัสกลวยไมชางแดง 
     หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 

การเติมผงถาน น้ําหนักสดแคลลัส (กรัม) 
เติม 0.33a 
ไมเติม 0.30b 
LSD.05 0.02 

C.V. (%) 9.80 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวย
วิธี DMRT ที่ระดับ p≤0.05 
 
 



                                                                                                                  21 
                                                                                                                                                      

 
 
ภาพที่ 4 การพัฒนาของ PLB จากการวางเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดง บนอาหารสูตร NDM 
   วางเลี้ยงในที่มีแสง เปนเวลา 1 เดือน (บาร= 0.2 มิลลิเมตร)   
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ภาพที่ 5 ผลของสูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยงตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไม  
   ชางแดง หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
   ก และ ข อาหารสูตร VW เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มีแสง
   ค และ ง อาหารสูตร VW เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด 
   จ และ ฉ อาหารสูตร MS เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มีแสง 
   ช และ ซ อาหารสูตร MS เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด 
   ฌ และ ญ อาหารสูตร NDM เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มีแสง 
   ฎ และ ฏ อาหารสูตร NDM เติมและไมเติมผงถาน วางเลี้ยงในที่มืด  
 

ฏ

จ
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2. ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซสัเพนชนั 
 

2.1 ผลของสูตรอาหารตอการชักนําเซลลซสัเพนชนั 
 

  แคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน ยายเลี้ยงในอาหารเหลว 3 สูตร คือ VW   
MS และ NDM เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มีแสงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 
100 รอบตอนาที ทําการวัดปริมาตรตะกอนเซลลทุกสัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา อาหาร
เหลวสูตร NDM สงเสริมการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุดและใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมขึ้น
ทุกสัปดาห ทั้งสัปดาหที่ 2 3 และ 4 (ภาพที่ 6) โดยในสัปดาหที่ 4 ใหปริมาตรตะกอนเซลล 1.11 
มิลลิลิตร (PCV) รองลงมาคือ อาหารเหลวสูตร VW และ MS ใหปริมาตรตะกอนเซลลเทากับ 
0.49 และ 0.45 มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ พบวา 
อาหารเหลวสูตร VW และ MS สงเสริมใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมขึ้นในสัปดาหที่ 1 2 และ 3 
หลังจากนั้นปริมาตรตะกอนเซลลเร่ิมคงที่ ไมมีการเพิ่มขึ้นในสัปดาหที่ 4 เม่ือเปรียบเทียบ
ลักษณะของตะกอนเซลลพบวา ตะกอนเซลลในอาหารเหลวสูตร NDM และ VW มีลักษณะสี
เหลืองครีม สวนอาหารเหลวสูตร MS พบวาตะกอนเซลลมีลักษณะสีน้ําตาล (ภาพที่ 7ก, ข และ 
ค) เม่ือศึกษาลักษณะโครงสรางของเซลลพบวาทั้ง 3 สูตรอาหารเปนแบบ friable และตะกอน
เซลลมีขนาดเล็ก จึงเลือกใชอาหารเหลวสูตร NDM เพ่ือศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเซลล
ซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในการทดลองที่ 2.2  
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ภาพที่ 6 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ หลัง
   วางเลี้ยง เปนเวลา 4 สัปดาห 

  ns: ไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับ p≤0.05 
   คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันในแตละแทงมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
   นัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
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ภาพที่ 7 ลักษณะตะกอนเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ หลัง
   วางเลี้ยง เปนเวลา 15 วัน (บาร=1 เซนติเมตร) 
   ก ในอาหารเหลวสตูร  VW 
   ข ในอาหารเหลวสตูร  MS 
   ค ในอาหารเหลวสตูร NDM  
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2.2 ศึกษารูปแบบการเจรญิเตบิโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 
 

  จากการนําปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยายเลี้ยงในอาหารเหลว
สูตร NDM รวมกับนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ทําการวัดปริมาตรตะกอนเซลลทุก ๆ 4 วัน 
พบวารูปแบบการเจริญเติบโตเปนแบบ sigmoid curve ลักษณะกราฟเสนเปนรูปตัว S โดย
อัตราการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงระยะ lag phase อยูชวงอายุ 4-12 
วัน ในระยะ log phage อยูชวงอายุ 12- 28 วัน  ระยะนี้เปนระยะที่มีการเพิ่มของเซลลเปนแบบ
เสนตรง  และระยะ stationary phase อยูชวงอายุ 28 วัน ขึ้นไป ซึ่งเปนระยะที่ไมมีการ
เปลี่ยนแปลงในดานการเจริญของเซลล การเจริญเติบโตเริ่มคงที่ (ภาพที่ 8) ตะกอนเซลลที่ได  
มีหลายขนาดปะปนกันและมีลักษณะสีเหลืองสด (ภาพที่ 9ก) ตั้งแตระยะ lag phase ถึง 
stationary phase  เม่ือนําตะกอนเซลลไปดูใตกลองจุลทรรศน พบวา มีทั้งเซลลเด่ียว ๆ 
คอนขางกลม กลุมเซลลขนาดเล็กและกลุมเซลลขนาดใหญปะปนกัน ภายในเซลลประกอบดวย
ไซโตพลาสซึมเขมขน มีลักษณะเปนเอ็มบริโอเจนิคเซลล จึงอาจเรียกวา Embryogenic cell 
suspension (ภาพที่ 9ข) 
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ภาพท่ี 8 รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัส
 NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอร
 หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 36 วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 

fteวัน

 

เพนชันกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร 
เซ็นต และนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต 
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 ก ข 
 
ภาพที่ 9 เซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสตูร NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 
 เปอรเซ็นต รวมกับนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 15 วัน  
 ก ตะกอนเซลลซัสเพนชัน (บาร=1 เซนติเมตร) 
 ข กลุมเซลลซัสเพนชัน ภายใตกลองจุลทรรศน (บาร=0.6 ไมโครเมตร) 
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2.3 ผลของนํ้ามะพราวตอการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชัน 
 

  การเติมนํ้ามะพราวที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ลงในอาหารเหลวสูตร NDM 
สําหรับเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง วางเลี้ยงในที่มีแสง บนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 
100 รอบตอนาที ทําการวัดปริมาตรตะกอนเซลล ทุกสัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา ระดับ
ความเขมขนนํ้ามะพราวเพ่ิมสูงขึ้น สงผลใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมขึ้นดวย และเริ่มลดลงที่
ระดับความเขมขน 30 เปอรเซ็นต ในชวงสัปดาหที่ 4 น้ํามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต ให
ปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.12 มิลลิลิตร รองลงมาคือ นํ้ามะพราวเขมขน 15 10 5 และ 30 
เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.05 1.12 1.05 และ 0.72 มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ภาพที่ 10) สวนอาหารเหลวปราศจากการเติมนํ้ามะพราว ให
ปริมาตรตะกอนเซลลคงที่ 0.52 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 2 3 และ 4 เม่ือพิจารณาลักษณะตะกอน
เซลลระหวางอาหารเหลวที่เติมนํ้ามะพราว 15 และ 20 เปอรเซ็นต พบวา ตะกอนเซลลในอาหาร
เหลวเติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต มีลักษณะสีเหลืองครีมและมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 11ก) สวน
ตะกอนเซลลในอาหารเหลวเติมนํ้ามะพราว 20 เปอรเซ็นต มีลักษณะสีเหลืองเขม บางเซลลมีสี
น้ําตาลและตะกอนเซลลมีขนาดใหญกวา (ภาพที่ 11ข) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบปริมาตรตะกอนเซลล
ของทั้ง 2 ระดับความเขมขนในทุกสัปดาห พบวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ภาพที่ 10) 
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ภาพที่ 10 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชันของก
    นํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต แล
    เปนเวลา 4 สัปดาห 

   ns: ไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับ p≤
    คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันใ
    นัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวย
            
 
 
 

 after สัปดาห

 

ลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร NDM เติม
ะนํ้ามะพราวความเขมขนตาง ๆ หลังวางเลี้ยง 

0.05 
นแตละแทงมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
วิธี DMRT  
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 ก ข 
 
ภาพที่ 11 ลักษณะตะกอนเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตร NDM เติม   
    นํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 20 วัน  
            (บาร=1 เซนติเมตร) 
             ก เติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต     
             ข เติมนํ้ามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต 
 
 
 

2.4 ผลของชนิดและความเขมขนของนํ้าตาลตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล       
 ซัสเพนชันและโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 

 
  จากการนําปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร ยายเลี้ยงลงอาหารเหลว

สูตร NDM รวมกับการเติมนํ้าตาล 4 ชนิดคือ นํ้าตาลซูโครส กลูโคส แลคโตส และ ฟรุคโตส    
ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ทําการวัด
ปริมาตรตะกอนเซลลทุกสัปดาห พบวา สัปดาหที่ 1 อาหารเหลวสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครส
เขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงที่สุด เทากับ 1.03 มิลลิลิตร สวนสัปดาหที่ 2 3 
และ 4 อาหารเหลวเติมนํ้าตาลแลคโตส ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด ในสัปดาหที่ 4 นํ้าตาล
แลคโตสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนมากที่สุด คือ 2.75 มิลลิลิตร รองลงมาคือ
นํ้าตาลแลคโตสเขมขน 2 3 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหปริมาตร
ตะกอนเซลล คือ 2.67 2.53 และ 2.50 มิลลิลิตร ตามลําดับ แตกตางกันทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (ภาพที่ 12) เม่ือพิจารณาลักษณะตะกอนเซลลในแตละหนวยการทดลอง พบวา 
ลักษณะตะกอนเซลลในอาหารเหลวเติมนํ้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุคโตส มีสีเหลืองครีมและ
ตะกอนเซลลมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 13ก ข และ ค) ซ่ึงแตกตางกับลักษณะตะกอนเซลลในอาหาร
เหลวเติมนํ้าตาลแลคโตสมีลักษณะสีเขียวและตะกอนเซลลขนาดใหญ (ภาพที่ 13ง) เชนเดียวกบั
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ลักษณะตะกอนเซลลในชุดควบคุม (ภาพที่ 13จ) เม่ือเปรียบเทียบระดับความเขมขนของน้ําตาล
แตละชนิดพบวา น้ําตาลทุกชนิดที่ระดับความเขมขนต่ํา (1 2 และ 3 เปอรเซ็นต) ใหปริมาตร
ตะกอนเซลลสูงกวาน้ําตาลที่ระดับความเขมขนสูง (4 เปอรเซ็นต) 

 หลังจากเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันเปนเวลา 20 วัน ทําการนับจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอ
ในซัสเพนชันตอปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มิลลิลิตร ในแตละหนวยการทดลอง พบวา น้ําตาล
กลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใหจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันมากที่สุด คือ 15.77 
เอ็มบริโอ (ตารางที่ 4)  รองลงมาคือนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 4 เปอรเซ็นต และน้ําตาลซูโครส
เขมขน 1 เปอรเซ็นต ใหจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 14.78 และ 14.00 เอ็มบริโอ 
ตามลําดับ สวนชุดควบคุม (ปราศจากน้ําตาล) ใหจํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันนอย
ที่สุด คือ 4.67 เอ็มบริโอ โดยโซมาติคเอ็มบริโอมีลักษณะคอนขางกลม ขนาดใกลเคียงกัน และมี
สีน้ําตาลดําเขม (ภาพที่ 14) 
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  1  2  3  4     1  2  3  4     1  2  3  4    1   2  3  4    0  (%)     
     ซูโครส          กลูโคส       ฟรุคโตส      แลคโตส   ควบคุม      

1  2  3  4   1  2  3 4    1  2  3
           ซูโครส       กลูโคส     ฟรุคโต
                                     

สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 
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  3  4     1  2  3  4    0  (%) 
ุคโตส       แลคโตส   ควบคุม 
3
0

4

 

  1  2  3  4      1  2  3  4     1  2  3  4     1   2  3  4     0  (%)  
     ซูโครส          กลูโคส        ฟรุคโตส       แลคโตส   ควบคุม    

1  2  3  4     1  2  3  4     1  2
           ซูโครส        กลูโคส        ฟร
ี่ 12 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดงในอาหารเหลว สูตร NDM เติม
   นํ้าตาลชนิดและความเขมขนตาง ๆ หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 4 สัปดาห 
   คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันในแตละแทงมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
   นัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT ที่ระดับ p≤0.05  



                                                                                                                  33 
                                                                                                                                                      

 

 

 
 

ก 

ค 

จ 

ข 

ง 

 
ภาพที่ 13 ลักษณะตะกอนเซลลซัสเพนชนักลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสตูร NDM เติมนํ้า 
             มะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต รวมกับการเติมนํ้าตาลชนิดตาง ๆ หลังวางเลี้ยง เปน
          เวลา 15 วัน (บาร=1 เซนติเมตร)       
  ก ปราศจากการเติมนํ้าตาล (ควบคุม) 
  ข นํ้าตาลซูโครส 1 เปอรเซ็นต 
  ค นํ้าตาลกลูโคส 1 เปอรเซ็นต 
  ง นํ้าตาลฟรุคโตส 1 เปอรเซ็นต 

จ นํ้าตาลแลคโตส 1 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4 ผลของน้ําตาลซูโครส กลูโคส ฟรุคโตส และแลคโตส ความเขมขนตาง ๆ ตอจํานวน
           โซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร NDM หลังวาง
      เลี้ยง เปนเวลา 20 วัน            
         

จํานวนโซมาติคเอ็มบริโอในเซลลซัสเพนชัน ชนิดของน้ําตาล 
ระดับความเขมขน 

(%) เอ็มบริโอตอปริมาตรตะกอนเซลล 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 

** แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญย่ิง ที่ระดับ p≤0.01 
 คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบ
 คาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
 

 



                                                                                                                  35 
                                                                                                                                                      

 

 
 
ภาพที่ 14 โซมาติคเอ็มบริโอในซัสเพนชันกลวยไมชางแดง ในอาหารเหลวสูตร NDM เติม
 นํ้าตาลกลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต และนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต หลังวาง
 เลี้ยง เปนเวลา 20 วัน (บาร=0.6 ไมโครเมตร) 
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3. ศึกษาการพัฒนาเปนพชืตนใหมจากการเพาะเลีย้งเซลลซัสเพนชัน 
 

3.1 ผลของสูตรอาหารและผงถานตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากเซลลซสัเพนชัน 
 

 จากการนําโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุก-แกสีเขียว อายุประมาณ 1-2 เดือน มา
วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง 4 สูตรคือ อาหารสูตร VW NDM MS และ ½ MS รวมกับการเติมและ 
ไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มีแสง เปนเวลา 2 เดือน พบวา อาหารแข็ง
ทุกสูตร สงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันได 100 เปอรเซ็นต 
ยกเวน อาหารสูตร MS ปราศจากการเติมผงถาน ใหการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดต่ําที่สุด คือ 33 
เปอรเซ็นต  

เม่ือเปรียบเทียบจํานวน PLBs ที่มีการพัฒนา พบวา อาหารสูตร NDM รวมกับการเติม
ผงถานสงเสริม PLBs ใหมีการพัฒนายอดและใบเล็ก 1-2 ใบ มากที่สุด คือ 91.83 และ 15.67 
PLBs ตามลําดับ (ตารางที่ 5) รองลงมาคืออาหารแข็งสูตร ½ MS ไมเติมผงถาน  อาหารสูตร 
NDM เติมและไมเติมผงถาน  อาหารสูตร MS เติมผงถาน  อาหารสูตร VW เติมและไมเติม      
ผงถาน ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบการเติมและไมเติมผงถาน ในอาหารแตละสูตร พบวา 
อาหารสูตรเดียวกันเติมผงถาน สงเสริมการเกิดจํานวน PLBs ที่เริ่มปรากฏยอดและ PLBs ที่
ปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ มากกวาสูตรอาหารไมเติมผงถาน  PLBs ที่ไดมีลักษณะสีเขียวเขมกวา 
PLBs ที่เลี้ยงบนอาหารปราศจากการเติมผงถาน (ภาพที่ 15ก-ซ) นอกจากนี้ทําการศึกษา
จํานวน PLBs ที่ตายพบวา อาหารสูตร ½ MS เติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต มีจํานวน PLBs ที่
ตายนอยที่สุด (4.33 PLBs) เม่ือเปรียบเทียบกับจํานวน PLBs ทั้งหมดที่มีการพัฒนา จึงถือวามี
จํานวน PLBs ที่ตายนอยที่สุด รองลงมาคือ อาหารสูตร ½ MS ปราศจากการเติมผงถาน NDM 
เติมผงถาน มีจํานวนการตายของ PLBs 4.50 และ 4.83 PLBs ตามลําดับ (ตารางที่ 5) สวน
อาหารสูตร MS ไมเติมผงถานใหจํานวน PLBs ที่ตายสูงสุด มากกวา 100 PLBs กลาวไดวา
อาหารเติมผงถานใหจํานวน PLBs ที่ตายนอยกวาอาหารปราศจากการเติมผงถาน นอกจากนี้
พบวา PLBs บนอาหารสูตร NDM ทั้งเติมและไมเติมผงถาน มีลักษณะสีเขียวซีด จนกลายเปนสี
น้ําตาล และมีจํานวนที่ตายเพิ่มมากขึ้น หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 2-3 เดือน (ภาพที่16)    

ระยะการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง 
เร่ิมจาก PLBs ระยะกลมและเร่ิมมีการสรางขนรากหลังจากการวางเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 1-2 
สัปดาห จากนั้นมีการพัฒนาของ PLBs ระยะเริ่มสรางยอด (ภาพที่ 17ก) และเขาสูการพัฒนา
ของ PLBs ระยะใบเล็ก 1-2 ใบ ในชวง 3-4 สัปดาห หลังจากการวางเลี้ยง (ภาพที่ 17ข และ ค) 
และเริ่มมีการสรางราก หลังอายุประมาณ 3 เดือน (ภาพที่ 17ง) 
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ตารางที่ 5 ผลของสูตรอาหารและผงถานตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากเซลลซัสเพนชันของ   
             กลวยไมชางแดง หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 2 เดือน    
            

จํานวน PLBs 
สูตรอาหาร ผงถาน เปอรเซ็นตการ

เกิด PLBs เริ่มปรากฏ
ยอด 

เริ่มปรากฏใบ
เล็กๆ 1-2 ใบ 

จํานวน PLBs   
ที่ตาย (PLBs) 

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

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

** มีความแตกตางทางสถติิอยางมีนัยสําคัญย่ิง ที่ระดับ p≤0.01 
คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรตางกันในคอลัมนแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  
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ภาพที่ 15 การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากก
               หลังจากวางเลีย้งเปนเวลา 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

 

 

 

 

ารเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวย
ือน (บาร=1 เซนติเมตร)                  
ติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอร
เติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอร
ิมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเ

S เติมและไมเติมผงถานเขมขน 0.2 เป
ข

 
ค
 ง
 
ฉ
  
ช
 ซ
จ

ไมชางแดง 
    
เซ็นต 
เซ็นต 
ซ็นต 
อรเซ็นต  
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ภาพที่ 16 PLBs กลวยไมชางแดง บนอาหารสูตร NDM ปราศจากการเติมผงถาน หลังจากวาง
    เลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน (บาร=1 เซนติเมตร) 
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ก 

ค 

ข 

ง 
   

ภาพที่ 17 การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง   
 ก PLB ระยะกลมและเริ่มสรางขนราก หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1-2 สัปดาห  
        (บาร = 1.5 มิลลิเมตร) 
 ข PLB ระยะเริ่มสรางยอด หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3-4 สัปดาห (บาร = 2 มิลลิเมตร) 
 ค PLB ระยะปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3-4 สัปดาห  
        (บาร = 1 มิลลิเมตร) 
 ง PLB ระยะเริ่มปรากฏราก เพาะเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 2-3 เดือน  
        (บาร = 1 มิลลิเมตร) 
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3.2 ลักษณะทางสัณฐานของพืชตนใหม 
 
  ลักษณะทางสัณฐานของพืชตนใหมอายุประมาณ 1 ป ที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
เซลลซัสเพนชันในกลวยไมชางแดง พบวา พืชตนใหมที่ไดไมมีลักษณะที่ผิดปกติใด ๆ ทั้งใน
สวนของใบ ลําตน และราก (ภาพที่ 18) กลาวไดวา ไมมีความแปรปรวนของลักษณะทาง
สัณฐาน   
 

 

 
 

ภาพที่ 18 พืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง อายุประมาณ 1 ป 
    วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต           
    นํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต และผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 

  แคลลัสเปนเครื่องมือที่สําคัญของนักปรับปรุงพันธุ พืชดวยวิธีการทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ ในกรณีของการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันน้ันตองผานกระบวนการชักนํา
แคลลัสที่มีคุณภาพและการเจริญที่ดี (สมปอง, 2550) การวิจัยครั้งน้ีศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ที่มีผล
ตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดง ไดแก สูตรอาหาร ผงถาน และสภาวะที่วางเลี้ยง 
พบวา การเพิ่มปริมาณแคลลัสกลวยไมชางแดง เปนไปไดดีหลังจากวางเลี้ยงแคลลัสบนอาหาร
แข็งสูตร VW ใหอัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนสูงสุด 100 เปอรเซ็นต  แคลลัสที่ไดมีลักษณะ
เปน friable callus ซ่ึงเปนลักษณะของแคลลัสที่มีคุณภาพเหมาะสําหรับนํามาชักนําเซลล      
ซัสเพนชัน นอกจากนี้พบวา อาหารสูตร NDM สงเสริมใหชิ้นสวนแคลลัสที่วางเลี้ยงมีการพัฒนา
เปน PLB หลังจาการวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน ในสวนที่วางเลี้ยงในที่มืดใหการพัฒนาของยอด 
สวนในที่มีแสงเริ่มมีการพัฒนาของ PLB สีเขียว พรอมที่จะมีการพัฒนาเปนพืชตนใหม เม่ือ
พิจารณาองคประกอบของอาหารสูตร NDM น้ันจะเห็นวา มีฟอสเฟตในอาหารปริมาณสูงกวาใน
อาหารสูตร VW และ MS นอกเหนือจากสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช อาหารบางชนิดจะ
มีผลตอการเกิดลักษณะรูปรางของเนื้อเยื่อพืช เชน หากมีฟอสเฟตในอาหารปริมาณสูงสามารถ
สงเสริมการเกิดยอดไดดีกวาสูตรอาหารที่มีฟอสเฟตในปริมาณต่ํา (สถาบันวิจัยและฝกอบรม
การเกษตรลําปาง, 2551)  

 สภาวะที่วางเลี้ยงมีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัสกลวยไมชางแดงเชนกัน  
แคลลัสที่วางเลี้ยงในที่มืดสงเสริมการเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดีกวาแคลลัสที่วางเลี้ยงในที่มีแสง 
พืชแตละชนิดมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแคลลัสแตกตางกันออกไป พืชบาง
ชนิดใหการเจริญเติบโตของแคลลัสไดดีในสภาพที่มืด หากเลี้ยงในที่มีแสงความสามารถในการ
สรางแคลลัสลดลง และสงผลใหแคลลัสมีคุณภาพดอยลงดวย ทั้งน้ีเพราะชิ้นสวนที่เพาะเลี้ยงมี
การปลดปลอยสารประกอบฟโนลออกมาจํานวนมาก การเพาะเลี้ยงในที่มีแสงชวยสงเสริม
กระบวนการสรางสารดังกลาวใหเพ่ิมมากขึ้น (สมปอง, 2550) สอดคลองกับ Chen และ Chang 
(2000) ไดรายงานความสําเร็จในการชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสของกลวยไมออนซิเดียม โดย
การวางเลี้ยงในที่มืด เปนเวลา 2 เดือน สามารถสงเสริมการชักนําและเพ่ิมปริมาณแคลลัสไดดี  
Ekiz และ Konzak (1997) รายงานการชักนําแคลลัสของ bread wheat จากอับเรณู  พบวา  
การวางเลี้ยงในที่มืด สามารถชักนําแคลลัสไดดีกวาการวางเลี้ยงในที่มีแสง  
   
 

2 
4
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  การเพาะเลี้ยงแคลลัสในกลวยไมหลายชนิดมีการเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตลงในอาหารเพาะเลี้ยง เพ่ือชักนําและสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส อยางเชน 
Lee และ Lee (2003) รายงานวาการเพาะเลี้ยงแคลลัสของกลวยไม Cypripedium formosanum 
สามารถชักนําและเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดี เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS รวมกับการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต คือ 2,4-D เขมขน 4.52 ไมโครโมลาร และ TDZ เขมขน 4.54          
ไมโครโมลาร หรือแมแตในกลวยไมฟาแลนอปซิส (Chen et al., 2000) และกลวยไมซิมบิเดียม 
(Huan   et al., 2004) ในขณะที่กลวยไมชางแดงที่ทําการศึกษาครั้งน้ี สามารถทําการเพาะเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณแคลลัสไดดี โดยปราศจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตลงในอาหาร เปนการ
ชวยลดขั้นตอนในการเตรียมสารและลดตนทุนในการผลิต   

  สวนการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันของกลวยไมชางแดง พบวา สูตรอาหารเปน
ปจจัยอยางหนึ่งที่มีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยง อาหารเหลวสูตร NDM เปนสูตร
อาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงดีที่สุด สงเสริมการชัก
นําและเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด คือ 1.11 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 4 ตะกอนเซลลมีลักษณะ
สีเหลืองและมีขนาดคอนขางเล็ก Tokuhara และ Mill (1993) รายงานวาอาหารเหลวสูตร NDM 
เปนสูตรอาหารที่ประกอบดวย ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง และสารประกอบอินทรียตาง ๆ 
ดัดแปลงมาจากสูตรอาหารอ่ืน เพ่ือใหมีความเหมาะสําหรับการเพาะเลี้ยงกลวยไมโดยทั่ว ๆ ไป
และประสบความสําเร็จในการชักนําและเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมฟาแลนอปซิสใน
อาหารเหลวสูตร NDM (Tokuhara and Mill, 2001)  
  เม่ือศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง พบวา 
รูปแบบของการเจริญเติบโตมีความคลายคลึงกับการเจริญเติบโตของพืชทั่ว ๆ ไป คือมีลักษณะ
เปน sigmoid curve ระยะ lag phase อยูระหวาง 4-12 วัน ของการเลี้ยง เปนระยะเริ่มแรกของ
การเลี้ยง ระยะนี้เซลลเพ่ิงเขาสูชวงแรกของวงจรการแบงเซลล ระยะ log phase อยูระหวาง  
12- 28 วัน ของการเลี้ยง เปนระยะที่มีการเพิ่มจํานวนเซลลเปนแบบเสนตรง ระยะนี้มีการสราง
ผนังเซลลและสะสมแปงจากคารโบไฮเดรตที่สรางกอนหนานี้ และเซลลอยูในระยะ stationary 
phase ที่อายุมากกวา 28 วันหลังจากยายเลี้ยง เปนระยะที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงในดานการ
เจริญของเซลล มีการปลดปลอยสารชีวเคมีออกมาจํานวนมากจนอาจทําใหเซลลตาย สงผลให
ปริมาตรตะกอนเซลลลดลงได การเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันมีความคลายคลึงกับการ
เจริญเติบโตของแคลลัส แตการเจริญเติบโตของแคลลัสชากวา ทั้งน้ีเน่ืองมาจากวงจรการแบง
เซลลที่ชากวานั่นเอง (สมปอง, 2550) รูปแบบอัตราการเจริญเติบโตของกลวยไมชางแดง เปน
การรายงานครั้งแรก ในสวนของกลวยไมชนิดอ่ืน ยังไมมีการรายงาน การศึกษารูปแบบการ
เจริญเติบโต สามารถนําไปประยุกตใชเพ่ือประโยชนสําหรับการศึกษาทางดานอ่ืนตอไป เชน 
ระยะเวลาที่เหมาะสมตอการยายเลี้ยง อายุเซลลที่เหมาะตอการแยกโปรโตพลาสเพื่อปรับปรุง
พันธุ หรือการศึกษาองคประกอบภายในเซลลในชวงอายุตาง ๆ เปนตน 
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  นอกจากนี้พบวา น้ํามะพราวซึ่งจัดเปนสารประกอบเชิงซอน ที่นิยมนํามาเติมใน
อาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อกลวยไมในหลอดทดลอง ในการศึกษาครั้งน้ีพบวาระดับความ
เขมขนที่เพ่ิมขึ้น ตั้งแตระดับ 0-20 เปอรเซ็นต สงเสริมใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมสูงขึ้น
ตามลําดับและลดลงที่ระดับความเขมขน 30 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต ให
ปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.12 มิลลิลิตร รองลงมาคือนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต ให
ปริมาตรตะกอนเซลล 2.05 มิลลิลิตร ซึ่งไมมีความแตกตางทางสถิติ อีกทั้งตะกอนเซลลใน
อาหารเติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต มีลักษณะสีเหลืองครีมและขนาดเล็กกวาตะกอน
เซลลในอาหารเติมนํ้ามะพราวเขมขน 20 เปอรเซ็นต จึงเลือกใชน้ํามะพราวความเขมขน 15 
เปอรเซ็นต ในสูตรอาหารสําหรับการทดลองถัดไป สอดคลองกับ มัลลิกา และพิมพใจ (2548) 
ซึ่งรายงานวา น้ํามะพราวสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตถึงเพียงแคระดับความเขมขนหน่ึง 
และหากเพิ่มความเขมขนของน้ํามะพราวขึ้นไปอีกการเจริญเติบโตกลับลดลง นอกจากนี้         
ศิริวารินทร และอารักษ (2549) รายงานวาอาหารที่เติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต 
สงเสริมการงอกของเมล็ดกลวยไมพญาฉัททันตไดดีและการเจริญเขาสูระยะพัฒนาการตาง ๆ 
ของโพรโทคอรมไดดี  Li และคณะ (2001) รายงานวาอาหารเติมนํ้ามะพราวเขมขน 15 
เปอรเซ็นต ใหจํานวนยอดและรากของกลวยไมรองเทานารีไดดีที่สุด สวนอาหารที่มีน้ํามะพราว
สูงกวา 15 เปอรเซ็นต สงผลใหตนมีการเจริญเติบโตลดลง    
  สําหรับผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่เติมลงในอาหารเปนปจจัยที่
สําคัญอีกอยางหนึ่ง การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงในอาหารเหลวสูตร NDM 
รวมกับการเติมนํ้าตาลแลกโตสเขมขน 1 เปอรเซ็นต สงเสริมปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด คือ 
2.75 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 4 แตตะกอนเซลลมีสีเขียวและเปนกอนขนาดใหญ พรอมที่จะพัฒนา
เปนพืชตนใหม (เชนเดียวกับทรีตเมนตควบคุม) ซึ่งไมเหมาะที่จะนํามาเพาะเลี้ยงเซลล         
ซัสเพนชันเพ่ือเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล สวนน้ําตาลชนิดอ่ืนพบวาน้ําตาลซูโครสเขมขน 1 
เปอรเซ็นต ใหการเพิ่มปริมาตรตะกอนสูงกวาน้ําตาลชนิดอ่ืน (น้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส และ   
ชุดควบคุม) คือ 2.2 และ 2.5 มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 3 และ 4 ตามลําดับ ทั้งน้ีลักษณะตะกอน
เซลลมีสีเหลืองและขนาดเล็ก ซึ่งเหมาะที่จะนํามาเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง 
เม่ือพิจารณาจํานวนเอ็มบริโอในเซลลซัสเพนชัน พบวา น้ําตาลกลูโคสเขมขน 3 เปอรเซ็นต ให
จํานวนเอ็มบริโอในซัสเพนชันสูงสุดเทากับ 15.77 และเม่ือเปรียบเทียบกับนํ้าตาลซูโครส 1 
เปอรเซ็นต ใหจํานวนเอ็มบริโอในซัสเพนชัน 14.00 เอ็มบริโอ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  
สอดคลองกับ Vasudevan และ Ganapathi (1999) ศึกษาการชักนําการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
ในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน ของถั่วมะแฮะ (Cajanus cajan) โดยการเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตร MS เติมนํ้าตาลชนิดตาง ๆ รวมกับ 2,4-D เขมขน 4.52 ไมโครโมลาร พบวา ระดับความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคสและ ฟรุคโตสที่เพ่ิมสูงขึ้น สงผลใหการเกิดโซมาติคเอ็มบริโอเพ่ิมขึ้น 
สําหรับฟรุคโตสนั้น  พบวา  เ ม่ือระดับความเขมขนสู งมากขึ้น  ส งผลยับยั้ งการเกิด                 
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โซมาติคเอ็มบริโอ สวนน้ําตาลโมเลกุลคูอยางซูโครสและมอลโตส ใหผลการตอบสนองดีที่สุด    
ที่ระดับความเขมขน 87.64 มิลลิโมลาร ในกรณีของนํ้าตาลมอลโตสสามารถชักนําการเกิด     
โซมาติคเอ็มบริโอคอนขางต่ํา ในขณะที่ Yong และ So (2007) รายงานวาน้ําตาลซูโครส มี
ประสิทธิภาพสําหรับการชักนําโซมาติคเอ็มบริโอของ Magnolia obovata มากกวาน้ําตาล
กลูโคส ทั้งน้ีอาจเนื่องจากพืชแตละชนิดมีการตอบสนองตอชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่
แตกตางกัน จึงควรมีการศึกษาถึงความเหมาะสมของน้ําตาลตอการเจริญเติบโตในพืชแตละชนดิ 
เพ่ือสามารถนํามาประยุกตใชใหเกิดประสิทธิภาพสูงสุด จากการศึกษาในครั้งน้ีเลือกใชน้ําตาล
ซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต เพ่ือเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลสําหรับการเพิ่มปริมาณเพื่อใชในการ
ขยายพันธุตอไป น้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลที่เลือกใชในการศึกษามากที่สุด ทั้งมีความสามารถใน
การเปลี่ยนรูปไดงายและเนื่องจากน้ําตาลซูโครสไมมีคุณสมบัติเปน non-reducing ในธรรมชาติ 
จึงมีความตานทานตอการทําลายจากเอ็นไซม สวนระดับความเขมขนของน้ําตาลแตละชนิด 
พบวา น้ําตาลความเขมขนต่ํา ๆ สงเสริมการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลไดดีกวาความเขมขนทีส่งู 
เชนเดียวกับ มัลลิกา และพิมพใจ (2548) รายงานความสําเร็จในการขยายพันธุกลวยไมดินทาว
คูลูดอกเล็ก โดยวางเลี้ยงตนกลาในอาหาร VW ดัดแปลงเติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
รวมกับนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต ใหการเจริญเติบโตโดยรวมดีที่สุดและกลาววาอาหารที่มี
ความเขมขนของน้ําตาลสูงทําใหพืชไมสามารถดูดอาหารไปใชไดอยางเต็มที่ ซึ่งนาจะเปนผลมา
จากแรงดันออสโมติก   สกุลรัตน และสมปอง (2550) รายงานการเพาะเลี้ยงโพรโทคอรมของ
กลวยไมเหลืองจันทบูรในอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ TDZ 
เขมขน 2 มิลลิลิตรตอลิตร รวมกับการเติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต วาสงเสริมการ
สรางโพรโทคอรมสูงสุด 51.21 เปอรเซ็นต     

  การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากเซลลซัสเพนชัน พบวาการวางเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร ½ MS เติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต สามารถสงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีที่สุด 
100 เปอรเซ็นต ใหจํานวน PLBs ระยะเริ่มปรากฏยอดและระยะปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ เทากับ 
45.50 และ 15.67 ตามลําดับ ทั้งนี้เน่ืองจากอาหารสูตร ½ MS เปนสูตรอาหารที่ลดองคประกอบ
ลงครึ่งหนึ่งจากสูตรปกติ (MS) ทําใหชิ้นสวนพืชเกิดสภาวะเครียดจากปริมาณธาตุอาหารที่ลด
นอยลงและกระตุนการพัฒนาเปนพืชตนใหม เพ่ือที่จะสามารถสรางอาหารไดเอง สอดคลองกับ 
Kishor และคณะ (2006) ไดรายงานการศึกษาการนําตนกลาของกลวยไมลูกผสม Ascocenda 
‘Kangla’ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS วาใหการพัฒนาของตนกลาดีที่สุด ตนกลามีความสูง
ของยอด 2.5 ซม. จํานวนใบและรากเทากับ 4 และ 3.4 ตามลําดับ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
150 วัน   Sung และคณะ (2007) รายงานวาเซลลซัสเพนชันของ Ranunculus kazusensis 
สามารถเจริญพัฒนาเปนพืชตนไมได เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรพื้นฐานที่ลดความเขมขน
ขององคประกอบลงครึ่งหน่ึง  ในขณะที่ Van Le และคณะ (1999) รายงานความสําเร็จในการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมของ Rhynchostylis gigantea จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดแบบ 
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thin cell layers บนอาหารสูตร MS รวมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ซึ่งเปนกลวยไม
สกุลชาง เชนเดียวกับกลวยไมชางแดง แตมีการตอบสนองตอสูตรอาหารตางกัน อาจเกิดจาก
การใชชิ้นสวนเริ่มตนในการวางเลี้ยงที่แตกตางกัน  

  ผงถานเปนอีกปจจัยหน่ึงที่มีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมของกลวยไม 
ภายในอนุภาคของผงถานมีชองวางที่ละเอียดมาก มีพ้ืนที่ผิวในชองวางสูง ผงถานจึงมี
ความสามารถในการดูดซับสารบางตัวออกจากอาหารไดและใชผงถานในการดูดซับสารพิษ เชน 
สารประกอบฟนอล เอทิลีน ทําใหปริมาณสารดังกลาวในอาหารลดลง นอกจากนี้ยังมี การดูดซับ
ฮอรโมนบางสวน ชวยปรับสมดุลใหเหมาะสมตอพัฒนาการเปนพืชตนใหม ผงถานยังสงเสริม
การสรางราก โดยสรางสภาวะมืด และทําใหรากเจริญเติบโตไดดี ผงถานจึงสําคัญตอการพัฒนา
เปนตนใหม (สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2551) นอกจากนี้ผงถานกัมมันตที่เติม
ลงไปในอาหารไมมีผลตอการแตกตัวของน้ําตาลซูโครสในระหวางที่มีการนึ่งฆาเชื้ออาหาร 
เพราะหากเกิดการแตกตัวของน้ําตาลซูโครสไปเปนน้ําตาลฟรุคโตสและกลูโคส น้ําตาลฟรุคโตส
ที่เกิดขึ้นอาจจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของพืชบางชนิดได (Wann et al., 1997 อางโดย สมพร 
และนัยนา, 2547) สอดคลองกับ Oh และคณะ (2008) ซึ่งประสบความสําเร็จในการกระตุนการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนนิคซัสเพนชัน ใน watershield (Brasenia 
schreberi) โดยวางเลี้ยงกลุมเซลล ในอาหารสูตร ½ MS รวมกับการเติมผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต 
ใหจํานวนการพัฒนาเปนพืชตนใหมเพิ่มขึ้น 1.9-2.3 เทา เม่ือเทียบกับสูตรอาหารชุดควบคุมและ
ปราศจากการเติมผงถาน นอกจากนี้ยังพบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวสวนใหญ เชน กลวย (Said and 
Elbanna, 2003) และกลวยไม (สมพร และนัยนา, 2547) ใหการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีเม่ือ
ใชผงถาน อยางไรก็ตาม ความเขมขนที่ใชแตกตางกันออกไป ขึ้นกับชนิดของพืช บางพืช
ตอบสนองตอผงถานในระดับความเขมขนต่ํา เชน Said และ Elbanna (2003) ประสบ
ความสําเร็จในการกระตุนการพัฒนาเปนพืชตนใหมของกลวย (Musa spp.) จากการเพาะเลี้ยง
เซลลซัสเพนชัน โดยการเติมผงถานกัมมันตเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS  รวมกับ
การเติม IAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการพัฒนาเปนพืชตนใหมดีที่สุด 90 เปอรเซ็นต สวน
บางพืชตอบสนองตอผงถานในระดับความเขมขนสูง เชน สมพร และนัยนา (2547) ไดรายงาน
การเติมผงถานกัมมันต 0.3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร  VW สงเสริมการเจริญเติบโตของตนกลา
กลวยไมหวายเหลืองจันทบูรไดดีที่สุด ใหคาเฉลี่ยจํานวนใบจํานวนราก ความสูงและน้ําหนักสด
เพ่ิมขึ้นเปน 5.00 ใบตอตน 12.83 รากตอตน ความสูง 3.29 เซนติเมตรตอตน และนํ้าหนักสด 
0.40 กรัมตอตน ตามลําดับ ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากพืชแตละชนิดมีการตอบสนองตอระดับ
ความเขมขนของผงถานที่แตกตางกัน  
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บทที่ 5 
 

สรุป 
 

  การวางเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสกลวยไมชางแดงบนอาหารแข็งสูตร VW เติมผง
ถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงในที่มืด เปนเวลา 1 เดือน สงเสริมการเพ่ิมปริมาณแคลลัส
ไดสูงสุด ใหน้ําหนักสดแคลลัส 0.40 กรัม 
  การวางเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสในอาหารเหลวสูตร NDM เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 
2 เปอรเซ็นต รวมกับนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอ
นาที เหมาะสมตอการชักนําเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดงมากที่สุด ใหปริมาตรตะกอนเซลล 
1.11 มิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
  รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชันกลวยไมชางแดง เปนแบบ 
sigmoid curve ระยะ lag phase อยูชวงอายุ 4-12 วัน ของการเลี้ยง  ระยะ log phase อยูชวง
อายุ 12- 28 วัน ของการเลี้ยง และ ระยะ stationary phase อยูที่อายุ 28 วันขึ้นไปหลังจากยาย
เลี้ยง 
  การเติมน้ํามะพราวที่ระดับความเขมขน 15 เปอรเซ็นต ในอาหารเหลวสูตร 
NDM สามารถสงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดี  ใหลักษณะตะกอนเซลลที่มีคุณภาพดี 
และใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.05 มิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
  การเติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 1 เปอรเซ็นต ในอาหารเหลวสูตร NDM สามารถ
สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดี ใหลักษณะตะกอนเซลลที่มีคุณภาพดี และใหปริมาตร
ตะกอนเซลล 2.50 มิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
  การวางเลี้ยงชิ้นสวนโซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียว บนอาหารแข็งสูตร  
½ MS เติมนํ้าตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต น้ํามะพราวเขมขน 15 เปอรเซ็นต รวมกับการ
เติมผงถานเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 เดือน สงเสริมการพัฒนาเปนพืชตนใหมของ
กลวยไมชางแดงจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชันไดสูงสุด ใหจํานวน PLBs ระยะเริ่มปรากฏ
ยอดและระยะปรากฏใบเล็ก 1-2 ใบ มากที่สุด เทากับ 91.83 และ 15.67 ตามลําดับ 
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ภาคผนวกที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาหารแข็งสูตร VW + น้ําตาลซูโครส 2% 
น้ํามะพราว 15% + ผงถาน 0.2% 

วางเล้ียงในท่ีมืด อุณหภูมิ 26±4 ºC    
เปนเวลา 1 เดือน 

เพ่ิมปริมาณแคลลัส 0.40 กรัม 
นําแคลลัส น้ําหนักสด 0.5 กรัม 

อาหารเหลวสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

วางเล้ียงบนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 rpm    
ใหแสง 16 h/day อุณหภูมิ 26±4ºC  

ชักนําเซลลซสัเพนชัน 1.11 มล (PCV)  
นําปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มล 

เพ่ิมปริมาณตะกอนเซลลซสัเพนชัน 2.05 มล 

ยายเล้ียงทุก 2 สัปดาห 
อาหารเหลวสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

วางเล้ียงบนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 rpm    
ใหแสง 16 h/day อุณหภูมิ 26±4ºC  

อาหารเหลวสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

แคลลัสกลวยไมชางแดง อายุ 1 เดือน น้ําหนักสด 0.5 กรัม   

 
 
 
 
 
 
 
 

โซมาติคเอ็มบริโอระยะสุกแก-สีเขียว 
ปริมาตรตะกอนเซลล 0.5 มล 

อาหารแข็งสูตร NDM + น้ําตาล
ซูโครส 2% + น้ํามะพราว 15% 

วางเล้ียงในท่ีมีแสง 16 h/days อุณหภูมิ 
26±4ºC เปนเวลา 2 เดือน 

ชักนําการพัฒนาเปนพืชตนใหม  
ใหการเกิด PLBs 100% 

ข้ันตอนการขยายพันธุกลวยไมชางแดง จากการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ 
 โดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน 
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ภาคผนวกที่ 2 
องคประกอบของสูตรอาหาร  

ปริมาณสารที่ใช (มิลลิกรัมตอลิตร) 
องคประกอบ 

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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องคประกอบของสูตรอาหาร (ตอ) 
ปริมาณสารที่ใช (มิลลิกรัมตอลิตร) 

องคประกอบ 
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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