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���������������
�������� ����0-�6��. 6 �
9�
 �
��,���0�
� ��

:
/-�� VW (Vacin and Went, 1949) ��E��	�
�F����G ���� 20 ��:��I��	�� J�KI�
�:��:
�� 2 ��:�
�I��	�� �L����� 2 ��:��I��	�� /�6 2,4-D �I���:� TDZ ��E����������
�I��Q 
�
 3 �
9�
 ���I� 
2,4-D 1 �	��	��:��I��	�� �I���:� TDZ 0.1 �	��	��:��I��	�� �����KR:�
F�+,���	
/���:��
�
���E�0
 
(2.55 ± 1.21 �-����G7
��) /�6��,���0�
� ��
:
/-�� VW ��E��	� 2,4-D 1 �	��	��:��I��	�� �����K
R:�
F�+,���	
�����������
�
���E�0
 (45.41 ± 4.59 �-����G7
��) ,�:����
:�
���6������/���:��-T

���� 4 �
9�
 �
��,���0�
� ��
:
/-�� VW ��E��	�J�KI�
�:��:
�� 2 ��:��I��	�� �L����� 2 ��:��I�
�	�� /�6�������0�������	U��	���R
	
 NAA 0.1 �	��	��:��I��	�� /�6 TDZ 0.5 �	��	��:��I��	�� 
�I���:�
�F����G ���� 10 ��:��I��	�� ���I������K���������������������
�� (protocorm-like 
bodies; PLBs) �
�
���E�0
 (142.86 ± 84.52 �	��	��:��I�/���:���	E���
 8 �	��	��:�) /�6��9E�
F����-
�������������
�������6�������
��,���0�
� ��
:
/-�� MS (Murashige and Skoog, 1962) ��E��	�

�F����G ���� 20 ��:��I��	�� J�KI�
�:��:
�� 2 ��:��I��	�� J��0�
 6.8 ��:��I��	�� /�6�����,��
�
 20 ��:��I��	�� �����KR:�
F�����������������
��+,���	
�I�
��
�
������E�0
 (89.58 ± 45.47 
��
�I�����������������
����	E���
 10 �	��	��:�) �I�
���R:�
F�+,���	
��� ���I���,���0�
� ��

:
/-�� MS ��E��	������,���
 50 ��:��I��	�� �����KR:�
F�+,���	
����
�
���E�0
 (6.00 ± 2.65 

����I�����������������
����	E���
 10 �	��	��:�) ��I�����7�����
��E�
����������6�����������-
�����������
���
��,���0�
� ��
:
/-�� MS ��E��	������,���
 50 ��:��I��	�� �6���:�2.6
��� �.���E�0
�:���I�
��
/�6��� 
�����
����9E�3h�2�����
9����9E��	��� ���I� ��������������-
��
�����	U������G���
��

��������
/���:� /�6�����	
��
��E���	U�������������������-
��
���6���:�����	U-�����
/�6-������ 
�����
��������R9E���I������0I��
9����9E����	U��E���E������
�:�����F��������,��/�6
�F� (vascular strand) �6,�I����
/�6��� (shoot-root connection) ���
��� 
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ABSTRACT 
 

Seeds from 6-month-pods of Paphiopedilum niveum (Rchb.f.) Pfitz. were 
cultured on modified VW (Vacin and Went, 1949) solid medium and supplemented with 20 g/l 
sucrose, 2 g/l activated charcoal (AC), 2 g/l phytagel as well as various concentrations of 2,4-
dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) and thidiazuron (TDZ). The results showed that the highest 
percentage of callus induction (2.55 ± 1.21%) were obtained after three months of culture on a 
modified VW solid medium,  supplemented with the combination of 1 mg/l 2,4-D and 0.1 mg/l 
TDZ whereas the supplement with 1 mg/l 2,4-D alone provided the highest percentage of 
protocorms (45.41 ± 4.59%). After culturing for 4 months, the highest formation of callus-derived 
protocorm-like bodies (PLBs) (142.86 ± 84.52 mg per 8 mg of initial callus) were obtained from   
a modified VW solid medium containing 2 g/l AC, 2 g/l phytagel and a combination of plant 
growth regulators; 0.1 mg/l naphthalene acetic acid (NAA) and 0.5 mg/l TDZ and10 g/l sucrose. 
Then, these PLBs eventually formed the highest number of shoots (89.58 ± 45.47 shoots per 10 
mg of initial PLBs) on modified MS (Murashige and Skoog, 1962) solid medium supplemented 
with 20 g/l sucrose, 2 g/l AC, 6.8 g/l agar and 20 g/l homogenated banana. In addition, the PLBs 
gave the highest number of roots (6.00 ± 2.65 roots per 10 mg of initial PLBs) on the same 
medium containing 50 g/l homogenated banana. However, the most effective medium for the 
plantlet regeneration stage was a modified MS medium supplemented with 50 g/l homogenated 
banana because plantlets on this medium produced healthy shoots and roots. Histological 
observation proved that somatic embryos originated from the surface of the embryogenic callus. 
The PLB-derived plantlet had shoot and root poles. Moreover, these obtained plantlets exhibited 
the shoot-root connection of vascular strand.  
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 2,4-D  = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
 2iP   = 2-isopentyladenine 
 AC  = Activated charcoal 
 BA   = 6-benzyladenine 
 BAP  = 6-benzylamino purine 
 IAA   = Indole-3-acetic acid 
 IBA  = Indole-3-butyric acid 
 MS  = Murashige and Skoog (1962) 
 mod. MS = Modified Murashige and Skoog  
 mod. VW = Modified Vacin and Went  
 NAA   = 1-naphthaleneacetic acid 
 PVPP  = Polyvinylpolypyrrolidone 
 TDZ  = Thidia zuron  
 TPF   = 1,3,5-triphenylformazan 
 TTC  = 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride 
 VW  = Vacin and Went (1949) 
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 กลวยไมจัดเปนไมดอกไมประดับที่สําคัญ ซ่ึงมีมูลคาทางเศรษฐกิจสูงชนิดหนึ่ง
ของประเทศไทย โดยพิจารณาไดจากมูลคาการสงออกในป พ.ศ. 2550 ของดอกกลวยไมคิดเปน
มูลคา 2,545 ลานบาท และมูลคาการสงออกตนกลวยไมในปเดียวกัน คิดเปนมูลคา 400 ลานบาท
(กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2550) ประเทศไทยเปนผูสงออกกลวยไมรายใหญที่สุดของโลก
นอกจากนี้การสงออกกลวยไมทั้งตนและดอกของประเทศไทยมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตามลําดับ    
เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑจากไมดอกไมประดับอื่นๆ เนื่องจากประเทศไทยเปนแหลงกําเนิด     
ที่สําคัญของกลวยไมหลากหลายชนิด จากการสํารวจพบกลวยไมที่มีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย    
รวมทั้งสิ้น174 สกุล จําแนกเปนชนิดไดประมาณ 1,154 ชนิด (สลิลและนฤมล, 2549) โดยสามารถ
พบกลวยไมไดตามธรรมชาติเกือบทุกพื้นที่ปาของประเทศ  ทั้งชนิดที่ เปนกลวยไมอิงอาศัย 
(epiphytic orchid) กลวยไมอาศัยบนหิน (lithophytic orchid) และกลวยไมดิน (terrestrial orchid) 
ซ่ึงกลวยไมรองเทานารีขาวสตูล หรือรองเทานารีดอกขาว (Paphiopedilum niveum (Rchb.f.) Pfitz.) 
อยูในสกุล Paphiopedilum เปนกลวยไมดินที่สําคัญสกุลหนึ่ง มีถ่ินกําเนิดในประเทศไทย และมีเขต
การกระจายพันธุไปถึงประเทศมาเลเซีย แหลงที่พบคือ ภูเขาหินปูน ใกลชายฝงทะเลทางภาคใตของ
ประเทศไทย เชน จังหวัดสตูล ตรัง สุราษฎรธานี กระบี่ ฯลฯ กลวยไมรองเทานารีขาวสตูลจัดเปน
กลวยไมหายากและใกลจะสูญพันธุ จึงจัดเปนพืชอนุรักษในบัญชีที่ 1 ของอนุสัญญาวาดวยการคา
ระหวางประเทศซึ่งชนิดสัตวปาและพืชปาที่ใกลสูญพันธุ (CITES) ดังนั้นจึงจําเปนตองเพิ่มจํานวน
กลวยไมรองเทานารีขาวสตูลใหมีจํานวนมากขึ้น โดยใชวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซ่ึงเปนวิธีที่เหมาะ
สําหรับใชขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศของรองเทานารีขาวสตูล เนื่องจากสามารถผลิตตนที่ตรง   
สายพันธุไดปริมาณมาก (mass propagation) และรวดเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับการขยายพันธุแบบ
อาศัยเพศที่เกิดขึ้นโดยทั่วไปตามธรรมชาติ ซ่ึงมีอัตราการงอกและการอยูรอดต่ํามาก อีกทั้งตนที่ได
จากการเพาะเมล็ดจะทําใหเกิดลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางกัน (Ishii et al., 1998) นอกจากนี้
การผลิตในปริมาณมากยังชวยในการศึกษาเกี่ยวกับการถายยีน (genetic transformation) เนื่องจาก
ตนที่ไดทั้งหมดจะมีลักษณะทางพันธุกรรมที่เหมือนกัน อยางไรก็ตามปญหาที่สําคัญของวิธี        
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การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ เนื้อเยื่อแคลลัสจะเกิดการเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล (tissue browning) เนื่องจาก      
มีการสะสมของสารประกอบฟนอล (Hoque and Arima, 2002; Vatanpour-Azghandi et al., 2002) 
ซ่ึงเปนสารพิษที่มีผลตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืชและมีผลตอการเพิ่มจํานวนพืชดวยวิธี      
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Ozyigit et al., 2007) อันเปนสาเหตุทําใหความสามารถในการเจริญเติบโต
ของแคลลัสลดลง จนแคลลัสตายในที่สุด อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนแคลลัสของกลวยไม
รองเทานารีขาวสตูลบนอาหารวุนสูตรดัดแปลง VW (Vacin and Went, 1949) ที่เติมผงถานกัมมันต
ปริมาณ 0.2 เปอรเซ็นต สามารถชวยลดหรือยับยั้งการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสไมใหเปนสีน้ําตาลได 
(ปวีณา, 2550) เนื่องจากผงถานกัมมันตเปนวัสดุคารบอนที่มีเนื้อพรุน ทําใหมีพื้นที่ผิวมากประมาณ 
600 - 2,000 ตารางเมตรตอกรัม ซ่ึงผงถานกัมมันตจะดูดซับสารอินทรียที่มีขั้วปานกลาง นั่นคือ   
สารจําพวกอะโรมาติก ไดมากกวาสารอินทรียที่มีขั้วสูงหรือไมมีขั้ว ดังนั้นผงถานกัมมันตสามารถ
ดูดซับสารจําพวกอะโรมาติกไดดี เชน สารประกอบฟนอล (Pan and van Staden, 1998) เมื่อสามารถ
ควบคุมใหแคลลัสเจริญตอไปได โดยลดการเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลของแคลลัส จึงเปนประเด็น          
ที่จะศึกษาตอไป เพื่อตรวจสอบแผนการเจริญของกลวยไมรองเทานารีขาวสตูลจากแคลลัส และ  
การเจริญเติบโตจนไดตนที่สมบูรณ โดยศึกษาปจจัยที่ เหมาะสมตอการเกิดแคลลัส การเกิด          
โพรโทคอรมไลคบอดี้ และการเกิดตน 
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กลวยไมเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (Subclass Monocotyledoneae) จัดอยูในวงศกลวยไม 
(Family Orchidaceae) ซ่ึงเปนวงศที่ใหญที่สุดวงศหนึ่งของพืชดอก ประกอบดวยกลวยไมประมาณ 
25,000 ชนิดและมากกวา 800 สกุล (ครรชิต, 2550) รวมทั้งกลวยไมรองเทานารีที่พบทั่วโลกประมาณ 
5 สกุลและ 137 ชนิด ในภูมิภาคเอเชียเปนแหลงกําเนิดของ “กลวยไมรองเทานารี” หรือ “Lady’s 
slipper” ไมนอยกวา 55 ชนิด กระจายพันธุอยูตามธรรมชาติ สําหรับประเทศไทยพบกลวยไมรวม
ทั้งสิ้น 174 สกุล จําแนกเปนชนิดไดทั้งหมดประมาณ 1,154 ชนิด โดยพบกลวยไมสกุลรองเทานารี
ประมาณ 15 ชนิด (สลิลและนฤมล, 2549) 
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กลวยไมรองเทานารี มีช่ือสามัญวา Lady’s slipper จัดอยูในสกุล Paphiopedilum 
และมีช่ือพื้นเมืองอื่นๆ อีกหลายชื่อ เชน รองเทานาง รองเทาแตะนารี หรือ บุหงากะสุต ซ่ึงเปนภาษา
มาเลเซีย หมายถึง รองเทาของสตรี เนื่องจากลักษณะดอกที่มีกลีบงุมงอเปนกระเปาคลายรูปรองเทา
แตะของผูหญิง สวนกระเปา (labellum หรือ pouch) ของกลวยไมรองเทานารีมีรูปรางลักษณะและ
สีสันแตกตางกันไปตามชนิด (มาลินี, 2534) 

กลวยไมสกุล Paphiopedilum มีแหลงกําเนิดอยูในเขตรอนแถบเอเชีย ตั้งแตอินเดีย 
บังกลาเทศ พมา ประเทศไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และทางตะวันออกเฉียงใตของจีน 
(อุไร, 2541) จะพบขึ้นอยูในปาทั่วๆไป บางชนิดเกาะอาศัยอยูตามตนไม แตสวนใหญจะเปนพวก   
ที่ขึ้นอยูตามพื้นดิน หรือซอกหินที่มีใบไมทับถมกันอยู เจริญเติบโตในที่โปรง ไมชอบท่ีรกทึบ และ
เปนพวกที่ไมทิ้งใบ ใบมีสีเขียวตลอดป เมื่อจําแนกตามลักษณะการเจริญเติบโต พบวารองเทานารี
เปนกลวยไมประเภทแตกกอเชนเดียวกับกลวยไมสกุล Dendrobium สกุล Cattleya และสกุล 
Cymbidium (มาลินี, 2534) โดยเจริญเติบโตแบบแตกหนอใหมจากตาขางของตนเดิม เพื่อสราง     
ชอดอก ซ่ึงเปนลักษณะของกลวยไมประเภทฐานรวม (sympodium) (อุไร, 2541) 
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  � �̈Î�µ�˜�o�œ ส้ันมาก และไมมีลําลูกกลวย (pseudobulb) 
  �¦�µ�„ ออกจากโคนตน เปนกระจุกและมักจะแผกระจายในแนวราบมากกวา  
หยั่งลึกลงไป 
  �Ä�• มีรูปรางแตกตางกันไปทั้งรูปรี (elliptic) รูปขอบขนาน (oblong) รูปรีแกม
รูปขอบขนาน (oblong-elliptic) หรือรูปแถบ (linear) ออกสลับกันทั้งสองขาง จํานวน 2 - 7 ใบตอ
ตน บางชนิดใบตั้งขึ้น แตบางชนิดใบอาจแผขนานไปกับพื้นดิน แผนใบหนา เสนกลางใบพับเปน
รอง ปลายใบมน (obtuse) หรือแหลม (acute) มีทั้งสีเขียวและเปนมัน เปนลายตาราง หรือเปนลาย
คลายหินออน สีเขียวเขมสลับกับสีเขียวอมเทาทั่วทั้งใบ บริเวณใตใบมีสีเขียว บางชนิดมีสีมวงแดง 
หรือจุดเล็กๆ สีมวงแดงกระจายทั่วใบ โคนกาบใบอาจมีสีมวงเรื่อและมีขนเล็กๆ ปกคลุมตามขอบใบ 
(อุไร, 2541) 
  �—�°�„ ออกดอกบริเวณปลายยอด มีทั้งชนิดที่ออกเปนดอกเดี่ยวและเปนชอ 
(ไพบูลย, 2521) มีขนาดแตกตางกัน กานดอกอาจยาวหรือส้ัน มีสีเขียว สีมวงแดง หรือสีน้ําตาลแดง 
และมักมีขนปกคลุม กาบรองดอกมีลักษณะรูปไขหรือรูปหอกเรียวแหลม มีสีเขียว สีน้ําตาลแดง 
หรือสีมวงแดง และมีขนนุมปกคลุมเชนกัน โดยกาบรองดอกจะหอหุมรังไข (ovary) กลีบดอกหนา
เปนมัน ดานนอกมักมีขนปกคลุม สวนดานในมีสีสันสวยงาม (อุไร, 2541) แบงเปน 
  กลีบนอกหรือกลีบเลี้ยง (sepal) หอหุมกลีบดอกชั้นใน มีขนนุมปกคลุม
แบงเปน 3 กลีบ คือ กลีบดอกชั้นนอกกลีบบน (dorsal sepal) 1 กลีบ อยูสวนบนของดอก มักจะใหญ
สะดุดตา มีปลายกลีบแหลม อาจแผแบน ตั้งตรงหรืองุมมาทางดานหนา สวนกลีบนอกอีก 2 กลีบ  
จะอยูดานลางและมักเชื่อมติดกันเปนชิ้นเดียว เรียกวา กลีบนอกลาง (synsepalum) ปลายกลีบนอก
ลางมักจะแหลม ช้ีลงและมีลักษณะงุมนอยกวากลีบนอกบน (อุไร, 2541) 
  กลีบในหรือกลีบดอก (petal) กลีบในสองกลีบกางออกไปทั้งสอง
ขางของดอก มีขนาดและลักษณะเหมือนกัน อาจเปนแถบ เรียวยาว กลม หรือปอม แผแบน บิดเปน
คล่ืน หรืองุมงอ กลีบในอีกกลีบหนึ่ง ซ่ึงอยูดานลางของดอกมีลักษณะอิสระและชี้ลงทางดานลาง
หรือยื่นออกมาสูดานหนา โดยทั่วไปทั้งลักษณะและสีของกลีบนี้ผิดแปลกไปจากกลีบอื่นๆ
นอกจากนี้จะเปลี่ยนรูปเปนถุงหอยลงคลายหัวรองเทาของชาวดัตซ เรียกวา กระเปา หรือ ปาก (lip) 
(อุไร, 2541) 
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 ดอกของกลวยไมรองเทานารีเปนดอกสมบูรณเพศ โดยสวนของเกสรตัวผูและ
เกสรตัวเมียจะรวมกันอยูในสวนกลางของดอก เรียกวา เสาเกสร (column) ซ่ึงแตกตางจากกลวยไม
อ่ืนๆ คือ มีเกสรตัวผูที่สมบูรณ 2 ชุด (มาลินี, 2534) ลักษณะเปนกอนเหนียวสีเหลือง เกิดจากเรณู
(pollen) รวมตัวกันเปนกอน เรียกวา กลุมเรณู (pollinia) โดยติดอยูดานขางทั้งสองขางของเสาเกสร
ถัดลงมาบริเวณกึ่งกลางของเสาเกสรเปนยอดของเกสรตัวเมีย มีลักษณะคว่ําลง เปนเนิน 3 เนิน
ติดกัน ปลายเสาเกสรมีเกสรตัวผูที่ไมสมบูรณ เปลี่ยนรูปรางเปนแผนคลายรูปไตหรือรูปพระจันทร
เสี้ยว เรียกวา โล (staminode) (ภาพที่ 1) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
�£�µ�¡�š�¸�É 1 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของดอกกลวยไมรองเทานารี  
 
  �Ÿ�¨ เปนแบบผลแหงแตก (capsule) ซ่ึงเกิดจากการขยายตัวของรังไข หลังจาก
การปฏิสนธิ (fertilization) เมื่อแกจะมีสีน้ําตาลและแตกตามแนวยาว ภายในมีเมล็ดขนาดเล็กเหมือน
ฝุนผงและมีน้ําหนักนอย เนื่องจากไมมีเอนโดสเปรม (endosperm) จึงไมมีอาหารสะสมทําใหเมล็ด
สามารถปลิวไปตามลมไดงาย (อุไร, 2541) 
 
�…�o�°�¤�¼�¨�š�´�É�ª�Å�ž�…�°�Š�„�¨�o�ª�¥�Å�¤�o�¦�°�Š�Á�š�o�µ�œ�µ�¦�¸�…�µ�ª�­�˜�¼�  ̈ 
 

ช่ือวิทยาศาสตร Paphiopedilum niveum (Rchb.f.) Pfitz. (ภาพที่ 2) 

ds : dorsal sepal 
l : lip 
p : petal 
st : staminode 
vs : ventral sepal (synsepalum)  
 

ds 

p 

p st 

l 
vs 
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ช่ือสามัญ Lady’s slipper  
ช่ือพื้นเมือง รองเทานารีขาวสตูล รองเทานารีดอกขาว  
เขตการกระจายพันธุ มีถ่ินกําเนิดในประเทศไทยและกระจายพันธุไปถึง

ประเทศมาเลเซีย ซ่ึงพบบริเวณที่มีความสูงจากระดับน้ําทะเลประมาณ 200 เมตร (อุไร, 2541) 
แหลงที่พบในประเทศไทย ภูเขาหินปูน ใกลชายฝงทะเลทางภาคใตของ

ประเทศ เชน จังหวัดสตูล ตรัง สุราษฎรธานี และกระบี่ (จักรพันธและกันย, 2551) 
ฤดูออกดอก มีนาคม - กรกฎาคม 

 
�…�o�°�¤�¼�¨�š�µ�Š�°�œ�»�„�¦�¤�ª�·�›�µ�œ 
 

Kingdom : Plantae 
Division : Magnoliophyta 

Class : Liliopsida 
Order : Asparagales 

Family : Orchidaceae 
Subfamily : Cypripedioideae 

        Genus : Paphiopedilum 
         Species : P. niveum 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

�£�µ�¡�š�¸�É 2 แสดงดอกกลวยไมรองเทา 
นารีขาวสตูล Paphiopedilum 
niveum (Rchb.f.) Pfitz. 
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� �̈´�„�¬�–�³�š�µ�Š�¡�§�„�¬�«�µ�­�˜�¦�r�…�°�Š�„�¨�o�ª�¥�Å�¤�o�¦�°�Š�Á�š�o�µ�œ�µ�¦�¸�…�µ�ª�­�˜�¼�  ̈
 

เปนกลวยไมดิน พบขึ้นอยูตามพื้นดินที่ปกคลุมดวยอินทรียวัตถุและตามซอกหิน  
ที่มีใบไมผุทับถมกัน 

  � �̈Î�µ�˜�o�œ ลําตนสั้น เจริญเปนกลุม มีพุมใบขนาด 15 - 18 เซนติเมตร 
  �Ä�•  แผนใบรูปรี ความยาว 15 - 17 เซนติเมตร ความกวาง 2.5 - 3.5

เซนติเมตร มีลายคลายหินออน เปนตารางระหวางสีเขียวแกกับสีเขียวออน บริเวณใตทองใบมีสีมวง
เขมกระจายหนาแนน (อุไร, 2541)  

  �—�°�„ เปนดอกเดี่ยว กวางประมาณ 4 เซนติเมตร กลีบดอกรูปรีแกม   
รูปไขหัวกลับ ปลายเวาบุม (สลิลและนฤมล, 2549) กลีบหนางุมมาดานหนา สวนกลีบนอกดานบน 
กลีบดอกและกระเปา มีสีขาวและมีจุดสีมวงน้ําตาลละเอียดมากกระจายอยูบริเวณใตโคนกลีบ โลมี        
สีขาว ลักษณะรูปรางคลายรูปไต กึ่งกลางเปนรองแบะ และมีแตมสีเหลืองเขม ออกดอกจํานวน 1 - 3
ดอกตอชอ กานดอกยาวและตั้งตรงสีมวงแดง ความยาว 15 - 17 เซนติเมตร (อุไร, 2541) 
 

�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�š�¸�É�Á�„�¸�É�¥�ª�…�o�°�Š�„�´�•�„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�° 
 
1.  �ž�{�‹�‹�´�¥�š�¸�É�Á�„�¸�É�¥�ª�…�o�°�Š�„�´�•�„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�° 
 
 1.1 �­�¼�˜�¦�°�µ�®�µ�¦�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�° 
 

สูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนปจจัยอยางหนึ่งที่สําคัญตอ    
การประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม ซ่ึงมีหลายสูตร ทั้งสูตรอาหารที่มี
องคประกอบของสารเคมีเพียงไมกี่ตัว จนกระทั่งสูตรอาหารที่มีหลายองคประกอบสลับซับซอนมาก 
เชน สูตร Knudson C (KC) (Knudson, 1946) สูตร VW สูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) สูตร 
Y3 (Eeuwens, 1976) สูตร B5 (Gamborg, 1970) ฯลฯ โดยสูตรอาหารที่ใชมีความจําเพาะกับชนิดของ
พืชที่ใชเพาะเลี้ยง บางสูตรอาหารเหมาะสําหรับพืชบางกลุมหรือบางชนิดเทานั้น แตบางสูตรสามารถ
ใชไดกับพืชหลายกลุมหรือหลายชนิด นอกจากนี้ชนิดของสูตรอาหารยังขึ้นอยูกับวัตถุประสงค    
ของศึกษา ซ่ึงสูตรอาหารที่นิยมใชอยางแพรหลาย คือ สูตร VW และ MS โดยสามารถดัดแปลงให
เหมาะสมกับชนิดของพืชและขั้นตอนในการเพาะเลี้ยง อยางไรก็ตามสูตรอาหารแตละสูตรจะมี
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องคประกอบพื้นฐานที่คลายคลึงกัน คือ ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง เกลือแร และวิตามินตางๆ 
โดยเพิ่มเติมสารอาหารอื่นๆ ที่จําเปน ไดแก กรดอะมิโน สารควบคุมการเจริญเติบโต หรือสารอินทรีย
เชิงซอนตามธรรมชาติ ซ่ึงมีผลตอการเพิ่มจํานวนและการเจริญเติบโตของเซลลพืช 
 

1.2 �­�µ�¦�‡�ª�•�‡�»�¤�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�Á�˜�·�•�Ã�˜�Â�¨�³�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°�„�¨�o�ª�¥�Å�¤�o 
 

1.2.1 �­�µ�¦�‡�ª�•�‡�»�¤�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�Á�˜�·�•�Ã�˜�…�°�Š�¡�º�• (plant growth regulators)  
 

พืชบางชนิดสามารถสรางฮอรโมนพืช (plant hormone) ขึ้นเองได อยางไรก็ตาม   
การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชลงในอาหารสามารถชวยใหการเจริญเติบโตดีขึ้น 
เนื่องจากสงผลใหสารควบคุมการเจริญเติบโตอยูในระดับที่สมดุล และเพื่อใหสอดคลองกับ
วัตถุประสงคของการทดลอง ซ่ึงสารเหลานี้ทําหนาที่กระตุนและมีสวนรวมในกระบวนการตางๆ 
ของการเจริญเติบโตของเซลล ตลอดจนการเปลี่ยนแปลงของเซลลและเนื้อเยื่อพืช โดยเฉพาะ        
สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมออกซินและกลุมไซโทไคนินมีความสําคัญที่สุด ดังนี้ 
  1.2.1.1 ออกซิน (auxin) ไดแก IAA (indole-3-acetic acid) IBA (indole-3-
butyric acid) NAA (1-naphthaleneacetic acid) และ 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) 
ปริมาณการใชประมาณ 0.01 - 10.00 มิลลิกรัมตอลิตร โดยออกซินมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการ
แบงเซลล การสรางผนังเซลล และการเพิ่มขนาดของเซลล (Bonga and von Aderkas, 1992) การใช
ออกซินความเขมขนต่ําจะชักนําใหเกิดราก อยางไรก็ตามถาเติมออกซินในปริมาณสูงเกินไปจะ
ยับยั้งการเจริญของราก แตจะชักนําใหเกิดแคลลัส (Chawla, 2003) 
 1.2.1.2 ไซโทไคนิน (cytokinin) ไดแก BAP (6-benzylaminopurine) BA 
(6-benzyladenine) TDZ (thidiazuron) kinetin (6-furfurylaminopurine) และ 2iP (2-isopentyladenine)   
มีหนาที่สงเสริมการแบงเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อใชรวมกับออกซิน โดยออกซินจะเกี่ยวของกับ
กระบวนการจําลองตัวเองของดีเอนเอ (DNA duplication) สวนไซโทไคนินจะเกี่ยวของกับขั้นตอน
การแยกของโครโมโซม (separation of chromosome) (Chawla, 2003) นอกจากนี้เมื่อใชไซโทไคนิน    
ที่ความเขมขนสูงๆ มีบทบาทสําคัญในการเปลี่ยนสภาพเซลลเปนอวัยวะ (organ differentiation) 
(รังสฤษดิ์, 2541) และชักนําใหเกิดการสรางยอดและยับยั้งการสรางราก (คํานูญ, 2542) โดยไซโทไค-
นินสามารถทนความรอนไดดีจึงมักเติมในอาหารกอนนึ่งฆาเชื้อ 
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นอกจากนี้สมดุลของออกซินและไซโทไคนินมีความจําเปนตอการเจริญเติบโต
และการกําเนิดอวัยวะของเซลลที่เพาะเลี้ยง ไดแก การเกิดแคลลัส ราก และยอด (รังสฤษดิ์, 2541) 

 
1.2.2 �œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨ (sugar) 
 

  น้ําตาลเปนสวนประกอบที่สําคัญของอาหารทุกสูตร เนื่องจากเปนแหลงคารบอน 
ที่ใหพลังงานที่จําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืช (รังสฤษดิ์, 2541; Pierik, 1997) เพราะ
เนื้อ เยื่อที่ ใชในการเพาะเลี้ ยงเหลานี้สรางอาหารไดไม เพียงพอ  เนื่องจากมีปริมาณของ
คารบอนไดออกไซดจํากัด ซ่ึงไมเหมาะสําหรับกระบวนการสังเคราะหดวยแสงของพืช ทําใหไมมี
การสังเคราะหดวยแสงเกิดขึ้น หรือเกิดขึ้นในอัตราที่ต่ํา น้ําตาลที่นิยมใชอยางแพรหลายในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม คือ น้ําตาลซูโครส (C12H22O11) ซ่ึงเปนน้ําตาลโมเลกุลคูชนิดเดียวกับที่พืช
สังเคราะหไดเองและมีความจําเปนอยางยิ่งตอเนื้อเยื่อพืชเกือบทุกชนิด โดยทั่วไปปริมาณน้ําตาล
ซูโครสที่ใชขึ้นอยูกับชนิดและสกุลของกลวยไม ซ่ึงใชประมาณ 10-50 กรัมตอลิตร (1-5 เปอรเซ็นต) 
อยางไรก็ตามเมื่อพืชไดรับปริมาณน้ําตาลเพิ่มขึ้นถึงระดับหนึ่งที่เหมาะสมกับชนิดของพืชจะสงผล
ใหพืชเจริญเติบโตไดดีขึ้น จากนั้นการเพิ่มปริมาณน้ําตาลมากขึ้นจะลดการเจริญเติบโต เนื่องจาก
ยับยั้งการดูดซึมธาตุอาหารตางๆ และยับยั้งการเจริญเติบโตของกลวยไมไดอีกดวย (Tokuhara and 
Mill, 2001; Iragi et al., 2005; Vinterhalter et al., 2006; Gonçalves and Romano, 2007 และ Peres et 
al., 2009) 
 

1.2.3 �­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�•�·�Š�Ž�o�°�œ�˜�µ�¤�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�· (natural complex) 
 

การเติมสารอินทรียเชิงซอนตามธรรมชาติ เชน น้ํามะพราว มันฝร่ัง กลวยหอม       
สารสกัดจากยีสต ฯลฯ ลงในอาหารขึ้นอยูกับชนิดของพืชที่เพาะเลี้ยง นอกจากนี้ชนิดของสารอินทรีย
เชิงซอนตามธรรมชาติและปริมาณที่แตกตางกันสงผลตอการเจริญเติบโตของพืชที่แตกตางกันดวย 
 1.2.3.1 กลวยหอม  ในกลวยหอม  100 กรัม  ประกอบดวย  ไบโอติน 
(biotin) วิตามินบี 1 (vitamin B 1) วิตามินบี 2 (vitamin B 2) วิตามินซี (vitamin C) กรดอะมิโน 
(amino acids) หลายชนิด ไดแก ไลซีน (lysine) ซีสเทอีน (cysteine) เมไทโอนิน (methionine) และ 
อารจินีน (arginine) เกลือแร (minerals) ไดแก เหล็ก (Fe) โปแตสเซียม (K) ฟอสฟอรัส (P) และ
แคลเซียม (Ca) ฮอรโมนพืช ไดแก กลุมจิบเบอเรลลิน (gibberellins; GA7, GAx) กลุมไซโทไคนิน 
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ชนิดซีเอติน (zeatin) ซีเอตินไรโบไซด (zeatin riboside) 2iP และกลุมออกซินชนิด IAA โดยเฉพาะ
อยางยิ่งสวนเนื้อของกลวยหอมเปนแหลงสะสมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโทไคนินที่สําคัญ 
(Arditti and Ernst, 1993 อางโดย Chugh et al., 2009) ซ่ึงจะยับยั้งการเจริญเติบโตในระยะเริ่มตน แต
หลังจากนั้นจะสงผลกระตุนกระบวนการเปลี่ยนสภาพ (differentiation) และการเจริญเติบโตของ 
สวนยอด นอกจากนี้กลวยที่อยูในระยะสุกหามจะมีไซโทไคนินที่มีประสิทธิภาพ ซ่ึงเหมาะสําหรับ
การนําไปใชในการเพาะเลี้ยงกลวยไม (Kusumoto and Furukawa, 1977) นอกจากนี้เนื้อกลวยสามารถ
ชวยควบคุมระดับความเปนกรด-ดาง (pH) ของอาหารเพาะเลี้ยงที่ผานการฆาเชื้อโดยความรอนจาก
ไอน้ํา (autoclave) ใหคงที่อีกดวย (Gnasekaran et al., 2010) อยางไรก็ตามการฆาเชื้อโดยความรอน
จากไอน้ําจะสงผลใหสารบางชนิดสลายตัว เชน วิตามินซี ฮอรโมนพืชกลุมจิบเบอเรลลิน และกลุม
ออกซินชนิด IAA ฯลฯ (คํานูญ, 2542; สมพร, 2549)  

1.2.3.2 มันฝร่ัง ในมันฝร่ังมีสารโพลีอะมีน (polyamine) และเอนไซม     
ที่เกี่ยวของกับกระบวนการชีวะสังเคราะห (biosynthetic enzyme) กระจายอยูในสวนตางๆ ของลําตน
ใตดิน สารเหลานี้มีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล โดยเฉพาะการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิค   
(nucleic acid) ทําใหเกิดการแบงเซลลแบบไมโทซิส (mitosis) (Kumar and Rajam, 2005) และเปน
สารที่เกี่ยวของกับกระบวนการเอ็มบริโอเจนเนซิส (embryogenesis) อีกดวย (Kong et al., 1999) 
นอกจากนี้มันฝร่ังยังประกอบดวย คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน วิตามินหลายชนิด สารพวก    
สเตียรอยด และสารประกอบฟนอล (Islam et al., 2003) 

 
2. �„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°�„�¨�o�ª�¥�Å�¤�o 
 

เมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กเหมือนฝุนผงและมีน้ําหนักนอย  เนื่องจากไมมีเอนโดสเปรม
มีเฉพาะเอ็มบริโอ (embryo) จึงจัดเปนเมล็ดชนิดที่ไมมีเนื้อเอนโดสเปรม (exalbuminous seed)
ดังนั้นการงอกตามธรรมชาติของเมล็ดกลวยไมตองอาศัยเชื้อราจําพวกไมคอรไรซา (mychorrhiza) 
ในสกุล Rhizoctonia ซ่ึงอาศัยอยูตามรากกลวยไม (ระพี, 2535) ทําใหโอกาสในการเจริญเติบโต
คอนขางต่ํา  

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม เพื่อเพิ่มจํานวนตนใหไดปริมาณมากภายใน   
ระยะเวลาสั้น นิยมชักนําใหเกิดตนผานแคลลัส โดยชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนตางๆ เชน ปลายราก
(Chen and Chang, 2000) โพรโทคอรม (protocorm) (Chen et al., 2000; Lin et al., 2000; Lee and Lee, 
2003; Zhao et al., 2008) ปลายยอด (Tokuhara and Mill, 2001; Jheng et al., 2006; Roy et al., 2007) 
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ตาดอก (Meesawat and Kanchanapoom, 2002) โพรโทคอรมไลคบอดี้ (protocorm-like bodies;   
PLBs) (Huan et al., 2004) เมล็ด (Hong et al., 2008) ใบ (Janarthanam and Seshadri, 2008) เปนตน 
จากนั้นชักนําแคลลัสใหเกิดโพรโทคอรมไลคบอดี้และตนตามลําดับ ซ่ึงแตละขั้นตอนมีรายงาน
การศึกษาไว ดังนี้ 

 
 2.1 �„�µ�¦�•�´�„�œ�Î�µ�Â�‡�¨�¨�´�­ 
 
 แคลลัสเปนกลุมเซลลพาเรงคิมา (parenchyma  cell) ที่ยังไมกําหนดทิศทางการเจริญ
หรือเปล่ียนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใด ซ่ึงสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดจากชิ้นสวนตางๆ 
เชน ปลายราก ลําตน ใบ เมล็ด ฯลฯ โดยขึ้นกับสารควบคุมการเจริญเติบโตและสารเคมีอ่ืนๆ ที่เติม  
ลงในอาหาร ซ่ึงกอนเกิดการสรางแคลลัสจําเปนตองเกิดกระบวนการดีดิฟเฟอเรนทิเอชัน 
(dedifferentiation) ของชิ้นสวนพืช ทําใหเซลลที่โตเต็มที่แลวสามารถเปลี่ยนจากระยะเต็มวัยไปเปน
ระยะออนวัย เรียกวา การเกิดรีจูเวเนชัน (rejuvenation) หลังจากนั้นตามดวยการแบงเซลลขึ้นใหม     
มีลักษณะพองฟู  

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการชักนําแคลลัส เชน กลวยไมลูกผสมสกุล Oncidium 
สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสจากสวนปลายราก โดยใชสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด 2,4-D 
รวมกับ TDZ (Chen and Chang, 2000) หรือการทดลองในกลวยไมสกุล Phalaenopsis โดย Chen
และคณะ (2000) สามารถชักนําแคลลัสจากโพรโทคอรม หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง 
MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 0 - 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ ความเขมขน 0 - 1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาในกลวยไม Pleione formosana Hayata พบวาสามารถชักนํา
แคลลัสจากโพรโทคอรม เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 1 - 5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ ความเขมขน 0 - 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (Lu, 2004) นอกจากนี้ใน
กลวยไมเอื้องคํา (Dendrobium chrysotoxum Lindl.) สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสจากปลายยอด โดย
เพาะเลี้ยงปลายยอดบนอาหารสูตรดัดแปลง KC ที่เติม TDZ ความเขมขน 2 ไมโครโมลาร หรือ BAP 
ความเขมขน 2 ไมโครโมลาร เชนกัน (Roy et al., 2007) รวมทั้งการทดลองของ Huan และคณะ 
(2004) พบวากลวยไมลูกผสมสกุล Cymbidium สามารถชักนําแคลลัสจากโพรโทคอรมไลคบอดี้    
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง VW ที่เติม NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ 
ความเขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ตอมา Janarthanam และ Seshadri (2008) ศึกษาในกลวยไมวานิลา 
(Vanilla planifolia Andr.) พบวาสามารถชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนใบที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
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สังเคราะหสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 4.52 ไมโครโมลาร รวมกับ BAP ความเขมขน 2.22   
ไมโครโมลาร 

สําหรับการชักนําแคลลัสของกลวยไมรองเทานารี มีรายงานการศึกษาในกลวยไม
รองเทานารีเขตอบอุน เชน กลวยไมชนิด Cypripedium formosanum สามารถชักนําแคลลัสจาก           
โพรโทคอรมบนอาหารสูตรดัดแปลง MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 4.52 ไมโครโมลาร รวมกับ 
TDZ ความเขมขน 4.54 ไมโครโมลาร (Lee and Lee, 2003) สวนการทดลองในรองเทานารีเขตรอน 
พบวาการศึกษาสวนใหญจะนิยมใชกลวยไมรองเทานารีเขตรอนสายพันธุลูกผสม เชน รองเทานารี
ลูกผสม Paphiopedilum callosum ‘Oakhi’ x Paphiopedilum lawrenceanum ‘Tradition’ สามารถ        
ชักนําใหเกิดแคลลัสจากโพรโทคอรมบนอาหารสูตรดัดแปลง MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 1 และ    
10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร (Lin et al., 2000) ตอมา Hong 
และคณะ (2008) ทดลองในกลวยไมรองเทานารีลูกผสมเขตรอน Paphiopedilum lawrenceanum 
var. alba x Paphiopedilum maudiae พบวาสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสจากเมล็ดที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตรดัดแปลง MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 22.60 ไมโครโมลาร รวมกับ TDZ ความเขมขน 
4.54 ไมโครโมลาร อยางไรก็ตามอัตราการเกิดแคลลัสคอนขางต่ําและการเจริญเติบโตของแคลลัส
คอนขางชา และจากการทดลองของ Lin และคณะ (2000) พบวาไมสามารถชักนําใหเกิดแคลลัส 
จากสวนของลําตน ปลายราก และใบของกลวยไมรองเทานารีลูกผสม Paphiopedilum callosum 
‘Oakhi’ x Paphiopedilum lawrenceanum ‘Tradition’ ซ่ึงการชักนําแคลลัสยังเปนปญหาสําคัญของ    
การขยายพันธุโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

2.2 �„�µ�¦�Á�„�·�—�Ã�¡�¦�Ã�š�‡�°�¦�r�¤�Å�¨�‡�r�•�°�—�¸�Ê�Â�¨�³�˜�o�œ�Ä�®�¤�n�‹�µ�„�Â�‡�¨�¨�´�­ 
 

โพรโทคอรมไลคบอดี้ คือ เอ็มบริโอที่เกิดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อรางกาย (somatic 
cell) เรียกอีกอยางวา โซมาติกเอ็มบริโอ (somatic embryo) โดยเกิดจากกระบวนการโซมาติก-
เอ็มบริโอเจนเนซิส (somatic embryogenesis) สามารถเกิดได 2 แบบ คือ  

2.2.1 โซมาติกเอ็มบริโอเจนเนซิสแบบทางตรง (direct somatic embryogenesis) 
โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเกิดขึ้นโดยตรงจากเซลลหรือเนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยง ไมผานขั้นตอนการเกิด
แคลลัส 

2.2.2 โซมาติกเอ็มบริโอเจนเนซิสแบบทางออม (indirect somatic embryogenesis) 
โซมาติกเอ็มบริโอที่เกิดจากเซลลของแคลลัสที่มีความพรอมและสามารถแบงเซลลเพิ่มจํานวน    
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อยางรวดเร็วเพื่อเจริญไปเปนโซมาติกเอ็มบริโอ โดยกระบวนการเกิดนี้ตองอาศัยปจจัยตางๆ เชน 
ความเขมขนของออกซิน ไซโทไคนิน และน้ําตาล 

การชักนําใหเกิดตนโดยผานขั้นตอนการเกิดโพรโทคอรมไลคบอดี้ประสบ
ความสําเร็จในกลวยไมหลายชนิด เชน กลวยไมลูกผสมสกุล Oncidium สามารถชักนําแคลลัสให
เจริญเปนตนได โดยผานขั้นตอนของโซมาติกเอ็มบริโอเจนเนซิส หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
ดัดแปลง MS ที่เติม NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ ความเขมขน 3 มิลลิกรัม
ตอลิตร (Chen and Chang, 2000) หรือการทดลองในกลวยไม Phalaenopsis Richard Shaffer ‘Santa 
Cruz’ แคลลัสสามารถเจริญเติบโตไปเปนโพรโทคอรมไลคบอดี้บนอาหารสังเคราะหสูตร VW ที่เติม
น้ํามะพราวปริมาตร 200 มิลลิลิตรตอลิตร โดยไมเติมน้ําตาลซูโครส (Ishii et al., 1998) และ
เชนเดียวกับการทดลองในกลวยไมสกุล Phalaenopsis โดย Chen และคณะ (2000) แคลลัสสามารถ
เจริญไปเปนโพรโทคอรมไลคบอดี้และตนใหมตามลําดับ โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง MS 
ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต หรืออาหารที่เติม TDZ ความเขมขน 0.1 - 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาในกลวยไม Pleione formosana Hayata พบวาแคลลัสสามารถ
เจริญเติบโตไปเปนโพรโทคอรมไลคบอดี้บนอาหารสูตรดัดแปลง MS ที่เติม TDZ ความเขมขน   
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากนั้นยายมาเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
เพื่อชักนําใหเกิดรากและเจริญเปนตนใหมที่สมบูรณ (Lu, 2004) เชนเดียวกับกลวยไม Epidendrum 
radicans พบวาสามารถชักนําใหเกิดโพรโทคอรมไลคบอดี้จากแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
ดัดแปลง MS ที่เติม TDZ ความเขมขน 0.45 ไมโครโมลาร และเจริญเปนตนใหมที่สมบูรณ หลังจาก
การเพาะเลี้ยงนานประมาณ 2 เดือน (Chen et al., 2002) นอกจากนี้มีรายงานการชักนําตนจากแคลลสั 
ของกลวยไมเอื้องดอกมะลิหรือหวายตะมอย (Dendrobium crumenatum Sw.) โดยผานขั้นตอนของ
โซมาติกเอ็มบริโอเจนเนซิสและออรแกนโนเจเนซิส (organogenesis) บนอาหารสังเคราะหสูตร VW 
ที่เติม NAA รวมกับ BA (Meesawat and Kanchanapoom, 2002) และในกลวยไมเอื้องคํานอยหรือ
แววมยุรา (D. fimbriatum Lindl. var. oculatum Hk.f. ) สามารถชักนําแคลลัสบนอาหารสูตรดัดแปลง 
KC ที่เติม NAA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BAP ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
จากนั้นแคลลัสเจริญไปเปนโพรโทคอรมไลคบอดี้ และตนตามลําดับ บนอาหารสูตรดัดแปลง KC    
ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต (Roy and Banerjee, 2003) เชนเดียวกับกลวยไมเอื้องคํา           
(D. chrysotoxum Lindl.) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง KC ที่เติม NAA ความเขมขน 0.5     
และ 1 ไมโครโมลาร สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสและโพรโทคอรมไลคบอดี้ตามลําดับ และเจริญ
ตอไปเปนตนได (Roy et al., 2007) รวมทั้งการทดลองของ Huan และคณะ (2004) พบวากลวยไม
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��	�
����
�� 
 

 

��������
��� 
 

1. �����  
 

 1.1 �������������� 

 
 �����	
���
��������������� (Paphiopedilum niveum (Rchb.f.) Pfitz.) #$�%&�
�
�'$(��)*���+
����,)*�-�.
�/ 6-7 �$3�� 45+
	$�(�����6�
�����7���
 (self-pollination) )*�
�      
���?@�����A��B�.
��7�C/.DA�����
�
E��/F 
 
 1.2 � !���"��������#��$#��%��#&�%�#���� 

 

 (�����G5�C��E3?�
��� (preliminary studies) ME�A���N����+%&�G5�C�����M�.���?�

��3?���3+������	
���
��������������� 
� 2 ������N��N�7� D3� ��N������$7$B-�
 VW (pH 5.3)  
45+
%&�%��7?�������&7��@�BD��7�B�.�����T$#M�#�D��F
	�DFE�$�? �A����N������$7$B-�
  MS 
(pH 5.8) %&�%��7?��������(�TX��
#M�#�D��F
	�DFE�$�?	-�-Y���� #$�-�7ED��
�-Y���$-$A�
 
(pH) $�������.�����$	Z#$�D���T� (HCl) B�.����.���#4�$��
	Z$���	4$F (NaOH)    
D��
���
��� 0.1 B�. 1 ���F
7� (���7?��@�	-�5+
_A��&3?�$���N
���5+
D��
$7�	� ��+�,/N �̀
T 121 
�
G��4��4��� D��
$7� 15 -��$F�A�����
�T?� �-Y����� 20 ���� 
 
  1.3 ���#()� 

 

  1.3.1 ���#()��������&
��*�
+,�#��%� 

  - ���T�B����Z��F 70 �-��F�4'��F B�. 95 �-��F�4'��F 
  - D�����4F B�.���� 20  
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1.3.2 ���#()��������&
��#��$#��%��#&�%�#���� 
- ����D
���+%&��-Y��
DF-�.��E��
��N������$7$B-�
 VW (����
��+ 1

`�D6��� � B�$
�
DF-�.��E��
��N������ VW) 
- ����D
���+%&��-Y��
DF-�.��E��
��N������$7$B-�
 MS (����
��+ 2 
     `�D6��� � B�$
�
DF-�.��E��
��N������ MS) 
- ����D
���+%&�-�7ED��
�-Y���$-$A�
��
��N�� D3� ����.�����$ 

	Z#$�D���T� B�.����.���#4�$��
	Z$���	4$F D��
���
��� 0.1 
B�. 1 ���F
7� 

- ���D�ED,
����(�TX��TE#���,A
���4T� D3� 2,4-D (E�TC7� Sigma) B�. 
NAA (E�TC7� Fluka) B�.���D�ED,
����(�TX��TE#���,A
	4#�	D�T�   
D3� TDZ (E�TC7� Sigma) 

- �?@����4�#D�� 
- 	k���(� (Phytagel; E�TC7� Sigma) 
- �,�� (�����
�
3��) 
- 6
mA���7

7��F (E�TC7� Riedel-de Haën) 
- 
7�)�7+
 (Solanum tuberosum L.) 
- �����N�
��
 (Musa (AAA group) "Kluai Hom Thong") ���A%��.�. 

��+�-�3��
���������
�N�3�
 
 
 1.3.3 ���#()��������&
��!��
���(��))�����! 

-  TTC (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride; E�TC7� Merck)  
 

  1.3.4 ���#()��������&
��./
0����#&�%�#��������� 

 1.3.4.1 ����D
��@�N�7E�Tr�M���ks� -�.��E$���  
 - acetic acid 
 - butyl alcohol 
 - ethyl alcohol 
 - formaldehyde 
 - liquid paraffin 
 - paraplast plus 
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 1.3.4.2 ����D
��@�N�7E������
�� -�.��E$���  
 - absolute ethyl alcohol 
 - acidulate water 
 - ammomium hydroxide 
 - cloved oil 
 - Delafieldxs hematoxylin 
 - ethyl alcohol 

  - fast green 
  - Hi-mo 

 - lithium carbonate   
 - picric acid 
 - safranin O 
 - xylene 

1.3.4.3 ����D
��@�N�7E���G5�C�$�������
(,����G�F�T��D����&�T$   
�A�
���$ (scanning electron microscope; SEM) -�.��E$���  

 - formalin 
 - acetic acid 
 - absolute ethyl alcohol 
 - triton x-100      
 - NaH2PO4.2H2O 
 - Na2HPO4 

 
2. ���
��� 

 

 2.1 ���
����������&
��#��$#��%��#&�%�#���� 

 

  2.1.1 ���
����������&
��#!���)��"�� 

- �D�3+�
&7+
	kkz��G�T�
 2 �@�BN�A
 ��+N�� Ohaus �,A� SPS 601 B�.�D�3+�
 
     &7+
	kkz��G�T�
 3 �@�BN�A
 ��+N�� Mettler Toledo �,A� Drogon 303   
- �D�3+�
�7$D��
�-Y���$-$A�
 ��+N�� Orion �,A� SA 520 



18 

 

- ����E	
#D���k ��+N�� Best Plus �,A� MO-140 
  - N
���5+
D��
$7�	� ��+N�� Tomy �,A� SS-320 
  - ������B
A�N�'�	kkz� ��+N�� Framo-Gerätetechnik �,A� M 21/1 
  - ��.E����$�� (syringe) 

 
2.1.2   ���
����������&
��#��$#��%��#&�%�#���� 

-   -��D�E 
- 
�$6A��7$ 

  - (���M�.���?�
��+6A������5+
_A��&3?� 
  - �.����
B��� 
  - ���-��$�&3?� (laminar air-flow cabinet) ��+N�� ISSCO �,A� ER-7800 
  - ����E�D�3+�
B��� ��+N�� Termaks �,A� T 1119 UV 
  - �D�3+�
���A����?�
$���D��
��'� 100 ��E�A����� 
  - �D�3+�
�7$D��
���
B�
 ��+N�� Microvolt Integrator �,A� MV 2 
 

2.1.3 ���
����������&
��!��
���(��))�����! 
- N��$�$��
 
- ��.$�C�.��
T����
 
- �D�3+�
N
,��N��+�
 (centrifuge) 
- ����
(,����G�FBEE�����T#� ��+N�� Zeiss �,A� Stemi DV 4 

 
2.1.4 ���
���#(�����1
�� -�.��E$��� ��.E����
 ��$��-&
M�A (���M�.���?�


B�A
B���D� E������F -s�-����$�A�
� ��$-�7E-�T
��� B�.��$B���
�M�.���?�
 

 
2.2 ���
����������&
��./
0����#&�%�#��������� 

- �D�3+�
	
#D�#�
 (microtome) ��+N�� AO �,A� 820 SPENCER 
- �D�3+�
�,A��	�$F ��+N�� Kunz instruments �,A� HP 3 
- �A�
�����3?���3+� (floating bath) 
- ����EBN�
 ��+N�� Memmert 
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- ���$�$	�����D
� (flume hood) ��+N�� Flexlab �,A� SH-150 B�.��+N�� 
   Astecair �,A� 3000L 
- �D�3+�
)*
��3?���3+� (paraffin embedding center) ��+N�� Leica 
- ���N��
M���ks� ��+N�� Gallenkamp 
- ����
(,����G�FBEE%&�B�
 ��+N�� Olympus �,A� CH 30 
- ����
(,����G�FBEE%&�B�
 ��+N�� Olympus �,A� BX 51 M���
����
 
     mA����- ��+N�� Olympus �,A� DP 71 
- ����
(,����G�F�T��D����&�T$�A�
���$ ��+N�� JEOL �,A� JSM-5800 
     LV B�.��+N�� FEI �,A� Quanta 400 
- ����
mA����- ��+N�� Panasonic �,A� DMC-FZ 18 
- ��A�
��'E�	�$F 
- ��A�
M7��	�$F 
- E�'��M����T� (embedding ring) 
- ��.�
#�N. (mold) 
- �,-��/F�3+�� 	$�B�A ��$��'E�7���A�
 B6A��	�$F ��.(�-s$�	�$F M�A�7�

��'
���+� 
�$	
#D�#�
 -��D�E D�--�T?�(��F (coplin jar) 
 

��	�
��./
0�  
 
���G5�C�BEA
�-Y� 2 �A�� D3�  
 �. �7?��������M�.���?�
��3?���3+� 
 �. �7?�������G5�C���
��3?���3+��T��� 
 

. 2�%&!�&
��#��$#��%��#&�%�#���� 
 

1. 2�%&!�&
��#!���)#��$#)�3� (pre-culture)  
,�&�>�
������� 

 
 �@�)*���
�����	
���
������������������,-�.
�/ 6 - 7 �$3�� ���
�?@�-�.-�     
%N��.��$ B���k��_A��&3?� #$�(,A
)*������	
��
%����T�B����Z��F 95 �-��F�4'��F �@�	-6A��	k
(��-��	k$7E (���7?�B&AD�����4F 20 �-��F�4'��F �-Y����� 20 ���� B������
$����?@���7+���+6A�� 
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����5+
_A��&3?�B��� 2 - 3 D�7?
 N�7
(���7?�%&�
�$�7$N7��������B�.6A�)*�%N��-s$��� ���+��
�'$�
%�
�?@���7+���+6A�����_A��&3?�B��� -�T
��� 30 
T��T�T�� �7?
�T?
	��%���+
3$E��D�3+�
���A�$���D��
��'�D
��+ 
100 ��E�A����� ��+�,/N �̀
T 25 ± 2 �
G��4��4��� -�.
�/ 1 �7-$�NF E�
�A����
�
�'$�����	
� 
��+�N�3����A%�)*�(.�@�	-�$��ED��

�&��T� #$��Tr� TTC 
 

2. 2�%&!�&
��!��
���(��))�����!������	� TTC 
 

�Tr� TTC �-Y�����$��E�M3+�N�D��

�&��T���
�
�'$�����	
� #$�%&���� TTC 
D��
���
��� 1 �-��F�4'��F -�T
��� 1 
T��T�T�� �@��
�'$��+�N�3�(���7?��������M�.�
�'$%�A�
	-
6�
�7E����.���%��7����A�� 1 
T��T�T�� : 1 
T��T�T�� ���A��A��6�
%N������7� ��'E	����+
�,/N �̀
TN��
 %���+
3$ �-Y�����-�.
�/ 24 &7+�#

 N�7
(��D�E�@�N�$���� ���
�
�'$$����?@���7+� 
2 - 3 D�7?
$����Tr����N
,��N��+�
��+D��
��'� 3,000 ��E�A����� �-Y�����-�.
�/ 5 �����A�D�7?
 B���
�@��
�'$	-���(��E`��%������
(,����G�FBEE�����T#� �M3+��7E����T$����
�
�'$ 45+
�
�'$��+�T$
��B$
 D3� �
�'$��+
�&��T� N�7
(���7?�D@���/N��-��F�4'��FD��

�&��T���
�
�'$ 45+
�-Y�DA�-�.
�/
D��
��
��m%����
����
�
�'$�����	
���+%&�%�����$��
 D@���/$7
��? 

   
  �-��F�4'��FD��

�&��T� =          (@�����
�'$��+�T$��B$
            � 100  

                 (@�����
�'$��+�T$��B$
B�.	
A�T$�� 
 

3. 2�%&!�&
�������
$1�,�!�)�$�$
��#
��A#!��B! ���&�% 

  

�$�$��� 1 
����
&>�1(���� (callus induction) 

 

  G5�C�6���
���D�ED,
����(�TX��TE#���,A
���4T� D3� 2,4-D D��
���
��� 0, 1, 
5 
T��T��7
�A��T�� �A�
�7E���D�ED,
����(�TX��TE#���,A
	4#�	D�T� D3� TDZ D��
���
��� 0, 
0.1, 0.5 
T��T��7
�A��T�� �A������T$BD��7� 
  �@��
�'$��+6A���7?������������
�M�.�
�'$
����?�
E���N���,������$7$B-�
 VW   
��+��T
6
mA���7

7��F 2 ��7
�A��T�� �?@����4�#D�� 20 ��7
�A��T�� 	k���(� 2 ��7
�A��T�� B�.      
���D�ED,
����(�TX��TE#���,A
���4T�&�T$ 2,4-D D��
���
��� 0, 1, 5 
T��T��7
�A��T�� �A�
�7E   
���D�ED,
����(�TX��TE#���,A
	4#�	D�T�&�T$ TDZ D��
���
��� 0, 0.1, 0.5 
T��T��7
�A��T��   
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-�7E pH -�.
�/ 5.3 #$��M�.���?�
%���$ 2 ���4F B�.��
���?�
%��`�M
3$ ��+�,/N �̀
T 25 ± 2 
�
G��4��4��� �-Y����� 3 �$3�� E7��5�6�����$��
�,�� 1 �$3�� #$�E7��5��-Y��-��F�4'��F�����T$
BD��7�B�.�-��F�4'��F�����T$#M�#�D��F
 �-���E����E�7�%�B�A�.D��
���
�����
���D�ED,

����(�TX��TE#� �@�����$��
&,$����$��
�. 10 4?@� D@���/(�������A�	-��? 
 

  �-��F�4'��F�����T$BD��7�          =                 (@�����
�'$��+�-Y�BD��7�               � 100
                       (@�����
�'$��+
�&��T��7?
N
$��+�M�.���?�
%���$ 

   
  �-��F�4'��F�����T$#M�#�D��F
  =           (@�����
�'$��+�-Y�#M�#�D��F
            � 100

                                   (@�����
�'$��+
�&��T��7?
N
$��+�M�.���?�
%���$ 
 

�$�$��� 2 
��#
��B��B�(���)I�(�����% (protocrom-like body formation) 

 

G5�C�6���
�?@����4�#D��-�T
�/ 0, 10, 20, 30 ��7
�A��T�� �A�
�7E�����T
B�.
	
A��T
���D�ED,
����(�TX��TE#��A������T$#M�#�D��F
	�DFE�$�? 

����$��
��+
��?@����4�#D���A�
�7E���D�ED,
����(�TX��TE#��7?�(.�@�BD��7�
��+
��?@�N�7�-�.
�/ 8 
T��T��7
��
�?@�N�7��$ ����
����?�
E���N���,������$7$B-�
 VW ��+��T

���D�ED,
����(�TX��TE#�&�T$ NAA D��
���
��� 0.1 
T��T��7
�A��T�� B�. TDZ D��
���
��� 
0.5 
T��T��7
�A��T�� (���
��(������$��
�E3?�
���) 6
mA���7

7��F 2 ��7
�A��T�� 	k���(� 2 ��7

�A��T�� �A�
�7E�?@����4�#D��-�T
�/ 0, 10, 20, 30 ��7
�A��T�� #$�-�7E pH -�.
�/ 5.3 ��
���?�

%��`�M��+
�D��
���
B�
 23 	
#D�#
��A�����
�
���A��T���� %N�B�
 16 &7+�#

�A��7� ��+�,/N �̀
T 
25 ± 2 �
G��4��4��� �������?�
�,� 1 �$3�� �-Y����� 4 �$3�� E7��5�6�����$��
$7
��? �?@�N�7��$
��
��
#M�#�D��F
	�DFE�$�?�7EBD��7���+�MT+
�5?� (D@���/��
�������
�A�
) B�.�-��F�4'��F    
�����T$#M�#�D��F
	�DFE�$�? (D@���/��
�������
�A�
) �-���E����E�7�%��?@����4�#D��B�A�.
D��
���
��� #$��@�����$��
&,$����$��
�. 7 4?@� ���(����?��'E�7���A�
	���@�N�7E���G5�C�
��
��3?���3+��T���  

�A������$��
��+��T
�?@����4�#D�� B�A	
A��T
���D�ED,
����(�TX��TE#� (.�@�
����$��
�&A��$����7E���
��� B�A	
A
����%&����D�ED,
����(�TX��TE#� 
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�?@�N�7��$��
��
#M�#�D��F
	�DFE�$�?�7EBD��7���+�MT+
�5?� 
             = �?@�N�7�#M�#�D��F
	�DFE�$�?�7EBD��7���+��T$�5?� - �?@�N�7���T+
�����
BD��7� 
 
�-��F�4'��F�����T$#M�#�D��F
	�DFE�$�?  =  (@������$��+��T$#M�#�D��F
	�DFE�$�?  � 100 

                                                                 (@������$�7?
N
$��+�M�.���?�
 
 

�$�$��� 3 
��#
��A2��B��B�(���)I�(�����%#�O&!�& (plantlet regeneration)  

 

G5�C�6���
����T�����F�&T
4�����
r��
&��TD3� 
7�)�7+
 (Solanum tuberosum 
L.) -�T
�/ 0, 20, 50 ��7
�A��T�� B�.�����N�
��
 (Musa (AAA group) "Kluai Hom Thong") 
-�T
�/ 0, 20, 50 ��7
�A��T�� �A�����(�TX��
#M�#�D��F
	�DFE�$�?�-Y���� #$��@������N�
��

B�.
7�)�7+
��
�,�
�E$%N��.����$$����D�3+�
-*�� 

�@�#M�#�D��F
	�DFE�$�?�?@�N�7���T+
��� 20 
T��T��7
 (�.�.��+
�D��
���-�.
�/ 
2 
T��T�
��) ����
����?�
E���N���,������$7$B-�
 MS ��+��T
6
mA���7

7��F 2 ��7
�A��T�� �?@����
4�#D�� 20 ��7
�A��T�� 6
�,�� 6.8 ��7
�A��T�� �A�
�7E
7�)�7+
E$ -�T
�/ 0, 20, 50 ��7
�A��T�� 
N�3������N�
E$-�T
�/ 0, 20, 50 ��7
�A��T�� -�7E pH -�.
�/ 5.8 ��
���?�
%��`�M��+
�   
D��
���
B�
 23 	
#D�#
��A�����
�
���A��T���� %N�B�
 16 &7+�#

�A��7� ��+�,/N �̀
T 25 ± 2 
�
G��4��4��� B�.E7��5�6�����$��
�-Y�(@������$��+��T$�5?��A��?@�N�7�#M�#�D��F
	�DFE�$�?
��T+
���B�.�7E(@������
��� �,�� 1 �$3�� �-Y����� 4 �$3�� �-���E����E�7�%�B�A�.&�T$B�.
-�T
�/��
����T�����F�&T
4�����
r��
&��T #$��@�����$��
&,$����$��
�. 10 4?@� M���
�7?

��'E�7���A�
�@�N�7EG5�C�B�.�T$��
����(�TX��
��3?���3+��T���  
 
2.  2�%&!�&
��./
0����#&�%�#��������� (histological observations) 

 
G5�C�BEEB6�����(�TXB�.#D�
����
����(�TXB�A�.�.�.�A�
� #$���'E�7���A�


�,�� 1 �$3�� (�	$���� #$������
�7���A�
�M3+�G5�C�$����Tr��A�
� $7
��? 
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1. ./
0�����
����
�����.&�1�����1�� 

 
�@��7���A�
��
BD��7� #M�#�D��F
	�DFE�$�? B�.�����+&7��@�	$�(��������N��  

B�A�.�7?�������
���
�B&A%��?@���D
�`�M���� FAA II (formalin-acetic-alcohol) �-Y�������A�
����
48 &7+�#

 ��+�,/N �̀
TN��
 B����@�	-$5
�?@����(���4��F N�7
(���7?������
�7���A�
$����Tr�M���ks� 
(paraffin method) (Johansen, 1964; Ruzin, 1999) (`�D6��� �) #$�)*
&T?��A���7���A�
%�M���ks�
B�.�7$��3?���3+�$����D�3+�
	
#D�#�
 ��+D��
N�� 6 - 8 	
#D��
�� 45+
�7���A�
(.���
$������A�
� 
$7
��? 
 - �Tr� Delafieldxs hematoxylin and safranin staining �M3+�G5�C�#D�
����
�7+�	- 
���$(��`��.����-Y���3?���3+��(�TX N�3�#D�
����
����(�TX%��.�.�A�
� (Johansen, 1964; 
Ruzin,1999) (`�D6��� �) 

- �Tr� safranin and fast green staining �M3+�G5�C�����&3+�
�A���
��,A
�A��@�����
 
(Ruzin, 1999) (`�D6��� �) 

 
2. ./
0�����
����
�����.&���#�(!��&�&���,��
��� (Dashek, 2000)  
 
�M3+�G5�C�#D�
����
`�������
��3?���3+�B�.��7��. (`�D6��� �)  

 

(. 2�%&!�&
����#(��$"�2��) �S�
������� 

 

�@�����$��
BEE�,A
��A�
�
E��/F (Completely Randomized Design; CRD) 
�T�D��.NF6���
�mT�T#$�%&� ANOVA B�.�-���E����ED��
B���A�
��
DA�����+�$����Tr� Duncanxs 
Multiple Range Test (DMRT) B�. Least Significant Difference (LSD) ��+�.$7ED��
�&3+�
7+� 95 
�-��F�4'��F#$�%&�#-�B��
 SPSS 
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����� 3 

��	
����
� 
 
 
1. 	
����
���
���������
������ 
  
 �������	�
����

����������
���������
���������������������� !����"  
#�$
�% 6 ��'��(�)�������*�
�����)����  !�
��)�
%$���+,�����
����� (.�/��0 3) 3	0�����	�
�
���

����������
�������45��6����� TTC ���
���
��� 1 �#��:�3���: /4�;��
�����06��6�            
��������
��#��:�3���:���

������#�$
�% 27 �#��:�3���: �,�6(���
��=����$������;��
�����06��
6�����������)+���+
����
��
��=6�������#�$
�% 27 �#��:�3���:��;��)� 3	0��
���
��)�
%$
�������� #���>(�
>�$���
4��5�
���#�;������� 5���
���������
���0�
4��%: 4����%����������
�
����$#?��>�$���
4��5�����
�����0
������
���>�� (.�/��0 4) 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

�
���� 3 >����)�
%$ !�������
����������������������"#�$
�% 6 ��'�� (Bar = 1.5 �3����
��) 
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�
���� 4 >����)�
%$�
���������
���������������������0
������ ��� !����"#�$
�% 6 ��'�� �(��
���
4��5������>�� (Bar = 250 �
5���
��) 

 
2. �� !�
!	
���	!"
#����� 

 

  �������,��
�����0*;���)+������������
�/�$�
���6��+,���)0���0G;���'+�>��� 5��   
������6���0
'� 4����'0�����;��������
��������0 100 ��4�;����� ��0�"%(.�
� 25 ± 2 IC #�$
�% 1 
�)#��(: 
��/�$4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
�����4�"
�������L���45����� 2,4-D     
���
���
��� 0, 1, 5 
������)
�;����� �;�
�)4 TDZ ���
���
��� 0, 0.1, 0.5 
������)
�;����� /4�;� 
 

$���	
���
%����� 1 ��&
!  

 

  �
���������
���0�/�$4���(���"�������)�>#�� VW �"��"���������
��)�
%$
�������L�;�������������	��)��'� �
;
��������L����
���
���)� �
����)���
��)�
%$��#�;������� 
4����%��������
����$#?�� >�$���0

����/������
���4����������� (.�/��0 5)  
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�
���� 5 >����)�
%$�
���������
���������������������0���0
�(�����/�� (�)��������/�$�
��� 
              4���(���"�������)�>#�� VW ��� 1 ��'�� (Bar = 500 �
5���
��) 
 

$���	
���
%����� 2 ��&
!  
 
  �
���������
���0�/�$���+��4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
 2,4-D �;�
�)4  TDZ 

��������L����
����/�0

���	+�6��"��"����������)0��'� �
���
��)�
%$��#�;���#��0��>#���# 
���
4��5�
�������������/�0
�	+� 5���#��0��>#������)�
%$��#�;��������#�#Q���#�;����
        
���(�'���;��>�$(�"��������#�'��("�
�
��� (.�/��0 6 �) 
  ��������+����	�
������'+���'0������ /4�;����
4��5�����
���������
�6��$�$��+

��;����0����������
�����'+���'0�����L (meristematic activity) 5��
��;�����0�������)4��������)�
>�$>4;��)�����3��: �)�������4����%��+
��3��:��0�,��)�>4;��3��:���;�,����
�� 5���Z/�$4����%
�;��#��� (apical end) ��������+�3��:�)+�6�������
4��5�
��$��4���>4;��3��:�)+�>44 
anticlinal division (.�/��0 6 �; ()������) �'� *�)��3��:6(
;�$�)+�Z���)4*���3��:��06�����0�"� >�$ 
periclinal division (.�/��0 6 �; �������+) �'� *�)��3��:6(
;��0�����	+��$�����)4*���3��:��06�����0�"� 
�;���3��:*���)+�����"�
��$��4���>4;��3��:>44�)+�Z���)4*���3��: (.�/��0 6 �; ()������) 
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�
���� 6  >����)�
%$�
���������
������������������� (�)��������/�$�
���4���(���"������              
�)�>#�� VW ��� 2 ��'�� (�) ���
4��5����������/�0
�	+� (Bar = 300 �
5���
��) (�)              

����>4;��3��:�)+�>44�)+�Z���)4*���3��: (()������) >�$>4;��)�6�>�������)4*���3��: 

              (�������+) (Bar = 50 �
5���
��)  
 

 

 

 

 

� 

50.0 µm 
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$���	
���
%����� 3 ��&
!  
 
  �
�����0�/�$4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
�Z/�$ 2,4-D ���
���
��� 1 

������)
�;����� (�"�����������0 2) ��
��=�)��,�6(�����5/�5����:
�������0�"�#�$
�% 45.41 ± 
4.59 �#��:�3���: (�������0 1) 5��5/�5����:

��)�
%$�#Q�������
�����>�$#������>(�
   
>�;�
'0�����
�������+��6��.�/
�>���$��������#��0�������5/�5����:
���������#�#Q�������� 
(.�/��0 7 �) 3	0�4��5/�5����:
���0
#���c�(��5���������������� (rhizoid) 4����%�;��f�����
5/�5����:
 
��)�
%$�#Q���������g (.�/��0 7 �; �������+) ��������+����	�
������'+���'0������ 
/4�;�5/�5����:

��)�
%$��#�;����0�$����L�#�#Q��;�����5����������#5�
 (meristematic 
dome) 3	0��3��:4����%5����������#5�

��)�
%$�#Q��3��:����L (meristematic cell) �'� �3��:
�
�������� >�;
��������������6(L; (.�/��0 7 �; �������+) 
  �;���"�����������0#�$��4������(���"�������)�>#�� VW ��0 ���
 2,4-D        
���
���
��� 1 
������)
�;����� �;�
�)4 TDZ ���
���
��� 0.1 
������)
�;����� (�"�����������0 5) 
��
��=�)��,�6(�����>���)�����
����������0�"�#�$
�% 2.55 ± 1.21 �#��:�3���: (�������0 1) >���;��
��;��
��)��,��)L����=�����0�$�)4���
��'0�
)0� 95 �#��:�3���: �
'0��#���4����4�)4��(�������)�>#�� 
VW ��0���
 2,4-D >�$ TDZ ��0���
���
����'0�g �)�
%$���>���)���0�����	+�
��)�
%$�#Q�����     
���(�'���;�� �3��:��
�)��)���;��(��
g (�'�������;� h������4��>���)� (friable callus) (.�/��0    
8 �) >�$�������	�
������'+���'0������ /4�;��3��:���>���)�
��������������6(L; �;��>�����-
5��
���������>�$
��;���;���$(�;���3��:����
��(�'��
;
���� (.�/��0 8 �) ��������+�
'0��	�
�
����������"������:��������������;������ /4�;�5��������.������������>���)�
��)�
%$
�#Q���";
�3��:�����������;��
�)��#Q���";
���� (.�/��0 8 �)  
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�
�
���� 1 �#��:�3���:�������>���)�>�$�#��:�3���:�������5/�5����:
���������
������������
������� (�)��������/�$�
���4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
 2,4-D �;�
�)4 
TDZ ��� 3 ��'��  

 

 
- �;��Z��0���0�,��)4�����)��)�
���0�;���)�6���
.:������)�
����
>���;������=����
'0�������4����
��l� DMRT  

- ��(���"�������)�>#�� VW #�$��4���� �+,����3�5��� 20 �./�., *�=;���)

)��: 2 �./�., �h����� 
2 �./�. 

 
 
 
 
 
 
 
 

�����4�"
�������L���45�  
�"��������� 2,4-D 

(
�./�.) 
TDZ 

(
�./�.) 

 
�������>���)� 

(�#��:�3���: ± S.E.) 

 
�������5/�5����:
 
(�#��:�3���: ± S.E.) 

1 0 0 0.00 ± 0.00 c 28.57 ± 5.45 bc 
2 1 0 0.00 ± 0.00 c 45.41 ± 4.59 a 
3 5 0 0.51 ± 0.51 bc 31.12 ± 5.22 abc 
4 0 0.1 0.00 ± 0.00 c 35.71 ± 4.62 abc 
5 1 0.1 2.55 ± 1.21 a 22.96 ± 4.69 c 
6 5 0.1 2.04 ± 1.17 ab 38.78 ± 4.54 ab 
7 0 0.5 0.00 ± 0.00 c 30.10 ± 4.92 bc 
8 1 0.5 0.00 ± 0.00 c 28.02 ± 3.66 bc 
9 5 0.5 0.00 ± 0.00 c 35.20 ± 5.16 abc 
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�
���� 7 >����)�
%$5/�5����:
���������
������������������� (�)�����/�$�
���4���(��
�"�������)�>#�� VW ��0���
 2,4-D 1 
�./�. ��� 3 ��'�� (�) ���0
#���c5����������������
4����%f�����5/�5����:
 (�������+) (Bar = 1.25 
�����
��) (�) �3��:4����%5��������
��#5�

��)�
%$�#Q��3��:����L (�������+) (Bar = 200 �
5���
��) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

� 

	 



31 
 

 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�
���� 8 >����)�
%$>���)����������
������������������� (�)�����/�$�
���4���(���"�� 
�����)�>#�� VW ��0���
 2,4-D 1 
�./�. �;�
�)4 TDZ 0.1 
�./�. ��� 3 ��'�� (�) >���)�  

����(�'���;�� (Bar = 1 
�����
��) (�) �3��:���>���)�
��������������6(L; >�$         
>�����5��
��������� (Bar = 50 �
5���
��) (�) 5��������.������������>���)�      

��)�
%$�#Q���";
�3��:�����������;��
�)��#Q���";
���� (Bar = 50 �
5���
��) 

� 

	 

� 

50.0µm 
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3. �� !�
!	
��	��+��+��
�,�-��,�
��  

 

�������)��,�6(�����5/�5����:
���:4���+ 5�����+�����
4��5�������>���)� 
(�+,�(�)��Z��0� 8 
������)
����+,�(�)����;�����>���)�) 4���(���"�������)�>#�� VW ��0���

>�$�
;���
�����4�"
�������L���45��;�
�)4�+,����3�5���#��
�% 0, 10, 20 >�$ 30 ��)
�;����� 
�#Q����� 4 ��'�� /4�;�(�)��������/�$���+�����
4��5�������>���)�4���(���"�������)�>#�� 
VW ��0���
�Z/�$�����4�"
�������L���45� (.�/��0 9 �) ���
4��5�������>���)��$�#��0���#Q�    
���+,����>�$�
;����5/�5����:
���:4���+ �;����(����0���
�����4�"
�������L���45��;�
�)4
�+,����3�5���#��
�% 10 ��)
�;����� (�"�����������0 2) ��
��=�����53
�������
4��5�(�'�
5/�5����:
���:4���+�������0�"� (.�/��0 9 �) �'� 142.86 ± 84.52 
������)
 (�������0 2) >���;��
��;��
��)��,��)L����=�����0�$�)4���
��'0�
)0� 95 �#��:�3���: �
'0��#���4����4�)4�"����������'0�g 
#��
�%5/�5����:
���:4���+�����
� �'� 6���(���"�������)�>#�� VW ��0���
�����4�"
���
����L���45��;�
�)4�+,����3�5���#��
�% 20 ��)
�;����� (48.14 ± 31.74 
������)
) >�$ 30 ��)
�;�
���� (28.00 ± 28.00 
������)
) (�������0 2) 5��5/�5����:
���:4���+�$
��)�
%$��������;�� (.�/
��0 9 �) >�$���(�'���;�� (.�/��0 9 �) ��
�,��)4 �;����(����0���
�+,����3�5��� 0, 10, 20 >�$ 30 
��)
�;����� >�;�
;���
�����4�"
�������L���45��)+�������� /4�;�.��(�)�������������+��
���
4��5�������>���)��#Q��$�$����(�	0� ���
4��5�������>���)��$�#��0���#Q����+,�����)+���+� 
��'+���'0��
;��
��=����L�;��#>�$���6���0�"� (.�/��0 10) 

��������+����	�
������'+���'0���������5/�5����:
���:4���+ /4�;�>���)���06��
�)��,�6(������#Q�5/�5����:
���:4���+ #�$��4������";
�3��:����L 3	0��#Q���";
�3��:��0�$����L  
�#�#Q���";
�3��:����,��������
4��5� (proembryonic mass) (�'�53
�������
4��5��$�$�;����#�;��
��
 (early globular-shape stage) (�)��������/�$���+����� 1 ��'�� (.�/��0 11 �; �������+) 3	0�
����L
�����3��:��������������>���)� (.�/��0 11 �; �������+) �3��:4����%��+�$
��)�
%$�#Q�
�3��:����L 5���3��:
���������>�$
��������������6(L; �
'0��#���4����4�)4��������3��: 3	0�
�3��:�(�;���+�$
�����������;��3��:�������>���)����0
��� (�)�����)+���";
�3��:����,�����
���
4��5��$>4;��3��:��;�������������L�#Q�53
�������
4��5��$�$��#�;����
 (globular-shape 
stage) 5���3��:�)+���'+���'0�����L�,�����*�� (protoderm) �$>4;��)�6�>���)+�Z���)4*�� ����)+��3��:
�)+���+�$>���>����4������53
�������
4��5���;���)���� (.�/��0 11 �; >��()������) 3	0�
��'+���'0�����L�,�����*���#Q���'+���'0�����L�)+�>����0�$����L�;��#�#Q��3��:�)+�����"� (epidermis) 
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(�)�����)+�4����%�;��#������53
�������
4��5��$�$��#�;����
�$=���,�(����4���        
>���������;��f�� 5�������������� (depression) (.�/��0 11 �; �������+) 3	0��$�,�(����4���
����;��#������ (shoot apex; SA) (.�/��0 11 �; SA) >�$�"��,�����64���+�� (cotyledon primordium; 
CP) (.�/��0 11 �; CP) (�)������������� /4�;�4����%#������>�$�"��,�����64���+���$����
����
4����%��������>�$4����%#������53
�������
4��5��$�$��#�;����
��
�,��)4 3	0��#Q��)�
%$
������0
�����;�����#���>(�
���� (protrusion) (.�/��0 11 �) 3	0��;�
��$����L�#Q�64���+�� ����)+�
(�)�����/�$���+����� 2 ��'�� 53
�������
4��5��$�$��#�;����
�$�'�����	+���;���������������;
�$�$��������64���+�� (.�/��0 12 �; �������+) �������	�
��)�
%$�����'+���'0���������53
����
���
4��5��$�$��+ /4�;�64���+�� (cotyledon; C) �$�'������� (.�/��0 12 �, 12 �; C) >�$��'+���'0�
����L#������ (shoot apical meristem; SAM) �$����	+� (.�/��0 12 �, 12 �; SAM) �%$������)�
�"��,�����64 (leaf primordium; LP) �$�����	+�4����%�������������'+���'0�����L#��������0����	+� 
(.�/��0 12 �, 12 �; LP) >�$����L��;���������������#Q�5/�5����:
���:4���+��0
����"#�$
�% 3 
��'�� (.�/��0 13 �; �������+) 3	0��$#�$��4�����"��,�������� (root primordium; RP) (.�/��0 13 �; 
RP) 64 (leaf; L) (.�/��0 13 �, 13 �; L) >�$��'+���'0�����L#������ (.�/��0 13 �, 13 �; SAM)  
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�
�
���� 2 *�����+,����3�5���>�$�����4�"
�������L���45��;��������5/�5����:
���:4���+
���>���)�������
������������������� (�)�����/�$���+���#Q����� 4 ��'�� 

 

 
- �;��Z��0���0�,��)4�����)��)�
���0�;���)�6���
.:������)�
����
>���;������=����
'0�������4����
��l� DMRT 

- ��(���"�������)�>#�� VW #�$��4���� *�=;���)

)��: 2 �./�., �h����� 2 �./�. 
- �����4�"
�������L���45� �'� NAA 0.1 
�./�. �;�
�)4 TDZ 0.5 
�./�. 
- >���)����0
����+,�(�)�#�$
�% 8 
������)
����+,�(�)��� 
- *     �#Q��+,�(�)�����
���5/�5����:
���:4���+�)4>���)���0�/�0
�	+� 
- **   >���)��#��0���#Q����+,���� >�$���6���0�"� 
 
 
 
 
 
 
 

�"����
����� 

�����4�"
���
����L���45� 

�+,����
3�5��� 
(�./�.) 

�+,�(�)������ 
5/�5����:
���:4���+*  
(
������)
 ± S.E.) 

�������5/�5�
���:
���:4���+ 
(�#��:�3���:) 

(
���(�" 

1 + 0 0.00 ± 0.00 b 0 ���+,����** 

2 + 10 142.86 ± 84.52 a 57.16  
3 + 20 48.14 ± 31.74 ab 28.58  

4 + 30 28.00 ± 28.00 b 14.29  

5 - 0 0.00 ± 0.00 b 0 ���+,����** 

6 - 10 0.00 ± 0.00 b 0 ���+,����** 

7 - 20 0.00 ± 0.00 b 0 ���+,����** 

8 - 30 0.00 ± 0.00 b 0 ���+,����** 
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�
���� 9 >����)�
%$5/�5����:
���:4���+���������
������������������� (�)�����/�$���+��
>���)��#Q����� 4 ��'�� 4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
�����4�"
�������L���45�
�;�
�)4�+,����3�5������
���
����;��g (�) �+,����3�5��� 0 �./�. �
;����5/�5����:
-
���:4���+>�$>���)��#��0���#Q����+,���� (�) �+,����3�5��� 10 �./�. ����5/�5����:
���:-
4���+�������0�"�>�$
�������� (�) �+,����3�5��� 20 �./�. 5/�5����:
���:4���+
���������;�� 
(�) �+,����3�5��� 30  �./�. 5/�5����:
���:4���+
����(�'���;�� 

	 � 

� � 
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�
���� 10 >����)�
%$>���)���0�#��0���#Q����+,�������
>�$�
;��
��=����L�#Q�5/�5����:
-
���:4���+���������
������������������� (�)�����/�$���+��>���)�4���(���"������
�)�>#�� VW ��0�
;���
�����4�"
�������L���45� >�;���
�+,����3�5������
���
���
�;��g (�) �+,����3�5��� 0 �./�. (�) �+,����3�5��� 10 �./�. (�) �+,����3�5��� 20 �./�.
(�) �+,����3�5��� 30 �./�. �#Q����� 4 ��'�� 

	 � 

� � 
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�
���� 11 >����)�
%$5/�5����:
���:4���+��0�/�$���+��4���(���"�������)�>#�� VW ��0���

�����4�"
�������L���45��;�
�)4�+,����3�5��� 10 �./�. ��� 1 ��'�� (�) ��";
�3��:
����,��������
4��5�(�'�53
�������
4��5��$�$�;����#�;����
 (�������+) (Bar = 1.50

�����
��) (�) �)�
%$�����'+���'0���������53
�������
4��5��$�$�;����#�;����
  
(Bar = 50 �
5���
��) (�) ������������ (�������+) ���53
�������
4��5��$�$��#�;��
��
>�$�3��:�)+���'+���'0�����L�,�����*��>���>����4������53
�������
4��5���;��
�)���� (>��()������) (Bar = 100 �
5���
��) (�) 5��������.���������;�����
#���>(�
���� (Bar = 100 �
5���
��) (C: cotyledon, CP: cotyledon primordium, SA: 
shoot apex) 
 
 
 

	 
� 

SA CP � 
C 

� 
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�
���� 12 >����)�
%$5/�5����:
���:4���+��0�/�$���+��4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
 

�����4�"
�������L���45��;�
�)4�+,����3�5��� 10 �./�. ��� 2 ��'�� (�) 53
����-
���
4��5��$�$�����64���+�� (�������+) (Bar = 2.5 
�����
��) (�) �)�
%$�����'+���'0������ 
���53
�������
4��5��$�$��0
�64���+���'������� ��'+���'0�����L#����������	+�>�$����
�"��,�����64 (Bar = 200 �
5���
��) (�) 5��������.��������53
�������
4��5� 
#�$��4����64���+�� ��'+���'0�����L#������>�$�"��,�����64 (Bar = 100�
5���
��) (C: 
cotyledon, LP: leaf primordium, SAM: shoot apical meristem) 

 
 
 
 
 

	 

C 

LP 

SAM 

� 

� 
C 

SAM  
LP 

200 µm 
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�
���� 13 >����)�
%$5/�5����:
���:4���+��0�/�$���+��4���(���"�������)�>#�� VW ��0���
    

�����4�"
�������L���45��;�
�)4�+,����3�5��� 10 �./�. ��� 3 ��'�� (�) 5/�5����:
-
���:4���+��0�
4��%: (Bar = 2.5 
�����
��) (�) �)�
%$�����'+���'0���������5/�5����:
-
���:4���+��0#�$��4���� 64 ��'+���'0�����L#������ >�$�"��,�������� (Bar = 200
�
5���
��) (�) 5��������.��������64>�$��'+���'0�����L#���������5/�5����:
-
���:4���+ (Bar = 100 �
5���
��) (L: leaf, RP: root primordium, SAM: shoot apical 
meristem) 

 
 
 
 
 

	 

L 
L 

SAM 

� 

� L 

L 

RP 

SAM 

200 µm 
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4. �� !�
!	
��7��8�
�+��+��
�,�-��,�
�� 9$:�	���:! 

 

5/�5����:
���:4���+��0����L
����>���)� �
'0��,�
��/�$���+��4���(���"��   
�����)�>#�� MS ��0���

)� �)0�4�>�$�����(�
4���0#��
�%�;��g (�������0 3) /4�;�(�)����            
����/�$���+����� 4 ��'�� 5/�5����:
���:4���+��0�/�$���+��4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
 
�����(�
4�#��
�% 20 ��)
�;����� (�"�����������0 3) ��
��=�)��,�5/�5����:
���:4���+   
6(������;��������
����0�"� �'� 89.58 ± 45.47 ����;�5/�5����:
���:4���+ 10 
������)
 (�������0 
3) >���;����;��
��)��,��)L����=�����0�$�)4���
��'0�
)0� 95 �#��:�3���: �
'0��#���4����4�)4�,����
�����0����������/�$���+��4���(���"�������)�>#�� MS ��0�
;���
�)+�
)� �)0�4�>�$�����(�
4� 
(�"�����������0 1) �,�(�)4����)��,�6(�������� /4�;���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����(�

4�#��
�% 50 ��)
�;����� (�"�����������0 5) ��
��=�)��,�6(���������������0�"� �'� 3.00 ± 1.32 
����;�5/�5����:
���:4���+ 10 
������)
 (�������0 3) 3	0�>���;����;��
��)��,��)L����=�����0�$�)4
���
��'0�
)0� 95 �#��:�3���: �
'0��#���4����4�)4��(����0���

)� �)0�4�#��
�% 20 >�$ 50 ��)
�;�
���� (�'������(�
4�#��
�% 20 ��)
�;����� 5�����0
#���c�;������	+�
�(�)��������/�$���+��
��� 2 ��'�� ��������+/4�;� ���
�
4��%:������6�>�;�$�"���������>���;���)� (�������0 3)
5�������0����������/�$���+��5/�5����:
���:4���+4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����  
(�
4�#��
�% 50 ��)
�;����� 
����
�
4��%:������
����0�"� �)������������� (.�/��0 14 �; 
()������) >�$��� (.�/��0 14 �; �������+) ��0
�����6(L; �
'0��#���4����4�)4�"����������'0�g
�����
��'� �����0����������/�$���+��4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����(�
4�#��
�%
20 ��)
�;����� (.�/��0 14 �) >�$��0�
;���
����������:����3�����
l��
���� (.�/��0 14 �) ��
�,��)4 
3	0������0����$
��������6(L;>�;���
��������� �;�������0����������/�$���+��4���(���"������
�)�>#�� MS ��0���

)� �)0�4�#��
�% 20 ��)
�;����� (.�/��0 14 �) >�$ 50 ��)
�;����� (.�/��0 14 �) 
�$
����
�
4��%:������0�"� �'� �����0����$
������������>�$
���������	+�����
�� ����)+�(�)����
����/�$���+���;��# /4�;������0�����	+��
;��
��=�'����>�$����L�#Q������0�
4��%:��� �;�����  
��0����������/�$���+��5/�5����:
���:4���+4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����(�
4�
#��
�% 50 ��)
�;����� /4�;�(�)��������/�$���+���;��# #��������
��=����L�'���� �,����
����	+�>�$
��������L����;������'�����/�0
�	+� ���
��)�
%$���+,�����;��>�$
������#���"
 
��������+�����0����L
����5/�5����:
���:4���+�$����L���45��4����)�6���� �,�6(����           
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�
;�
4��%:>���>�� �)��)+��	��,��#Q�����>�����>�$����
����+��6���(�����6(
;�/'0�6(����
����L���45�������	+� (�)����>�������0�����	+�6(
;����
����+��4���(���������
 (��(���"������
�)�>#�� MS ��0���
�����(�
4�#��
�% 50 ��)
�;�����) /4�;������0����$
��)�
%$�
4��%: 5��
�;������$
�64������� ����64
�����"���
;�� (.�/��0 16 �; �������+) >�$���
�����6(L; ���+,����
�;�� (.�/��0 16 �; ()������) 
������#���"
�,����
�� (.�/��0 16 �; �������+) 3	0�
��)�
%$
�(
'���)4�����0�����	+���
l��
���� ��������+�
'0�������,��)���;�������0>���>��>�$
����        
��0�
4��%:���������
�#���6���'���/�$�,���0
����
���
>��#�$
�% 30 �
5��5
��;������
�
���;������� 5��6������:
������: (vermiculite) �#Q��)��"#���3	0��#Q��)��"�+,��"���0��
��=���4
���
�'+������>�$
�����$4���+,��� /4�;����������
���0����������/�$���+����'+���'0���
��=
������
������ (.�/��0 17) 

�������	�
������'+���'0������ /4�;�5/�5����:
���:4���+���0
������#�$
�%      
2 
�����
�� ���0

��������L���45�����;��#������ (.�/��0 18 �) ��0#�$��4������'+���'0�����L      
#������ �"��,�����64 >�$#���c�,�>(�;�������4����%f�����5/�5����:
���:4���+              
��0�	����$�)4����>���)� (.�/��0 18 �; �������+) ����)+�(�)�����/�$���+����� 2 ��'�� ���0
#���c
��'+���'0�����L��0�$����L�#Q��;����� (.�/��0 18 �; �������+) >�$�������L�#Q������0�
4��%:��0
�       
�)+��;���)+�#������ (.�/��0 18 �; ()������) >�$�)+�#������ (.�/��0 18 �; �������+) 3	0��#Q����    
��0�������/�$���+��4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����(�
4� 50 ��)
�;����� �#Q����� 4 
��'�� (.�/��0 18 �) ��������+/4�������5/�5����:
���:4���+�"���.�
� (secondary protocorm-like 
body) (.�/��0 19; �������+) ���4����%*������������5/�5����:
���:4���+#f
.�
� (primary 
protocorm-like body) (.�/��0 19; ()������) >�$�������	�
��)�
%$5��������.�����������
������
����������������������" 4 ��'�� (.�/��0 20 �) ����������"������:�������������      
�;������ /4�;������0����$
�64�;�����0
5*�; (.�/��0 20 �; �������+) >�$
������#���"
������;
�,����
�� (.�/��0 20 �; ()������) �,�(�)4����	�
��)�
%$�����'+���'0������������������
�
���������������������" 5 ��'����0����������/�$���+��5/�5����:
���:4���+4���(���"������
�)�>#�� MS ��0���
�����(�
4�#��
�% 50 ��)
�;����� 5��������
��������l� safranin and fast 
green staining >���6(��(�������'0�
�;��$(�;�����>�$��� (shoot-root connection) ������        
��0�
4��%: (.�/��0 21 �-21 �) �)���������� /4>�������";
��'+���'0�����L��0���0�������)4����,������
��(��>�$�+,� (vascular strand) ��'0�
�;��$(�;��#������>�$�;��64 (.�/��0 21 �; �������+) >�$
/4��'+���'0�����L��";
��+4����%���������� (.�/��0 21 �) 3	0��$/4�3��:��0�,�(�����0�,�������+,�
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(tracheary elements; Te) (.�/��0 21 �; Te) 4����%��";
�����'+���'0�����L��0���0�������)4����,������
��(��>�$�+,� 

 
�
�
���� 3 *����
)� �)0�4�>�$�����(�
4��;��������L���5/�5����:
���:4���+�#�#Q����

���������
������������������� (�)��������/�$���+����� 4 ��'�� 
 

 
- �;��Z��0���0�,��)4�����)��)�
���0�;���)�6���
.:������)�
����
>���;������=����
'0�������4����
��l� LSD 

- ��(���"�������)�>#�� MS #�$��4���� �+,����3�5��� 20 �./�., *�=;���)

)��: 2 �./�., *��"�� 
6.8 �./�. 

- �)L�)�
%:      ++  (
��=	�  ���
���������>�$
���������	+�����
�� 
     +++  (
��=	�  ���
�����6(L;>�;���
���������  

            ++++    (
��=	�  ���>�$���
�����6(L; 
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�,��������Z��0� 
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± S.E. 

�,��������Z��0� 
�;�5/�5����:
 

���:4���+ 
10 
������)
 

± S.E. 

 
���
�
4��%: 

������ 

1 0 0 16.65 ± 4.17 b 0.80 ± 0.80 ab +++ 

2 20 0 39.70 ± 18.09 ab 0.13 ± 0.13 b ++ 

3 50 0 58.14 ± 37.62 ab 0.17 ± 0.17 b ++ 

4 0 20 89.58 ± 45.47 a 1.00 ± 0.76 ab +++ 
5 0 50 31.77 ± 17.59 ab 3.00 ± 1.32 a ++++ 
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������������������� (�)�����/�$���+��5/�5����:
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���:4���+4���(���"�������)�>#�� MS ��� 4 ��'�� (�) ��0���
�����(�
4� 50 �./�. 
�����)+��;����� (()������) >�$��� (�������+) ��0
�����6(L; (�) ��0���
�����(�
4� 20 
�./�. (�) ��0�
;���
����������:����3�����
l��
���� (�) ��0���

)� �)0�4� 20 �./�. (�)        
��0���

)� �)0�4� 50 �./�.  
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��)+�     
�;���)+�#������ (()������) >�$�)+�#������ (�������+) (Bar = 200 �
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��) (�) ���
��0���(�)�����/�$���+��4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����(�
4� 50 �./�. ��� 
4 ��'�� (Bar = 0.6 �3����
��) (C: cotyledon, LP: leaf primordium, SAM: shoot apical 
meristem)  
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LP 
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4� 50 �./�. ��� 4 ��'�� (Bar = 0.4 
�3����
��) (�) �)�
%$5��������.������������	�
�����������"������:���������
�����;������ �����0����$
�64�;����0���0
5*�; (�������+) >�$
������#���"
������;
�,����
�� (()������) (Bar = 1 
�����
��) 

 

 

 

 

 

 

 

 

	 

� 



50 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�
���� 21 >����)�
%$�����'+���'0������������������
������������������� (�)�����/�$���+��
5/�5����:
���:4���+4���(���"�������)�>#�� MS ��0���
�����(�
4� 50 �./�. ��� 
5 ��'�� �
'0����
��������l� safranin and fast green staining (�) #��������������0�
4��%:
(Bar = 500 �
5���
��) (�) �����������0�
4��%: /4>�������";
��'+���'0�����L��0
���0�������)4����,��������(��>�$�+,���'0�
�;��$(�;��#������>�$#������ (�������+)
>�$
������#���"
 (()������) (Bar = 500 �
5���
��) (�) >�������";
��'+���'0�����L
��0���0�������)4����,��������(��>�$�+,� ��'0�
�;��$(�;��#������>�$�;��64 (�������+) 
(Bar = 50 �
5���
��) (�) ��";
�����'+���'0�����L��0���0�������)4����,��������(��>�$�+,�
4����%��� /4�3��:��0�,�(�����0�,�������+,� (Bar = 50 �
5���
��) (Te: tracheary elements) 

� � 

Te 

	 � 



���

����� 4 

��	
��
 

 

 

1. �
��������
����������������  

 

�������	�
����

����������
���������
�������������� �������� !�������
��
���"#�$
�%�&� ��'��(�)�������*�
�����)������
'+�����, ���

������-��.������//0� ���

���
������ �#��1�2���1�3,�4��
�����+.��.���������
��#��1�2���1���

������#�$
�%�56��#��1�2���1�
2	+��
����$
��)�
%$���������#���7(�
7�$���
,��-�
���#�4��������-���
���������
���+�
,��%1�
�$
��)�
%$3����4����4��)��,����%�����������
����$#8��7�$���
,��-�����
�����+
�����������
�$
���7���2	+���������2��19��.�����
�����+�)�
������
���$,�����(��.�����2��1�����	:��������
�#;���$,�������������
���+
�����2
1�<=>?<@AB=CDE=�����
����+�������F�.(�
����#��#�4���

��"
���G-������HI
J
K����
��-����"
���G-�������+#�4�����
���:�$��������F�#L����������)��)+��

H@=<MNOPAC� @=DNOPACK� �),����//0� 2	+��#;����.��
4
�����#��+���#;����� �QRQ�SO@PT>=C?UVA@WDXDC�
H/YZK���+
���7���H9�3��+�55K��	���
��[7���
�����+
������7�$�
4
�������������)�����-��3����%�
�)���:�[���
��������7���):�(
��)��#;��
�����+�)�
�������H\PD]U=�E==<K�7�4[���
����
4���������$�)��#;�
�
�����+�
4
������� HCACS\PD]U=� E==<K�H^D@@VDUOQ� 5__`K�(�'�(��������
4���
�$�),�#;��
����
4
������
��4��)���F�.(���
��[����$�����
��
��[.�����������
� ����+.��.�����������):���:���������
�'��#�$
�%� 56��#��1�2���1�2	+���a��������,���

����������
����-��.������//0��#;���a�����
��������
���+��
��[#�$�
�����

����������
���������
��� �9��.������)���������HbMcDCA\PN�=O��
DUdQ�5___K���������:�)�.(����
�����+���),���
7���7������
����������  

�
�
���
 

 

�
���� 22 �
����������#L��������$(�4���//0��),��"
���G-������HePUU=@Q�5__�K�



�5�

 

2. � !"��"�
�� �"#
$��� � 

�
�������F��
���������
���������������������� !���+*4� ��):������������
���

�3�$�
���
��3�$���:��,���(���"�������)�7#���bf� ��+���
�5QgSh����
���
����_Q��Q� �� 
������)

�4�������4�
�),�/hi����
���
����_Q� _d�Q� _d�� 
������)
�4�������3'+��	�
�*���������,�"
�������
�������j���,-��4��������7���)�7�$-3�-����1
�3,�4�(�)������ ��3�$�
����#;������������'���
�
����
4
��������j���,-�
���)���'���
����)���
��)�
 %$���������#���7(�
7�$���
,��-����������

���#�4��������7�4,���
������+

����3������
���,��������������'+��������
,��-�9��.��
���������
����:F�*4���):��#�'��("�
�
����F�.(����
,��-����������	:��HYP=@PkQ� �ll6K�(�)�����3�$�
��������
5� ��'����
���������
�����"��"���������
��������j��� ,-��3�+

���	:��-���
���
��)�
%$�
��#�4���#��+��7#������)�
%$��#�4��������#�#;���#�4����
����(�'���4��7�$(�"�������
�#�'��("�
�
������'+������������:F������#������
,��-��$�4��.(�
����7���#��+���m�2������	:��
-���n3�$�m�2���2����7�$�m�2���1,��������2�1��)��):��
'+��2��1����),�:F�7�$�m�2���2����
�$��$�"��.(�����2
1��+���+�������),��$,������
7�,���2	
�F��������H�)��9Q�5�g_K��F�.(��2��1

����7,4��)�7�$����������4�������������������),����	�
� �����':���'+�������3,,����%��+����
������
�����':���'+�����j� HW=@PEO=WDOPN� DNOP\PO?K����4�F����
���-���n3�$,����%�4��#����
��������:3,�2��1,����%*���):�����"�������
,��-��F��)�7,4��2��17,,�):�n���),*���2	+�
�*�.(�

��������3':���+*���HEM@VDN=�B@AoO>K���������������7�$�2��1�):�.�������
,��-�
����7,4��2��1
�):�7,,�):�n��7�$�����),*��� �F�.(��������j���,-��$�����):�����3�+
3':���+*��7�$���������
Hp\=@OQ�5__&K�

(�)��������3�$�
����#;������R� ��'���3,�4��"��"�����������
��[�)��F�����
.(�����-3�-����1
����
������
[	��"�����������+�
4��� 
�����,�"
�������j���,-�����
��[
�)��F�.(�����-3�-����1
�����4��)�����������),�YP=@Pk� H�ll6K���+����������4������,�"
�������
�������j���,-��
4
����
�F��#;��4��):��������������
� ��������
����'+�����#��
�%���
G��1-
�9��.��
������4.��$�),��+�(
�$�
�4�����������
����� �4��������
������
�����,�"

�������j���,-������5QgSh� ���
���
������ 
������)
�4������ ��
��[�3�+
�#��1�2���1��������������
-3�-����1
���
���	:�����������),�I=o� 7�$�0UPVVA@<� H�llRK� �������4�������
�����,�"
��
�������j���,-�(���������.���(���)�����$(1�3'+��3�+
#�$���a�9�3����������
���������
��
��4�������,�"
�������j���,-���"4
���2����2-�������7� $��,�,��������-���n3�$��4����+�



�R�

 

���2���#;������,�"
�������j���,-���+��
��[�3�+
#�$��� a�9�3����������
���������
�����
��'+�����9��.��
���������
�
�#��
�%G��1-
�.���"4
���2�����4������)��):��	��F��#;��������
�
�����,�"
�������j���,-���"4
���2����.���(���3�$���:��� 3�+
�����������������:���������:��
.��9�3
'��F�.(�-3�-����1

��������3��$�
4
������������-�qr��1�����	:��7�4(�)�����F�
��
������:��.��9�3
�7��� 3,�4�
�����#��+�������-3�-����1
���������#�#;�����������'+�����
��$,�������������-�qr��1��
��[�����	:�����7�$����	�
 ������':���'+���������-3�-����1
�
3,�������j����2��1�3'+�.(������4��-����������#-�
�-���2��1,����%-����������#-�

�
�)�
%$�#;���"4
�2��1����j�2	+�����j
������"4
�2��1,����%����,�������
,��-�
����7,4��2��1
�):�7,,�):�n��7�$�����),*���2	+����7,4��2��1�):����7,,��:�$�4�*�.(������������j���,-��):��
.��������
���7�$���
�������3'+�3)s��.(�����-����������#-�
�

�"�����������+#�$��,������(���"�������)�7#���bf� ��+�
4���
�����,�"
��
�������j���,-��):���������(�'����
�����,�"
�������j� ��,-�����.�����(�	+���4��):��3,�4���
�
4��
��[�)��F�.(�����7���)�����������),��������.�� �����
������������HVanilla  

planifoliaK�2	+��
4��
��[�)��F�7���)������:��4����+�3�$���:��,���(���)�����$(1�����et� ��+�
4
���
�����,�"
�������j���,-��HuDCD@O>DCDW� DC<� t=E>D<@PQ� 5__`K�7�$���������),��������
����0>=C�7�$�0>DCB�H5___K�vPC�7�$�%$�H5___K�7�$�IMDC�7�$�%$�H5__gK��������4�������
�
/hi��3�����4��������
4��
��[�)��F�.(�����7���)��7�4������
�5QgSh��4�
�),�/hi���
��[�)��F�
.(�����7���)�������4�������),*�����������):���:���
��[ �)��F�.(�����7���)�����
����������+�"���������
,���(���"�������)�7#���bf���+���
�5QgSh� ���
���
���� ��
������)
�4�������4�
�),�/hi�������
���
���
����_d��
������)
�4���������������),������� �.�������
���"�� Cymbidium� ����
0>DCB� 7�$0>DCB� H�ll`K� ��
��[�)��F�7���)�,���(���"�������)�7#���et� ��+���
�5QgSh����
���
���
���� �_�
������)
�4�������4�
�),�/hi����
��� 
����_d��
������)
�4��������4�������),��
0>=C�7�$�%$�H5___K�3,�4���(���"�������)�7#���et���+���
�5QgSh����
���
����_�S��_�
������)

�4�������4�
�),�/hi����
���
����_�S�_d��
������)
�4��������
��[�)��F�.(�����7���)�.�������
�
��"��Phalaenopsis�����7�$������������vM�H5__gK��������4���
��[�)��F�7���)����-3�-�S�����
���1
���������
�� Pleione formosana�,���(���"�������)�7#���et� ��+���
�5QgSh� ���
���
�������
��S���
������)
�4�������4�
�),�/hi����
���
����_�S�_d��
������)
�4��������������:��
��[�)��F�
7���)����������
���������������*�
  Paphiopedilum callosum�wxDk>Py�z�Paphiopedilum 

lawrenceanum w/@D<POPACy�,���(�������)�7#���et���+���
�/hi����
���
����_d��S��d_�
������)




�g�

 

�4������ �4�
�),�5QgSh����
���
������S� �_� 
������)
�4������HvPC�=O�DUdQ�5___K�7�$��
��[�)��F�
7���)�����
���������
���������������*�
� Paphiopedilum� {UWD� |D\D=@O� ,���(���"������
�)�7#���et� ��+���
�5QgSh����
���
������ 
������)
�4�������4�
�),�/hi� ���
���
������ 
������)

�4������HIACB�=O�DUdQ�5__`K����������),������������vPC�7�$�%$�H5___K�7�$�v==�7�$�v==�
H5__RK�3,�4������
�)��$(�4�������,�"
�������j���,-���"4
�2-�����������/hi� �),���
��,�"
�������j���,-���"4
���2���
��4���F��)j�4�����)�� F�7���)����������
�������������2	+�
�����,�"
�������j���,-���"4
���2�������5QgSh���+.��.��������� ��):���:�#;����2���)�����$(1
��+
�}�a�~������2���4�����������4�� •{{� 7�$�€{{� 2	+��5QgSh� �#;����2����+�F��#;��4�����)��F�
7���)��HeMcP]� =O� DUdQ� 5__�•� uDCD@O>DCDW� DC<� t=E>D<@PQ� 5__`K��)��):�������
�����,�"
���
����j���,-���"4
���2���4�
�),�2-������
����
�F��)j�4 ��):��������������
,��-�������S
7���)�.�3'�����H0>DCB�DC<�0>DCBQ��ll`•�€E>PP�=O�DUdQ��ll`•�€BCDNPWMO>M�=O�DUdQ��lll•�‚A?�DC<�
ƒDC=@c==Q� 5__RK� ��'+�����������
�����,�"
�������j���,-���"4
�2-��������
��[�)�
����
���
�
�"��$(�4��G��1-
�9��.���':���'+�3'��H=C<AB=CAME�>A@WAC=K� �):����2��7�$�2-�������
-��G��1-
�3'��):���������$�F�(�����+�4�
�)�.������,�"
���7,4��2��1�HuA>@P�DC<�ePO@DQ�5__�K�
2	+����7,4��2��1�#;���$,������F��)j��+�F��#;��4��):�����������q�q���������)������:��4��3'�
��+�3�$���:�����������:�����
�)��$(�4�����2��7�$�2-������
��4���F��)j��+�F�.(����+

��$,������������$�������������HeDPO?�=O�DU.,�5__�K� ��4��������
�$�),���
���
���������
��,�"
�������j���,-�7�4�$������+�(
�$�
�4��������-3� -����1
7�$7���)��	:����4�),����
7�$��:��4��3'����+
�����+.��.�����3�$���:����':���'+��

����	�
��)�
%$�����':���'+���������7���)��3,�4��2��1
��������������.(j4�
7�����-��
����������7�$
��4���4���$(�4���2��1����
��(�'��
4
�����2	+��#;��)�
%$����2��1
����j�HpEDMQ��l&gK�����):��
'+��	�
�����������"������1��������������4�������3,�4�-��������
9������2��1���7���)�
��)�
%$�#;��2��1��������7�$�2��1���$�)�(��
„�2	+����������),
�)�
%$7���)�7,,q������,��� �'���)�
%$���7���)���+�����	:�
��)�
%$�#;��������(�'���4���
�2��17�4�$�2��1�������7���)���
�)��)���4��(��
„�7���������)� ����4���H�F���jQ�5�g5K��

�
�
�
�



���

 

3. � !"��"�
�����&��&����
�'��
����! 

�
�������)��F�.(�����-3�-����1
���1,���:�-���3�$���:�����
,��-�������7���)�������

,���(���"�������)�7#��� bf� ��+���
7�$�
4���
�����,�"
� ������j���,-��4�
�),�:F����2�-���
#��
�%�_Q��_Q�5_�7�$�R_���)
�4�������3'+��	�
�*�����:F����2�-�����+#��
�%�4��„��4�
�),������

7�$�
4���
�����,�"
�������j���,-��4��������-3�-���� 1
���1,���:�3,�4�(�)��������
�3�$���:����#;������g���'������
,��-�������7���)���+�3�$���:��,���(���"�������)�7#���bf���+���
�����������
�����,�"
�������j���,-������ •{{����
���
����_d�� 
�� ����)
�4������7�$�/hi����
���
������
_d��
������)
�4������H���
��������������,':�����K��4�
�),�:F����2�-���#��
�%��_���)
�4������
��
��[�)��F�7���)�.(�����j�#;�-2
�������
,��-�(�'�- 3�-����1
���1,���:�������+�"�����
���������),������������u>=CB� 7�$�%$�H5__&K� �������4���(�������)�7#���et� ��+���
�����
�����,�"
�������j���,-������•{{� ���
���
����_d�� 
�� ����)
�4������ 7�$� ƒ{� ���
���
��������
_dg�
������)
�4�������4�
�),�:F����2�-���#��
�%��_�S�5_���)
�4��������
��[�)��F�.(�����-3�S
-����1
���1,���:���������
�� Oncidium�w|Ao=@�‚DWE=?y�����F����
��#�$
�%��Q___�-3�-�S
���1
���1,���:�4�7���)����+
����_d5�� ��)
����:F�(�)������4�������),��������.�������
�
��������������*�
� Paphiopedilum {UWD�|D\D=@O���
��[�)��F�.(�����-3�-����1
���1,���:�����
��+�"���
'+��3�$���:��,���(���"�������)�7#���et� ��+���
�����,�"
�������j���,-������•{{�
���
���
����_d�� 
������)
�4������ 7�$� /hi� ���
���
����_d�� 
������)
�4�������4�
�),�:F����
2�-���#��
�%�5_���)
�4������HIACB�=O�DUdQ�5__`K���'+������):�#��
�%�:F����2�-���7�$������

�����,�"
�������j���,-�
�*��4��������-3�-����1
���1 ,���:����������),������������
‚DP� 7�$�%$�H5__6K� �������4�*��������F�����4�
�)��$(�4�������,�"
�������j���,-��),
�:F����2�-���
�,�,���F��)j�4�����)��F�.(�������$,��� ��-2
�������
,��-������2���-��
�:F����2�-����#;�7(�4����1,����+�F��)j�4��������j���,-������':���'+�3'���+�3�$���:���3��$
��':���'+��(�4���:�
4��
��[�������(��������7�$
�#��
�%������1,��������2�1�F��)����������:
�:F����2�-����)��F�(�����+�#;�#!��)�(�	+�.�����4�����
�����+���+�������),����)�����$(1����2
1����
��+���4.���$,������
7�,���2	
������1-,�G�����H^AN>Q��ll&•�€@DBP�=O�DUdQ�5__�K�7�$
�������
����	�
�.�� Arabidopsis�3,�4��:F����2�-�����
��[�)��F�.(���������$�
����0?NUPC�h�H0?N�hK�
-���0?N� h� �$��,�"
����#��+������$�$�4�����������h•{�H|�� T>DE=K� ������4�$�$������ h•{����
Ht� T>DE=K�����)L�)������2��1�HN=UU� N?NU=K�HIATkPCE�DC<� I…C=@Q� 5__gK����������),���������



�&�

 

����/DkDCA�7�$�%$�H�ll_K�H����-����"9����Q�5�g`K��F���������.�������
���"�� Cymbidium�
3,�4��:F����2�-����4�����
#�$���a�9�3������2	
��-�����7�$a��"��(���'+�„�.(����	:��2	+�
#��
�%�:F����2�-�����+.��-���)+��#.�����3�$���:����':���'+�������
��'��5_���)
�4������7�4�F�(�),
����������:��:F����2�-���#��
�%��_� ��)
�4�������(
�$�
��+�"��4��������-3�-����1
���1S
,���:���4�������),��������.�������
������ Vandofinetia� •D@D� w†MWPkD� YPCky� H^PE>P� =O� DUdQ�
�ll6K���4��������
���.���:F����2�-�����+#��
�%�
4�����R_���)
�4��������'+�����������
�:F����
#��
�%��������#�$�),�):�������2	
a��"��(��7�$�),�):��������j���,-����-3�-����1
���1,���:�
�F�.(����������������:��4��3'���+�F�
��3�$���:�����������:�:F����2�-����#;��:F����-
���"���4�
�
'+�*4�����‡4���':�-�����
����������:F��$������$,�����7�����������:F��H>?<@AU?EPEK�
�����#;��:F����-
���"����+���5�������'���:F����q�"�-���HV@MNOAE=K�7�$�:F�������-���HBUMNAE=K�
HtN>=Ck�=O�DUdQ��ll�•�ƒ…O=@�=O�DUdQ��llRK�2	+��:F����-
���"����+���):����������
'+�*4�����‡4���':�-��
���
����������:F��$�����)��#;���S�G����2��
���S5S�q��)����G�1�H�SH>?<@Az?W=O>?UKS5S
VM@DU<=>?<=•�IeZK�7�$���#�$��,qˆ����Hƒ…O=@�=O�DUdQ��llRK�2	+��)��#;������+
�3�
�4��2��13'��
��4�������),������������/AkM>D@D�7�$�ePUU�H5__�K�€@DBP�7�$�%$�H5__�K�bPCO=@>DUO=@�7�$
�%$�H5__&K�|AC‰DU\=E�7�$�‚AWDCA�H5__6K�7�$�Y=@=E�7�$�%$�H5__lK��������4�������
�:F����
2�-���#��
�%
���4�*�.(������9��$�������:F����'+���������3�+
�	:�������
�)����-
2���
HAEWAOPN�T@=EEM@=K�2	+��$�),�):��������j���,-����3'���

�F�(�),�����,�"
�������j���,-��#;����#!��)���+�F��)j�4�����)��F�.(�����
��$,�����-2
�������
,��-������2������������),�{@CAU<� 7�$�%$�H5__5K� �������4���������
�����,�"
�������j���,-�
�,�,���F��)j�4�����)��F�.(� 7���)�7�$�2��1��+���+
�����):�
����j���,-�������4��$,�����-2
�������
,��-������2��� ��4�������),������������0>=C� 7�$�
0>DCB�H5___K��������4���(�������)�7#���et� ��+���
�•{{� �4�
�),�/hi� ��
��[�)��F�.(�����
��$,�����-2
�������
,��-������2�����7���)���������� 
���"��Oncidium� ������'+���������
�����,�"
�������j���,-��):���"4
���2���H•{{K�7�$��"4
�2-�������H/hiK��$�F�(�����+�#;�
�)���,�"
�)L�)������2��17�$��$�"��.(�������$,�����7,4��2��1�HN=UU� <P\PEPACK� HZ@DCNPE� DC<�
tA@@=UUQ�5__�•�/>AWDE�DC<�uPWŠC=XQ�5__�K�

�4����(���"�������)�7#���bf� ��+���
�����,�"
�������j� ��,-�7�4�
4���

�:F�����3,�4�7���)��$��������#��+��7#���#;����:F����� ��'+��������7(�4�3�)������+�F��)j�����
�4��������j���,-������':���'+�3'���+�3�$���:���2	+�
��������4�����7�$#��
�%������1-,�G�������



�6�

 

��+.��.�����3�$���:����':���'+�
����a�3��4����
��
��[����2��1.�����)��F�.(�������$,������������
-2
�������
,��-������2��7�$�������j���-2
�������
,� �-��HƒUDCN�=O�DUdQ��lll•�/AkM>D@D�DC<�
ePUUQ�5__RK��

�4������3�$���:��7���)�,���(���"�������)�7#��� bf� ��+�
4���
�����,�"
�
�������j���,-��7�4���
�:F����2�-���#��
�%�_Q� �_Q� 5_�7�$�R_���)
�4������3,�4�7���)��$
�#��+���#;����:F������F�.(��
4��
��[����j���,-��#;�-3�-����1
���1,���:����2	+�7���)����+
�����
��+.��.�����3�$���:��������'+�������������,�"
�������j ���,-��������
�),������������
ƒ=BMW� 7�$�%$�H�llgK��F���������.�������
���"��Cymbidium� 3,�4���(���)�����$(1�����
et� ��+���
�:F����2�-���#��
�%�R_���)
�4������7�4�
4���
�����,�"
�������j���,-���
��[����
�)��F�.(�����-3�-����1
���1,���:���
����+�"��

��������:����)��F�������7���)��#�$�,���
�F������
'+��)��F�*4��-3�-����1
S
���1,���:�2	+��):������:���+������-������),��$,�����-2
�������
,��-������2���Hƒ=BMW� =O� DUdQ�
�llg•�e==EDoDO�DC<�^DCN>DCDTAAWQ�5__5K�����):��������3)�a"1������
�.(����#��
�%
���-����a�
-2
�������
,��-������2��7,,������
�
�#�$���a�9�3
�� ��4���a�-2
�������
,��-������2��
7,,��������3��$�������-3�-����1
���1,���:*4����$,��� ��-2
�������
,��-������2����
7,,������
���
��[�)��F�.(�����-2
�������
,��-����#� �
�%
��7�$-2
�������
,��-���
��[
����j�#�#;���������4��
�#�$���a�9�3�Hi>DA�=O�DUdQ�5__`K�

�F�(�),����	�
������':���'+�������3,�4���"4
�2��1��+�$����j�#�#;��4�������"4

�2��1����F��������
,��-��#;���"4
�2��1��+
���������7�$
��������������.(j4� 2	+��#;��)�
%$�
�n3�$�����"4
�2��1����j�HpEDMQ��l&gK�-������j
�����2��1��������������7���)����������
�),��������.�������
�(���������+�������4��-2
������� 
,��-�
��"��F�����
�����2��1,����%
*��������������:��4��3'���+�3�$���:�����4�������������7���)����������
�� Cymbidium  

ensifolium� \D@d�misericors� H0>DCB� DC<� 0>DCBQ� �ll`K� �������.,���������
��Oncidium� |Ao=@�
‚DWE=?�H0>=C�=O�DUdQ� �lllK� �������-3�-����1
7�$.,���������
�� Phalaenopsis amabilis� \D@d�
formosa H0>=C� DC<�0>DCBQ� 5__g•�0>=C� DC<�0>DCBQ� 5__&K���������:.�������������/=Pz=P@D����
<D� tPU\D� 7�$� /DCDkD� H5__&K� 3,�4���
��[�)��F�.(�����-3�-����1
S���1,���:����2��1,����%��
�4��*���H=TP<=@WPEK� ���-3�-����1
���1,���:�-��.���������O>PC� N=UU� UD?=@E� H/0vEK� 2	+���
��[�
�3�+
#�$���a�9�3.�����)��F�.(�����-2
�������
,��-��(�'�-3�-����1
���1,���:�-���4����
#!j(��4��„���4�����
*)�7#����3)�a"���
�HB=C=OPN� \D@PDOPACK�#!j(���������7�$�����4�.���4������������



�`�

 

.����*������4��������

��������4�-2
�������
,��-��� 
��[����j
�����2��1��+���49��.����
��:��4��3'���+�3�$���:�������4��)����4�������������7���)����������
�� Cymbidium /oPUPB>O�eAAC�
whD?�vPB>Oy�HIMDC�=O�DUdQ�5__gK������������7���)����������
�� Dendrobium candidum�fDUU�=z�
vPC<Ud�Hi>DA�=O�DUdQ�5__`K�‹�‹��)��):��"��F��������-2
�������
,��-��	:����4�),�������������
��
��������:��#7,,�������j���-2
�������
,��-����������),��#7 ,,�������j������
,��-����
��"4
3'�.,���:�����+���HŒMP@AXSZPBM=@AD�=O�DUdQ�5__&K�
�
4. �
�� �"#
&��&����
�'��
����!()*�����+,"�*"  

 

-3�-����1
���1,���:��+����j
����7���)���
'+��F�
��3�$���:��,���(���"������
�)�7#���et� ��+���

)� �)+�,�7�$�����(�
,���+#��
�%�4��„�3,�4��(�)��������3�$���:��������
g� ��'���-3�-����1
���1,���:��+�3�$���:��,���(���"�������)�7#���et���+���
�����(�
,�
#��
�%�5_� ��)
�4��������
��[�)��F�-3�-����1
���1,���:.(������4��������
����+�"���
'+�
�#���,����,�),�F���������+����������3�$���:��,���(��� )�����$(1�����)�7#���et� ��+�
4���

����������1����2�����
a��
��������������),������������IMDC B�7�$�%$�H5__�K��������4�
��(����+���
�����*��H]DCDCD� TAo<=@K� #��
�%�5_� ��)
�4��������
��[�3�+
�F����������
������
���������������3)�a"1���*�
�P.�philippinense�•�P. tMEDC�ƒAAO>����
���	:��2	+�����j
����
-3�-����1
���1,���:���+
����_d_����)
����:F�(�)������������:
����������#�$�,���
�F�����
������.�������(�
,�.�����3�$���:����':���'+�������
�(� ���������4��������
�(�"*���+�
���+�������),�����$�"���������������1����2�����
a��
� ����)�
���������������,���������
��4���4���(����+���
�����(�
,��2	+�*4�����‡4���':�-�����
����������:F���+�"%(9�
��������
�)�
���7�$�9�3���
�#;������4�*�.(����1#�$��,,����4��.�� ����(�
��
��[�$����:F�������
7�$�#��+��7#�����4.���#��+�4��.(�3'������������j���,-�������	:��-����$�"�����1#�$��,�������
��
a��
�������4���,-���������
��,��������
��,��5��� ��$
�-�(�����������7�4�2����������2���
�
��-����7�$���1����� � ���'�7�4����7�4��(���� -#7���2��
� q��q��)�7�$7���2��
� HƒD@C=UUQ�
�lg_•�{EkD@Q��l65�����-����"9����Q�5�g`K�G��1-
�3'���"4
�2-����������7�4�2�������2��������S
-,�2�1�7�$5PY�HbDC�tOD<=C�DC<�tO=oD@OQ��l6�� ����-���b?DE�=O�DUdQ�5__lK� ��4�������),� {@<POOP�
7�$� p@CEO� H�llRK� ����-��� 0>MB>� 7�$�%$�H5__lK� �������4�-���)+��#��':���������(�
�#;�
7(�4��$�
�����,�"
�������j���,-���"4
�2-��������+�F�� )j� 2	+��$�),�):��������j���,-�.�



�l�

 

�$�$���+
����7�4�4�
��$�4�*���$�"����$,������#��+���9�37�$�������j���,-�����4������
-���n3�$�������+���4.��$�$�"�(4�
�$
��2-���������,�,�������7�$���2����+
�#�$���a�9�3
2	+��(
�$�F�(�),����F��#.�����������
��H^MEMWAOA�DC<�ZM@MkDoDQ��l66K���4��������
��,�,�S
������7�$���2������$��������
'+�*4����$,�����‡4���':�-�����
 ����������:F��

�F�(�),����)��F�.(���������3,�4���(���"�������)�7#���et���+���
�����(�
,�
#��
�%��_���)
�4��������
��[�)��F�.(���������������+�"���
'+��#���,����,�),��(����+���

)� �)+�
,�(�'������(�
,�#��
�%�4��„�-�����+
#���L�4������	:�
 �(�)��������3�$���:������5�
��'�����4�������),��������.�������
���':������H Spathoglottis plicata�ƒUMW=dK�2	+���
��[�)��F�
.(�����������
����+�"���
'+��3�$���:��,���(����+���
�����(�
,�#��
�%��_���)
�4������HtPC>D�=O�
DUdQ�5__lK�7�$���������),����	�
�����vA�7�$�%$�H5__gK�7�$�b?DE�7�$�%$�H5__lK�������
�4������)����������H]DCDCD�=zO@DNOK���
��[�3�+
�F����7�$���
�
,��%1������������
������
Dendrobium tosaense 7�$��':�����
4���HDendrobium lituiflorum�vPC<UdK���
�F��),�-���pCBStAAC�
H5__�K� �������4������
�G��1-
���+���+�������),�����$�"�������������7�$�{@<POOP� 7�$� p@CEO�
H�llRK�����-����"9�����H5�g`K��������4�a��"�(�����+�#;����1#�$��,.���������4.���#��+��
��[
��$�"��.(�����������������
������ � �
� ��������:3,�4�����.(
4��+����������3�$���:��,���(���"�������)�7#���et�����
��+���
�����(�
,�#��
�%��_� ��)
�4������
����
�
,��%1����4��#������7�$���
����+�"���
�����������������),������������0>M@N>PUU� 7�$�%$�H�l6RK� ��������:
��������4���(��������
��+���
�����(�
,���
��[�3�+
#�$���a�9�3�������j���,-�������������
�(����������4��
Cymbidium�H^MEMWAOA� DC<� ZM@MkDoDQ� �l66K�Doritaenopsis�H€N>P>DE>P� DC<� €EUDWQ� �lllK�
Dendrobium strongylanthum H^ACB� =O� DUdQ� 5__6K�Aerides houlletiana� HY@DE=@OEACBEkMC� DC<�
{oD=EM=WD=Q�5__lK 7�$�Cattleya�7�$�Dendrobium lituiflorum� vPC<Ud�Hb?DE�=O�DUdQ�5__lK��3��$
�����(�
,�
��4���4�����
���
7���7������4�����7�$���������� ��
��HƒMON>=@�DC<�eD@UAoQ�
�l`lK���4�������),�|CDE=kD@DC�7�$�%$�H5_�_K��������4���(����+���
�����(�
,���
��[�3�+

#�$���a�9�3�������j���,-����������
���	:����'+������� ':��������+���
��.���(���3�$���:��
��
��[�4����,�"
�$�),���
�#;����S�4�������(���3�$�� �:��.(�����+�(�)����*4�����‡4���':�
-�����
����������:F��3��$���‡4���':�-�����
����������:F���
 ��[�F�.(���������#��+��7#��
����$�),���
�#;����S�4�������(������-�������������� ���9�3a��
�������-#���� �

H<=CDOM@DOPAC� AV� T@AO=PCK� ����$���������'��H<PEEAUMOPAC� AV� EDUOK�7�$#L�����������4����������





61 

 5 
 

 

 

  1.  6 

  27   TTC 

  2.   

 3   VW  2,4-D  1 

  TDZ  0.1  -

   VW  2,4-D  1  

  3. 

   VW  NAA 

 0.1   TDZ  0.5  

 10   

  

  4.  

 MS  50  

     

  (vascular connection) 

  

 (Paphiopedilum niveum (Rchb.f.) Pfitz.)     

 -

  

 -

    

 

(  23) 
 

 

 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 23    

  
 

 
 
        

  

 

 
 

 (pre-culture) 

 

;  1  

mod. VW + 2,4-D 1 ./ . +  

TDZ 0.1 ./ .;  3  

mod. VW + NAA 0.1 ./ . +  

TDZ 0.5 ./ . +  10 ./ . 

mod. MS +  50 ./ .

Som
ati

c e
mb

ryo
gen

esi
s 

 6  



63 

 

 
 

. 2550. . : http://www.moac.go.th/ 

builder/moac02/information/view_index.php?id=5149. (  9  2553) 

 

 . 2542. .  1. :

. 

 

 . 2550. .  2. 

 : . 

 

   . 2551.  1. 

 : . 

 

 . 2550. 

 (Paphiopedilum niveum 

(Rchb.f) Pfitz.).  .   

. 

 

 . 2521.  .  1. : 

.   

 

 . 2534. .  2. :

. 

 

 . 2535.  . 

  : . 

 



64 

 . 2541. : .  2.

: . 

 

 . 2540. .  3.  

  : .  

 

 . 2548.  

(Cymbidium findlaysonianum Lindl).  

 . 

 

 . . 2549.  1. 

: . 

 

   . 2549. .  8. : 

. 

 

  . 2548.  (Paphiopedilum 

niveum (Rchb.f.) Pfitz) I. .   

. 

 

 . 2541. .  1.  

: . 

 

 . 2549.  (Paphiopedilum   

niveum (Rchb.f.) Pfitz) II. .   

. 

 

Arnold, S., Sabala, I., Bozhkov, P., Dyachok, J. and Filonova, L. 2002. Developmental pathways 

of somatic embryogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 69: 233 249. 

 



65 

Begum, A.A., Tamaki, M., Tahara, M. and Kako, S. 1994. Somatic embryogenesis in Cymbidium 

through in vitro culture of inner tissue of protocorm-like bodies. Journal of the Japanese 

Society for Horticultural Science. 63(2): 419-427. 

 

Blanc, G., Michaux-Ferrière, N., Teisson, C., Lardet, L. and Carron, M.P. 1999. Effects of 

carbohydrate addition on the induction of somatic embryogenesis in Hevea brasiliensis. 

Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 59: 103 112. 

 

Bonga, J.M. and von Aderkas P. 1992. In Vitro Culture of Trees. Kluwer Academic Publishers: 

Dordrecht.  

 

Butcher, D. and Marlow, S.A. 1989. Asymbiotic germination of epiphytic and terrestrial orchids. 

In: Modern Methods in Orchid Conservation: The Role of Physiology, Ecology and 

Management. Pritchard, H.W., Ed. Cambridge University Press, New York., pp 31-38.  

 

Büter, B., Pescitelli, S.M., Berger, K., Schmid, J.E. and Stamp, P. 1993. Autoclaved and filter 

sterilized liquid media in maize anther culture: significance of activated charcoal. Plant 

Cell Reports. 13: 79-82. 

 
Chang, C. and Chang, W.C. 1998. Plant regeneration from callus culture of Cymbidium ensifolium 

var. miseriors. Plant Cell Reports. 17: 251-255. 

 

Chawla, H.S. 2003. Plant Biotechnology A Practical Approach. Science Publishers, Inc: New 

Hampshire.  

 

Chen, J.T. and Chang, W.C. 2000. Efficient plant regeneration through somatic embryogenesis 

from callus cultures of Oncidium (Orchidaceae). Plant Science. 160(2160): 87-93. 

 



66 

Chen, J.T. and Chang, W.C. 2004. Induction of repetitive embryogenesis from seed-derived 

protocorms of Phalaenopsis amabilis var. formosa Shimadzu. In Vitro Cellular and 

Developmental Biology - Plant. 40: 290-293. 

 

Chen, J.T. and Chang, W.C. 2006. Direct somatic embryogenesis and plant regeneration from leaf 

explants of Phalaenopsis amabilis. Biologia Plantarum. 50(2): 169-173. 

 

Chen, J.T., Chang, C. and Chang, W.C. 1999. Direct somatic embryogenesis on leaf explants of 

Oncidium Gower Ramsey and subsequent plant regeneration. Plant Cell Reports. 19: 143-

149. 

 

Chen, L.R., Chen, J.T. and Chang, W.C. 2002. Efficient production of protocorm-like bodies and 

plant regeneration from flower stalk explants of the sympodial orchid Epidendrum 

radicans. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant. 38: 441-445. 

 

Chen, T.Y., Chen, J.T. and Chang, W.C. 2004. Plant regeneration through direct shoot bud 

formation from leaf cultures of Paphiopedilum orchids. Plant Cell, Tissue and Organ 

Culture. 76: 11-15. 

 

Chen, Y.C., Chang, C. and Chang, W.C. 2000. A reliable protocol for plant regeneration from 

callus culture of Phalaenopsis. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant. 36: 

420-423. 

 

Chugh, S., Guha, S. and Rao, I.U. 2009. Micropropagation of orchids: A review on the potential 

of different explants. Scientia Horticulturae. 122: 507-520. 

 

Churchill, M.E., Ball, E.A. and Arditti, J. 1973. Tissue culture of orchids I. Methods for leaf tips. 

New Phytologist. 72: 161-166. 

 



67 

Dashek, W.V.  2000. Methods in Plant Electron Microscopy and Cytochemistry. Humana Press: 

New Jersey. 

 

Eeuwens, C.J. 1976. Mineral requirements for growth and callus initiation of tissue explant 

excised from mature coconut palms (Cocos nucifera) and cultured in vitro. Physiologia 

Plantarum. 36: 23-28. 

 

Eng-Soon, T. 2005. Orchid of Asia. 3rd Ed. Saik Wah Press Pte Ltd.: Singapore. 

 

Esau, K. 1964. Plant Anatomy. Toppan company: Tokyo. 

 

Evert, R.F. 2006. Esau s Plant Anatomy: Meristem, Cells, and Tissues of the Plant Body: Their 

Structure, Function, and Development. 3rd Ed. John Wiley & Sons, Inc.: New Jersey. 

 

Francis, D. and Sorrell, D.A. 2001. The interface between the cell cycle and plant growth 

regulators: a mini review. Plant Growth Regulation. 33: 1 12. 

 

Gamborg, O. L. 1970. The effects of amino acids and ammonium on the growth of plant cells in 

suspension culture. Plant Physiology. 45: 372-375. 

 

Gnasekaran, P., Rathinam, X., Sinniah, U.R. and Subramaniam, S. 2010. A study on the use of 

organic additives on the protocorm-like bodies (PLBs) growth of Phalaenopsis violacea 

orchid. Journal of Phytology. 2(1): 029-033. 

 

Gonçalves, S. and Romano, A. 2007. In vitro minimum growth for conservation of Drosophyllum 

lusitanicum. Biologia Plantarum. 51(4): 795-798. 

 

Hew, C.S. and Clifford, P.E. 1993. Plant growth regulators and the orchid cut-flower industry. 

Plant Growth Regulation. 13: 231-239. 

 



68 

Hong, P.I., Chen, J.T. and Chang, W.C. 2008. Plant regeneration via protocorm-like body 

formation and shoot multiplication from seed-derived callus of a maudiae type slipper 

orchid. Acta Physiologiae Plantarum. 30: 755-759. 

 

Hopkins, W.G. and Hüner, N.P.A. 2004. Introduction to Plant Physiology. 3rd Ed. John Wiley & 

Sons, Inc.: New Jersey. 

 

Hoque, A. and Arima, S. 2002. Overcoming phenolic accumulation during callus induction and in 

vitro organogenesis in water chestnut (Trapa japonica Flerov). In Vitro Cellular and 

Developmental Biology - Plant. 38: 342 346. 

 

Huan, L.V.T., Takamura, T. and Tanaka, M. 2004. Callus formation and plant regeneration from 

callus through somatic embryo structures in Cymbidium orchid. Plant Science. 166: 1443-

1449. 

 

Huang, L.C., Lin, C.J., Kuo, C.I., Huang, B.L. and Murashige, T. 2001. Paphiopedilum cloning in 

vitro. Scientia Horticulturae. 91: 111-121. 

 

Ichihashi, S. and Islam, M.O. 1999. Effects of complex organic additives on callus growth in three 

orchid genera, Phalaenopsis, Doritaenopsis and Neofinetia. Journal of the Japanese 

Society for Horticultural Science. 68(2): 269-274. 

 

Ignacimuthu, S., Arockiasamy, S., Antonysamy, M. and Ravichandran, P. 1999. Plant 

regeneration through somatic embryogenesis from mature leaf explants of Eryngium 

foetidum, a condiment. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 56: 131 137. 

 

Iragi, D., Le, V.Q., Lamhamedi, M.S. and Tremblay, F.M. 2005. Sucrose utilization during 

somatic embryo development in black spruce: involvement of apoplastic invertase in the 

tissue and of extracellular invertase in the medium. Journal of Plant Physiology. 162: 

115-124. 



69 

Ishii, Y., Takamura, T., Goi, M. and Tanaka, M. 1998. Callus induction and somatic 

embryogenesis of Phalaenopsis. Plant Cell Reports. 17: 446-450. 

 

Islam, M.O., Rahman, A.R.M.M., Matsui, S. and Prodhan, A.K.M.A. 2003. Effect of complex 

organic extracts on callus growth and PLB regeneration through embryogenesis in the 

Doritaenopsis orchid. Japan Agricultural Research Quarterly. 37(4): 229-235. 

 

Jalil, M., Chee, W.W., Othman, R.Y. and Khalid, N. 2008. Morphohistological examination on 

somatic embryogenesis of Musa acuminata cv. Mas (AA). Scientia Horticulturae. 117: 

335-340. 

 

Janarthanam, B. and Seshadri, S. 2008. Plantlet regeneration from leaf derived callus of Vanilla 

planifolia Andr. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant. 44: 84-89. 

 

Jheng, F.Y., Do, Y.Y., Liauh, Y.W., Chung, J.P. and Huang, P.L. 2006. Enhancement of growth 

and regeneration efficiency from embryogenic callus cultures of Oncidium Gower 

Ramsey  by adjusting carbohydrate sources. Plant Science. 170: 1133-1140. 

 

Johansen, D.A. 1964. Plant Microtechnique. McGraw-Hill: New York. 

 

Johri, M.M. and Mitra, D. 2001. Action of plant hormones. Current Science. 80: 199-205. 

 

Karrfalt, R. 2008. Seed Testing. In: The Woody Plant Seed Manual. Bonner, F.T. and Karrfalt, 

R.P., Eds. The Blackburn Press, New Jersey., pp 1-24. 

 

Kishi, F., Kagami, Y. and Takagi, K. 1997. Suitable conditions for the induction and 

micropropagation of PLBs in some monopodial orchids. Plant Biotechnology. 14(1): 17-

21. 

 



70 

Knudson, L. 1946. A new nutrient for the germination of orchid seeds. American Orchid Society 

Bulletin. 15: 214-217. 

 

Koch, K.E. 1996. Carbohydrate-modulated gene expression in plants. Annual Review of Plant 

Physiology and Plant Molecular Biology. 47: 509 540. 

 
Kong, L., Attree, S.M., Evans, D.E., Binarova, P., Yeung, E.C. and Fowke, L.C. 1999. Somatic 

embryogenesis in white spurce: studies of embryo development and cell biology. In: 

Somatic Embryogenesis in Woody Plants. Jain, S.M., Gupta, P.K., and Newton, R.J., 

Eds. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht., Vol. 4, pp 1-28. 

 

Kong, Q., Yuan, S.Y. and Végvári, Gy. 2007. Micropropagation of an orchid Dendrobium 

strongylanthum Rchb.f. International Journal of Horticultural Science. 13(1): 61 64. 
 

Kumar, S.V. and Rajam, M.V. 2005. Polyamines enhance Agrobacterium tumefaciens vir gene 

induction and T-DNA transfer. Plant Science. 168: 475 480. 

 

Kusumoto, M. and Furukawa, J. 1977. Effect of organic matter on the growth of Cymbidium 

protocorm cultured in vitro. Journal of the Japanese Society for Horticultural Science. 

45(4): 421-426. 

 

Lee, Y.I. and Lee, N. 2003. Plant regeneration from protocorm-derived callus of Cypripedium 

formosanum. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant. 39: 475-479 

 

Lin, Y.H., Chang, C. and Chang, W.C. 2000. Plant regeneration from callus culture of a 

Paphiopedilum hybrid. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 62: 21-25. 

 

Lo, S.F., Nalawade, S.M., Kuo, C.L., Chen, C.L. and Tsay, H-S. 2004. Asymbiotic germination of 

immature seeds, plantlet development and ex vitro establishment of plants of Dendrobium 



71 

tosaense Makino-A medicinally important orchid. In Vitro Cellular and Developmental 

Biology - Plant. 40: 528-535. 

 

Lu, M.C. 2004. High frequency plant regeneration from callus culture of Pleione formosana 

Hayata. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 78: 93-96. 

 

Maity, S., Ray, S. and Banerjee, N. 2005. The role of plant growth regulators on direct and 

indirect plant regeneration from various organs of Leucaena leucocephala. Acta 

Physiologiae Plantarum. 27: 473-480. 

 

Meesawat, U. and Kanchanapoom, K. 2002. In vitro plant regeneration through embryogenesis 

and organogenesis from callus culture of Pigeon Orchid (Dendrobium crumenatum  Sw.). 

The Thammasat International Journal of Science and Technology. 7: 9-17. 

 

Miller, A. 2005. Tetrazolium Testing for Flower Seeds. In: Flower Seeds: Biology and 

Technology. McDonald, M.B. and Kwong, F.Y., Eds. Biddles Ltd. King s Lynn., 

London., pp 299-309. 

 

Mujib, A., Banerjee, S. and Ghosh, P.D. 2005. Origin, Development and structure of somatic 

embryo in selected bulbous ornamentals: BAP as inducer. In: Plant Cell Monographs: 

Somatic Embryogenesis. Mujib, A. and Šamaj, J., Eds. Springer, Heidelberg., Vol. 2, pp 

15-24. 

 

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with 

tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum. 15: 473-497.  

 

Owen, H.R., Wengerd, D. and Miller, A.R. 1991. Culture medium pH is influenced by basal 

medium, carbohydrate source, gelling agent, activated charcoal, and medium storage 

method. Plant Cell Reports. 10: 583-586. 

 



72 

Ozyigit, I.I., Kahraman, M.V. and Ercan, O. 2007. Relation between explant age, total phenols 

and regeneration response in tissue cultured cotton (Gossypium hirsutum L.). African 

Journal of Biotechnology. 6: 003-008. 

 

Pan, M.J. and van Staden, J. 1998. The use of charcoal in in vitro culture-A review. Plant Growth 

Regulation. 26: 155-163. 

 

Peres, L.E.P., Zsögön, A. and Kerbauy, G.B. 2009. Abscisic acid and auxin accumulation in 

Catasetum fimbriatum roots growing in vitro with high sucrose and mannitol content. 

Biologia Plantarum. 53(3): 560-564. 

 

Pierik, R.L.M. 1997. In Vitro Culture of Higher Plants. Kluwer Academic Publishers: Dordrecht.  

 

Prasertsongskun, S. and Awaesuemae, R. 2009. Effect of additive substances and planting 

substrate on growth development of Aerides houlletiana Rchb. f. seedling by tissue 

culture. KKU Science Journal. 37(3): 320-324. 

 

Quiroz-Figueroa, F.R., Rojas-Herrera, R., Galaz-Avalos, R.M. and Loyola-Vargas V.M. 2006. 

Embryo production through somatic embryogenesis can be used to study cell 

differentiation in plants. Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 86: 285-301. 

 

Rahman, A.R.M.M., Islam, M.O., Prodhan, A.K.M.A. and Ichihashi, S. 2004. Effects of complex 

organic extracts on plantlet regeneration from PLBs and plantlet growth in the 

Dortiaenopsis Orchid. Japan Agricultural Research Quarterly. 38(1): 55-59. 

 

Rai, M.K., Akhtar, N. and Jaiswal, V.S. 2007. Somatic embryogenesis and plant regeneration in 

Psidium guajava L. cv. Banarasi local. Scientia Horticulturae. 113: 129-133. 

 



73 

Roy, J. and Banerjee, N. 2003. Induction of callus and plant regeneration from shoot-tip explants 

of Dendrobium fimbriatum Lindl. var. oculatum Hk.f. Scientia Horticulturae. 97: 333-

340. 

 

Roy, J., Naha, S., Majumdar, M. and Banerjee, N. 2007. Direct and callus-mediated protocorm-

like body induction from shoot-tips of Dendrobium chrysotoxum Lindl. (Orchidaceae). 

Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 90: 31-39. 

 

Ruzin, S. 1999. Plant Microtechnique and Microscopy. Oxford University Press: New York. 

 

Schenk, N., Hsiao, K.C. and Bornman, C.H. 1991. Avoidance of precipitation and carbohydrate 

breakdown in autoclaved plant tissue culture media. Plant Cell Reports. 10: 115-119. 

 

Schumann, G., Ryschka, U., Schulze, J. and Klocke, E. 1995. Anatomy of somatic 

embryogenesis. In: Biotechnology in Agriculture and Forestry 30: Somatic 

Embryogenesis and Synthetic Seed I. Bajaj, Y.P.S., Ed. Springer, Heidelberg., Vol. 30, 

pp 71-86. 

 

Sinha, P., Hakim, M.L. and Alam, M.F. 2009. In vitro mass clonal propagation of Spathoglottis 

plicata Blume. Plant Tissue Culture and Biotechnology. 19(2): 151-160. 

 

Teixeira da Silva, J.A. and Tanaka, M. 2006. Multiple regeneration pathways via thin cell layers 

in hybrid Cymbidium (Orchidaceae). Journal of Plant Growth Regulation. 25: 203-210. 

  

Thomas, C. and Jiménez, V.M. 2005. Mode of action of plant hormones and plant growth 

regulators during induction of somatic embryogenesis: Molecular aspects. In: Plant Cell 

Monographs: Somatic Embryogenesis. Mujib, A. and Šamaj, J., Eds. Springer, 

Heidelberg., Vol. 2, pp 157-175.  

 



74 

Thorpe, T., Stasolla, C., Yeung, E.C., de Klerk G-J., Roberts A. and George E.F. 2008. The 

components of plant tissue culture media II: Organic additions, osmotic and pH effects 

and support system. In: Plant Propagation by Tissue Culture, 3rd Ed. George, E.F., Hall 

M.A., and de Klerk, G-J., Eds. Springer, Dordrecht., Vol. 1, pp 115-175. 

 

Tokuhara, K. and Mill, M. 2001. Induction of embryogenic callus and cell suspension culture 

from shoot tips excised from flower stalk buds of Phalaenopsis (Orchidaceae). In Vitro 

Cellular and Developmental Biology - Plant. 37: 457-461. 

  

Tokuhara, K. and Mill, M. 2003. Highly-efficient somatic embryogenesis from cell suspension 

cultures of Phalaenopsis orchid by adjusting carbohydrate sources. In Vitro Cellular and 

Developmental Biology - Plant. 39: 635-639. 

 

Vacin, E. and Went, F. 1949. Some pH changes in nutrient solution. Botanical Gazette. 110: 605-

613. 

 

Vatanpour-Azghandi, A., Villiers, T.A., Ghorbani, A.M. and Tajabadi, A. 2002. The microscopy 

of tissue decolouration and browning problem in pistachio callus cultures. Acta 

Horticulturae. 591: 377-388. 

 

Vinterhalter, B., Ninkovic, S., Cingel, A. and Vinterhalter, D. 2006. Shoot and root culture of 

Hypericum perforatum L. transformed with Agrobacterium rhizogenes A4M70GUS. 

Biologia Plantarum. 50(4): 767-770. 

 

Vujanovic, V., St-Arnaud, M., Barabé, D. and Thibeault, G. 2000. Viability testing of orchid seed 

and the promotion of colouration and germination. Annals of Botany. 86: 79-86. 

 

Vyas, S., Guha, S., Bhattacharya, M. and Rao, I.U. 2009. Rapid regeneration of plants of 

Dendrobium lituiflorum Lindl. (Orchidaceae) by using banana extract. Scientia 

Horticulturae. 121: 32-37. 



75 

Zhao, P., Wu, F., Feng, F.S. and Wang, W.J. 2008. Protocorm-like body (PLB) formation and 

plant regeneration from the callus culture of Dendrobium candidum Wall ex Lindl. In 

Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant. 44: 178-185. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������� 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

������� � 
 

 

 	�
���
� 1 ������	
������
�
����� VW (Vacin and Went, 1949) 
  

�
�!�"# ��$"
% (mg/l) 
(NH4)2SO4 
MgSO4.7H2O 
KNO3 
KH2PO4 
MnSO4.4H2O 
Ca3(PO4)2 
FeNa-EDTA 
Thiamine-HCl 
Sucrose 

500 
250 
525 
250 
7.5 
200 
37 
0.4 

20,000 
   

  ������	�: 

�BC
D
��EF�G#FHIJ�
�
�����KEKL�M� VW NCO��P�Q�	�RQ
��EFG��G
S$T
�%


�TK�$UV$�E�� 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

	�
���
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�
����� MS (Murashige and Skoog, 1962) 
  

�
�!�"# ��$"
% (mg/l) 
NH4NO3 
KNO3    
CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4 
H3BO3 
MnSO4.4H2O 
ZnSO4.7H2O 
KI 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 
Na2-EDTA 
FeSO4.7H2O 
Glycine 
Nicotinic acid 
Pyridoxine-HCl 
Thiamine-HCl 
Sucrose 

1,650 
1,900 
440 
370 
170 
6.2 
6.9 
6.14 
0.83 
0.25 
0.025 
0.025 
37.25 
27.85 
2.0 
0.5 
0.5 
0.1 

30,000 
 
 ������	�: 

�BC
D
��EF�G#FHIJ�
�
�����KEKL�M� MS NCO��P�Q�	�RQ
��EFG��G
S$T
�%


�TK�$UV$�E�� 
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������� � 
 

 

����	����
�	

��	��������������
 �
�!"� 

 
   1. !
`��ER�PQ
� aKPLIQGFb
P
���c
S���� FAA II !�dG!RM
�PQ
�GJ�P 48 IEORa"�  

U#O�e%�c�"$�J�� !"fO����
b
�GK!RM
 MJ
�I$FG�ER�PQ
�KJRPL�M
�g�M� 70 % 
  2. KC�GFb
��
T

!NMM� !SfO�Ub
H�JI$FG�QRG�ER�PQ
���
BT

GFb
KJRP�
�M	M
P
tertiary butyl alcohol (TBA) T

�	KE��R
"!�J"�JG�Ob
j��
�R
"!�J"�JG��� (�
�
�U#O 3) aKP
!�$O"�JGT

GFb
P
!����U#O 6 !�dG�JGj� L�QM	�EFG��GLIQ�ER�PQ
�jRJ 2 IEORa"� 

 
	�
���
� 3 ����GFb
P
KC�GFb
��
T

!NMM�SfI 12 �EFG��G 

 
NO. Total 

alcohol 
(%) 

Composition (ml) 
TBA Ethanol Water Other 

95% alcohol Absolute alcohol 
1 5 - 5 - 95  
2 10 - 10 - 90  
3 20 - 20 - 80  
4 30 - 30 - 70  
5 50 10 40 - 50  
6 70 20 50 - 30 - 
7 85 35 50 - 15 - 
8 95 55 40 - 5 - 
9 100 75 - 25 - - 
10 100 pure - - - eosin 
11 - pure - - - - 
12 - 50 - - - Paraffin oil 

(50 ml) 
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 3. !US
�
mnG!�MRM�HG�RKI$FG�QRG�ER�PQ
�U#OLIQ�P�Q HGGFb 
P
!����U#O  12 
(�E��
�QRG 1:1) !
`�HG��J�M�"S
�
mnG U$F�jRJ��	"
% 2 IEORa"� 
  4. !"fO����
b
�GK!RM
 !U�QRGp�"���S
�
mnG!�MRLM	GFb
P
!����U#O  12      
��
T

�RK LMJRH�QS
�
mnG!�MRH�"QM�j�LUG !
`�HG��J�M�"S
�
mnG U$F�jRJ��	"
% 2 IEORa"� 
Ub
!IQGG#F 2 ��EF� !SfO�H�JS
�
mnGLU�
NC"!�J
��Q!NMM�����ER�PQ
� 
  5. Gb
I$FG�QRG�ER�PQ
�U#OpQ
G
�	�RG

��Q
�q �J
��JGLMJR rs�HGS
�
mnGL�`� 
aKPHIJ!��fO��rs�!GfF�!PfO� 
  6. Gb
I$FG�QRG�ER�PQ
�U#Ors��P�QHG�M`�
S
�
mnG �EKH�J!�dGI$FG�
�q U#O�R
"�G

��	"
% 6 - 8 j"a��!"�� KJRP!��fO��j"a��aU" NCO�I$FG�QRG�
�L�QM	I$FGU#OjKJT	�$K
EG!�dGLt�
P
R (ribbon) 
  7. HIJ"#Ka
G�EKL�Q�Lt�I$FG�QRG!GfF�!PfO�U#OjKJT



��EKKJRP!��fO��j"a��aU"
aKPH�J"#�R
"P
R!�"
	�"
E��R
"P
R���LpQG�jMK� LMJRGb
j�M�PHG�Q
�M�P!GfF�!PfO� !SfO�H�J
Lt�I$FG�
�LpQ��
 
  8. HIJLpQG�jMK�IJ�GLt�I$FG�
�U#OLpQ��
LMJR�CFGT

�Q
�M�P!GfF�!PfO� 
  9. R
�LpQG�jMK�U#OjKJ�G!��fO���eQG�jMK���f�!
`�HG��J�� !SfO�H�JL�J��G$U S�J�"
�b
��E�

�PJ�"�#�Q�j�  
 

����	����
$%$�� �
�!"���� (deparaffinization) 3$%��
�����4�����56��7$$8 

 

   Gb
LpQG�jMK�U#O"# paraffin section �$K�P�Q LIQHG�
�M	M
P�
"Mb
KE� KE�G#F  
   1. xylene I    3 G
U# 
   2. xylene II    3 G
U# 
   3. absolute alcohol : xylene  3 G
U# 
   4. absolute alcohol I   2 G
U# 

5. absolute alcohol II   2 G
U# 
6. 95% alcohol I   2 G
U# 
7. 95% alcohol II   2 G
U# 
8. 70% alcohol I   2 G
U# 
9. 70% alcohol II   2 G
U# 
10. 50% alcohol I   2 G
U# 
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11. 50% alcohol II   2 G
U# 
!"fO�M	M
PS
�
mnGLMJRTC�Gb
j�PJ�"�#�
"R$V#

�PJ�"L�QM	L�� 
 

����	����
����5
 

 
  1. R$V# Delafieldus hematoxylin and safranin staining (Johansen, 1964; Ruzin, 
1999) "#�EFG��G KE�G#F 
 1.1 deparaffinization LMJRGb
�jMK�LIQHGGFb
��	�
 
 1.2 PJ�"KJRP�# Delafieldus hematoxylin 20 G
U# 
 1.3 MJ
��#KJRPGFb
��	�
 2 G
U# 
 1.4 MJ
��#�QRG!
$G (destaining) HG acidulate water 12 TeQ" 
 1.5 TeQ"HGGFb
��	�
UEGU# !SfO��PeK

�!�
�#��
"

!
$Gj� 
 1.6 TeQ"M�HGGFb
��	�
U#O"#�
�M	M
P lithium carbonate 2 G
U# 
 1.7 TeQ"M�HGGFb
��	�
 !SfO�MJ
��
�M	M
P lithium carbonate 
 1.8 PJ�"KJRP�# safranin 3 G
U#  
 1.9 MJ
�KJRPGFb
��	�
 !SfO�!�
�#�QRG!
$G��
 
 1.10 TeQ"�PQ
�!�̀RHG acidulated water 1 - 2 R$G
U# 
 1.11 TeQ"UEGU#HGGFb
��	�
U#O"#�
�M	M
P lithium carbonate 
 1.1.2 KC�GFb
��
T

!NMM�KJRP alcohol-xylol series LM	LIQHG absolute 

alcohol : xylene �
"Mb
KE� 
1.13 LIQ xylene I LM	 xylene II 
1.14 mounting KJRP Hi-mo 

  
2. R$V# safranin and fast green staining (Ruzin, 1999) "#�EFG��G KE�G#F  

Deparaffinization and staining I 
   2.1 deparaffinization LMJRLIQ�# safranin �PQ
�GJ�P 24 IEORa"� 
   2.2 MJ
�KJRPGFb

MEOG 2 ��EF� 
Dehydration 
   2.3 KC�GFb
��
T

!NMM� �
"Mb
KE� 
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 I TeQ"M�HG�
�M	M
P 0.5% picric acid HG 95% ethyl alcohol 10 
R$G
U# !SfO�H�J!
$K safranin differentiation 

 II TeQ"M�HG�
�M	M
P ammomium hydroxide HG 95% ethyl 
alcohol 10 R$G
U# - 1 G
U# !SfO��PeK�{$
$�$P
��� picric acid  

   III TeQ"M�HG absolute alcohol 10 R$G
U# 
   IV TeQ"M�HG absolute alcohol 10 R$G
U# 
Staining II  
  2.4 �PK used cloved oil fast green 
   �PK fast green 10 - 15 R$G
U# 
   �PK used cloved oil fast green 
   �PK new clove oil 
  2.5 LIQHG absolute alcohol : xylene (1:1) 
  2.6 LIQHG xylene 2 ��EF� 
  2.7 mounting KJRP Hi-mo 
 

����	����
9:�;������$���<�$�

9�8���$�	
��=���5����
�� 

 

 1. !
`��ER�PQ
� aKPLIQ�ER�PQ
�HG SEM fixative U#O�e%�c�"$ 4oC G
G�PQ
�GJ�P 2 
IEORa"� 
 2. !"fO����
b
�GK!RM
 MJ
��ER�PQ
�KJRP 0.1 phosphate buffer (pH 7.2) Tb
GRG 3 
��EF� 
 3. 
b
TEKGFb
��
T

!NMM� aKPHIJ�ME


�LUGU#OGFb
KJRP�
�M	M
P�$GU�#P�U#O"#
�e%�"�E�$!�dG�ERUb
M	M
PU#O�	!�P�Q
P !IQG L�M
�g�M� U#O�	KE��R
"!�J"�JG�Q
�q !�dGMb
KE� �f� 
30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% LM	 100% �EFG��GM	 2 ��EF� ��EF�M	 10 - 15 G
U#  
 4. Gb
�ER�PQ
�"
pQ
G�EFG��G

�Ub
L�J�KJRP!��fO��Ub
�ER�PQ
�H�JL�J� % �e%�c�"$
R$
}� (critical point dryer; CPD) !SfO���E��c
S�ER�PQ
�H�JL�J� % �e%�c�"$R$
}����
�
����GjK��
jNK�!�MR (liquid CO2) �ME�T

pQ
G
�	�RG

�
b
TEKGFb
��
 
 5. HIJ
��j
��EK!U�

R�
����G!�dGI$FGq LMJRGb
j��$K�GLUQGR
��ER�PQ
� 
(stub) H�JLG��G$U �ME�T

GEFGR
��ER�PQ
��GLUQGR
��ER�PQ
� 
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 6. Gb
�ER�PQ
�j��
�p$RKJRPU�� (coating) aKPHIJ!��fO���
�U�� (carbon coater) 
!SfO�!S$O"�"�E�$

�Gb
jmm�
H�J
E��ER�PQ
� aKPHG�EFG��G

�!�Mf���J��
�	Ub
c
PH�Jc
R	
�e��


B LM	H�J
�	L�jmm�
U#O!�"
	�" !SfO�!�M#OPG�c
S���LUQ�aM�	j�!�dGa"!M
eMLM	  
�
M��Gp$R�ER�PQ
�jKJ!�dG!GfF�!K#PR
EG S�J�"�b
��E�K�KJRP
MJ��TeMU��BG��$!M����GIG$K      
�Q��
�
K 
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� � 

� 

> SA CP < 
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�� �
� 1 L�K�ME
D%	U
�

PR$c
�

�!T�$�!�$�a����
MJRPj"J���!UJ
G
�#�
R���M �ME�T

  


�!S
	!M#FP�L�MME�!SfO�!T�$�!�dGaS�aU����"jM����K#F aKP!S
	!M#FP��G�
�
�ReJG����
KEKL�M� VW U#O!�$"�
��R��e"

�!T�$�!�$�a�IG$K NAA 0.1 "
./M. LM	 TDZ 0.5 "
./M. 
�QR"
E�GFb
�
MN�a��� 10 
./M. (
-�) �ME�T



�!S
	!M#FP�G
G 1 !Kf�G (I-�) �ME�T




�!S
	!M#FP�G
G 2 !Kf�G (�-{) �ME�T



�!S
	!M#FP�G
G 3 !Kf�G aKPL�K�KE�G#F �f�  
(
) 
MeQ"!NMM��JG
b
!G$K!�̀"��$a��	P	 12 !NMM� (M�
B�I#F) (Bar = 50 j"a��!"��) (�) 
MeQ"
!NMM��JG
b
!G$K!�̀"��$a��	P	�M
P!NMM� (M�
B�I#F) (Bar = 50 j"a��!"��) (�) 
MeQ"!NMM�
�JG
b
!G$K!�̀"��$a� ��f�aN"
�$
!�̀"��$a��	P	
Q�G����Q
�
M" (M�
B�I#F) (Bar = 50 
j"a��!"��) (�) aN"
�$
!�̀"��$a��	P	����Q
�
M" "#!NMM�IEFG!GfF�!PfO�!T�$�
b
!G$Kp$R
L�K�LGR���!�����aN"
�$
!�̀"��$a��PQ
�IEK!TG (LGR�ERM�
B�) (Bar = 100 
j"a��!"��) (T) !NMM�IEFG!GfF�!PfO�!T�$�
b
!G$Kp$RL�Q��ERHGLGR�EF��


E�p$R!NMM� (M�
B�
I#F) (Bar = 50 j"a��!"��) (�) 

�!
$K��P
K (M�
B�I#F) ���aN"
�$
!�̀"��$a��	P	����Q
�

M"T	
b
�GK���!������QRG�M
PP�K (shoot apex; SA) LM	TeK
b
!G$KH�!M#FP� 
(cotyledon primordium; CP) (Bar = 100 j"a��!"��) (I-N) H�!M#FP� (cotyledon; C) PfKP
R
��
 !GfF�!PfO�!T�$��M
PP�K (shoot apical meristem; SAM) G�G�CFG LM	!
$KTeK
b
!G$KH� 
(leaf primordium; LP) (I. Bar = 100 j"a��!"��; N. Bar = 200 j"a��!"��) (�) !NMM�
IEFGHG���!GfF�!PfO�!T�$��M
PP�KL�Q��ERHGLGR�G
G
E�p$R!NMM� (M�
B�I#F) !SfO�

�
!T�$�!�$�a�U
�KJ
G�R
"��� (Bar = 100 j"a��!"��) (�) aS�aU����"jM����K#FU#O"#H� 
!GfF�!PfO�!T�$��M
PP�K LM	TeK
b
!G$K�

 (root primordium; RP) (Bar = 200 j"a��!"��) 
(�-{) c
S�P
P���!GfF�!PfO�!T�$��M
PP�KLM	TeK
b
!G$K�

 �
"Mb
KE� (�. Bar = 50 
j"a��!"��; {. Bar = 50 j"a��!"��) 
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������� � 
 

 

��
����
�%�8����6$����JK
3�
� SPSS 
 

����
�%�8����3K
K
��3$%�K

�L��
�L����3	�	�������K�
8�7M�	8��
����3�$$�5  
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����
�%�8����3K
K
��3$%�K

�L��
�L����3	�	�������K�
8�7M�	8��
����J 
J���
8� 
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����
�%�8����3K
K
��3$%�K

�L��
�L����3	�	��������4�����5����J 
J���
8�N$�8L��
� 
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����
�%�8����3K
K
��3$%�K

�L��
�L����3	�	������<4��������>$
��	��J 
J���
8�N$�8

L��
� 10 ��$$��
�� 
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����
�%�8����3K
K
��3$%�K

�L��
�L����3	�	������<4����
���>$
��	��J 
J���
8�N$�8

L��
� 10 ��$$��
�� 
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��
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JR�e�M 

��5K
%<4�	�����9:�;�  5110220042 
��Q���
9:�;� 

��Q� 

R$UP
B
����E%�$� 
(I#RR$UP
) 

 

=P��5R�L�� 

"�
R$UP
MEP���M
G��$GU�� 
KS�
�54��
M<��
9:�;� 
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�����
9:�;� (�
�N��
�LT�
%�������
9:�;�) 
a���

�SE�G

b
ME��GKJ
GR$UP
B
���� (UeG!�#PGK#R$UP
B
����L�Q���	!UBjUP) 
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