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ศึกษาการขยายพันธุ์ขมิ้นชันในหลอดทดลอง โดยศึกษาเทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อ 

และการขยายพันธุ์ขมิ้นชันโดยทางตรงและทางอ้อมด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เพ่ือหาวิธีการที่
เหมาะสมในการท าให้ชิ้นส่วนหน่องอกของขมิ้นชันปลอดเชื้อ และผลิตต้นพันธุ์ขมิ้นชันจ านวนมากใน
ระยะเวลาที่สั้นลง จากการศึกษาเทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนขมิ้นชันปลอดเชื้อ พบว่า การให้น้ าไหลผ่าน 20 
นาที แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที ตามด้วยสารละลายคลอรอกซ์เข้มข้น 
20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ poly-oxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20) นาน 20 นาที แล้ว
ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อนาน 5 นาที ก่อนน าเข้าตู้ย้ายเลี้ยง จากนั้นจุ่มด้วยสารละลายคลอรอกซ์เข้มข้น 
10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที ท า
ให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อได้สูง  68.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุด การชักน ายอดรวมจากชิ้นส่วน
หน่องอกของขม้ินชันบนอาหารสูตร Murashige และ Skoog (MS) เติมน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับ Thidiazuron (TDZ) เข้มข้น 4  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดรวมเฉลี่ย
มากที่สุด 7 ยอดต่อชิ้นส่วน อาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ           α-
Nabthaleneacetic acid (NAA) เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการสร้างรากได้ดีที่สุด 19.74 ราก
ต่อยอด และเม่ือย้ายต้นกล้าขมิ้นชันที่สมบูรณป์ลูกลงดินในถาดหลุม นาน 1 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 86.90 
เปอร์เซ็นต์ อาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ dicamba เข้มข้น  1.0  
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดแคลลัสจากชิ้นส่วนกาบใบที่แยกจากหน่อในหลอด
ทดลองได้ดีที่สุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ แคลลัสเพ่ิมปริมาณได้มากที่สุดเมื่อวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม
น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เข้มข้น  0.1  
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอเกิดขึ้นได้ดีเมื่อย้ายแคลลัสของขมิ้นชัน
บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการสร้างจุดเขียวมากที่สุด 83.33 
เปอร์เซ็นต์ และอาหารสูตร MS เติม 2,4 -D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมให้เกิดยอดรวมที่สามารถพัฒนาเป็นต้นพืชได้สูงที่สุด 4.83 
ยอดต่อชิ้นส่วน เมื่อย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 9 สัปดาห์ สามารถพัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ 
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Abstract 
 

The effects of various sterile methods of sprouted rhizome disinfestation on in 
vitro propagation of Curcuma longa Linn. in successful sterile culture was investigated. 
Sterile explants were then cultured for mass propagation in a short period of time. The 
results showed that sterile sprouted rhizomes running under tap water for 20 min, 
immersed in 70% alcohol for 1 minute, soaked in 20% Clorox with a few drops of Tween 
20 for 20 minutes, washed with distilled water for 5 minutes, soaked in 10% Clorox with 
a few drops of Tween 20 for 10 minutes, then washed with distilled water 3 times for 5 
minutes each time gave the highest percentage of sterile culture at 68.5. Culturing of 
sprouted rhizome on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 3% sucrose 
and 4 mg/L thidiazuron (TDZ) for 12 weeks gave the highest number of shoots at 7 
shoots/explant. For root induction, MS medium with 0.5-1.0 mg/L α-naphathaleneacetic 
acid (NAA) gave the highest number of roots at 19.7 roots/shoot after culturing for 8 weeks. 
The plantlets transferred to net pot containing soil gave a survival rate of 86.90%. after 4 
weeks of transfer. For callus induction MS medium supplemented with 3% sucrose, 1 
mg/L dicamba gave the highest callus induction frequency at 66.67% after 8 weeks of 
culture. For proliferation of the callus 0.1 mg/L 2, 4- dichlorophenoxyacetic acid (2, 4-D) 
containing medium gave the best result after culturing for 4 weeks. For induction of 
somatic embryogenesis culturing of callus on MS medium supplemented with 3% sucrose 
and 0.1 mg/L BA gave the highest percentage of green spots at 83.33. MS medium 
supplemented with 3% sucrose 0.1 mg/L 2, 4-D 0.1 mg/l NAA and 0.25 mg/l BA gave the 
highest number of germinated somatic embryos at 4.83 embryos/culture after culturing 
for 12 weeks. Germination of somatic embryos into complete plantlets was obtained on 
MS medium supplemented with 3% sucrose 0.1 mg/l 2, 4-D and 0.1 mg/L BA after culturing 
for 9 weeks.  
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 ขอขอบพระคุณ คุณพ่อปลื้ม คุณแม่ผ่อง พ่ีสาว น้องชาย  น้องสาว เด็กชายจักรชัยและเด็กชาย
จักรธรลูกชาย ที่ให้ความช่วยเหลือในทุก ๆ ด้าน และเป็นก าลังใจให้เสมอ จนข้าพเจ้าเรียนจบ 

 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ได้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่งจากสถานวิจัยความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพ
เกษตรและทรัพยากรธรรมชาติ และทุนอุดหนุนการวิจัยเพื่อวิทยานิพนธ์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
 สุดท้ายนี้ ขอขอบพระคุณอาจารย์ บุคคลาการภาควิชาพืชศาสตร์ และอาจารย์ประจ าวิชาจาก
คณะต่าง ๆ ของมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่ได้ให้ความรู้ การอบรมสั่งสอน และความช่วยเหลือใน
ทุกๆ ด้านตลอดจนเพ่ือน ๆ พี่ ๆ และน้อง ๆ ทุกคนในห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพของพืชปลูก ที่ให้
ความช่วยเหลือ และเป็นก าลังใจในการท าวิจัยจนส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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          เข้มข้น 0.1 มก/ล ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 มก/ล เป็นเวลา 9 สัปดาห์  
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MS = Murashige and Skoog หรือ สูตรมูราชิกและสกุค 
 Tween 20  = Poly-oxyethylene sorbitan monolaurate  

CRD = Completely randomized design  
 DMRT = Duncan’s multiple range test  
 BA = 6-benzyladenine 
 BAP = N6-benzylaminopurine  
 NAA = α-napthaleneacetic acid 
 2,4-D = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
 IBA = Indole-3-butyric acid  
 IAA = Indole-3-acetic acid  
 KN = 6-furfurylaminopurine (kinetin) 
 TDZ = Thidiazuron 
 CaOCl2 = Calcium hypochlorite  
 NaOCl = Sodium hypochlorite (Clorox) 
 H2O2 = Hydrogen peroxide  
 AgNO3 = Silver nitrate  
 HgCl2 = Mercuric chloride   
 Hgl2 = Mercuric iodide  
 HgBr2 = Mercuric bromide  
 H2SO4 = Sulfuric acid 
 CW = Coconut water  
 % = Percent 
 มก/ล = Milligram per litre 
 เบทาดีน = Povidone-iodine 
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ขมิ้นชันเป็นพืชดั้งเดิมในแถบประเทศเอเชียตะวันออกเฉียงใต้   ปลูกมากในประเทศ
มาเลเชีย อินเดีย ศรีลังกา และปากีสถาน ชาวอินเดียใช้ประกอบในพิธีกรรมทางศาสนา  ชาวจีนนิยม
น ามาท าเป็นสีย้อมผ้า สมุนไพรและเครื่องเทศ ต่อมาแพร่ได้หลายไปยังแอฟริกาตะวันออกและแอฟริกา
ตะวันตก (นลินี, 2545) ขมิ้นชันอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae  มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Curcuma longa 
Linn. ชื่อสามัญว่า curcuma  turmeric หรือ yellow root  เป็นพืชล้มลุก มีอายุหลายปี  มีเหง้าใต้ดิน 
เนื้อเหง้ามีสีเหลืองอมส้ม มีกลิ่นเฉพาะ ซึ่งสารเคมีส าคัญที่พบ คือ น้ ามันหอมระเหยประมาณ 2 - 6 
เปอร์เซ็นต์  และสารที่ให้สีเคอร์คูมีน เคอร์คูมิน และอนุพันธ์ของเคอร์คูมิน  ส าหรับสารเคอร์คูมินจะมีสี
เหลืองส้มหรือสีเหลืองแดง หากปริมาณสารเคอร์คูมิน ไม่ต่ ากว่า 5 เปอร์เซ็นต ์ จะใช้เป็นเครื่องเทศ แต่ถ้า
หากสูงกว่า 8 -15 เปอร์เซ็นต์  จะใช้เป็นสมุนไพร  (นลินี, 2545) คนไทยนิยมใช้ขมิ้นอ้อยปรุงอาหาร
มากกว่า ส่วนขม้ินชันมักใช้เป็นยา เหง้าขมิ้นชันนิยมใช้แต่งอาหารให้มีสีเหลือง (พันธิตร์, 2545)  ด้านการ
รักษาใช้เป็นพืชสมุนไพรแก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ แก้จุกเสียด (Thamlikikul et al., 1989) ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ Helicobacter pylori  ในกระเพาะอาหาร (Sangousa and Punnipa, 2011) รักษาแผลเปื่อย
ในกระเพาะและล าไส้ (Prucksunand et al., 2001) ลดการอักเสบชนิดเฉียบพลัน ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
และเชื้อรา (นลินี, 2545; ศุภารัตน์ และคณะ, 2549; Araujo and Leon, 2001; Singh et al., 2002; 
Cikrikci et al., 2008; Subramoniam et al., 2013) มีฤทธิ์ต้านมะเร็งผิวหนัง แก้โรคผื่นคัน รักษาแผล
ผุพอง แก้อาการแพ้เนื่องจากแมลงกัดต่อย (พันธิตร์, 2545) ใช้ในการสมานแผล การดูแลผิวพรรณ (วันทนี
, 2546) ด้านการเกษตร ก าจัดหมัดกระโดด (ทัศนี และพนารัตน์ ,  2544)    ก าจัดเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรค
พืช (กอ, 2546) และมีงานวิจัยพบว่า ออกฤทธิ์โดยอ้อมในการยับยั้งเชื้อไวรัสไข้หวัดนก (งามผ่อง และ
คณะ, 2549)  

 ปัจจุบันน าเทคนิคการขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อพืชมาใช้อย่างกว้างขวาง เพราะ
สามารถผลิตต้นพันธุ์ที่ปลอดโรคได้จ านวนมากในระยะเวลาอันสั้น (สมปอง, 2539) ขม้ินชันเป็นพืชที่มีเหง้า
ใต้ดิน การท าให้ปลอดเชื้อท าได้ค่อนข้างยาก มีรายงานการใช้สารละลาย คลอรอกซ์และเมอคิวริคคลอไรด์ ที่ระดับความ
เข้มข้นต่าง ๆ  (Buddharaksa and U-kong, 2011; Goyal et al., 2010; Jala, 2012; Theanphong 
et al., 2010; Zhang et al., 2011) แต่ไม่มีการรายงานผลอัตราปลอดเชื้อของชิ้นส่วนพืช และมี
การศึกษาการขยายพันธุ์ขมิ้นชันในหลอดทดลองทั้งทางตรงและทางอ้อมมากมาย (Shagufta et al., 
2009; Goyal et al., 2010; Jala, 2012; Sharma et al., 2013)  แต่จ านวนต้นที่ได้ยังมีปริมาณน้อย จึง
ท าการศึกษาวิธีการท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อ และวิธีการที่เหมาะสมในการขยายพันธุ์ในหลอดทดลอง
เพ่ือผลิตต้นพันธุ์ขมิ้นชันจ านวนมากในระยะเวลาที่สั้นลง 

 

 
 



3 
 

          ฤ         

ขม้ินชันอยู่ในวงศ ์Zingiberaceae  มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Curcuma longa Linn. มี
ชื่อท้องถิ่นว่า ขมิ้น ขี้มิ้น หมิ้น (ภาคใต้) ขมิ้นแกง ขมิ้นหยวก ขมิ้นหัว (เชียงใหม่) ตายอ (กะเหรี่ยง
ก าแพงเพชร) สะยอ (กะเหรี่ยงแม่ฮ่องสอน) เป็นพืชล้มลุกสูง 30 - 90 เซนติเมตร เหง้ามีรสฝาดและกลิ่น
หอม ขนาดเล็กกว่าและฉุนกว่าเหง้าขมิ้นอ้อย ส่วนเหนือดินเป็นก้านใบหุ้มซ้อนกัน ใบเป็นใบเดี่ยวขนาด
ใหญ่แทงออกจากเหง้ารูปใบหอกกว้าง 12 - 15 เซนติเมตร ยาว 30 - 40 เซนติเมตร ออกดอกเป็นช่อก้าน
ดอกยาวแทงออกจากเหง้าแทรกข้ึนมาระหว่างก้านใบ ช่อดอกรูปทรงกระบอก กลีบออกสีเหลืองอ่อน มีใบ
ประดับสีเขียวอ่อนหรือสีนวล ดอกบานครั้งละ 3 - 4 ดอก ผลรูปกลม มี 3 พู (พันธิตร์, 2545)  ในช่วงฤดู
แล้งขมิ้นจะลงหัวใต้ดินส่งผลให้ล าต้นและใบบนดินแห้งตาย สายพันธุ์ขมิ้นชันที่ปลูกประเทศไทยที่ให้ผล
ผลิตสูงมีประมาณ 86 สายพันธุ์ (บุญหงษ์, 2553) ซึ่งจะขอกล่าวบางสายพันธุ์ที่นิยมปลูกในภาคใต้และ
สายพันธุ์ที่ได้ผ่านการปรับปรุงพันธุ์มาแล้ว เช่น  

-ขม้ินชันพันธุ์ตรัง 1 เป็นพันธุ์ที่ให้ผลผลิตและสารส าคัญสูงกว่ามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 
และสูงกว่าข้อก าหนดทางธุรกิจ คือ สารเคอร์คูมินอยด์เฉลี่ย 10.62 เปอร์เซ็นต์ น้ ามันหอมระเหย 7.99 
เปอร์เซ็นต์ และมี ar-turmerone 47.90 เปอร์เซ็นต์ (เก็บเกี่ยวที่อายุ 11 เดือน) และให้ผลผลิตหัวสดใน
ภาคใต้ประมาณ 2.23 ตันต่อปี (กรมวิชาการเกษตร, 2556)  

-ขมิ้นชันพันธุ์ตรัง 2 เป็นพันธุ์ที่ให้ผลผลิตและสาระส าคัญสูงกว่ามาตรฐานยาสมุนไพร
ไทย และสูงกว่าข้อก าหนดทางธุรกิจ คือ สารเคอร์คูมินอยด์เฉลี่ย 10.04 เปอร์เซ็นต์ น้ ามันหอมระเหย 
7.78 เปอร์เซ็นต์ และมี ar-turmerone 23.38 เปอร์เซ็นต์ (เก็บเกี่ยวที่อายุ 11 เดือน) และให้ผลผลิตหัว
สดในภาคใต้ประมาณ 2.59 ตันต่อปี (กรมวิชาการเกษตร, 2556)  

-ขม้ินชันพันธุ์แดงสยาม เป็นสายพันธุ์ที่มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ค้นพบ ด้วยเทคโนโลยี
การใช้เครื่องหมาย ดีเอ็นเอชนิด Microstellite marker ในการตรวจสอบล าดับเบสของขม้ินชัน เป็นพันธุ์
ที่ให้ผลผลิตและมีสารเคอร์คูมินสูงประมาณ 10 - 12 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลผลิต 6.2 ตันต่อไร่ มีการแนะน า
และส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกเพ่ิมข้ึน (วิเชียร, 2548)  

-ขมิ้นชันพันธุ์ TU04-9-20 Krad-r-Irr-16 เป็นสายพันธุ์ที่ได้จากการชักน าให้เกิดการ
กลายพันธุ์ในชั่วรุ่นที่ 2 โดยรังสีแกมมา และสารคอลชิซีน (บุญหงษ,์ 2553) โดยมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ศูนย์รังสิต ปทุมธานี เป็นสายพันธุ์ที่ให้ผลผลิตน้ าหนักสดประมาณ 0.975 ตันต่อไร่ น้ าหนักแห้งของเหง้า
ประมาณ 0.162 ตันต่อไร่ มีปริมาณเคอร์คูมิน 14.62 เปอร์เซ็นต์ ต้านทานโรคแอนแทรคโนส และหนอน
กัดกินใบ (บุญหงษ ์และคณะ, 2552)  

นอกจากนี้ยังมีสายพันธุ์อ่ืน ๆ เช่น ขมิ้นชันพังงา (ทับปุด) ขมิ้นชันสุราษฎร์ธานี (ตาขุน) 
ขม้ินชันระนอง ขม้ินชันนครศรีธรรมราช (ขม้ินด้วง) เป็นต้น 

การขยายพันธุ์ใช้ส่วนของเหง้าที่มีอายุการเก็บเกี่ยวระหว่าง 11 - 12 เดือน (องอาญ 
และคณะ,  2541) ขนาดของเหง้าพันธุ์ควรมีตาหรือแง่งอย่างน้อย 3 - 5 ตาหรือแง่ง พ้ืนที่ 1 ไร่ใช้ท่อน
พันธุ์ประมาณ 350 - 420 กิโลกรัม นอกจากนี้ยังสามารถใช้ส่วนหัว ซึ่งจะเจริญเติบโตและแตกเหง้าดี ให้
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ผลผลิตสูง เนื่องจากในหัวมีอาหารสะสมอยู่มาก แต่มีข้อเสีย คือ การเก็บเกี่ยวแต่ละครั้ง 1 ต้น จะมีเพียง 
1 หัวเท่านั้น (นิรนาม, 2557) สามารถปลูกได้ปีละ 1 ครั้ง เพราะมีการเจริญเติบโตนาน 7 - 10 เดือน มี
การเจริญเติบโตตามฤดูกาลและการปลูกอาศัยน้ าฝนเป็นส่วนใหญ่ โดยเริ่มปลูกประมาณปลายเดือน
เมษายนถึงเดือนพฤษภาคม หลังปลูกประมาณ 4 - 5 เดือน ต้นขมิ้นชันจะเริ่มออกดอกตั้งแต่เดือน
กรกฎาคม-กันยายน และเข้าสู่ระยะพักตัวในฤดูแล้ง สภาพดินฟ้าอากาศชอบอากาศค่อนข้างร้อนและมี
ความชุ่มชื้นในเวลากลางคืน ชอบดินร่วนซุยมีความอุดมสมบูรณ์ ระบายน้ าดี ไม่ชอบดินเค็ม ค่าความเป็น
กรดเป็นด่าง ประมาณ 5 - 7.5 

                        

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช หมายถึง การน าชิ้นส่วนพืชชนิดใดก็ได้ เช่น อวัยวะต่าง ๆ ข้อ 
ตา ปลายยอดและราก โปรโตพลาสต์ มาเลี้ยงในอาหารวิทยาศาสตร์ที่สังเคราะห์ขึ้นซึ่งประกอบไปด้วย 
เกลือแร่ ธาตุอาหารต่าง ๆ วิตามิน น้ าตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มของออกซินหรือไซโตไคนิน 
เนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรีย์ และควบคุมสภาพแวดล้อม (รังสฤษฏ์, 2541) ข้อดีของการขยายพันธุ์
ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ เพ่ิมปริมาณได้จ านวนมากในระยะเวลาสั้น ปลอดโรค มีลักษณะทาง
พันธุกรรมเหมือนต้นแม่ โตเร็วและมีขนาดสม่ าเสมอ เก็บเก่ียวผลผลิตได้พร้อมกันและผลผลิตได้มาตรฐาน 
สามารถเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมพืชได้ สามารถผลิตยา และสารสกัดจากพืชบางชนิดได้ (สมปอง, 2539)  

การขยายพันธุ์โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ประกอบด้วย 5 ขั้นตอน คือ ขั้นแรกเป็นการ
เตรียมและคัดเลือกตัวอย่างพืช โดยคัดเลือกชิ้นส่วนที่เหมาะสม ปราศจากโรคและแมลง ชิ้นส่วนพืช
แบ่งเป็น 2 ประเภท คือ ชิ้นส่วนพืชที่ไม่เกี่ยวกับเพศ เช่น ปลายยอด ล าต้นเหนือใบเลี้ยง ใบ ล าต้นใต้ใบ
เลี้ยง ใบเลี้ยง ราก เป็นต้น และชิ้นส่วนที่เกี่ยวกับเพศ เช่น ละอองเกสร รังไข่ ไข่อ่อน ผล เมล็ด และต้น
อ่อนในเมล็ด เป็นต้น ขั้นตอนที่ 2 การท าความสะอาดชิ้นส่วนพืช เนื่องจากชิ้นส่วนพืชที่น ามาใช้มีการ
ปนเปื้อนจุลินทรีย์ ก่อนน ามาท าการเพาะเลี้ยงต้องผ่านกระบวนการที่ท าให้ชิ้นส่วนดังกล่าวปลอดเชื้อ โดย
ต้องเลือกใช้ชนิดและความเข้มข้นของสารฟอกฆ่าเชื้อที่ เหมาะสมกับชิ้นส่วนพืช สามารถก าจัด
เชื้อจุลินทรีย์ได้แต่ไม่ท าลายเนื้อเยื่อ เพราะจะส่งผลต่อการเจริญของเนื้อเยื่อ ขั้นตอนที่ 3 การเลี้ยงชิ้นส่วน
พืช ขั้นตอนนี้เป็นการน าเอาชิ้นส่วนพืชที่ปลอดเชื้อแล้ว มาวางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ซึ่งบรรจุใน
ภาชนะเลี้ยง แล้วน าไปวางเลี้ยงในสภาพที่สามารถควบคุมแสง อุณหภูมิ และความชื้นตามความต้องการ 
เพ่ือชักน าให้เกิดเป็นพืชต้นใหม่และเพ่ิมปริมาณทั้งทางตรงและทางอ้อม ขั้นตอนที่ 4 การเตรียมเพ่ือย้าย
ปลูก ขั้นตอนนี้เป็นการเตรียมต้นพืชที่สมบูรณ์ก่อนการย้ายปลูกสู่ธรรมชาติ เป็นการเลี้ยงชิ้นส่วนพืช
เพ่ือให้ยืดยอด และมีรากบนอาหารสังเคราะห์ในภาชนะเลี้ยงที่ควบคุมสภาพแวดล้อม และข้ันตอนสุดท้าย 
คือ การย้ายปลูกสู่สภาพธรรมชาติ ความส าเร็จของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพ่ือการขยายพันธุ์ขึ้นอยู่กับ
ความสามารถในการย้ายปลูกให้ได้ต้นพืชที่เติบโตอย่างรวดเร็ว ขั้นตอนนี้เกี่ยวกับการปรับสภาพหรือการ
ท าให้ต้นพืชแข็งแรงและมีชีวิตรอด 
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1. ปัจจัยที่มีผลต่อความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
 วัตถุประสงค์ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมี 2 ประการ คือ ขยายพันธุ์ และปรับปรุง
พันธุ์พืช ซึ่งต้องเลี้ยงชิ้นส่วนพืชแล้วชักน าให้พัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ ความส าเร็จดังกล่าวต้องค านึงถึง คือ 
อาหารที่ใช้เลี้ยงในแต่ละสูตรมีองค์ประกอบที่คล้ายคลึงกันแต่ปริมาณธาตุอาหารที่เป็นองค์ประกอบ
แตกต่างกันไป การเลือกใช้สูตรอาหารต้องให้เหมาะสมกับชนิดของพืช  สูตรอาหารที่ใช้กันทั่วไป คือ  สูตร 
มูราชิกและสกุค (Murashige and Skoog, 1962 หรือ MS) ซึ่งประกอบด้วยธาตุอาหารหลักและธาตุ
อาหารรอง น้ าตาลซูโครส วิตามิน สารควบคุมการเจริญเติบโต และสารประกอบอื่น ๆ ที่จ าเป็น ความเป็น
กรดเป็นด่างของอาหารที่วางเลี้ยง ชิ้นส่วนพืชที่น ามาเลี้ยงต้องค านึงถึงขนาดชิ้นส่วนพืช แหล่งของชิ้นส่วน
พืช และอายุของชิ้นส่วนพืชที่เหมาะสม สภาพแวดล้อมการเลี้ยง ฤดูกาล ซึ่งฤดูฝนมีโอกาสปนเปื้อนด้วย
จุลินทรีย์ต่าง ๆ ได้สูง ระยะเวลาของการย้ายเลี้ยง การย้ายเลี้ยงในอาหารเป็นเวลานานมีผลท าให้การ
สร้างพืชต้นใหม่ลดลง หรือพัฒนาการเป็นพืชต้นใหม่คงเดิมแต่ต้นพืชที่ได้มีความปรวนแปรสูงมาก อัตรา
การกลายพันธุ์สูง (สมปอง, 2539) และปัจจัยทางพันธุกรรมของพืช ซึ่งนับว่าเป็นปัจจัยที่มีความส าคัญ
มากความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนั้นเราจ าเป็นต้องค านึงถึงขั้นตอนและปัจจัยต่าง  ๆ ที่
เกี่ยวข้อง เพ่ือให้บรรลุไปตามวัตถุประสงค์ท่ีวางไว้ 

2. การท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อ 

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจ าเป็นต้องปลอดเชื้อในทุกขั้นตอน การเตรียมชิ้นส่วน
พืชเริ่มต้นให้ปลอดเชื้อ มีความส าคัญเป็นอย่างมาก เพราะเมื่อได้ผลแล้วก็สามารถชักน าให้เกิดเป็นพืชต้น
ใหม่ และเพ่ิมปริมาณได้ตามต้องการ เนื่องจากชิ้นส่วนของพืชที่น ามาใช้มีการปนเปื้อนด้วยสิ่งสกปรกและ
จุลินทรีย์ต่าง ๆ ก่อนน ามาวางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์จึงต้องน าชิ้นส่วนพืชมาฟอกฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่
ปนเปื้อนมาจากภายนอก โดยการใช้สารละลายฟอกฆ่าเชื้อ การใช้ต้องค านึงถึงชนิด ความเข้มข้น และ
เวลาที่เหมาะสมกับชิ้นส่วนของพืช สามารถก าจัดเชื้อจุลินทรีย์ได้ แต่ไม่ท าลายเนื้อเยื่อเจริญของพืช 
เพราะจะส่งผลต่อพัฒนาการของชิ้นส่วนพืช  

ขั้นตอนการฟอกฆ่าเชื้อโดยสังเขป ดังนี้  น าชิ้นส่วนพืชมาท าความสะอาด เอาดินหรือ
ทรายที่ตดิมาออกให้หมด โดยให้น้ าไหลผ่านค่อนข้างแรง ตัดชิ้นส่วนพืชให้มีขนาด 1.5 – 2 นิ้ว ตัดส่วนที่มี
แผลเชื้อโรค เนื้อเยื่อที่แก่หรือไม่สะอาดทิ้งให้หมด ท าความสะอาดครั้งแรกด้วยสบู่หรือน้ ายาล้างจานซึ่งมี
ฤทธิ์เป็นกลางไม่กัด หรือสร้างแผลให้กับชิ้นส่วนพืช จากนั้นล้างด้วยน้ าประปาหลาย ๆ ครั้ง หรือให้น้ าไหล
ผ่าน นาน 20 - 60 นาที ตัดแต่งชิ้นส่วนพืชอีกครั้ง จุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
30-60 วินาที ล้างด้วยน้ ากลั่น (สมปอง, 2539) จุ่มแช่ในสารละลายที่ใช้ฟอกฆ่าเชื้อ ดังตารางที่ 1 อาจใช้
สารจับใบร่วมด้วยเพ่ือช่วยให้สารฟอกฆ่าเชื้อเข้าไปในผิวของเนื้อเยื่อที่ไม่เรียบหรือมีขนได้ดีขึ้น  เช่น 
Tween 20 (poly-oxyethylene sorbitan monolaurate) หรือ Teepol เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ หรือ
ประมาณ 1 - 2 หยด หรือใช้ผงซักฟอกในปริมาณที่พอเหมาะ (รังสฤษดิ์, 2541) น าเข้าตู้ย้ายเลี้ยง เท
สารละลายฟอกฆ่าเชื้อทิ้ง ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 - 5 ครั้ง น าชิ้นส่วนพืชออกมาซับด้วยกระดาษทิชชู
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ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ จากนั้นท าการตัดแต่งชิ้นส่วนพืชเพ่ือวางเลี้ยงบนอาหารต่อไป ประสิทธิภาพของสาร
ฟอกฆ่าเชื้อแต่ละชนิดขึ้นอยู่กับ ระยะเวลา และปริมาณของสารที่ใช้ โดยปกติประสิทธิภาพจะเพ่ิมมากขึ้น
ถ้าใช้เวลาและความเข้มข้นของสารมากขึ้น หากใช้มากเกินไปอาจท าอันตรายต่อความมีชีวิตของเซลล์ 
เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะของพืชได้ (รังสฤษดิ์, 2541) จึงควรทดสอบหาวิธีการที่เหมาะสม สุจิตรา และคณะ 
(2557) พบว่า วิธีการฟอกฆ่าเชื้อของไม้น้ าใบพายที่เหมาะสม คือ การฟอกฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์ เข้มข้น 
70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที ยาปฏิชีวนะเตตร้าไซคลินเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 30 
นาที ตามด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรด์เข้มข้น 0.12 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับสารจับใบเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 15 นาที และเมอร์คิวริคคลอไรด์เข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที เมื่อวางเลี้ยงชิ้นส่วนพืช
เป็นเวลา 1 เดือน มีผลให้จ านวนยอดอ่อนที่ปลอดเชื้อ และสามารถพัฒนาเจริญเป็นต้นอ่อนเฉลี่ยได้ดีที่สุด 
มีค่าเท่ากับ 83.33 ± 7.64 เปอร์เซ็นต์ 

 
         1 ชนิด ความเข้มข้น ระยะเวลา และประสิทธิภาพ ของสารเคมีที่ใช้ในการฟอกฆ่าเชื้อ 
 

สารเคมี ความเข้มข้น 
% 

ระยะเวลา 
(นาที) 

ประสิทธิภาพ 

แคลเซียมไฮโปคลอไรด์ (CaOCl2) 9 - 10 5 - 30 ดีมาก 
โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl 
        ชื่อทางการค้า คือ คลอรอกซ์)  

0.25 - 2.65 5 - 30 ดีมาก 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 10 - 12 5 - 15 ดี 
น้ าโบรมีน 1 - 2 2 - 10 ดีมาก 
ซิลเวอร์ไนเตรท [Ag(NO3)2] 1 5 - 30 ดี 
น้ าไอโอดีน 3 30 ดี 
เมอร์คิวริคคลอไรด์ (HgCl2) 0.1 - 1.0 2 - 10 พอใช้ 
เมอร์คิวริคไอโอดายด์ (Hgl2) 0.5 30 ดี 
เมอร์คิวริคโบรมายด์ (HgBr2) 0.5 30 ดี 
แอลกอฮอล์ 70 - 95 2 - 5 ดีมาก 
กรดซัลฟอริก (H2SO4) 20 - 70   5 - 20 ดีมาก 

        ที่มา ; ดัดแปลงจาก รังสฤษดิ์ (2541) 

Buddharaksa และ U-kong (2011) พบว่า วิธีการฟอกฆ่าเชื้อของยอดผักหวานบ้านที่
เหมาะสม คือ การใช้สารละลายครอรอกซ์เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.05 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วยสารละลายครอรอกซ์เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 
เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที เมื่อวางเลี้ยงชิ้นส่วนพืชเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ส่งผลให้ชิ้นส่วน
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ยอดผักหวานปลอดเชื้อดีที่สุดและมีอัตรารอดชีวิต 80 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับขมิ้นชัน Shagufta และคณะ 
(2009)  ใช้วิธีจุ่มแช่แอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30  -  40 วินาท ี จากนั้นจุ่มแช่โซเดียมไฮโปคลอไรด์ 
เข้มข้น 20-50 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที Goyal และคณะ (2010) เลือกใช้การจุ่มแช่ในสารละลายเมอคิวริคคลอไรด์
เข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที  Zhang และคณะ (2011) เลือกใช้วิธีจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์
เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 วินาที และสารละลายเมอคิวริคคลอไรด์เข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 10 นาที นอกจากนี้ Jala (2012) ใช้วิธีจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 นาที 
จากนั้นจุ่มแช่ในสารละลายคลอรอกซ์เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที ตามด้วยจุ่มแช่ใน
สารละลายคลอรอกซ์เข้มข้น  5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที อีกครั้ง ก่อนล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 
ครั้ง ๆ ละ 3 นาที แต่ไม่มีการรายงานผลอัตราชิ้นส่วนพืชที่ปลอดเชื้อหลังการวางเลี้ยง 

3. การเพาะเลี้ยงปลายยอด 

การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชที่มีจุดก าเนิดอยู่แล้วอย่าง เช่น ปลายยอด และเนื้อเยื่อเจริญ
ส่วนยอด เป็นต้น มีข้อดีคือจะได้ยอดที่เจริญพัฒนาเป็นต้นพืชต้นใหม่ได้โดยตรง จึงเป็นการขยายพันธุ์ที่ได้
ต้นพืชตรงตามสายพันธุ์เดิม ต้นที่ได้ยังปลอดโรคโดยเฉพาะโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส และเมื่อขนาดของ
ชิ้นส่วนปลายยอดที่วางเลี้ยงใหญ่ขึ้นจ านวนของตาด้านข้างก็มากขึ้น เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมไซโตไคนินใน
อัตราความเข้มข้นที่สูง ช่วยส่งเสริมการเกิดยอดแขนงจากตาด้านข้างในอัตราที่สูง (สมปอง, 2539 ) เป็น
การขยายพันธุ์ที่เหมาะกับการเพ่ิมปริมาณของพืชพันธุ์ดี จากการวางเลี้ยงชิ้นส่วนเริ่มต้น 1 ชิ้น ภายในระ
เวลา 1 ปี อาจได้มากกว่าล้านยอด เนื่องจากพืชหลายชนิดสามารถเพ่ิมจ านวนยอดได้ 3 - 8 เท่า ในการ
เปลี่ยนอาหารแต่ละครั้ง (ปิยดา และอารีย์, 2551)  

จากการศึกษาในพืชวงศ์ Zingiberaceae อาทิ  Shukla และคณะ (2007) พบว่า 
ชิ้นส่วนปลายยอดของ C. angustifolia Roxb. บนอาหารสูตร MS เติม 6-Benzyladenine (BA) เข้มข้น 
3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 80 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนยอด
เฉลี่ยสูงสุด 1.87 ± 0.28 ยอดต่อชิ้นส่วน  Yusuf และคณะ (2011) พบว่า ชิ้นส่วนปลายยอดของ 
Boesnbergia rotunda L. บนอาหารสู ตร  MS เติ ม  N6-benzylaminopurine (BAP) เข้ มข้น  2. 0 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ α-napthalene acetic acid (NAA) เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 4.9 ± 0.1 ยอดต่อชิ้นส่วน Bhattacharya และ Sen (2013) พบว่า 
ชิ้นส่วนปลายยอดของ Kaempferia galanga L. บนอาหารสูตร MS เติม BAP เข้มข้น 3.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ 6-furfurylaminopurine (KN) เข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์  ส่งเสริม
การเกิดยอดเฉลี่ยสูงสุด 16.52 ± 0.22 ยอดตอ่ชิ้นส่วน ส าหรับขมิ้นชัน  Jala (2012) พบว่า ชิ้นส่วนปลาย
ยอดบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอด
สูงสุด 2.6 ยอดต่อชิ้นส่วน  Sharma และคณะ (2013) พบว่า ชิ้นส่วนปลายยอดบนอาหารสูตร MS เติม 
BA เข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 88.33 เปอร์เซ็นต์ และมี
จ านวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 2.3 ยอดต่อชิ้นส่วน การเพาะเลี้ยงส่วนยอดในขมิ้นชัน จะเห็นได้ว่าในขมิ้นชันเกิด
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จ านวนยอดต่อชิ้นส่วนที่วางเลี้ยงค่อนข้างน้อย และบางชนิดใช้ไซโตไคนินเพียงอย่างเดียวเติมลงในอาหาร
ที่วางเลี้ยง สามารถชักน าให้เกิดยอดได้ แต่ในพืชบางชนิดต้องใช้ทั้งออกซินและไซโตไคนินร่วมกันจึงจะ
สามารถชักน าให้เกิดยอดได้ ทั้งนี้เป็นเพราะพืชบางชนิดมีปริมาณของออกซินที่เหมาะสมอยู่แล้ว  จึงไม่
จ าเป็นต้องเติมลงในอาหารที่วางเลี้ยง  

4. การเพาะเลี้ยงแคลลัส  

แคลลัส หมายถึง กลุ่มเซลล์ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม และยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงพัฒนาไป
เป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิดต่าง ๆ ประกอบด้วยเซลล์พาเรนไคมาแต่เพียงอย่างเดียว มีขนาดไม่แน่นอน 
ภายในเซลล์มีแวคิวโอลจ านวนมาก ส่วนใหญ่ไม่มีรงควัตถุ แต่อาจมีสีเขียวเนื่องจากมีครอโรฟิลล์ สีเหลือง
จากแคโรทีนอยด ์และฟลาโวทีนอยด์ หรือสีม่วงจากแอนโทไซยานิน ปริมาณ และชนิดของรงควัตถุเหล่านี้
ขึ้นอยู่กับชนิดของพืช ธาตุอาหาร และปัจจัยสภาพแวดล้อมของการเพาะเลี้ยง  (รังสฤษดิ์, 2541) 
โดยทั่วไปแบ่งเป็นแคลลัสที่มีโครงสร้างแน่นทึบซึ่งกลุ่มเซลล์จะเกาะกันแน่น เรียกว่า Compact callus 
และแคลลัสที่มีโครงสร้างร่วนเปราะซึ่งกลุ่มของเซลล์จะเกาะกันอย่างหลวม ๆ เรียกว่า Friable callus 
(สมปอง, 2539) 

ชิ้นส่วนพืชเกือบทุกชนิดจากอวัยวะต่าง ๆ สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ ซึ่งชิ้นส่วนพืช
ที่มีสภาพเหมาะต่อการชักน าแคลลัสควรเป็นชิ้นส่วนที่มีเนื้อเยื่อเจริญจากเนื้อเยื่อที่มีอายุน้อย นิยมใช้
เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ คือ คัพภะ ใบอ่อน ใบเลี้ยง  ส่วนที่อยู่เหนือหรือใต้ใบเลี้ยง ปลาย
ยอด ดอกอ่อน ราก ส่วนของเมล็ดที่เริ่มงอก และเนื้อเยื่อพิเศษอ่ืน ๆ ของพืช คือ แคมเบียม คอร์เทค ไส้
หรือแกนล าต้น ท่อล าเลียงอาหาร ไซเลมพาเรนไคมา และเอ็นโดสเปิร์ม (รังสฤษดิ์, 2541) 

ปัจจัยที่มีผลต่อการเพาะเลี้ยงแคลลัส ขนาด และรูปร่าง ของชิ้นส่วนพืชเริ่มต้นที่ใช้เลี้ยง
ไม่มีข้อจ ากัดแต่มักใช้ชิ้นส่วนขนาดค่อนข้างเล็ก แต่ไม่เล็กมากจนเกินไปเพราะจะท าลายเนื้อเยื่อเจริญ
ขณะแยก ชนิดของพืช ชนิด และอายุของชิ้นส่วนพืช สารควบคุมการเจริญเติบโต โดยทั่วไปแล้วถ้าสัดส่วน
ของออกซินต่อไซโตไคนินสูง แคลลัสจะพัฒนาไปเป็นราก ถ้าสัดส่วนนี้ต่ า จะพัฒนาไปเป็นยอดหรือต้น 
และหากสัดส่วนนี้สมดุล จะพัฒนาไปเป็นแคลลัส ความเข้มข้นของออกซินที่ใช้อยู่ในช่วง 0.01-10.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร และไซโตไคนินอยู่ในช่วง 0.10-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งนี้ปริมาณ และสัดส่วนของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมต่อการเกิดแคลลัสจะขึ้นอยู่กับชนิดของพืช ชนิดของชิ้นส่วนพืช และ
ระยะการเจริญเติบโตของชิ้นส่วนที่น ามาใช้ (รังสฤษดิ์, 2541) ธาตุอาหาร นอกจากธาตุอาหารที่เป็น
องค์ประกอบหลักทั่ว ๆ ไปของสูตรอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชแล้ว ยังมีอาหารเสริมพวก
กรดอะมิโน สารพวกเคซินไฮโดรไลเซท สารสกัดจากมอลท์ ยีสต์ และน้ ามะพร้าว ที่มีส่วนส าคัญในการ
กระตุ้นการเกิดแคลลัสในพืชบางชนิดด้วย เช่นกัน แหล่งของคาร์บอน ที่ส าคัญได้แก่ น้ าตาลซูโครส และ
แซคคาโรส ปัจจัยสิ่งแวดล้อมที่วางเลี้ยง สภาพอาหาร แคลลัสที่เลี้ยงในอาหารแข็งหรือกึ่งแข็งมักจะ
เจริญเติบโตได้น้อยหรือช้ากว่าในอาหารเหลว เนื่องจากพ้ืนที่ผิวสัมผัสกับอาหารได้น้อยกว่า และต าแหน่ง
ที่ชิ้นส่วนแคลลัสสัมผัสอาหารจะมีสารที่เป็นของเสียจากเมตาโบลิซึมที่ปลดปล่อยมาจากเซลล์ซึ่งมีผลต่อ
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การเจริญเติบโตของเซลล์ โดยทั่วไปแล้วชิ้นส่วนพืชจะสร้างแคลลัสมากพอที่จะแบ่งและเปลี่ยนอาหารใหม่ 
ภายใน 3 - 8 สัปดาห์ ขนาดของแคลลัสที่แยกต้องมีขนาดไม่เล็กจนเกินไปเพ่ือไม่ให้การเจริญเติบโต
หยุดชะงัก ซึ่งข้ึนอยู่กับขนาดของชิ้นส่วนที่เริ่มเลี้ยง ชนิดของพืช ชนิดและอายุของชิ้นส่วนพืชอีกด้วย ปกติ
แล้วท าการเปลี่ยนอาหารจะกระท าทุก ๆ 4 สัปดาห์ (รังสฤษดิ์, 2541) มีรายงานการวิจัยการชักน าและ
เพ่ิมปริมาณแคลลัสในพืชวงศ์ Mohanty และคณะ (2008) พบว่า การวางเลี้ยงชิ้นส่วนฐานที่เกิดยอดของ 
C. aromatic บนอาหารสูตร MS เติม  2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา30 วัน ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 82.16 เปอร์เซ็นต์ Raju และคณะ (2013) พบว่า 
การวางเลี้ยงชิ้นส่วนกาบใบของ C. amada Roxb. บนอาหารสูตร MS เติม  2,4-D เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 26.43 
เปอร์เซ็นต์ Zuraida และคณะ (2014) พบว่า การวางเลี้ยงยอดเดี่ยว ของ K. parviflora บนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS เติม  2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 95 วัน ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 20 ± 4.5 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการศึกษาในขมิ้นชัน Kar 
และคณะ (2014) พบว่า การวางเลี้ยงชิ้นส่วนฐานที่เกิดยอดของขมิ้นชัน บนอาหาสูตร MS เติม  2,4-D 
เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 30 วัน ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 80.30 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจะเห็น
ได้ว่าสูตรอาหาร ชนิดสารควบคุมการเจริญเติบโต และความเข้มข้นที่ใช้เหมือนกัน ชนิดของพืชที่ใช้
แตกต่างกัน ส่งผลต่ออัตราการเกิดแคลลัสได้ต่างกัน พืชบางชนิดต้องการเพียงออกซิน แต่พืชบางชนิด
ต้องการทั้งออกซินและไซโตไคนิน เพ่ือกระตุ้นเซลล์ให้เกิดการแบ่งตัว และเพ่ิมปริมาณ 

5. การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอ 

พัฒนาการเป็นพืชต้นใหม่จากชิ้นส่วนพืชที่วางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอด
เชื้อ มี 2 ช่องทาง คือ การสร้างยอดหรือราก หรือทั้งต้นท้ังรากจากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยง และพัฒนาการเป็น
พืชต้นใหม่โดยการสร้างต้นอ่อน มีการสร้างยอดและรากเกิดขึ้นพร้อมกัน หรือพัฒนามาจากการสร้าง
แคลลัส (สมปอง, 2539)  

โซมาติกเอ็มบริโอ หมายถึง โซมาติกเอ็มบริโอที่พัฒนามาจากเซลล์ร่างกายซึ่งมีโครงสร้าง
คล้ายเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมพันธุ์ระหว่างเพศผู้และเพศเมีย นั่นคือ มีส่วนที่จะกลายเป็นรากและยอด 
มีทั้งการพัฒนาทางตรงและทางอ้อมนั่น คือ การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วนพืชที่วางเลี้ยงโดยตรง 
เป็นการพัฒนาของคัพภะจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง เริ่มจากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยง พัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ
และพัฒนาต่อไปเป็นต้นอ่อนพืชในที่สุด การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยอ้อมเป็นการพัฒนามาจากแคลลัส 
โดยเริ่มจากชิ้นส่วนพืชที่วางเลี้ยงเกิดแคลลัส จากนั้นพัฒนาไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ แล้วพัฒนาต่อไปเป็น 
ต้นอ่อนพืชที่สมบูรณ์ การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่โดยการผ่านแคลลัสนั้น แคลลัสจะพัฒนามาจากรอยตัด
ของชิ้นส่วนพืชที่วางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ เมื่อเนื้อเยื่อมีการแบ่งเซลล์และเพ่ิมปริมาณอย่างรวดเร็ว 
เป็นกลุ่มแคลลัส เมื่อย้ายแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหารที่เหมาะสมก็จะงอกเป็นพืชต้นใหม่ แต่ต้นพืชที่ได้มี
ลักษณะแปรปรวน ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ การขยายพันธุ์ด้วยวิธีการนี้เหมาะกับการปรับปรุงพันธุ์ 
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เพ่ือให้ได้เป็นพืชชนิดใหม่หรือพืชที่มีลักษณะใหม่  (สมปอง,  2539) มีรายงานการวิจัยในพืชวงศ์   
Zingiberaceae  Raju และคณะ (2013) พบว่า การย้ายเลี้ยงแคลลัสของ C. amada Roxb. ในอาหาร
เหลวสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
62.93 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 54.52 โซมาติกเอ็มบริโอต่อชิ้นส่วน  Zuriada และ
คณะ (2014) พบว่า หลังการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ C. caesia  บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.2 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 6.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 53 ± 4.5 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่พัฒนาเป็นต้นพืช 15 ± 2.6 ต้น จะเห็น
ได้ว่าชิ้นส่วนพืชบางชนิดต้องการไซโตไคนินเพียงอย่างเดียวก็สามารถพัฒนาไปเป็นพืชต้นใหม่ได้ แต่พืช
บางชนิดต้องการทั้งไซโตไคนินและออกซินลงในอาหารที่วางเลี้ยง เพ่ือที่จะส่งเสริมแคลลัสพัฒนาไปเป็น
พืชต้นใหม่   

6. การเตรียมและย้ายปลูกในสภาพธรรมชาติ 

ขั้นตอนสุดท้ายของการขยายพันธุ์ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ ต้นกล้าสามารถมี
ชีวิตรอดและมีการเจริญพัฒนาในสภาพธรรมชาติได้ จึงจะนับว่าประสบความส าเร็จ ต้นกล้าที่ได้จาก
กระบวนการสร้างต้นอ่อนที่มีทั้งยอดและราก ถือเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์แล้วไม่จ าเป็นต้องผ่านกระบวนการ
ชักน าราก สามารถน าไปย้ายปลูกได้เลย ส่วนกรณีที่มีเพียงยอดต้องมีการชักน ารากก่อน การชักน าราก
สามารถท าได้ในสภาพปลอดเชื้อ และในสภาพแปลงปลูก ซึ่งการชักน ารากในสภาพปลอดเชื้อจะสามารถ
สร้างรากสูงกว่า และเปอร์เซ็นต์การตั้งตัวเมื่อย้ายปลูกลงดินสูงกว่า ขั้นตอนนี้เกี่ยวกับการปรับสภาพหรือ
ท าให้พืชแข็งแรง ในสภาพที่มีความชื้นต่ า และความเข้มแสงสูง ด้วยการปรับสภาพแบบค่อย ๆ เปลี่ยนไป  

การชักน ารากในไม้ดอก และพืชผัก ท าโดยตัดแยกยอดแต่ละยอดมาวางเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตรพ้ืนฐาน MS หรือ สูตร สูตรอาหารที่ลดธาตุองค์ประกอบลงครึ่งหนึ่ง (½ MS) ที่ปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต หรือ เติม NAA เข้มข้น 0.001 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Indole-3-butyric acid 
(IBA) เข้มข้น 0.005 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน ารากภายในเวลา 3 - 6 สัปดาห์ แต่การเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตอาจก่อให้เกิดผลเสีย คือ เปอร์เซ็นต์ จ านวนและความยาวรากที่ลดลง แล้วยังส่งเสริมการ
สร้างแคลลัสท าให้การกลายพันธุ์เป็นไปได้สูง กรณีไม้ยืนต้นท าได้ โดยตัดยอดวางเลี้ยงบนอาหารสูตร
พ้ืนฐาน MS เติม BA เข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ และ Indole-3-acetic acid (IAA) เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ 
(สมปอง, 2539) ในบางครั้งมีการเติมผงถ่าน 0.02-0.05 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือให้มีการเกิดรากได้ดีขึ้น ในสภาพ
แปลงปลูกใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีขายในท้องตลาด เช่น เซราดิกเบอร์ต่าง  ๆ เลือกใช้ให้
เหมาะสมกับประเภทของเนื้อไม้ เมื่อได้ต้นกล้าที่สมบูรณ์จึงย้ายปลูกลงดิน สรุปได้ดังนี้ 

 ขั้นตอนการย้ายปลูกลงดิน เริ่มจากการน าต้นกล้าที่สมบูรณ์ออกจากภาชนะที่ย้ายเลี้ยง 
ล้างวุ้นที่ติดมากับรากออกให้หมด เพ่ือป้องกันการเข้าท าลายของเชื้อจุลินทรีย์ จุ่มแช่ในน้ ายาฆ่าเชื้อ เช่น 
เบตาดีน จากนั้นผึ่งลมให้แห้งพอหมาด ๆ น าปลูกในภาชนะที่บรรจุวัสดุปลูกผสม หากเป็นชนิดพืชที่มี
เปอร์เซ็นต์รอดชีวิตต่ าวัสดุปลูกควรผ่านการอบฆ่าเชื้อก่อน ให้น้ าด้วยระบบพ่นหมอก หากไม่มีอุปกรณ์
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ประยุกต์ใช้ภาชนะแก้ว หรือถุงพลาสติกคลุมต้นกล้าที่ย้ายปลูก 3 - 4 วัน จึงเปิดออก ทั่วไปใช้เวลา 1 - 4 
สัปดาห์ ย้ายปลูกลงดินในภาขนะที่ต้องการ หรือแปลงปลูก ให้น้ าและดูแลรักษา ตามความต้องการของ
พืช 

จากการศึกษาอัตรารอดชีวิตหลังการย้ายปลูกลงดินในพืชวงศ์  Zingiberaceae  
Mohanty และคณะ (2008) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของ C. aromatic ลงในกระถางที่
บรรจุดินที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วเป็นวัสดุปลูก วางเลี้ยงในเรือนกระจก เป็นเวลา 1 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 
95 เปอร์เซ็นต์ Zhang และคณะ (2011) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของ C. kwangsiensis 
ลงในกระถางพลาสติกที่บรรจุดิน ขุยมะพร้าว และเพอไลท์ เป็นวัสดุปลูก อัตราส่วน 1 ต่อ 1 ต่อ 1 วาง
เลี้ยงในเรือนกระจก เป็นเวลา 2 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับในขมิ้นชัน Shagufta 
และคณะ (2009) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ลงปลูกในกระถางบรรจุดิน ทราย และดินพีท 
เป็นวัสดุปลูก อัตราส่วน 1 ต่อ 1 ต่อ1 วางเลี้ยงในเรือนกระจก นาน 30 - 50 วัน จากนั้นย้ายปลูกลงใน
แปลงปลูก เป็นเวลา 2 สัปดาห์ มีอัตรารอดชีวิต 70 - 80 เปอร์เซ็นต์ Goyal และคณะ (2010) พบว่า หลัง
การย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ลงในบีกเกอร์ที่บรรจุดินสวน และทรายที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว อัตราส่วน 1 
ต่อ 1 วางเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ เป็นเวลา 1 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 93 เปอร์เซ็นต์ Ghosh และคณะ 
(2013) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ลงในกระถางที่บรรจุดิน และเวอมิคูไลท์ อัตราส่วน 2 
ต่อ 1 นาน 30 วัน จากนั้นย้ายปลูกลงในกระถางพลาสติก วางเลี้ยงเรือนกระจก เป็นเวลา 2 สัปดาห์ มี
อัตรารอดชีวิต 86 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นได้ว่าต้นกล้าขมิ้นชันที่ได้จากการขยายพันธุ์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ มีอัตรารอดชีวิตค่อนข้างสูง เมื่อย้ายปลูกในวัสดุปลูกคุณภาพดีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว และวางเลี้ยง
ในเรือนกระจก  
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1. เพ่ือศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนหน่องอกของขม้ินชัน 
2. เพ่ือศึกษาผลของชนิด และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน า และ

เพ่ิมปริมาณยอดของขม้ินชันในหลอดทดลอง 
3. เพ่ือศึกษาผลของชนิด และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน า และ

เพ่ิมปริมาณแคลลัสจากชิ้นส่วนกาบใบของขม้ินชันในหลอดทดลอง 
4. เพ่ือศึกษาผลของชนิด และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าโซ

มาติกเอ็มบริโอ และการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ของขม้ินชันในหลอดทดลอง 
5. เพ่ือศึกษาอัตรารอดชีวิตหลังการย้ายปลูกต้นขมิ้นชันที่ได้จากเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

พืชลงดิน 
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ขมิ้นชัน จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae  เป็นพืชสมุนไพร ที่มีการใช้ประโยชน์ทั้งอาหาร
และยาทั้งในมนุษย์และสัตว์ (วันทนี , 2546; งามผ่อง และคณะ, 2549; ศุภารัตน์ และคณะ, 2549; 
Sangousa and Punnipa, 2011; Rajamma et al, 2012; Subramoniam et al., 2013)  ปัจจุบันน า
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมาใช้การขยายพันธุ์เพ่ิมมากขึ้น เทคนิคดังกล่าวจ าเป็นต้องปลอดเชื้อทุก
ขั้นตอน มีการศึกษาเทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อในไม้น้ าใบพายและผักหวานบ้าน (สุจิตรา และ
คณะ; 2557; Buddharaksa and U-kong, 2011) ส าหรับขม้ินชันซึ่งเป็นพืชที่มีเหง้าใต้ดิน มีข้อที่สั้นและ
ถี่ การท าให้ปลอดเชื้อท าได้ค่อนข้างยาก มีรายงานการใช้สารละลาย คลอรอกซ์ และเมอรค์ิวริวคลอไรด์ที่
ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  (Goyal et al., 2010; Theanphong et al., 2010; Zhang et al., 2011; 
Jala, 2012) แต่ไม่มีการรายงานผลอัตราปลอดเชื้อของชิ้นส่วนพืช จึงท าการศึกษาวิธีการที่เหมาะสมที่ท า
ให้ชิ้นส่วนหน่องอกของขมิ้นชันปลอดเชื้อ เพ่ือให้ได้ชิ้นส่วนพืชที่ปลอดเชื้อ และมีการเจริญพัฒนาของ
เนื้อเยื่อ หลังการวางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ภายใต้สภาพที่ควบคุมสภาพแวดล้อม 

                     

น าเหง้าของขมิ้นชันจากแปลงปลูกที่ หมู่ที่ 6 (บ้านเก่าร้าง) ต าบลคลองหอยโข่ง อ าเภอ
คลองหอยโข่ง จังหวัดสงขลา อายุประมาณ 8 - 12 เดือน ล้างท าความสะอาด เอาดินและสิ่งสกปรกออก
ให้หมดโดยใช้น้ าประปา ตัดรากออก 

                 ใ ้                           

น าเหง้าขมิ้นชันมาเลือกเฉพาะชิ้นส่วนหน่องอกที่ยังอ่อน ยาวประมาณ 1 - 1.5 นิ้ว มา
ท าการฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการต่าง ๆ   4 วิธี (ตารางที่ 2.1) หลังฟอกฆ่าเชื้อแล้วน าชิ้นส่วนมาตัดแต่งให้มี
ขนาด 0.5 ตารางเซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติม
น้ าตาลซูโครส เข้มข้น  3 เปอร์เซ็นต์ ปรับค่าความเป็นกรดด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศา
เซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 17.97 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 10 
วัน บันทึกเปอร์เซ็นต์การปลอดเชื้อของชิ้นส่วนพืช เปรียบเทียบกันในแต่ละวิธีการฟอกฆ่าเชื้อ วาง
แผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD)  และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) ในแต่ละวิธีการฟอกฆ่าเชื้อท า 5 ซ้ า ๆ ละ 40 
ชิ้นส่วน 
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         2.1 เทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อ 
   วิธีที่        วิธีการ 
     1 ให้น้ าไหลผ่าน 20 นาที แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น

เวลา 1 นาที ตาม ด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 
Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาท ี  

    2 ให้น้ าไหลผ่าน 20 นาที แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 1 นาที ตามด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 
Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อ เป็นเวลา 5 นาที ก่อนน าเข้าตู้ย้ายเลี้ยง จากนั้นจุ่มด้วยสารละลายคลอ
รอกซ์ เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที  

     3 ให้น้ าไหลผ่าน 20 นาที แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 1 นาที สารละลายเมอร์คิวริคคลอไรด์ เข้มข้น  1.0  เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
15 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาท ี 

     4 ให้น้ าไหลผ่าน 15 นาที แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 1 นาที สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เข้มข้น  12  เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 12 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที  

ผ แ          

จากการศึกษาเทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อด้วยวิธีการที่แตกต่างกัน พบว่า 
วิธีการที่ใช้สารละลายเมอร์คิวริคคลอไรด์ เข้มข้น  1.0  เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที  ท าให้ชิ้นส่วนพืช
ปลอดเชื้อได้สูงสุด  73.5 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง แต่เมื่อวางเลี้ยงไประยะหนึ่ง 
พบว่า ชิ้นส่วนพืชเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ในขณะที่การใช้สารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 20 นาที ตามด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ท าให้ชิ้นส่วนพืช
ปลอดเชื้อรองลงมา 68.5 เปอร์เซ็นต์ และไม่แตกต่างทางสถิติกับวิธีดังกล่าวข้างต้น (ตารางที่ 2.2) อีกทั้ง
ชิ้นส่วนพืชยังเป็นสีเหลืองอมส้ม และเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเขียว เมื่อวางเลี้ยงเป็นเวลา 10 วัน ทั้งนี้ลักษณะ
เหง้าของขมิ้นชันที่มีข้อถี่  และเจริญอยู่ใต้ดิน การท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อจึงท าได้ยาก ซึ่งการใช้
สารละลายเมอร์คิวริคคลอไรด์ที่ใช้เข้มข้นสูง เป็นเวลา 15 นาที ส่งผลให้เซลล์บริเวณที่สัมผัสสารโดน
ท าลาย และเซลล์บริเวณนั้นตาย ซึ่งปกติความเข้มข้นของสารละลายเมอร์คิวริคคลอไรด์ใช้อยู่ที่ประมาณ 
0.1-0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที (Goyal et al., 2010; Theanphong et al., 2010; Zhang et 
al., 2011)   ส าหรับวิธีการใช้สารละลายครอรอกซ์ เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 
0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที ตามด้วยสารละลายครอรอกซ์ เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 
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20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับการรายงาน
ของ Buddharaksa และ U-kong (2011) ที่ใช้วิธีการข้างต้น ท าให้ชิ้นส่วนยอดผักหวานปลอดเชื้อ 80 
เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากลักษณะข้อของขมิ้นชันนั้นเจริญอยู่ใต้ดินและมีจ านวนข้อถี่ การฟอกฆ่าเชื้อด้วย
สารละลายคลอรอกซ์ร่วมกับ Tween 20 ความเข้มข้นสูงเพียงครั้งเดียว ท าให้ชิ้นส่วนขมิ้นชันปลอดเชื้อ
ได้น้อยกว่า การใช้สารละลายคลอรอกซ์ร่วมกับ Tween 20 ความเข้มข้นที่น้อยลงและฟอกฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง 
เนื่องจากเวลาที่ใช้ฟอกน้อยเกิดไปท าให้เชื้อจุลินทรีย์ยังคงปนเปื้อนอยู่ และความเข้มข้นที่สูงจะท าลาย
เซลล์บริเวณท่ีสัมผัส ส่งผลให้เซลล์บริเวณนั้นตาย 
                      2.2 ผลของเทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนหน่องอกของขม้ินชันปลอดเชื้อ 

วิธีการที ่ อัตราปลอดเชื้อของชิ้นส่วนพืช (%) 
1 44.0 b  
2 68.5 a 
3 73.5 a 
4 35.5 b 

F-test 
C.V.(%)  

** 
12.8 

         ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P  0.01) 
 ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเม่ือ 
         เปรียบเทียบด้วยวิธี  DMRT  

     

การศึกษาเทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนขมิ้นชันปลอดเชื้อ พบว่า การให้น้ าไหลผ่าน 20 นาที 
แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 
20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่า
เชื้อนาน 5 นาที ก่อนน าเข้าตู้ย้ายเลี้ยง จากนั้นจุ่มด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ 
ละ 5 นาท ีท าให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อได้สูง  68.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุด 
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ขมิ้นชัน เป็นพืชดั้งเดิมในแถบประเทศเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ปลูกกันมากในประเทศ
มาเลเชีย อินเดีย ศรีลังกา และปากีสถาน จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า 
Curcuma longa Linn. ชื่อสามัญว่า curcuma turmeric  yellow root  เป็นพืชมีอายุหลายปี มีเหง้า
ใต้ดินสีเหลืองอมส้ม มีกลิ่นเฉพาะ สายพันธุ์ขม้ินชันที่นิยมปลูกในภาคใต้ เช่น ตาขุน  (สุราษฎร์ธานี)  ขมิ้น
ด้วง (นครศรีธรรมราช) พันธุ์ตรัง 1 และพันธุ์ตรัง 2 (กรมวิชาการเกษตร, 2554) ซึ่งมีปริมาณ curcumin 
ค่อนข้างสูง คนไทยนิยมใช้ขมิ้นอ้อยปรุงอาหารมากกว่า ขมิ้นชันมักใช้เป็นยา เหง้าขมิ้นชันนิยมใช้แต่ง
อาหารให้มีสีเหลือง (พันธิตร์, 2545) ด้านการรักษาใช้เป็นพืชสมุนไพรแก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ แก้จุกเสียด 
(Thamlikikul et al., 1989) ยับยั้ งการเจริญของเชื้อ Helicobacter pylori  ในกระเพาะอาหาร 
(Sangousa and Punnipa, 2011) รักษาแผลเปื่อยในกระเพาะและล าไส้ (Prucksunand et al., 2001) 
ลดการอักเสบชนิดเฉียบพลัน และยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา (นลินี , 2545; ศุภารัตน์ และคณะ, 
2549; Araujo and Leon, 2001; Singh et al., 2002; Cikrikci et al., 2008; Subramoniam et al., 
2013) มีฤทธิ์ต้านมะเร็งผิวหนัง แก้โรคผื่นคัน รักษาแผลผุพอง แก้อาการแพ้เนื่องจากแมลงกัดต่อย 
(พันธิตร์, 2545) ใช้ในการสมานแผล การดูแลผิวพรรณ (วันทนี , 2546)  ด้านการเกษตร ก าจัดหมัด
กระโดด  (ทัศนี และพนารัตน์,  2544)   ก าจัดเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคพืช (กอ, 2546) และมีงานวิจัยพบว่า 
ออกฤทธิ์โดยอ้อมในการยับยั้งเชื้อไวรัสไข้หวัดนก (งามผ่อง และคณะ, 2549)  ปัจจุบันน าเทคนิคการ
ขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อพืชมาใช้อย่างกว้างขวาง เพราะสามารถผลิตต้นพันธุ์ที่ปลอดโรคได้
จ านวนมากในระยะเวลาอันสั้น (สมปอง, 2539) และมีงานวิจัยการขยายพันธุ์ขมิ้นชันในหลอดทดลอง
มากมาย แต่จ านวนต้นที่ได้ยังมีปริมาณน้อย  (Shagufta et al., 2009; Goyal et al., 2010; Jala, 2012; 
Sharma et al., 2013 ) ดังนั้นจึงสนใจศึกษาการขยายพันธุ์ในหลอดทดลอง เพ่ือผลิตต้นพันธุ์ขมิ้นชัน
จ านวนมากในระยะเวลาที่สั้นลง 

                      
 น าเหง้าขมิ้นชันชิ้นส่วนแง่งที่ 1 และแง่งที่ 2 (sprouted rhizome) อายุประมาณ 8-12 
เดือน ที่เริ่มงอกส่วนหน่ออ่อน น ามาล้างดินและสิ่งสกปรกออก จากนั้นตัดแต่งเอารากออกน ามาล้างให้
สะอาดอีกครั้ง ตัดเอาเฉพาะส่วนที่ยังอ่อนอยู่ยาวประมาณ 1-1.5 นิ้ว น ามาล้างท าความสะอาดกับน้ ายา
ล้างจาน หลังจากนั้นให้น้ าไหลผ่าน 20 นาท ีแล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 
นาที ตามด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์  
เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เป็นเวลา 5 นาที ก่อนน าเข้าตู้ย้ายเลี้ยง จากนั้นจุ่มด้วย
สารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต ์และ Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที 
แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาท ี



19 
 

1.                    แ        ้  ้                                     
                  

น าชิ้นส่วนพืชของขมิ้นชันที่ผ่านการฟอกฆ่าแล้วมาตัดแต่งให้มีขนาด 0.5 ตาราง
เซนติเมตร มาย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เติม 2, 4-D เข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร Thidiazuron (TDZ) เข้นข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 6-Furfurylaminopurine (KN) เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพียงอย่างเดียวหรือร่วมกัน ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 
ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 10.64 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 12 สัปดาห์  
ตรวจสอบจ านวนการสร้างยอดต่อชิ้นส่วนที่วางเลี้ยง วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT แต่ละทรีตเมนท์ท า 4 ซ้ า ๆ ละ 3 ชิ้นส่วน 

2.                    แ        ้  ้                                      
                     

น าชิ้นส่วนพืชยอดของขมิ้นชันที่ได้จากการศึกษาข้างต้น ตัดแต่งให้เป็นยอดเดี่ยวยาว 
1.0 เซนติเมตร มาย้ายเลี้ยงบนสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เติม BA เข้มข้น 1.0 - 
3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  NAA เข้มข้น 0.5 - 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 2,4-D เข้มข้น 0.5 - 1.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เพียงอย่างเดียวหรือร่วมกัน  ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศา
เซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 10.64 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 8 
สัปดาห์  ตรวจสอบจ านวนการสร้างยอดและจ านวนรากต่อชิ้นส่วนที่วางเลี้ยง วางแผนการทดลองแบบ 
CRD และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT แต่ละทรีตเมนท์ท า 4 ซ้ า ๆ ละ 6 ชิ้นส่วน 

3.                           ้            

น าชิ้นส่วนยอดเดี่ยว ยาว 1 เซนติเมตร มาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 
2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น  3 เปอร์เซ็นต์ 
ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน 
ความเข้มแสง 10.64 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 8 สัปดาห์ เพ่ือเพ่ิมปริมาณต้นกล้าให้
มากขึ้น น าต้นกล้าขมิ้นชันที่สมบูรณ์ออกจากภาชนะท่ีวางเลี้ยง ล้างผงวุ้นที่ติดมาออกให้หมดผึ่งลมพอแห้ง
หมาด ๆ แล้วจุ่มส่วนของรากต้นกล้าขมิ้นชันลงในสารละลาย povidone-iodine (เบตาดีน) จากนั้นผึ่งลม
พอแห้งหมาด ๆ จึงน าต้นกล้าขมิ้นชันย้ายปลูกในถาดหลุมเพาะช าพลาสติกสีด า ขนาด 104 หลุม ที่บรรจุ
ดินปลูกผสมเสร็จเป็นวัสดุปลูก ปลูกทั้งหมดจ านวน 168 ต้น จากนั้นรดน้ าให้ชุ่ม น าถุงพลาสติกใสขนาด 
30 × 40 นิ้ว มาบรรจุถาดหลุมพลาสติกท่ีปลูกต้นขมิ้นชันเรียบร้อยแล้ว ปิดปากถุงพลาสติกใสให้แน่น วาง
เลี้ยงในสภาพที่ให้ร่มเงา เมื่อครบ 3 วัน เปิดปากถุงทิ้งไว้ 10 ชั่งโมง ปิดปากพลาสติกถุงอีกครั้ง เมื่อครบ 7 
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วัน น าถาดหลุมออกจากถุงพลาสติกใส สังเกตดูหากวัสดุปลูกยังมีความชื้นไม่ต้องให้น้ า ครบ 1 เดือน 
บันทึกอัตรารอดชีวิต จากนั้นน าต้นกล้าที่อนุบาลแล้วย้ายปลูกลงในกระถางพลาสติกสีด า ขนาด 6 นิ้ว ที่
บรรจุดินปลูกผสมเสร็จ ดินร่วน ขุยมะพร้าว และปุ๋ยคอก อัตราส่วน 2 ต่อ 1 ต่อ 1 ต่อ 1 จ านวน 100 ต้น 
รดน้ าให้ชุ่ม การให้น้ าหลังจากนี้สังเกตวัสดุปลูกเป็นส าคัญ หากวัสดุปลูกยังมีความชื้นสูง ไม่ต้องให้น้ า วาง
เลี้ยงในสภาพที่ให้ร่มเงา เมื่อครบ 1 เดือน บันทึกผลอัตรารอดชีวิตหลังการย้ายปลูกลงในกระถางพลาสติก
สีด า 

ผ แ          

 จากการศึกษาการชักน ายอดรวมจากชิ้นส่วนหน่องอกของขมิ้นชัน เป็นเวลา 8 สัปดาห์  
พบว่า อาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ เข้มข้น 4  มิลลิกรัมต่อลิตร 
ให้จ านวนยอดมากที่สุด 3.33 ยอดต่อชิ้นส่วน (ตารางท่ี 2.4 และภาพท่ี 2.1 (ก)) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Dey และคณะ (2012) พบว่า ชิ้นส่วนหน่องอกของข้าวสายพันธุ์ IR-64 บนอาหารสูตร MS เติม TDZ 
เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดสูงสุด 10.3 ยอดต่อชิ้นส่วน นอกจากนี้ยังพบว่า ชิ้นส่วนหน่อ
งอกของขมิ้นชันที่วางบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์
ถึงแม้ว่าสามารถส่งเสริมการเกิดยอดเพียง 1.67 ยอดต่อชิ้นส่วน แต่เมื่อวางเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์
พบว่า สามารถส่งเสริมการเกิดแคลลัส (ภาพที่ 2.1 (ข))  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ วิลาสินี และคณะ 
(2557) พบว่า friable callus ของบุกเนื้อทรายสามารถเพ่ิมปริมาณได้ดี บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D  
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และผลการเพ่ิมปริมาณจากยอดเดี่ยวที่ชักน าขมิ้นชันในหลอดทดลอง เป็น
เวลา 8 สัปดาห์  พบว่า อาหารแข็งสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA เข้มข้น 2.0  
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดมากที่สุด 4.17 ยอดต่อชิ้นส่วน (ตารางที่ 2.5 และภาพที่ 2.2 (ก)) ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Jala (2012) ทีพ่บว่า ชิ้นส่วนหน่ออ่อนของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เข้มข้น 2.0  มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดมากที่สุด 2.60 ยอดต่อชิ้นส่วน และในขณะที่อาหารสูตร MS 
เติมน้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการสร้างรากได้ดีที่สุด 
19.74 รากต่อยอด (ภาพที่ 2.2 (ข)) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ  Nasri และคณะ (2013) พบว่า จาก
การวางเลี้ยงฐานใบของลูกผสม Alstroemeria ligto บนอาหารสูตร MS เติม NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดรากสูงสุด 2.7 รากต่อชิ้นส่วน จะเห็นได้ว่าปริมาณของออกซินและไซโตไคนินที่ใช้
มีผลต่อการเจริญเติบโตและพัฒนาการของชิ้นส่วนพืช หากสัดส่วนของออกซินมีความเข้มข้นสูงจะส่งเสริม
การสร้างราก ส่วนไซโตไคนินสูงจะส่งเสริมการสร้างยอด กระบวนการนี้บางครั้งได้ต้นพืชที่สมบูรณ์ คือมี
ทั้งยอดและราก บางครั้งสมดุลของสารควบคุมการเจริญเติบโตไม่เหมาะสมจะส่งเสริมการสร้างยอดเพียง
อย่างเดียว (สมปอง, 2539) และอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ส่งเสริมให้เกิด
ยอด 1.25 ยอดต่อชิ้นส่วน ชักน าให้เกิดราก 7.75 รากต่อชิ้นส่วน  แสดงว่า อาหารสูตร MS ที่ปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโตมีธาตุอาหารที่เพียงพอกับความต้องการของพืชอยู่แล้ว และชิ้นส่วนยอด
ขม้ินชันที่วางเลี้ยงมีปริมาณของออกซินเหมาะสมต่อการชักน ารากอยู่แล้ว  จึงสามารถส่งเสริม                 
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                     2.4 อิทธิพลของชนิดและความเข้นข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการ 
                 ชักน ายอดขม้ินชัน เป็นเวลา 8 สัปดาห์  
 

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก/ล)  
จ านวนยอด/ชิ้นส่วนพืช 2,4-D TDZ NAA BA KN 

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.33ab 

0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 1.67b1 
0.0 4.0 0.0 0.0 0.0           3.33a 
0.0 0.0 1.0 0.0 2.0           1.33b 
0.0 0.0 1.0 5.0 0.0 2.33ab 
0.0 4.0 1.0 5.0 0.0           1.67b 
0.0 4.0 1.0 0.0 2.0           1.67b 
0.5 0.0 1.0 0.0 2.0           0.00c 

F-test 
C.V. (%) 

** 
30.14 

  1 สามารถชักน าให้เกิดแคลลัส เมื่อวางเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
   ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P  0.01) 
  ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อ 
  เปรียบเทียบด้วยวิธี  DMRT 
 
  

                           

             ภ      2.1 การชักน ายอดของชิ้นส่วนหน่องอกของขม้ินชัน  
(ก) ชิ้นส่วนหน่องอกของขม้ินชันที่เกิดยอดหลังการย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  

ร่วมกับ TDZ เข้มข้น 4.0 มก/ล เป็นเวลา 8 สัปดาห ์
(ข) ชิ้นส่วนหน่องอกของขม้ินชันที่เกิดแคลลัส บนอาหารสูตร MS ร่วมกับ 2,4-D 

                                  เข้มข้น 0.5 มก/ล เป็นเวลา 12 สัปดาห์ (บาร=์ 1.0 เซนติเมตร) 
 

(ก) (ข) 
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         2.5 อิทธิพลของชนิดและความเข้นข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเพ่ิมปริมาณ 

                ยอดของขมิ้นชัน เป็นเวลา 8 สัปดาห์  
 

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก/ล) จ านวนยอด 
ต่อชิ้นส่วนพืช 

จ านวนราก 
ต่อชิ้นส่วนพืช BA NAA 2,4-D 

0.0 0.0 0.0 1.25c 7.75c 
1.0 0.0 0.0 3.46ab 9.67c 
1.0 0.5 0.0 3.50ab 9.84c 
1.0 1.0 0.0 3.00ab 10.66bc 
1.0 0.0 0.5 0.00c 0.00d 
1.0 0.0 1.0 0.00c 0.00d 
2.0 0.0 0.0 4.17a 8.92c 
2.0 0.5 0.0 2.79b 10.04c 
2.0 1.0 0.0  3.59ab 13.84b 
2.0 0.0 0.0 0.00c 0.00d 
2.0 0.0 0.5 0.00c 0.00d 
3.0 0.0 1.0  3.25ab 8.92c 
3.0 0.5 0.0 2.67b 9.84c 
3.0 1.0 0.0  2.84ab 10.66bc 
3.0 0.0 0.5      0.00c 0.00d 
3.0 0.0 1.0 0.00c 0.00d 
0.0 0.5 0.0 2.50b 19.74a 
0.0 1.0 0.0  2.84ab 19.75a 
0.0 0.0 0.5 0.75c 0.00d 
0.0 0.0 1.0 0.00c 0.00d 

F-test ** ** 
C.V. (%) 34.93 24.84 

 ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P  0.01) 
 ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ 

         ด้วยวธิี DMRT 
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ภ      2.2 การเพ่ิมปริมาณยอดของขมิ้นชันจากชิ้นส่วนยอดเดี่ยว เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

(ก) ยอดท่ีเกิดจากชิ้นส่วนยอดเดี่ยวของ ขม้ินชันบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ  
BA เข้มข้น 2.0 มก/ล  

(ข) รากที่เกิดจากชิ้นส่วนยอดเดี่ยวของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ 
NAA เข้มข้น 0.5 มก/ล (บาร์= 1.0 เซนติเมตร) 

 

   

  
  ภ      2.3 การอนุบาลและการย้ายปลูกลงดินในกระถางพลาสติกของต้นขม้ินชัน 

(ก) ต้นกล้าขมิ้นชันที่สมบูรณ์พร้อมปลูก (ข) การอนุบาลต้นขม้ินชันในถุงพลาสติกใส 
(ค)–(ง) ต้นขมิ้นชันหลังการย้ายปลูกลงดินในกระถางพลาสติก นาน 1 เดือน 

      (บาร์= 2.0 เซนติเมตร) 

(ก) (ข) 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ให้การสร้างราก เมื่อน าต้นกล้าขมิ้นชันอนุบาลในถาดหลุมเพาะช าพลาสติกสีด า บรรจุดินปลูกผสมเสร็จ
เป็นวัสดุปลูก ซึ่งหาซื้อได้ตามท้องตลาด เป็นเวลา 1 เดือน พบว่า มีอัตรารอดชีวิต 86.90 เปอร์เซ็นต์ 
หลังจากนั้นย้ายปลูกลงในกระถางพลาสติกสีด า ที่บรรจุดินปลูกผสมเสร็จ ดินร่วน ขุยมะพร้าว และปุ๋ย
คอก อัตราส่วน 2 ต่อ 1 ต่อ 1 ต่อ 1 เป็นเวลา 1 เดือน พบว่า มีอัตรารอดชีวิตหลังการย้ายปลูก 100 
เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 2.3) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย ของ Goyal และคณะ (2010) พบว่า หลังการย้ายปลูก
ต้นกล้าที่สมบูรณ์ของขมิ้นชันลงในบีกเกอร์ที่บรรจุ ดินสวนและทรายที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว อัตราส่วน 1 
ต่อ 1 วางเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ เป็นเวลา 1 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 93 เปอร์เซ็นต์ Ghosh และคณะ 
(2013) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของขมิ้นชันลงในกระถางที่บรรจุ ดินและเวอมิคูไลท์ 
อัตราส่วน 2 ต่อ 1 นาน 30 วัน จากนั้นย้ายปลูกลงในกระถางพลาสติก เป็นเวลา 2 สัปดาห์ วางเลี้ยงเรือน
กระจก มีอัตรารอดชีวิต 86 เปอร์เซ็นต์ จากการทดลองจะเห็นได้วัสดุปลูกที่ใช้จะหาซื้อได้ตามท้องตลาด 
ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ วางเลี้ยงในสภาพที่ให้ร่มเงา ไม่จ าเป็นต้องวางเลี้ยงในเรือนกระจกหรือสภาพที่สามารถ
ควบคุมสภาพแวดล้อมได้ ก็สามารถมีอัตรารอดชีวิตหลังการย้ายปลูกลงดินที่สูง แสดงว่า ขม้ินชันเป็นพืชที่
มีการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี   

     

 จากการศึกษาการชักน ายอดรวมจากชิ้นส่วนหน่องอกของขมิ้นชัน พบว่า อาหารสูตร 
MS เติม TDZ เข้มข้น 4  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดมากที่สุด 3.33 ยอดต่อ
ชิ้นส่วน การเพ่ิมปริมาณจากยอดเดี่ยวที่ชักน าในหลอดทดลอง พบว่า อาหารแข็งสูตร MS เติม BA เข้มข้น 
2.0  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดมากที่สุด 4.17 ยอดต่อยอดท่ีเพาะเลี้ยง  อาหาร
สูตร MS เติม  NAA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการสร้างรากได้ดีที่สุด 19.74 รากต่อยอด และ
เมื่อย้ายต้นกล้าขมิ้นชันที่สมบูรณ์ลงปลูกในดิน เป็นเวลา 1 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 86.90 เปอร์เซ็นต ์
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ขม้ินชันเป็นพืชสมุนไพรหนึ่งขม้ินชันเป็นพืชสมุนไพรที่ทรงคุณค่าคู่กับวิถีชีวิตของคนไทย
มาช้านาน ตั้งแต่สมัยโบราณจนถึงปัจจุบัน ใช้บ าบัดรักษาอาการโรคต่างๆ น ามาใช้ปรุงแต่งสีสันและเพ่ิม
รสชาติอาหารให้น่ารับประทาน และมีคุณค่าทางโภชนาการ เรียกได้ว่า “เป็นทั้งยาและอาหาร” (พันธิตร์, 
2545) การขยายพันธุ์ใช้ส่วนของเหง้าและหัว ซึ่งการเก็บเกี่ยวแต่ละครั้ง 1 ต้น จะมีเพียง 1 หัวเท่านั้น   
(นิรนาม, 2557) แต่การขยายพันธุ์แบบเดิมเพ่ิมเหง้าพันธุ์ได้ปริมาณน้อย จึงน าเอาเทคนิคการขยายพันธุ์
ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมาใช้ เพราะสามารถผลิตต้นพันธุ์ที่ปลอดโรคได้จ านวนมากในระยะเวลาอัน
สั้น (สมปอง, 2539) เทคนิคดังกล่าว สามารถชักน าให้เกิดเป็นพืชต้นใหม่จากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยงได้โดยตรง 
หรือพัฒนามาจากแคลลัสที่เกิดจากชิ้นส่วนพืชที่วางเลี้ยง  การชักน าแคลลัสควรค านึงถึงชนิดของพืช ชนิด
และอายุของชิ้นส่วนพืช ปกติแล้วสัดส่วนของออกซินต่อไซโตไคนินที่สมดุล จะส่งเสริมให้ชิ้นส่วนพืชเกิด
แคลลัส (รังสฤษดิ์, 2541) มีการศึกษาการชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วนต่างๆ ในพืชในวงค์ Zingiberaceae  
(Zhang et al., 2011; Raju et al., 2013; Kar et al., 2014) มากมาย แต่ขมิ้นชันมีรายงานการศึกษา
น้อยจึงสนใจท าการศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมต่อการชักน า
และเพ่ิมปริมาณแคลลัสของขม้ินชัน เพ่ือผลิตต้นพันธุ์ขมิ้นชันให้มากขึ้นในระยะเวลาที่สั้นลง  

                     

น าชิ้นส่วนหน่องอกของขม้ินชันที่เกิดยอดจากการทดลองที่ 2 ตัดเป็นยอดเดี่ยว วางเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เติม TDZ เข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA 
เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร KN เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร วางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณยอด  

ผ        แ        ้  ้                                    แ       
      แ                   ใ            ใ           

 น าส่วนกาบใบที่แยกจากหน่อในหลอดทดลองของขมิ้นชัน อายุ 6 สัปดาห์ ตัดแต่งให้มี
ความยาว 0.5 เซนติเมตร มาย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม น้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เติม   
2, 4-D หรือ dicamba เข้มข้น 0.1 – 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  เพียงอย่างเดียว หรือ ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 
- 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ให้
แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 15.0 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 8 สัปดาห์  ตรวจสอบอัตราการสร้างแคลลัส จากนั้นย้ายเลี้ยงลงอาหารสูตรเดิม หลังการย้ายเลี้ยง
เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การชักน าแคลลัส ปริมาณแคลลัส ลักษณะและสีของแคลลัส 
วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT แต่ละทรีตเมนท์
ท า 4 ซ้ า ๆ ละ 9 ชิ้นส่วน 
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ผ แ          

จากการชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วนกาบใบ พบว่า อาหารสูตร MS เติม dicamba เข้มข้น  
1.0  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
2.6 และภาพที่ 2.4 (ก)) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ สกุลรัตน์ (2553) พบว่า อาหารสูตร MS เติม 
dicamba เข้มข้น  0.3  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดปมของแคลลัสในปาล์มน้ ามันได้สูงสุดเฉลี่ย 
32.99 ปมต่อแคลลัส Jiang และคณะ (2010) พบว่า เอ็มบริโอที่แก่เต็มที่วางเลี้ยงในอาหารสูตร third-
stage larvae (L3) ร่วมกับ dicamba เข้มข้น  4.0  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดแคลลัสของข้าวสาลี
สายพันธุ์ Yumai 34 ได้สูงสุด 82.21 เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่การเพ่ิมปริมาณแคลลัสมากที่สุด เมื่อวางเลี้ยง
บนอาหารแข็งสูตร MS เติม  2,4-D เข้มข้น  0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์ (ภาพท่ี 2.4 (ข))
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kar และคณะ (2014) พบว่า ชิ้นส่วนยอดของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS 
เติม 2,4-D เข้มข้น  2.0 และ 5.0  มิลลิกรัมต่อลิตร เพียงอย่างเดียว หรือ เติม 2,4-D เข้มข้น  2.0  
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่สามารถชักน าและเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้สูง 
70.91 - 80.30 เปอร์เซ็นต์ น้ าหนักสดแคลลัส 44.5 - 48.3 มิลลิกรัมต่อชิ้นส่วน ซึ่งการชักน าให้เกิด
แคลลัสนิยมใช้สูตรอาหาร MS แต่มีความต้องการสารควบคุมการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับ
ชนิดของพืช ชนิดและอายุของชิ้นส่วนพืชที่ใช้เลี้ยง (รังสฤษดิ์, 2541) ปกติแล้วหากสัดส่วนของออกซินส
มดุลกับไซโตไคนินจะส่งเสริมให้เซลล์บริเวณตัดของชิ้นส่วนพืชเกิดการพัฒนาเป็นแคลลัส (สมปอง, 2539) 
จะเห็นได้ว่าในพืชบางชนิดเติมออกซินเพียงอย่างเดียว เนื่องจากพืชชนิดนั้นมีปริมาณของไซโตไคนินที่
เหมาะสมต่อการเกิดแคลลัสอยู่แล้ว  แต่พืชบางชนิดต้องใช้ทั้งออกซินและไซโตไคนินเพ่ือส่งเสริมการเกิด
และเพ่ิมปริมาณแคลลัส  
 
 

 

ภ      2.4  การชักน าและเพ่ิมปริมาณแคลลัสของขมิ้นชัน  
               (ก) ชิ้นส่วนกาบใบบนอาหารสูตร MS เติม dicamba เข้มข้น 1.0 มก/ล เป็นเวลา 

                               8 สปัดาห์  
                          (ข) ชิ้นส่วนกาบใบบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 มก/ล เป็นเวลา   

12  สัปดาห์ (บาร์= 0.5 เซนติเมตร) 
           
 

(ก) (ข) 

(e) 
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              2.6 ผลของ 2,4-D หรือ dicamba เพียงอย่างเดียวหรือร่วมกับ BA ต่ออัตราการชักน า 
                       แคลลัส (%) เป็นเวลา 8 สัปดาห์ และการเพ่ิมปริมาณแคลลัส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
สารควบคมุการเจรญิเติบโต (มก/ล) การชักน าแคลลัส (%) 

          8 สัปดาห ์
ปริมาณแคลลัส 
   4 สัปดาห ์

ลักษณะของ
แคลลสั 2,4-D Dicamba BA 

0.00 0.00 0.00         0.00i - - 
0.10 0.00 0.00       50.00abcd +++++ WC 
0.25 0.00 0.00       55.56abc +++ WYC 
0.50 0.00 0.00         8.33ghi + WF 
1.00 0.00 0.00         8.33ghi + WF 
0.00 0.10 0.00        11.11ghi ++ WF 
0.00 0.25 0.00          2.78i ++ WC 
0.00 0.50 0.00        33.33def +++ WC 
0.00 1.00 0.00        66.67a +++ WC 
0.10 0.00 0.10        25.00efg ++++ WF, YGC 
0.10 0.00 0.50        61.11ab ++++ WF, YGC 
0.25 0.00 0.10        44.44bcd ++ WF, WYC 
0.25 0.00 0.50        38.89cde ++ WFC 
0.50 0.00 0.10        16.67fghi ++ WF 
0.50 0.00 0.50        22.22efgh + WYF 
1.00 0.00 0.10          8.33ghi + WYF 
1.00 0.00 0.50          2.708i + WF 
0.00 0.10 0.10          0.00i - - 
0.00 0.10 0.50          5.56hi + WF 
0.00 0.25 0.10        11.11ghi ++ WC 
0.00 0.25 0.50          5.56hi ++++ WF, WYGC 
0.00 0.50 0.10          8.33ghi ++ WC 
0.00 0.50 0.50          8.33ghi ++ WC 
0.00 1.00 0.10          8.33ghi + WF 
0.00 1.00 0.50         22.22efgh + WF 

F-test                                                       ** 
C.V. (%)                                                  54.90 

         +++++ปริมาณมากที่สดุ ++++ปริมาณมาก ++ปริมาณปานกลาง ++ปริมาณน้อย +ปริมาณน้อยที่สุด 
         -ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง WF ลักษณะสีขาวเกาะกันหลวม ๆ WYC ลักษณะสีขาว-เหลืองเกาะ 
         กันแน่น WC ลักษณะสีขาวเกาะกันแน่น WFC ลักษณะสีขาวเกาะกันแน่นและเกาะกันหลวม ๆ   
         YGC ลักษณะสเีหลือง-เขียวเกาะกันแน่น WYF ลักษณะสีขาว-เหลืองเกาะกันหลวม ๆ WYGC  
           ลักษณะสีขาว-เหลือง-เขียวเกาะกันแน่น 
          **แตกต่างทางสถติิอย่างมีนัยส าคญัยิ่ง (P  0.01)  
          ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไมม่ีความแตกต่างกันทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบ 
          ด้วยวิธี  DMRT 
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การศึกษาการชักน าและเพ่ิมปริมาณแคลลัสจากชิ้นส่วนกาบใบที่แยกจากหน่อในหลอด
ทดลองของขมิ้นชัน อายุ 6 สัปดาห์ พบว่า อาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับ dicamba เข้มข้น  1.0  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุด 
66.67 เปอร์เซ็นต์ แคลลัสเพ่ิมปริมาณได้มากที่สุด เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส 
เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ  2,4-D เข้มข้น  0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
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 ขมิ้นชันเป็นหนึ่งในสมุนไพรที่ได้รับความนิยม น ามาเป็นวัตถุดิบในการท าผลิตภัณฑ์
สมุนไพร เครื่องส าอางค์ และผลิตภัณฑ์สมุนไพรส าหรับสปา (นิรนาม, 2257) ปัจจุบันน าเอาเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมาใช้ในการขยายพันธุ์พืช และน าเอาเทคนิคดังกล่ าวมาใช้ศึกษากับพืชสมุนไพรใน
วงศ ์Zingiberaceae หลายชนิด เช่น C. aromatic   C. amada Roxb.  B. rotunda L.  K. parviflora  
เป็นต้น (Mohanty et al., 2008; Yusuf et al., 2011; Raju et al., 2013; Zuraida et al., 2014) และ
มีรายงานการศึกษาการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของขมิ้นชัน C. amada Roxb. และ C. caesia (Raju et 
al., 2013; Zurida et al., 2014; He and Gang, 2014; Kar et al., 2014) เนื่องจากการศึกษาการชัก
น าโซมาติกเอ็มบริโอโดยการผ่านชิ้นส่วนแคลลัสในขมิ้นชัน มีการศึกษาน้อยและในประเทศไทยยังไม่มี
รายงานการศึกษา  จึงสนใจศึกษาชนิดและความเข้นข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผลต่อการชัก
น าโซมาติกเอ็มบริโอ จากชิ้นส่วนแคลลัสของขม้ินชันที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 

                     

น าแคลลัสที่ได้จากการวางเลี้ยงชิ้นส่วนหน่องอกบนสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (จากการทดลองที่ 2) มาเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม Dicamba  เข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร  ย้ายเลี้ยงทุก 4 สัปดาห์ จนครบอายุ 12 สัปดาห์  

1.                ซ       ็                 แ      

ย้ายเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติม Dicamba  เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  2,4-D 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA  เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ BA เข้มข้น 0.1 - 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร น้ ามะพร้าว 15 - 25 เปอร์เซ็นต์ เพียงอย่างเดียว หรือ ร่วมกัน เติมน้ าตาลซูโครส  3 เปอร์เซ็นต์  
ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน 
ความเข้มแสง 15.0 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที ท าการย้ายเลี้ยงทุก 4 สัปดาห์ หลังจาก
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ ตรวจสอบจ านวนจุดเขียว อัตราการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอ จ านวนยอด 
และจ านวนราก วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี  DMRT 
แต่ละทรีตเมนท์ท า 4 ซ้ า ๆ ละ 3 ขวด 

2.                     ้ ใ       ซ       ็       

ย้ายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอเริ่มต้นที่ได้จากการทดลองข้างต้น บนอาหารสูตร MS เติม 
2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA  เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ BA เข้มข้น 0.1 0.25 และ 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพียงอย่างเดียว หรือ ร่วมกัน เติมน้ าตาลซูโครสเข้มข้น  3 เปอร์เซ็นต์  ปรับค่าความ
เป็นกรดเป็นด่าง 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 
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15.0 ไมโครโมลาร์ต่อตารางเมตรต่อวินาที ท าการย้ายเลี้ยงทุก 3 สัปดาห์ เป็นเวลา 9 สัปดาห์ ตรวจสอบ
จ านวนต้นพืชที่สมบูรณ์ วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี  
DMRT แต่ละทรีตเมนท์ท า 4 ซ้ า ๆ ละ 2 ขวด 

ผ แ          

จากการศึกษา พบว่า แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา12 สัปดาห์ สามารถชักน าให้เกิดจุดสีเขียวมากที่สุด 83.33 เปอร์เซ็นต์ และ
แคลลัสบนสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  สามารถชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 33.33 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 2.7 และภาพท่ี 2.5 (ก))  และมี
จ านวน โซมาติกเอ็มบริโอ 2.67 เอ็มบริโอ แต่เมื่อย้ายเลี้ยงลงบนอาหารสูตรเดิม เป็นเวลา 9 สัปดาห์ ไม่
สามารถพัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
ส่งเสริมให้เกิดยอดได้สูงที่สุด 4.83 ยอดต่อชิ้นส่วน  (ตารางท่ี 2.7 และภาพท่ี 2.5 (ข)-(ค)) ซึ่งแตกต่างทาง
สถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง และเมื่อน ามาย้ายเลี้ยงเพ่ือชักน าให้เป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ พบว่า อาหารสูตร MS 
เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 9 สัปดาห์ 
สามารถพัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้เฉลี่ยสูงที่สุด 0.67 ต้น แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (ตารางที่ 
2.8 และภาพที่ 2.6) แสดงว่า การเติมไซโตไคนินลงในอาหารเพียงอย่างเดียวแคลลัสของขมิ้นชันไม่
สามารถชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้ แต่เมื่อเติมไซโตไคนินร่วมกับออกซิน สามารถส่งเสริมให้แคลลัส
ของขมิ้นชันเกิดยอดที่จะพัฒนาต่อไปเป็นต้นพืชได้ เนื่องจากไซโตไคนินมีความเข้มข้นสูงบางครั้งการงอก
ของโซมาติกเอ็มบริโอจะเกิดเพียงยอดไม่มีการสร้างรากเพราะไม่มีความสมดุลของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต (สมปอง, 2539) ส าหรับน้ ามะพร้าว พบว่า การเติมน้ ามะพร้าว 15 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารที่
วางเลี้ยง สามารถส่งเสริมให้เกิดจุดเขียว 41.67 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่สามารถเจริญพัฒนาต่อไปเป็นโซมาติก
เอ็มบริโอได้ แสดงว่า น้ ามะพร้าวมีปริมาณ             ไซโตไคนินกับออกซินในสัดส่วนที่ไม่เหมาะสมต่อการ
ส่งเสริมให้ชิ้นส่วนแคลลัสของขมิ้นชันเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณน้ ามะพร้าวในอาหารที่วาง
เลี้ยงเพ่ิมขึ้น 20 - 25 เปอร์เซ็นต์ ไม่พบการสร้างจุดเขียว จะเห็นได้ว่าเมื่อเติมไซโตไคนินเพียงอย่างเดียว
ลงในอาหารที่วางเลี้ยงชิ้นส่วนแคลลัสของขมิ้นชัน สามารถแค่ชักน าให้เกิดจุดเขียว แต่เมื่อเติมออกซินร่วม
กับไซโตไคนิน แคลลัสของขม้ินชันสามารถชักน าให้เกิดยอดที่เจริญพัฒนาไปเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ แสดง
ว่าขมิ้นชันเป็นพืชที่ต้องการทั้งออกซินและ      ไซโตไคนินในการชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอที่พัฒนา
มาจากแคลลัส ซึ่งสอดคล้องกับ  Zuriada และคณะ (2014) พบว่า หลังการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ         C. 
caesia บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 6.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ส่งเสริมการเกิด  โซมาติกเอ็มบริโอ 53 ± 4.5 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่พัฒนา
เป็นต้นพืช 15 ± 2.6 ต้น นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับอายุและลักษณะของแคลลัส (สมปอง, 2539) ที่น ามา
ศึกษาด้วยเช่นกัน 
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            2.7 ผลของ dicamba 2,4-D NAA BA และ น้ ามะพร้าว เพียงอย่างเดียวหรือร่วมกัน  
                   ต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 

 
สารควบคมุการเจรญิเติบโต (มก/ล)  

จุดเขียว 
 (%) 

การ เกิ ด
โซมาติก
เอ็มบริโอ
(%)  

จ านวน 
โ ซ ม า ติ ก
เอ็มบริโอ 

จ านวน 
ย อ ด ต่ อ
ช้ินส่วน 

จ านวน
รากต่อ
ช้ินส่วน 

 
dicamba 

 
2,4-D 

 
NAA 

 
BA 

 
CW 
(%) 

0.00 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.10 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.10 0.00 0.00 0.10  0.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.10 0.00 0.00 0.25  0.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.10 0.00 0.00 0.50  0.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.10 0.00 0.00  0.00  8.33  0.00 0.00c 0.00e 0.17d 
0.00 0.10 0.00 0.10  0.00 16.67 33.33 2.67a 3.00b 3.00b 
0.00 0.10 0.00 0.25  0.00 16.67  8.33 0.17c 0.17e 0.67cd 
0.00 0.0 0.00 0.50  0.00 16.67  8.33 0.17c 1.00d 0.17d 
0.00 0.00 0.10 0.00  0.00   0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.17d 
0.00 0.00 0.10 0.10  0.00   0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.00 0.10 0.25  0.00   0.00  0.00 0.00c 0.00e 1.17c 
0.00 0.00 0.10 0.50  0.00     0.00  0.00 0.00c  0.50de 0.00d 
0.10 0.00 0.10 0.10  0.00   0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.10 0.00 0.10 0.25  0.00   0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.10 0.00 0.10 0.50  0.00   0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.10 0.10 0.10  0.00 33.33 16.67 0.50b 2.17c 2.17b 
0.00 0.10 0.10 0.25  0.00 16.67  0.00 0.00c 0.00e 8.67a 
0.00 0.10 0.10 0.50  0.00   8.33  0.00 0.00c 4.83a 2.50b 
0.00 0.00 0.00 0.10  0.00 83.33  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.00 0.00 0.25  0.00 16.67  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.00 0.00 0.50  0.00   8.33  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.00 0.00 0.00 15.00 41.67  0.00 0.00c 0.00e 0.17d 
0.00 0.00 0.00 0.00 20.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
0.00 0.00 0.00 0.00 25.00  0.00  0.00 0.00c 0.00e 0.00d 
F-test                **     **    ** 
C.V.(%)       93.89 141.42 74.30 

   ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P  0.01) 
   ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบด้วย 

   วิธี DMRT 
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              ภ      2.5  การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอจากแคลลัสของขมิ้นชัน 

(ก) แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.1 มก/ล เป็นเวลา 12 
สัปดาห์   

(ข) - (ค) แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เข้มข้น 0.1 มก/ล 
NAA เข้มข้น 0.1 มก/ล ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มก/ล เป็น 

               เวลา 9 และ 12 สัปดาห์ 
 
 

               2.8 ผลของ 2,4-D NAA และ BA เพียงอย่างเดียวหรือร่วมกัน ต่อการชักน าโซมาติก 
                      เอ็มบริโอ เป็นเวลา 9 สัปดาห์ 
 

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก/ล) จ านวนต้นพืช 
2,4-D NAA BA 
0.1 0 0.1      0.67a 
0.1 0   0.25 0.00b 
0.1 0  0.5 0.00b 
0.1 0.1  0.1 0.00b 

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

       * แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P  0.05) 
         ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเม่ือ 

       เปรียบเทียบด้วยวธิี DMRT 
 

(ก) (ข) 

 (ก) 

 (ก) 

(ค)

 (ก) 
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      ภ      2.6 การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอเป็นพืชต้นใหม่บนอาหาร สูตร MS เติม 2, 4-D 
                   เข้มข้น 0.1 มก/ล ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 มก/ล เป็นเวลา 9 สัปดาห์  
                    (บาร=์ 1.0 เซนติเมตร) 

 
 
     

แคลลัสของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา
12 สัปดาห์ สามารถชักน าให้เกิดจุดสีเขียวมากที่สุด 83.33 เปอร์เซ็นต์  แคลลัสบนสูตรอาหาร MS เติม 
2,4-D เข้มข้น 0 .1 มิลลิกรัมต่อลิตร  ร่วมกับ BA เข้มข้น 0 .1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้ เกิด
โซมาติกเอ็มบริโอมากที่สุด 33.33 เปอร์เซ็นต์ และเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 2.67 เอ็มบริโอต่อชิ้นส่วน และ
แคลลัสของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA เข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมให้เกิดยอดได้สูงที่สุด 4.83 ยอดต่อชิ้นส่วน และ
อาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 9 สัปดาห์ สามารถพัฒนายอดที่เกิดจากแคลลัสให้เป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้เฉลี่ยสูงที่สุด 0.67 ต้น  
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      3  
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เทคนิคการท าให้ชิ้นส่วนขมิ้นชันปลอดเชื้อ โดยการให้น้ าไหลผ่าน 20 นาที แล้วจุ่มแช่ใน
แอลกอฮอล์ เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเป็นเวลา 5 
นาที ก่อนน าเข้าตู้ย้ายเลี้ยง จากนั้นจุ่มด้วยสารละลายคลอรอกซ์ เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 
20 เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที ท าให้
ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อได้สูง  68.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุด 

การชักน ายอดรวมจากชิ้นส่วนหน่องอกของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาล
ซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ เข้มข้น 4  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ให้จ านวนยอด
มากที่สุด 3.33 ยอดต่อชิ้นส่วน การเพ่ิมปริมาณจากยอดเดี่ยวของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาล
ซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA เข้มข้น 2.0  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ให้จ านวน
ยอดมากท่ีสุด 4.17 ยอดต่อยอดท่ีเพาะเลี้ยง  และอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับ  NAA เข้มข้น 0.5  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการสร้างรากได้ดีที่สุด 19.74 รากต่อยอด และเมื่อ
ย้ายต้นกล้าขมิ้นชันที่สมบูรณ์ลงปลูกในดิน เป็นเวลา 1 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 86.90 เปอร์เซ็นต ์

การชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วนกาบใบบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ dicamba เข้มข้น  1.0  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดแคลลัส
ได้ดีที่สุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ และแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น  0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์ สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้มาก
ทีสุ่ด 

การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอจากแคลลัสของขมิ้นชันบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาล
ซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้เกิดจุดสีเขียวมาก
ที่สุด 83.33 เปอร์เซ็นต์ และอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2,4 -D 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ส่งเสริมให้เกิดยอดได้สูงที่สุด 4.83 ยอดต่อชิ้นส่วน และเมื่อวางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS เติมน้ าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA เข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 9 สัปดาห์ สามารถพัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้  
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               ภ  ผ       1                            MS 
                     (                ) 
               
     NH4NO3  1,650.000 
     KNO3  1,900.000 
     KH2PO4  170.000 
     CaCl2.2H2O  440.000 
     MgSO4.7H2O  370.000 
              
     KI  0.830 
     H3BO3  6.200 
     MnSO4.H2O  16.900 
     ZnSO4.7H2O  10.600 
     CuSO4.5H2O  0.025 
     Na2MoO4.2H2O  0.250 
     CoCl2.6H2O  0.025 
     FeSO4.7H2O  27.800 
     Na2EDTA  37.300 
             
     Myo-inositol  100.000 
     Nicotinic acid  0.500 
     Pyridoxine HCl 0.500 
     ThaiamineHCl 0.100 
     Glycine  2.000 
Sucrose (g)  30.000 
Agar (g)  7.500 
pH 5.7 pH 5.7 
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