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บทคัดย่อ 

 
การขยายพันธุ์พืชสมุนไพรกระชายด าที่ง่ายและมีประสิทธิภาพ โดยการน าชิ้นส่วนยอดที่

ปลอดเชื้อของกระชายด าตัดแยกและวางเลี้ยงบนอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) เติม 
Benzylaminopurine (BAP) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (1 2 3 4 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร) พบว่า อาหาร
สูตร MS เติม BAP เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 95 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอด
สูงสุด 3.75 ยอดต่อชิ้นส่วน และความยาวยอด 4.76 เซนติเมตร หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
ส าหรับการเพ่ิมปริมาณยอด โดยการน าชิ้นส่วนยอดวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BAP เข้มข้น  
3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพอาหารแข็ง อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว และอาหารเหลว พบว่า อาหารเหลว
ให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอดสูงสุด 6.30 ยอดต่อชิ้นส่วน และความยาว
ยอดสูงสุด 3.94 เซนติเมตร หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ หลังจากนั้นน ายอดที่ได้มาชักน าราก
โดยวางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่ลดความเข้มข้นของธาตุอาหาร (Full MS 1/2MS 1/3MS และ 
1/4MS) พบว่า อาหาร 1/4MS ให้อัตราการเกิดรากสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนรากสูงสุดเฉลี่ย 
7.35 รากต่อต้น และความยาวรากสูงสุดเฉลี่ย 7.22 เซนติเมตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 
หลังจากนั้นน าพืชต้นใหม่จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและหน่อจากเหง้าในสภาพปกติปลูกอนุบาล เป็น
ระยะเวลา 9 สัปดาห์ พบว่า ต้นกล้าทั้งสองแหล่งสามารถแตกหน่อใหม่ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ต้นกล้า
ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อให้จ านวนหน่อสูงสุด 3.67 หน่อต่อกอ จ านวนใบสูงสุด 7 ใบต่อกอ และ
ความสูงต้นเฉลี่ยสูงสุด 28 เซนติเมตร ส าหรับการชักน าแคลลัสจากการวางเลี้ยงชิ้นส่วนยอดบน
อาหารสูตร MS เติม 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ความเข้มข้นต่าง ๆ (0.2  0.5  1.0  
และ  2.0  มิลลิกรัมต่อลิตร) ร่วมกับ 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) ความเข้มข้นต่าง ๆ (0.2  
0.5  และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) พบว่า 2,4-D เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAAเข้มข้น 0.5  
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 45 เปอร์เซ็นต์ และให้ขนาดแคลลัสสูงสุด 1.32 
เซนติเมตร ในส่วนของการเพ่ิมปริมาณแคลลัส น าแคลลัสที่ได้น้ าหนัก 150 มิลลิกรัม วางเลี้ยงบนสูตร 
MS เติม 2,4-D ความเข้มข้นต่าง ๆ (0.1  และ  0.2  มิลลิกรัมต่อลิตร) ร่วมกับ NAA ความเข้มข้นต่าง ๆ  
(0.1  และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร) พบว่า 2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น  
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเพ่ิมแคลลัสสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ และให้น้ าหนักแคลลัสสูงสุด 
1,127 มิลลิกรัม แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง และอาหารสูตร MS ที่ลดความเข้มข้นของ 
ธาตุอาหารลงไม่สามารถชักน าการเกิดพืชต้นใหม่จากแคลลัสได้ ส าหรับการชักน าการเพ่ิมชุด
โครโมโซมโดยใช้ชิ้นส่วนยอดจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซินที่ความเข้มข้น 0.0  0.10  0.15  0.20  และ  
0.25 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24  48  และ  72 ชั่วโมง พบว่า โคลชิซินเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็น
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เวลา 48 ชั่วโมง มีอัตราการรอดชีวิต 70 เปอร์เซ็นต์ และสามารถชักน าต้นเตระพลอยด์ได้สูงสุด  
37.5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี เมื่อวิเคราะห์ด้วยสมการถดถอย พบว่า ยอดที่จุ่มแช่
ในสารละลายโคลชิซินเข้มข้น 0.12 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และ ยอดที่จุ่มแช่ในสารละลาย
โคลชิซินเข้มข้น 0.09 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง มีอัตราการรอดชีวิตลดลงครึ่งหนึ่ง ( LD50)  
เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสรีรวิทยา พบว่า กระชายด าที่เป็นต้นเตระพลอยด์ให้จ านวนความ
หนาแน่นเซลล์คุม 2.8 เซลล์ต่อตารางไมโครเมตร ความกว้างเซลล์คุม 3.59 ไมโครเมตร ความยาว
เซลล์คุม 6.05 ไมโครเมตร และจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ 51.90 คลอโรพลาสต์ต่อเซลล์คุม แตกต่าง
ทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง ส าหรับการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า กระชายด าที่  
เป็นต้นเตระพลอยด์ให้อัตราการแตกหน่อ 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนหน่อ 2.80 หน่อ ความสูงต้น  
22.7 เซนติเมตร จ านวนใบ 6.20 ใบต่อกอ ความกว้างใบ 5.84 เซนติเมตร ความยาวใบ 13.89 เซนติเมตร 
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับต้นดิพลอยด์ และความหนาใบ 0.35 มิลลิเมตร แตกต่างทางสถิติอย่าง
มีนัยส าคัญยิ่ง ซึ่งให้ผลมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  



(7) 
 

Thesis Title In Vitro Plant Regeneration and Chromosome Doubling of 
Black Galingale (Kaempferia parviflora Wall. ex Baker) 

Author Miss Kamoltip Laipaitong 
Major Program Plant Science 
Academic Year 2017 

Abstract 

A simple and cost effective protocol for large-scale propagation of black 
galingale, a medicinal plant, has been studied. Sterilized shoot explants were excised 
and cultured on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with various 
concentrations of Benzylaminopurine (BAP) (1, 2, 3, 4 and 5 mg/L). The results showed 
that MS medium supplemented with 3 mg/L BAP gave the highest shoot induction  
(95 percent), number of shoots (3.75 shoots/explant) and shoot length (4.76 cm) after 
culturing for 6 weeks. For shoot proliferation, shoots from a previous study were 
excised and cultured on different types of culture media (solid, semi-solid and liquid 
MS medium, supplemented with 3 mg/L BAP). The highest percentage of shoot 
proliferation (100%), number of shoots (6.30 shoots/explant) and shoot length (3.94 cm) 
were obtained from liquid MS medium after 6 weeks of culture. After that, the shoots 
were cultured on different strengths of MS medium (full MS, 1/2MS, 1/3MS and 1/4MS). 
The results showed that 1/4MS medium gave the highest root induction (100%), 
number of roots (7.35 roots/shoot) and root length (7.22 cm) after culturing for  
3 weeks. For acclimatization, the in vitro plantlets and ex vitro sprouting buds were 
transplanted singly in polyethylene bags containing soil, peat moss, and compost, at the 
ratio of 1:1:1 and kept in a greenhouse for 9 weeks. The results showed that both 
sources of plants can produce tillers at 100 percent, but the regenerated plantlets 
produced more tillers (3.67 tillers/clump), more leaves (7 leaves/clump) and taller 
plants (28 cm), than the ex vitro spouting buds. For callus induction, shoots were cultured 
on MS medium supplemented with various concentrations of 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) (0.2 0.5 1.0 and 2.0 mg/L) in combination with 1- Naphthaleneacetic acid 
(NAA) (0.2, 0.5 and 1.0 mg/L). The results showed that 0.5 mg/L 2,4-D in combination 
with 0.2 mg/L NAA gave the highest percentage of callus induction (45%) and the 
maximum size callus (1.32 cm). For proliferation, 150 mg calluses were cultured on MS 
medium supplemented with various concentrations of 2,4-D (0.1 and 0.2 mg/L) and 
NAA (0.1 and 0.5 mg/L). The results showed that 0.2 mg/L 2,4-D in combination with 
0.1 mg/L NAA gave the best percentage of proliferation (100%) and callus fresh weight 
(1,127 mg). MS medium with reduced concentrations of nutrients could not induce 
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plantlets from callus. For chromosome duplication, shoots of black galingale were 
immersed in colchicine solutions of 0.0, 0.1, 0.15, 0.20 and 0.25% and incubated for 
24, 48 and 72 hours. The concentration of colchicine at 0.10% for 48 hours gave the 
highest survival rate (70%) and induced the highest percentage of tetraploid plants 
(37.5%) as analyzed by flow cytometry technique. And the result showed that LD50 
was obtained from 0.12% colchicine solution for 48 hours and 0.09 % colchicine 
solution for 72 hours as evaluated by regression equation. For physiological 
characteristics, the results showed that guard cell density at 2.8 cells/µm2, guard cell 
width at 3.59 µm, guard cell length at 6.05 µm and chloroplast numbers at 51.90 
chloroplasts/guard cell were obtained. Twelve weeks after transferring to ex vitro 
environments, morphological characteristics of the induced tetraploid plants were 
measured. The results showed that tetraploid plants gave the highest percentage of 
sprout induction (100%), number of tillers (2.80 tillers/clump), plant height (22.7 cm), 
number of leaves (6.20 leaves/clump), leaf width (5.84 cm), leaf length (13.89 cm) and 
leaf thickness (0.35 mm).   
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แรงต่อสู้กับอุปสรรคต่าง ๆ อีกครั้ง คอยสั่งสอน อบรม ช่วยเหลือทุนการศึกษา และให้ความสนับสนุน
เป็นอย่างดีมาโดยตลอด 

ขอขอบพระคุณคณาจารย์  ภาควิชาพืชศาสตร์  คณะทรัพยากรธรรมชาติ  
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ทุกท่าน ที่ได้กรุณาอบรมสั่งสอน ให้ความรู้ ทั้งทางด้านวิชาการและ
คุณธรรม ตลอดจนเจ้าหน้าที่ของภาควิชาพืชศาสตร์ทุกท่านที่คอยให้ความช่วยเหลือด้านต่าง ๆ จน
ข้าพเจ้าส าเร็จการศึกษา 

วิทยานิพนธ์นี้ได้รับการสนับสนุนจากโครงการผลิตและพัฒนาบุคลากรภายใต้ความ
ร่วมมือระหว่างมูลนิธิชัยพัฒนา และมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  สถานความเป็นเลิศ
เทคโนโลยีชีวภาพเกษตรและทรัพยากรธรรมชาติ ระยะที่ 2 บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
ที่ให้การสนับสนุนทุนการศึกษาในการท าวิจัย 

สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณเพ่ือน ๆ พ่ี ๆ น้อง ๆ ที่ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ
ของพืชปลูกทุกคน ที่คอยให้ความช่วยเหลือซึ่งกันและกัน ให้ก าลังใจในทุกครั้งที่เกิดปัญหาและ
ท้อถอย คอยสนับสนุนให้ปฏิบัติตัวไปในทางที่ดี คอยตักเตือนเมื่อท าผิดพลาด และเป็นที่ปรึกษาในทุก
เรื่องทั้งด้านการท าวิจัยและการด าเนินชีวิต จนข้าพเจ้าท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
  

 
กมลทิพย์  ไหลไผ่ทอง 
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60 

  



(14) 
 

สัญลักษณ์ค าย่อและตัวย่อ 

MS   =  Murashige and Skoog medium  
BA   =  Benzyladenine 
BAP   =  Benzylaminopurine 
2,4-D  =  2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
NAA   =  1-Naphthaleneacetic acid 
dicamba  =  3, 6-Dichloro-2-methoxybenzoic acid 
PFM   =  3,5,7,30,40-Pentamethoxyflavone 
TMF   =  4,5,7,-Triethoxylflavone 
DMF   = 5,7-Dimethoxyflavone 
SSE   =  Secondary somatic embryo 
KN   =  Kinetin 
CRD   =  Completely randomized design 
DMRT   =  Duncan’s multiple range test 
IAA   =  Indole-3-acetic acid 
IBA   =  Indole-3-butyric acid 
TDZ   =  Thidiazuron 
PI   =  Propidium iodide 
DAPI   =  4,6-Diamidino-2-phenylindole 
ns   =  Non significant   
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ส าเนาต้นฉบับที่ได้รับการตอบรับให้น าเสนอและตีพิมพ์บทความ 

กมลทิพย์  ไหลไผ่ทอง, สมปอง  เตชะโต  และทัศนี ขาวเนียม. 2561. การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จาก
การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดของกระชายด าในหลอดทดลอง. วารสารพืชศาสตร์สงขลานครินทร์ 

 5: 13-18. 



1 

 

บทที่ 1 

บทน า 

บทน าต้นเร่ือง 

กระชายด า (Black galingale) จัดเป็นพืชสมุนไพรอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Kaempferia parviflora Wallich. ex Baker กระชายด าจัดเป็นไม้ล้มลุกอายุหลายปี 
สูงประมาณ 20 - 30 เซนติเมตร เนื้อภายในเหง้ามีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเข้ม เนื้อใบมีสีม่วงเข้มเกือบ
ด า เป็นใบเดี่ยวเรียงสลับในระนาบเดียวกัน (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2556) ในประเทศไทยมีชื่อเรียก
ที่หลากหลายเช่น กระชายด า ว่านกระชายด า กระชายม่วง และว่านเพชรด า เป็นต้น เหง้าของ
กระชายด ามีสารประกอบที่ส าคัญ ได้แก่ 3,5,7,30,40-pentamethoxyflavone (PMF), 4,5,7,-
trimethoxylflavone (TMF), 5,7-dimethoxyflavone (DMF), borrneol และ sylvestrene (Mekjaruskul 
and Sripanidkulchai, 2015) และในปัจจุบันมีผลิตภัณฑ์จากกระชายด าออกมาจ าหน่ายใน
ท้องตลาดอย่างหลากหลาย เช่น ชาชงกระชายด า ลูกอม ไวน์กระชายด า และแคปซูลกระชายด า เป็น
ต้น (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2556) จึงท าให้กระชายด าเป็นสมุนไพรที่ได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้น 
ประกอบกับมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของเหง้ากระชายด า เช่น รักษาแผลในกระเพาะ
อาหาร (Rujjanawate et al., 2005) ต้านการอักเสบ (Sae-wong et al., 2009) แก้แพ้ (Tewtrakul 
et al., 2008) และป้องกันภาวะซึมเศร้า (Hawiset et al., 2011) ส าหรับประเทศไทยนิยมปลูก
กระชายด าในเขตอ าเภอนาแห้ว อ าเภอด่านซ้าย และอ าเภอภูเรือของจังหวัดเลย (สถาบันแพทย์แผน
ไทย, 2553) และมีรายงานการเพาะปลูกในจังหวัดพิษณุโลก เพชรบูรณ์ น่าน กาญจนบุรี ตาก 
เชียงใหม่ และเชียงราย (องค์การสวนพฤกษศาสตร์ , 2559) ปัจจุบันการขยายพันธุ์กระชายด าแบบ
ดั้งเดิมหรือการใช้เหง้าเป็นไปได้ยากเนื่องจากต้องใช้เหง้าแม่พันธุ์ที่สม่ าเสมอปริมาณมากโดยการ
ขยายพันธุ์แต่ละครั้งต้องใช้เหง้าแก่อายุ 10 - 12 เดือน และการปลูกกระชายด า 1 ไร่ ต้องใช้เหง้าแก่ 
200 - 250 กิโลกรัมต่อไร่  ประกอบกับการปลูกกระชายด ามักเกิดโรคเน่าที่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum ซึ่งส่งผลให้กระชายด าเกิดอาการใบเหลือง ต้นเหี่ยวเน่า หัวเน่า และตาย
ในที่สุด (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2556) ท าให้เกิดความเสียหายในการผลิตเหง้ากระชายด า และอาจ
ส่งผลท าให้ได้ผลผลิตไม่เพียงพอต่อความต้องการของตลาด ดังนั้นการน าเทคนิคการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อซึ่งเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ สามารถช่วยขยายพันธุ์พืชได้รวดเร็วและปลอดโรค โดยมีการรายงาน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในพืชตระกูลขิง-ข่าหลายชนิดเช่น ดาหลา (Abdelmageed et al., 2011) 
ขมิ้น (Sharma et al., 2013) และเปราะหอม (Swapna et al., 2004) เป็นต้น ส าหรับกระชายด ามี
การรายงานการชักน ายอด โดยใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนิน คือ Benzylladenine 
(BA) (Prathanturaruga et al., 2015) และ จากการรายงานของ Zuraida และคณะ (2014a) 
รายงานการชักน าแคลลัสกระชายด าโดยใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน คือ 2,4-D และ 
NAA เป็นต้น นอกจากนี้การปรับปรุงพันธุ์พืชร่วมกับเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังเป็นที่นิยมใน 
นักปรับปรุงพันธุ์จ านวนมาก ซึ่งนักปรับปรุงพันธุ์นิยมใช้สารโคลชิซินเพ่ือเพ่ิมชุดโครโมโซมของพืช 
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เนื่องจากสามารถประสบความส าเร็จในการปรับปรุงพันธุ์พืชหลายชนิด ส าหรับในพืชตระกูลขิง-ข่า มี
รายงานความส าเร็จการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยใช้สารโคลชิซินใน ว่านหาวนอน (Soonthonkalump 
and Thammasiri, 2012) และขมิ้น (Ketmaro et al., 2012) ส าหรับในกระชายด ายังไม่มีรายงาน
การชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยใช้สารโคลชิซิน 
 ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้จึงสนใจการน าเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยการชักน าการพัฒนาเป็น
พืชต้นใหม่ของกระชายด าผ่านทั้งช่องทางตรงและอ้อม เพ่ือให้ได้ต้นกระชายด าที่มีความสม่ าเสมอ 
ปลอดโรคจ านวนมากในระยะเวลาอันสั้น ตลอดจนการเพ่ิมชุดโครโมโซมเพ่ือให้ได้ผลผลิตและ
สารส าคัญของกระชายด าเพียงพอต่อความต้องการของท้องตลาดในปัจจุบัน อีกทั้งยังเป็นแหล่งของ
ต้นกล้าพันธุ์ในการส่งเสริมให้เกษตรกรปลูก เป็นแหล่งของชิ้นส่วนพืชในการอนุรักษ์พันธุกรรม และ
ปรับปรุงพันธุ์ในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และข้อมูลทั่วไป 

 กระชายด าจัดเป็นไม้ล้มลุกอายุหลายปี สูงประมาณ 20 - 30 เซนติเมตร เหง้าใต้ดินมี
ลักษณะอ้วนป้อม และแตกแขนงเป็นหัวด้านข้างค่อนข้างถี่ เหง้าเป็นสีม่วงด า ใบมีลักษณะเป็นใบเดี่ยว 
รูปไข่ หรือรูปรีกว้าง 5 - 10 เซนติเมตร เนื้อใบมีสีม่วงเข้มเกือบด า กาบใบสั้นอวบหนา 2 อันขนาด  
2 - 3 เซนติเมตร ปลายใบเป็นติ่งแหลม ฐานใบ 2 ข้างไม่เท่ากัน (ภาพที่ 1.1) ดอกจะออกเป็นช่อ
แทรกที่โคนกาบใบ ก้านช่อยาว 5 - 6 เซนติเมตร กลีบดอกส่วนโคนเชื่อมเป็นหลอด ยาว 3 - 3.2 
เซนติเมตร ปลายแยกเป็นแฉก เกสรตัวผู้เป็นหมัน สีขาว รูปขอบขนานกว้าง 0.3 เซนติเมตร ยาว  
1.0 - 1.3 เซนติเมตร กลีบปากสีม่วง (องค์การสวนพฤกษศาสตร์, 2559) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.1 ลักษณะเหง้าและหน่ออ่อนของกระชายด า 

       ที่มา: ฐานข้อมูลเครื่องยาสมุนไพร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี (2553) 

 นอกจากนี้ในเหง้ากระชายด ายังมีสารส าคัญต่างๆ มากมายที่เป็นประโยชน์ทางด้าน 
เภสัชวิทยา โดย Murata และคณะ (2013) ศึกษาผลของสารสกัดจากเหง้ากระชายด าในหนูทดลอง 
โดยการฉีดสารสกัดจากกระชายด าเข้าไปในหลอดเลือดของหนู จากการศึกษาพบว่า สารสกัดที่ได้จาก
เหง้ากระชายด าสามารถละลายลิ่มเลือด และท าให้ระบบไหลเวียนโลหิตของหนูทดลองดีขึ้น เมื่อเทียบ
กับการไม่ได้ฉีดสารสกัดจากกระชายด าเข้าไปในหลอดเลือดของหนูทดลอง เช่นเดียวกับ Mekjaruskul 
และ Sripanidkulchai (2015) ศึกษาผลของสารสกัดจากกระชายด าต่อการเพ่ิมสมรรถภาพทางเพศ
ของผู้ชาย โดยการน าสารสกัดจากกระชายด ามาใช้ร่วมกับยา Sildenafil ซึ่งเป็นยากระตุ้นทางเพศ 
แล้วให้หนูตัวผู้กินเข้าไป ผลการศึกษาพบว่า การใช้สารสกัดจากกระชายด าร่วมกับยากระตุ้นทางเพศ 
ให้ผลดีกับหนูทดลองมากกว่าการใช้สารสกัดจากกระชายด าหรือการใช้ยากระตุ้นทางเพศเพียงอย่าง
เดียว นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช้ประโยชน์ทางเภสัชวิทยา จากสารสกัดกระชายด า เช่น รักษาแผล
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ในกระเพาะอาหาร (Rujjanawate et al., 2005) ต้านการอักเสบ (Sae-wong et al., 2009) ป้องกัน
โรคอ้วน (Leardkamolkarn et al., 2009) แก้แพ้ (Tewtrakul et al., 2008) ป้องกันภาวะซึมเศร้า 
(Hawiset et al., 2011) และป้องกันมะเร็ง (Banjerdpongchai et al., 2008) เป็นต้น 

 กระชายด าสามารถขยายพันธุ์ได้โดยการใช้เหง้าซึ่งเป็นการขยายพันธุ์แบบดั้งเดิม โดยใช้เหง้า
แก่อายุ 10 - 12 เดือน เป็นเหง้าแม่พันธุ์ และต้องใช้ในปริมาณมากถึง 200 - 250 กิโลกรัมต่อไร่ แต่
ในการขยายพันธุ์แต่ละครั้งมักประสบปัญหาโรคเน่าจากเชื้อ Ralstonia solanacearum ท าให้เสีย
เหง้า แม่พันธุ์ที่ดีไปไม่น้อย จึงต้องมีการน าเทคนิคใหม่ ๆ มาใช้ขยายพันธุ์กระชายด า ซึ่งเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อก็เป็นเทคนิคหนึ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูง ท าให้ได้พืชต้นใหม่จ านวน
มาก ปลอดโรค และใช้ระยะเวลาอันสั้น 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือการน าชิ้นส่วนพืชใดก็ได้ มาเลี้ยงในอาหารวิทยาศาสตร์ที่
สังเคราะห์ขึ้น ซึ่งประกอบไปด้วยเกลือแร่ ธาตุอาหารต่างๆ วิตามิน น้ าตาล และสารควบคุมการ
เจริญเติบโต ในสภาพปลอดเชื้อ และควบคุมสภาพแวดล้อม (รังสฤษดิ์ , 2540) การขยายพันธุ์พืชด้วย
วิธีนี้สามารถเพ่ิมปริมาณต้นพืชได้เป็นจ านวนมาก ใช้ระยะเวลาสั้นและปลอดโรค 

 2.1  การชักน ายอดรวม 

 การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดที่มีจุดก าเนิดอยู่แล้ว เช่น ปลายยอด และเนื้อเยื่อเจริญ
ส่วนยอด เป็นต้น มีข้อดีคือจะได้ยอดที่เจริญพัฒนาเป็นต้นพืชต้นใหม่โดยตรง จึงเป็นการขยายพันธุ์ที่
ได้ต้นพืชตรงตามสายพันธุ์เดิม ต้นที่ได้ยังปลอดโรคโดยเฉพาะโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส และเมื่อขนาด
ของชิ้นส่วนปลายยอดที่วางเลี้ยงใหญ่ขึ้นจ านวนของตาด้านข้างก็มากขึ้น เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม 
ไซโตไคนินในอัตราความเข้มข้นสูง ช่วยส่งเสริมการเกิดยอดแขนงจากตาด้านข้างในอัตราที่สูง 
(สมปอง, 2539) 

 จากการศึกษาในพืชวงศ์ Zingiberaceae โดย  Rahman และคณะ (2004) พบว่า 
การขยายพันธุ์ขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) ในหลอดทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนหน่องอกวางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.70 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 
2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอดสูงสุด 14.5 ยอดต่อชิ้นส่วน 
และความยาวยอด 6.2 เซนติเมตร  Sharma และคณะ (2013) น าชิ้นส่วนปลายยอดของขมิ้นชัน วาง
เลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.70 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่า BA ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการ
เกิดยอดสูงสุด 88.33 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 2.3 ยอดต่อชิ้นส่วน Anchalee (2012) 
พบว่าการขยายพันธุ์ขมิ้นชันในหลอดทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนปลายยอด วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.70 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น  
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3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดสูงสุด 13.4 ยอดต่อชิ้นส่วน Shukla และคณะ (2007) ศึกษาการ
น าชิ้นส่วนปลายยอดของอาวแดง (Curcuma angustifolia Roxb.) วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม
น้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.70 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ pH 
5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่า 
BA ความเข้มข้น 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 80 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนยอด
เฉลี่ยสูงสุด 1.87 ยอดต่อชิ้นส่วน  Abdelmageed และคณะ (2011) พบว่า การขยายพันธุ์ดาหลา 
(Etlingera elatior) ในหลอดทดลอง โดยน าชิ้นส่วนตาที่ซอกใบมาฟอกฆ่าเชื้อวางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.45 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น  
5 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
เป็นเวลา 30 วัน ให้จ านวนยอดสูงสุด 3.67 ยอดต่อชิ้นส่วน   

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช้ BA ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตตัวอ่ืน โดย 
Bhattacharya และ Sen (2013) ศึกษาการน าชิ้นส่วนปลายยอดของเปราะหอม (Kaempferia 
galangal L.) วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 
0.80 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BAP และ Kinetin (KN) ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบว่า การเติม BAP เข้มข้น 
3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ KN เข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดยอดเฉลี่ยสูงสุด  
16.52 ยอดต่อชิ้นส่วน 

 2.2  การเพิ่มปริมาณยอดรวม 

 การเพ่ิมปริมาณยอดรวมเป็นขั้นตอนต่อเนื่องจากการชักน ายอดรวม โดยการน า
ชิ้นส่วนยอดที่ปลอดเชื้อมาแยกและตัดให้มีขนาดเล็ก จากนั้นย้ายไปเลี้ยงในอาหารใหม่ ที่มี
ส่วนประกอบของสารควบคุมการเจริญเติบโต น้ าตาล และวุ้น เป็นต้น นอกจากนี้ชนิดของอาหาร เช่น 
อาหารแข็ง อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว อาหารเหลว มีความส าคัญ และมีส่วนช่วยให้พืชดูดใช้อาหารได้
อย่างมีประสิทธิภาพ เพ่ือช่วยให้พืชสามารถเจริญเติบโตได้เต็มที่ และเพ่ิมปริมาณยอดรวมได้จ านวน
มากตามความต้องการ  

 จากการศึกษาพืชในวงศ์ Zingiberaceae โดย  Salvi และคณะ (2002) ศึกษาชนิด
ของอาหารที่แตกต่างกันต่อการเพ่ิมปริมาณยอดรวมของขม้ินชันในหลอดทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนยอดที่
ปลอดเชื้อ วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง (วุ้น 0.8 เปอร์เซ็นต์) หรืออาหารเหลวสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส 
ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น  
1 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวัน 
เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า อาหารเหลวสูตร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดสูงสุด 4.5 ยอดต่อชิ้นส่วน ความยาวยอด  
10.0 เซนติเมตร Stanly และ Keng (2007) ศึกษาชนิดของอาหารที่แตกต่างกันต่อการเพ่ิมปริมาณ
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ยอดรวมของขมิ้นอ้อย (Curcuma zedorlia) และกระทือควาย (Curcuma zerumbet) ในหลอด
ทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนยอดที่ปลอดเชื้อ วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง (วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์) หรืออาหาร
เหลวสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ Indole-3-butyric acid (IBA) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า อาหารเหลวสูตร 
MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้
จ านวนยอดสูงสุด 6.1 และ 6.4 ยอดต่อชิ้นส่วน ในขมิ้นอ้อย และกระทือควาย ตามล าดับ  Chong 
และคณะ (2012) ศึกษาชนิดของอาหารที่แตกต่างกันต่อการเพ่ิมปริมาณยอดรวมขมิ้นอ้อยในหลอด
ทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนยอดที่ปลอดเชื้อ วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง (วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์) หรืออาหาร
เหลวสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศา
เซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าอาหารเหลวสูตร MS ร่วมกับ BA ความ
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดสูงสุด  
2.2 ยอดต่อชิ้นส่วน  

 2.3  การชักน าราก 

 การชักน ารากเป็นขั้นตอนที่ส าคัญอย่างยิ่งในกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
เนื่องจากเป็นขั้นตอนเตรียมความพร้อมให้พืชก่อนอนุบาลลงดินปลูก เพ่ือให้พืชมีศักยภาพในการ
ปรับตัว และอยู่รอดในระหว่างการอนุบาลภายใต้สภาพแวดล้อมที่ไม่สามารถควบคุมได้ ซึ่งการชักน า
รากอาจท าได้ทั้งในหลอดทดลองและนอกหลอดทดลอง ทั้งนี้พืชที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนิยม
ชักน ารากในหลอดทดลองมากกว่า เพ่ือลดความเสี่ยงของพืชในการเกิดโรค และเหี่ยวแห้งในระหว่าง
ชักน ารากนอกหลอดทดลอง โดยการชักน ารากในหลอดทดลองนิยมใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตใน
กลุ่มออกซิน ซึ่งเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตที่กระตุ้นการเกิดรากได้ดี นอกจากนี้อาจจะใช้วิธีการ
ลดองค์ประกอบของธาตุอาหารลงเพ่ือกระตุ้นการเกิดรากในหลอดทดลองได้อีกทางหนึ่ง  

 จากการศึกษาพืชในวงศ์ Zingiberaceae โดย  Das และคณะ (2013) ศึกษาการ
ชักน ารากในหลอดทดลองของ Zingiber moran และกระทือ (Zingiber zerumbet) โดยใช้ยอดที่
ปลอดเชื้อ ขนาด 3 – 4 เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ลดองค์ประกอบลงครึ่งหนึ่ง เติม
น้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.80 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA  IAA และ  IBA ความ
เข้มข้นต่าง ๆ (0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร) ปรับ pH 5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 
ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 10 สัปดาห์ พบว่า NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้
อัตราการเกิดรากสูงสุด 90 และ 86.6 เปอร์เซ็นต์ จ านวนรากสูงสุด 5.21 และ 7.12 ราก และความ
ยาวรากสูงสุด 5.41 และ 5.51 เซนติเมตร ใน Zingiber moran และกระทือ ตามล าดับ   

 Sharmin และคณะ (2013) ศึกษาการชักน ารากในหลอดทดลองของว่านนางค า 
(Curcuma aromatic) โดยใช้ยอดที่ปลอดเชื้อ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความ
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เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.80 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA และ IBA ความเข้มข้นต่าง ๆ (0.1  0.5  1  
และ  2  มิลลิกรัมต่อลิตร) ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดรากสูงสุด  
100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนรากสูงสุด 9.40 รากต่อชิ้นส่วน และความยาวรากสูงสุด 3.52 เซนติเมตร  
Senarath และคณะ (2017) ศึกษาการชักน ารากในหลอดทดลองของเปราะหอม โดยใช้ยอดที่ปลอด
เชื้อ ขนาด 3 เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
วุ้น 0.80 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ IBA ความเข้มข้นต่าง ๆ (0  0.2  0.4  0.6  0.8  และ  1  มิลลิกรัมต่อลิตร) 
และ IAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับ pH 5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส 
ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า IBA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IAA 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนรากสูงสุด 6 รากต่อชิ้นส่วน และความยาวรากสูงสุด  
3.98 เซนติเมตร   

 2.4  การอนุบาลต้นกล้าลงดินปลูก 

   ขั้นตอนสุดท้ายของการขยายพันธุ์พืชด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือการอนุบาล
ออกปลูกนอกหลอดทดลอง การที่ต้นกล้าสามารถมีชีวิตรอด เจริญเติบโต และพัฒนาในสภาพ
ธรรมชาติได้จึงนับว่าประสบความส าเร็จในงานด้านเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การย้ายพืชในหลอดทดลองไปสู่
สภาพธรรมชาติในทันทีนั้น มักมีอัตราการรอดชีวิตที่ต่ า เนื่องจากพืชที่ได้จากหลอดทดลองในตอน
แรกนั้นมีการสร้างสารเคลือบผิวได้น้อย ท าให้ปากใบเปิดกว้าง จึงเกิดการสูญเสียน้ า ท าให้พืชเหี่ยว
และแห้งตายในที่สุด ดังนั้นจึงต้องมีขั้นตอนที่ช่วยให้พืชปรับสภาพก่อนออกปลูกในสภาพแวดล้อม ซึ่ง
ขั้นตอนนี้จะเกี่ยวกับการปรับสภาพหรือท าให้พืชแข็งแรง ในสภาพที่มีความชื้นต่ า และความเข้มแสง
สูง ด้วยการปรับสภาพแวดล้อมแบบค่อย ๆ เปลี่ยนไป (ปริญา, 2558)  

   จากการศึกษาอัตรารอดชีวิตหลังการย้ายปลูกลงดินของพืชในวงศ์ Zingiberaceae 
โดย Goyal และคณะ (2010) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของขมิ้นชันลงในกระถางที่
บรรจุดินสวน และทรายที่ผ่านการฆ่าเชื้อ อัตราส่วน 1 :1 วางเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ เป็นเวลา  
1 เดือน มีอัตรารอดชีวิตถึง 93 เปอร์เซ็นต์  Zhang และคณะ (2011) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้น
กล้าที่สมบูรณ์ของ Curcuma kwangsiensis ลงในกระถางที่บรรจุดิน ขุยมะพร้าว และเพอไลท์ 
เป็นวัสดุปลูก อัตราส่วน 1:1:1 วางเลี้ยงในเรือนกระจก เป็นเวลา 2 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์  
Abbas และคณะ (2011) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของขิงลงในกระถางที่บรรจุพี
ทมอสเป็นวัสดุปลูกเพียงอย่างเดียว วางเลี้ยงในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ มีอัตรา
รอดชีวิตถึง 100 เปอร์เซ็นต์ Yunus และคณะ (2012) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของ
ดาหลาลงในกระถางที่บรรจุ ดิน ทราย และพีทมอส เป็นวัสดุปลูก อัตราส่วน 1 :1:1 ครอบด้วย
ถุงพลาสติก วางเลี้ยงในโรงเรือนอุณหภูมิ 27±3 องศาเซลเซียส ให้แสง 18 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้ม
แสง 21 ไมโครโมล์ต่อตารางเมตรต่อวินาที และรดด้วยน้ ากลั่นสัปดาห์ละ 2 ครั้ง เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
มีอัตรารอดชีวิตถึง 93.33 เปอร์เซ็นต์ Jose และ Thomas (2015) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่
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สมบูรณ์ของ Curcuma caesia Roxb ลงในกระถางที่บรรจุ ดิน และทราย อัตราส่วน 1:1 วางเลี้ยง
ในโรงเรือนควบคุมอุณหภูมิ 18-25 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 80-85 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  
8 สัปดาห์ มีอัตรารอดชีวิตถึง 93.85 เปอร์เซ็นต์  

   การศึกษาการเจริญเติบโตของพืชที่ขยายพันธุ์ได้จากหลอดทดลองและพืชที่ได้จาก
การขยายพันธุ์แบบธรรมชาติ มีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือท าให้ทราบถึงศักยภาพการเจริญเติบโต และ
การปรับตัวของพืชในหลอดทดลองเปรียบเทียบกับพืชที่ได้จากการขยายพันธุ์โดยใช้เหง้า หลังจากย้าย
ลงสภาพธรรมชาติ โดย Salvi และคณะ (2002) ศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของขมิ้นชัน ที่
ขยายพันธุ์ในหลอดทดลอง และขยายพันธุ์โดยใช้เหง้า หลังจากย้ายลงสู่แปลงปลูกเป็นเวลา  
32 สัปดาห์ พบว่า ขม้ินชันที่ได้จากการขยายพันธุ์ในหลอดทดลองให้จ านวนการแตกหน่อใหม่ จ านวน
ใบ และความสูงดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับขมิ้นชันที่ขยายพันธุ์โดยใช้เหง้า โดยให้จ านวนการแตกหน่อ
ใหม่ 6.5 หน่อต่อต้น จ านวนใบ 11.9 ใบ และความสูง 92.2 เซนติเมตร Singh และคณะ (2013) 
ศึกษาการเจริญเติบโตของขมิ้นชันพันธุ์ Lakadong ที่ขยายพันธุ์ในหลอดทดลอง เปรียบกับการใช้
เหง้า หลังจากย้ายลงแปลงปลูกเป็นเวลา 52 สัปดาห์ พบว่า ขม้ินชันพันธุ์ Lakadong ที่ขยายพันธุ์ใน
หลอดทดลองให้การเจริญเติบโตดีกว่าการขยายพันธุ์โดยใช้เหง้า โดยให้จ านวนการแตกหน่อใหม่  
6.45 หน่อต่อต้น จ านวนใบ 12.30 ใบ และความสูง 94.75 เซนติเมตร  

 2.5  การชักน าและการเพิ่มปริมาณแคลลัส  

 แคลลัส หมายถึง กลุ่มเซลล์ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม และยังไม่มีการเปลี่ยนแปลง
พัฒนาไปเป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิดต่างๆ ประกอบด้วยเซลล์พาเรนไคมาเพียงอย่างเดียว มีขนาดไม่
แน่นอน ภายในมีแวคิวโอลจ านวนมาก ส่วนใหญ่ไม่มีรงควัตถุ แต่อาจมีสีเขียวเนื่องจากมีคลอโรฟิลล์  
สีเหลืองจากแคโรทีนอยด์ หรือสีม่วงจากแอนโทไซยานิน ปริมาณและชนิดของรงควัตถุเหล่านี้ ขึ้นอยู่
กับชนิดของพืช ธาตุอาหาร และปัจจัยสภาพแวดล้อมของการเพาะเลี้ยง และชิ้นส่วนพืชเกือบทุกชนิด
จากอวัยวะต่างๆ สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ ซึ่งชิ้นส่วนพืชที่มีสภาพเหมาะสมต่อการชักน า
แคลลัสควรเป็นชิ้นส่วนจากเนื้อเยื่อเจริญที่มีอายุน้อย นิยมใช้เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
คือ คัพภะ ใบอ่อน และใบเลี้ยง เป็นต้น (รังสฤษดิ์, 2540)  

.จากการศึกษาในพืชวงศ์ Zingiberaceae โดย  Saensouk (2011) ศึกษาการ 
ชักน าแคลลัส Cornukaempferia aurantiflora ในหลอดทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนของใบอ่อนวางเลี้ยง
บนอาหาร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.70 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2,4-D ที่
ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
เป็นเวลา 16 สัปดาห์  พบว่า 2,4-D ทีค่วามเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 
95 เปอร์เซ็นต์ และน้ าหนักแคลลัสสูงสุด 2.50 กรัม  Raju และคณะ (2013) ศึกษาการชักน าแคลลัส 
Curcuma amada Roxb. โดยใช้ชิ้นส่วนของกาบใบ วางเลี้ยงบนอาหาร MS เติมน้ าตาลซูโครส 
ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.70 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2,4-D และ BA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ pH 
5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า 
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2,4-D ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการ
เกิดแคลลัสสูงสุด 26.43 เปอร์เซ็นต์  Kar และคณะ (2014) ศึกษาการชักน าแคลลัสในขมิ้นโดยใช้
ชิ้นส่วนฐานที่เกิดยอด วางเลี้ยงบนอาหาร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์  
วุ้น 0.80 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2,4-D และ NAA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 30 วัน พบว่า  2,4-D ความเข้มข้น  
2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 80.30 เปอร์เซ็นต์  ปริญา (2558) ศึกษาการชักน า
แคลลัสขมิ้นโดยใช้ชิ้นส่วนกาบใบ วางเลี้ยงบนอาหาร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น  
3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2,4-D  dicamba  และ  BA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ pH 
5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า 
dicamba ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุด 70.37 เปอร์เซ็นต์   

 นอกจากนี้ปริญา (2558) พบว่า การน าแคลลัสจากกาบใบขมิ้นวางเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ สามารถเพ่ิมปริมาณ
แคลลัสได้มากที่สุด  Jose และ Thomas (2015) พบว่า การน าแคลลัสจากใบของ Curcuma caesia 
วางเลี้ยงบนอาหาร MS ร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 45 วัน สามารถเพ่ิม
ปริมาณแคลลัสได้ดีที่สุด Zuraida และคณะ (2014b) พบว่า การน าแคลลัสที่ได้จากฐานล าต้นของ 
Curcuma caesia วางเลี้ยงบนอาหาร MS ร่วมกับ BAP ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 
4 สัปดาห์ สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้ดีที่สุด โดยให้น้ าหนักสดแคลลัสสูงสุด 921 มิลลิกรัม และ
น้ าหนักแห้ง 390 มิลลิกรัม  

 ส าหรับในกระชายด ามีรายงานการชักน าแคลลัสโดย Zuraida และคณะ (2014a) 
รายงานว่า การชักน าแคลลัสกระชายด าโดยใช้ชิ้นส่วนของยอดเดี่ยววางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม
น้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.30 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ 2,4-D และ NAA ความเข้มข้นต่างๆ ปรับ 
pH 5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 95 วัน พบว่า 
2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริม
การเกิดแคลลัสสูงสุด 20เปอร์เซ็นต์  

 2.6  การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ 

 การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพ
ปลอดเชื้อมี 2 ช่องทาง คือ การสร้างยอดหรือราก หรือทั้งต้นทั้งรากจากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยง และ
พัฒนาการเป็นพืชต้นใหม่ด้วยการสร้างต้นอ่อน มีการสร้างยอดและรากเกิดขึ้นพร้อมกัน หรือพัฒนา
มาจากแคลลัส (สมปอง, 2539) มีรายงานการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ของพืชในวงศ์ Zingiberaceae  
Zhang และคณะ (2011) ศึกษาการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากการวางเลี้ยงแคลลัสของ Curcuma 
soloensis บนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.55 เปอร์เซ็นต์ 
เติม BA  NAA และ  Thidiazuron (TDZ) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปรับ pH 5.8 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ  
27 ± 1 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า BA ที่ความเข้มข้น  
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2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ TDZ ความเข้มข้น  
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 95.5 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอด 7.1 ยอดต่อชิ้นส่วน 
ความยาวยอด 6.1 เซนติเมตร   Raju และคณะ (2013) ศึกษาการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ Curcuma 
amada Roxb. บนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.7 เปอร์เซ็นต์ 
เติม BA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง  
16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า BA ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิด
ยอดสูงสุด 62.93 เปอร์เซ็นต์ และให้จ านวนยอด 54.52 ยอดต่อชิ้นส่วน  Zuraida และคณะ (2014b) 
ศึกษาการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ Curcuma caesia บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น  
0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 6.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งเสริมการ
เกิดยอดสูงสุด 53 เปอร์เซ็นต์ และจ านวนยอด 15 ยอดต่อชิ้นส่วน Saensouk (2011) ศึกษาการย้าย
เลี้ยงแคลลัสของเปราะทอง (Cornukaempferia aurantiflora) บนอาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซูโครส 
ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 0.55 เปอร์เซ็นต์ เติม BA และ 2,4-D ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปรับ pH 
5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เป็นเวลา 16 สัปดาห์ พบว่า 
BA ที่ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริม
การเกิดยอดสูงสุด 5.0 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอด 3.42 ยอดต่อชิ้นส่วน และความยาวยอด 4.53 เซนติเมตร 

3. การปรับปรุงพันธุ์โดยการเพิ่มชุดโครโมโซม 

 การปรับปรุงพันธุ์พืชโดยการเพ่ิมชุดโครโมโซม เป็นการชักน าการกลายพันธุ์เป็นวิธีการ
หนึ่งที่สามารถท าได้ในพืชที่ได้รับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพ่ือให้ได้พืชพันธุ์ใหม่ที่มีลักษณะดีกว่าพันธุ์
เดิม เช่น น้ าหนักผลผลิต คุณภาพ และการเจริญเติบโต เป็นต้น 

การกลายพันธุ์ หมายถึง การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม และลักษณะที่
เปลี่ยนแปลงนี้สามารถถ่ายทอดจากรุ่นหนึ่งไปยังอีกรุ่นหนึ่งได้ 

ระดับการกลายพันธุ์สามารถแบ่งออกเป็น 2 ระดับ คือ 
1. การกลายพันธุ์ระดับยีน คือการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของยีนจากอัลลีลหนึ่งไปเป็น

อีกอัลลีลหนึ่ง ซึ่งเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ในดีเอ็นเอ 
2. การกลายพันธุ์ระดับโครโมโซม คือ การกลายพันธุ์ที่เกิดจากการเปลี่ยนเเปลง

โครโมโซม ซึ่งการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมอาจเป็นการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ
โครโมโซมหรือการเปลี่ยนแปลงจ านวนของโครโมโซม (สิรินุช, 2548) 

การกลายพันธุ์ของพืชสามารถเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติซึ่งได้รับอิทธิพลมาจาก
สิ่งแวดล้อม ตัวอย่างเช่น รังสี ความชื้น และอุณหภูมิ ซึ่งเรียกว่า การกลายพันธุ์ตามธรรมชาติ 
(Spontaneous mutation) (นพพร, 2543) ซึ่งการเกิดการกลายพันธุ์ในธรรมชาติอาจได้พืชพันธุ์ใหม่
ที่ตรงตามความต้องการของนักปรับปรุงพันธุ์ แต่อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ในธรรมชาติสามารถ
เกิดขึ้นได้ยาก ดังนั้นนักปรับปรุงพันธุ์จึงต้องค้นหาวิธีการปรับปรุงพันธุ์ที่เหมาะสมเพ่ือคัดเลือกพันธุ์ที่
ต้องการและเหมาะสมต่อสภาพแวดล้อมในปัจจุบันมากที่สุด (สิรินุช, 2548)  
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 3.1  การเพิ่มชุดโครโมโซมโดยการใช้สารเคมี 

 โครโมโซมอยู่ภายในนิวเคลียสของเซลล์ ประกอบด้วยโปรตีน และดีเอ็นเอ โดยดีเอ็นเอ
ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของเซลล์และถ่ายทอดลักษณะของสิ่งมีชีวิตหรือลูกหลาน โดยทั่วไปเซลล์
ร่างกายแต่ละเซลล์ของพืชประกอบด้วยโครโมโซมหนึ่งชุดจากฝ่ายแม่ และอีกชุดหนึ่งจากฝ่ายพ่อ
โครโมโซมของทั้งสองฝ่ายจะเป็นคู่กัน โดยเซลล์ร่างกายจะมีโครโมโซม 2 ชุด เรียกว่า ดิพลอยด์ ใน
เซลล์สืบพันธุ์จะมีโครโมโซมครึ่งหนึ่งของเซลล์ร่างกาย เรียกว่า แฮพลอยด์ สิ่งมีชีวิตเดียวกันจะมี
โครโมโซมเท่ากัน (ประดิษฐ์, 2559) แต่เนื่องจากการเพ่ิมชุดโครโมโซมในธรรมชาติเกิดขึ้นได้น้อย 
นักปรับปรุงพันธุ์จึงต้องหาวิธีการที่เหมาะสม เพ่ือชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซมให้เกิดความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม พืชที่ได้จากการปรับปรุงพันธุ์โดยการเพ่ิมชุดโครโมโซมมักมีปริมาณสารเพ่ิมขึ้น ขนาด
เซลล์ใหญ่ขึ้น มีผลท าให้ขนาดล าต้น ใบ และดอกมีขนาดใหญ่ขึ้น ซึ่งลักษณะเหล่านี้เป็นลักษณะที่
แตกต่างจากการขยายพันธุ์แบบผสมเกสร (Griesbach, 1985) ซึ่งข้อดีของการชักน าให้เกิดการกลาย
พันธุ์เพ่ือสร้างลักษณะดีใหม่ ๆ ที่ยังไม่เคยพบในสภาพธรรมชาติโดยใช้ระยะเวลาอันรวดเร็ว (บุญหงส์, 
2548) 

 การใช้สารเคมีชักน าการกลายพันธุ์เป็นอีกวิธีที่นิยมในนักปรับปรุงพันธุ์ เนื่องจาก
สามารถท าได้ในปริมาณมาก สะดวก รวดเร็ว และควบคุมความปลอดภัยได้ง่าย โดยสารที่นิยมใช้ 
ตัวอย่างเช่น สารโคลชิซิน และเอธิลมีเทนซัลโฟเนต แต่ในงานวิจัยครั้งนี้เรามุ่งเน้นการชักน าการกลาย
พันธุ์โดยการใช้สารโคชิซิน สารโคลชิซินเป็นสารในกลุ่มแอลคาลอยด์ มีน้ าหนักโมเลกุล 399.43 มีสูตร
โครงสร้างเป็น C22H25NO6 (ภาพที่ 1.2ก) สามารถละลายได้ในน้ า แอลกอฮอล์ และคลอโรฟอร์ม สาร 
โคลชิซินสกัดได้จากเมล็ดและหัวของพืช เช่น Colchicum autumnale L. (ภาพที่ 1.2ข) (Matthew, 
1998) และยังพบในพืชสกุล Colchicum ชนิดอ่ืน ๆ อีกด้วย โดยสารโคลชิซินสามารถชักน าให้เกิด
การกลายพันธุ์ได้โดยการเพ่ิมชุดโครโมโซม ซึ่งสารโคลชิซินจะท าหน้าที่ยับยั้งการสร้างเส้นใยสปินเดิล 
ที่ท าหน้าที่ดึงเซนโทรเมียร์ไปยังขั้วของเซลล์ การยับยั้งการสร้างเส้นใยสปินเดิลนี้ท าให้โครโมโซมไม่
แยกจากกันในระยะเมทาเฟส ท าให้โครโมโซมทั้งสองแท่งไม่ถูกดึงไปยังขั้วเซลล์ มีผลท าให้เมื่อสิ้นสุด
กระบวนการแบ่งเซลล์จึงได้เซลล์ที่มีจ านวนโครโมโซมเพ่ิมขึ้น (อมรา, 2540 ; ค านูณ, 2540 ; นิตย์ศรี, 
2541) ในการใช้สารโคลชิซินมีข้อควรระวัง คือ สารโคลชิซินสามารถสลายตัวได้เมื่อโดนแสง หรือ
ความร้อนท าให้ประสิทธิภาพในการเพ่ิมชุดโครโมโซมหายไปด้วยดังนั้นจึงต้องกรองด้วยมิลลิพอร์
เพ่ือให้โคลชิซินอยู่ในสภาพปลอดเชื้อ 
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ภาพที่ 1.2 โครงสร้างทางเคมีของสารโคลชิซิน และลักษณะของ Colchicum autumnale L.  
    ก: โครงสร้างทางเคมีของสารโคลชิซินและ  
    ข: ลักษณะของ Colchicum autumnale L. 
    ที่มา: Matthew (1998)  

 การปรับปรุงพันธุ์โดยการใช้สารโคลชิซิน เพ่ือเพ่ิมชุดโครโมโซมประสบความส าเร็จ
ในพืชหลายชนิด ได้แก่ การน าชิ้นส่วน PLBs ของกล้วยไม้ช้างแดงจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซินความ
เข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า PLBs ที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความ
เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง สามารถชักน าการเกิดต้นเตตระพลอยด์ได้มากสุด  
60 เปอร์เซ็นต์ (ณัฐพร, 2553) นอกจากนี้ไซนีย๊ะ (2555)  ศึกษาการน าชิ้นส่วน Secondary somatic 
embryo (SSE) จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซีนความเข้มข้นต่าง ๆ ที่เวลา 12  24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า 
SSE ที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชั่วโมง และ  
0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตใกล้เคียง 50 เปอร์เซ็นต์ และให้ต้นที่มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาหรือคาดว่าจะเป็นต้นเตตระพลอยด์ Gantait และคณะ (2011) ศึกษาการ
ใช้ชิ้นส่วนปลายยอดของเยอบีร่า จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซินความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 2  4 และ  
8 ชั่วโมง พบว่า ปลายยอดที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  
8 ชั่วโมง ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดพืชเตตระพลอยด์สูงสุด 64 เปอร์เซ็นต์ Rego และคณะ (2011) ศึกษา
การน าชิ้นส่วน Hypocotyl ของเสาวรส วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติมสารโคลชิซินความเข้มข้น
ต่าง ๆ เป็นเวลา 15 วัน พบว่า สารโคลชิซิน ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ สามารถชักน าให้เกิดพืช 
เตตระพลอยด์สูงสุด 8 เปอร์เซ็นต์ Omidbaigi และคณะ (2010) ศึกษาการน าเมล็ดโหระพาจุ่มแช่ใน
สารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 6  12  24  และ  36 ชั่วโมง พบว่า สารละลาย 
โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต ์สามารถชักน าให้เกิดพืชเตตระพลอยด์สูงสุด 8 เปอร์เซ็นต์ 
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 ส าหรับในพืชในวงศ์ Zingiberaceae มีรายงานการชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซมใน
พืชหลายชนิด โดย Adaniya และคณะ (2001) ศึกษาการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยการน าชิ้นส่วนปลาย
ยอดของขิงมาวางเลี้ยงในอาหารเหลวและอาหารแข็งเติมสารโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์
เป็นเวลา 4  8  12  และ  14 วัน พบว่า ชิ้นส่วนปลายยอดท่ีวางเลี้ยงบนอาหารแข็งร่วมกับสารละลาย
โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 8 วัน สามารถชักน าการเกิดต้นเตตระพลอยด์สูงสุด 
36.5 เปอร์เซ็นต์ Soonthonkalump และ Thammasiri (2014) ศึกษาการวางเลี้ยงยอดอ่อนของ
ว่านหาวนอนบนอาหารแข็งเติมสารโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 0  2  4  8 และ  
12 วัน พบว่า การวางเลี้ยงยอดอ่อนของว่านหาวนอนบนอาหารแข็งที่เติมโคลชิซิน  ความเข้มข้น  
0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 วัน สามารถชักน าการเกิดต้นเตตระพลอยด์สูงสุด 40 เปอร์เซ็นต์ 
Ketmaro และคณะ (2012) ศึกษาการน ายอดของขมิ้นจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น  1  3 
และ  5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 48  72  และ  96 ชั่วโมง พบว่า ยอดที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน 
ความเข้มข้น 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้เกิดต้นมิกโซพลอยด์ได้สูงสุด แต่ไม่มีรายงาน
การเกิดพืชเตตระพลอยด์ ส าหรับในกระชายด ายังไม่มีรายงานการชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยใช้
สารโคลชิซิน แต่ทั้งนี้การใช้สารโคลชิซินเพ่ือเพ่ิมชุดโครโมโซมต้องค านึงถึงการเลือกใช้ชิ้นส่วน ความ
เข้มข้นของสารโคลชิซิน และระยะเวลาที่พืชได้รับสารที่เหมาะสม (Blaskeslee et al., 1937) เพ่ือให้
เกิดประสิทธิภาพสูงสุดในการเพ่ิมชุดโครโมโซม ลดระยะเวลา และค่าใช้จ่ายในการท าการวิจัยในแต่ละครั้ง  

 3.2  การตรวจสอบการเพิ่มชุดโครโมโซม 

 พืชที่มีการเพ่ิมขึ้นของชุดโครโมโซมจะมีลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ทาง
สรีรวิทยา ได้แก่ จ านวนปากใบ ขนาดปากใบ จ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ เป็นต้น นอกจากนี้ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาหรือลักษณะภายนอกที่สามารถสังเกตเห็น สามารถเป็นตัวบ่งชี้การเพ่ิมขึ้นของชุด
โครโมโซม เช่น ใบ ผล ดอก ล าต้น อาจมีขนาดใหญ่ขึ้น หรือมีลักษณะแตกต่างไปจากเดิม และการ
ตรวจสอบโดยใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีก็เป็นอีกทางเลือกที่เหมาะสมในการตรวจสอบการเพ่ิมชุด
โครโมโซม เนื่องจากสามารถท าได้รวดเร็ว ปริมาณมาก และให้ผลที่แม่นย ามากกว่าการตรวจด้วยการ
ใช้เทคนิคการนับจ านวนโครโมโซมปลายราก 

 3.2.1  เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี 

  การใช้เทคนิคการตรวจนับจ านวนโครโมโซมปลายรากเป็นวิธีการที่ค่อนข้าง
ยุ่งยาก พืชแต่ละชนิดมี วิธีการ สารเคมี และเทคนิคท่ีใช้แตกต่างกันออกไป ดังนั้นการตรวจปริมาณดี
เอ็นเอ โดยเทคนิคโฟลไซโตรเมทรีเป็นอีกทางเลือกหนึ่งเหมาะสมน ามาใช้ตรวจสอบการเพ่ิมชุด
โครโมโซม เนื่องจากเทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถท าได้ง่าย ปริมาณมาก และรวดเร็วกว่าการตรวจ
นับโครโมโซมปลายรากเป็นอย่างมาก (Dolezel et al., 1989) โฟลไซโตรเมทรีเป็นวิธีการที่ใช้ในการ
ตรวจวิเคราะห์เซลล์ โดยเซลล์จะถูกควบคุมให้ไหลเดี่ยว ๆ ด้วยความเร็วที่เหมาะสม จากนั้นเซลล์ที่ถูก
ย้อมด้วยสีฟลูโอเรสเซนต์ เช่น Propidium iodide (PI) หรือ 4,6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) ถูกฉายแสงเลเซอร์ แล้ววัดการเรืองแสงที่เกิดขึ้นที่เซลล์ จากนั้นระบบอิเล็กทรอนิกส์จะท าการ
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แปลสัญญาณแสง และสะท้อนกลับ ออกมาเป็นกราฟเทคนิคนี้ สามารถตรวจวัดเซลล์ ได้เป็นจ านวน
มาก ความรวดเร็ว และมีความแม่นย าสูง (ค านูณ, 2554)  

  Glowacka และคณะ (2010) พบว่าการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอจากใบ
ของหญ้ามิลแคลทัช โดยการใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีที่สามารถแยกความแตกต่างของระดับ 
โพลีพลอยด์ได้อย่างชัดเจน โดยสามารถแยกความแตกต่างได้ 4 ระดับ ดังนี้ ดิพลอยด์ ทริพลอยด์  
เตตระพลอยด์ และเฮกซะพลอยด์ โดยความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซินที่สามารถชักน า  
โพลีพลอยด์ได้ดีที่สุดคือ สารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 313 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 8 ชั่วโมง  Cai 
และ Kang (2011) ศึกษาการน าใบของ Populus pseudosimonii Kitag ที่ผ่านการชักน าโพลีพลอยด์
โดยใช้สารโคลชิซิน มาย้อมด้วยสี DAPI และตรวจสอบโดยใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี พบว่า เทคนิค
โฟลไซโตรเมทรี สามารถแยกความแตกต่างของพืชดิพลอยด์ และเตตระพลอยด์ ได้เช่นเดียวกับการใช้
เทคนิคการนับจ านวนโครโมโซมปลายราก  Dutt และคณะ (2010) รายงานว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี
สามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับโพลีพลอยด์ได้ พบว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถแยก
ความแตกต่างของส้มที่เป็นต้นดิพลอยด์ และเตตระพลอยด์ได้  Kaensaksiri และคณะ (2011) ศึกษา
การน าใบแก่ของบัวบกมาสับและตรวจสอบระดับโพลีพลอยด์ โดยการใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี 
พบว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถแยกความแตกต่างของโพลีพลอยด์ได้ 3 ระดับ คือ ดิพลอยด์  
เตตระพลอยด์ และมิกโซพลอยด์  Aina และคณะ (2012) รายงานว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับโพลีพลอยด์ใน Arachis paraguariensis สามารถแยกความ
แตกต่างของโพลีพลอยด์ได้ 3 ระดับ คือ ดิพลอยด์ เตตระพลอยด์ และมิกโซพลอยด์  

  นอกจากนี้ยังมีพืชอีกหลายชนิดที่แยกความแตกต่างของระดับโพลีพลอยด์
โดยใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี เช่น ฟีเวอร์ฟิว (Majdi and Karimzadeh, 2010) มันเทศประดับ (นุชรัฐ 
และธัญญะ, 2560) กล้วยไม้เหลืองจันทบูรด าเต็มคอ (ปฐมาภรณ์ และสาโรจน์ , 2557) โหระพา 
(Omidbaigi et al., 2010) และมันส าปะหลัง (Zhou et al., 2017) เป็นต้น 

 3.2.2  ลักษณะทางสรีรวิทยา 

ลักษณะทางสรีรวิทยาเป็นวิธีการที่สามารถตรวจสอบการเพ่ิมขึ้นของชุด
โครโมโซมได้ เพราะลักษณะทางสรีรวิทยาสามารถศึกษาได้ผ่านกล้องจุลทรรศน์ โดยไม่ต้องมีวิธีการ
ยุ่งยาก ไม่ต้องใช้สารเคมี หรืออุปกรณ์ที่จ าเพาะเจาะจง เนื่องจากถ้ามีการเพ่ิมขึ้นของชุดโครโมโซม
ความหนาแน่นของปากใบ ขนาดของปากใบ และจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ อาจมีจ านวนเพ่ิมข้ึนหรือ
ลดลง หรือมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไป ดังนั้นวิธีการนี้จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมที่จะช่วยยืนยันการ
เพ่ิมข้ึนของชุดโครโมโซมได้อีกวิธีการหนึ่ง 

    Sun และคณะ (2009) ศึกษาการน าใบอ่อนของสาลี่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน 
ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24  48  และ 72 ชั่วโมง จากนั้นย้ายใบอ่อนที่จุ่มแช่สารละลาย
โคลชิซินวางเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน ายอด พบว่า ยอดที่ได้จากใบอ่อนที่ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย
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โคลชิซิน ความเข้มขน้ 0.4 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง มีขนาดของปากใบเพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับ
ต้นที่ไม่ได้รับสารโคลชิซิน  Chen และ Gao (2007) ศึกษาการน าตายอดของต้นอ่ึงคี้ จุ่มแช่ใน
สารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.1  0.2  และ  0.3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12  24  36  48  และ  
60  ชั่วโมง พบว่า ตายอดที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ สามารถชักน า
ต้นเตตระพลอยด์ได้สูงสุด และปากใบของต้นเตตระพลอยด์มีขนาดเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับต้นที่
ไม่ได้รับสารโคลชิซิน  Gu และคณะ (2005) ศึกษาการน าชิ้นส่วนปลายยอดของพุทราจีนจุ่มแช่ใน
สารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.01  0.03  0.05  0.1 และ 0.3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24  48  72  
และ  96  ชั่วโมง พบว่า ปลายยอดที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 48 และ 72 ชั่วโมง สามารถชักน าต้นเตตระพลอยด์ได้ และต้นเตตระพลอยด์ที่ได้ มีความหนาแน่น
ของปากใบลดลง แต่ปากใบมีความกว้าง และความยาวเพ่ิมมากขึ้นเมื่อปรียบเทียบกับต้นดิพลอยด์  
Yang และคณะ (2006) ศึกษาการน าโซมาติกเอมบริโอขององุ่นจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน  ความ
เข้มข้น 0  10  และ  20  มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1  2  และ  3  วัน พบว่า โซมาติกเอมบริโอ 
ที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 วัน สามารถชักน า 
ต้นเตตระพลอยด์ได้ดีที่สุด และต้นเตตระพลอยด์ที่ได้มีความหนาแน่นของปากใบลดลง แต่มีขนาด
ความกว้าง และความยาวของปากใบเพ่ิมขึ้น  Tang และคณะ (2010) ศึกษาการน าเอมบริโอเจนิค
แคลลัสของต้นเจ้าหญิงจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.01  0.05  และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า เอมบริโอเจนิคแคลลัสที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความ
เข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สามารถชักน าต้นเตตระพลอยด์ได้สูงสุด ต้นเตตระพลอยด์
ที่ได้มีจ านวนความหนาแน่นของปากใบลดลง แต่มีขนาดของปากใบและจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์
เพ่ิมข้ึน  

    นอกจากพืชที่กล่าวมาข้างต้น มีพืชอีกหลายชนิดที่ใช้ลักษณะทางสรีรวิทยา
เป็นตัวบ่งชี้การเพ่ิมขึ้นของชุดโครโมโซม ได้แก่ หน่อไม้ฝรั่ง (Shige et al., 2009) สบู่ด า (มยุรี, 2553) 
กล้วยไม้ม้าวิ่ง (วชิรพัฒน์, 2552) แววมยุรา (จิราภรณ์, 2554) และกล้วยไม้เอ้ืองเงิน (รัชนี, 2553) 
เป็นต้น 

 3.2.3  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เป็นลักษณะภายนอกของพืช เช่น ล าต้น ใบ 
ดอก ผล ซึ่งโดยทั่วไปพืชที่มีการเปลี่ยนแปลงโครโมโซม จะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เปลี่ยนแปลง
ไปด้วย ดังนั้นลักษณะทางสัณฐานวิทยาจึงใช้เป็นตัวบ่งชี้  และช่วยจ าแนกพืชที่มีโครโมโซม
เปลี่ยนแปลงไปได้อีกวิธีหนึ่ง 

    Ye และคณะ (2010) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นเตตระพลอยด์
ของยี่เข่ง พบว่า ต้นเตระพลอยด์ของต้นยี่เข่งมีใบขนาดใหญ่ หนา สีเข้ม ละอองเรณู ดอก ผล และ
เมล็ดมีขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับต้นดิพลอยด์ Liu และคณะ (2011) รายงาน การชักน าการ
กลายพันธุ์ ของ Dendranthema nankingense พบว่า ต้นที่เป็นเตตระพลอยด์มีขนาดของละออง
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เรณู ดอก ใบ ต้นเปลี่ยนแปลงไป และสามารถทนความเย็นได้มากว่าต้นดิพลอยด์ Chen และคณะ 
(2011) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาต้นเตตระพลอยด์ของหน้าวัว พบว่า ต้นเตตระพลอยด์  
มีขนาดของใบใหญ่ หนา จานรองดอก และทรงพุ่มมีขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับต้นดิพลอยด์ 
Abdoli และคณะ (2013) ศึกษาต้นเตตระพลอยด์ของ Echinacea purpurea (L.) พบว่า มีละอองเรณู 
เมล็ด ดอก และใบขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่ผ่านการจุ่มแช่สารโคลชิซิน   Yanhong 
และคณะ (2016) พบว่า ต้นเตตระพลอยด์ของดาวเรือง มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปลี่ยนแปลงไป 
คือ ใบหนา ดอกใหญ่ และล าต้นเตี้ยกว่าต้นปกติ  Omidbaigi และคณะ (2010) รายงานว่า ต้นเตตระพลอยด์
ของโหระพา มีใบหนาสีเข้ม รูปร่างใบเปลี่ยนไป เมล็ด ละอองเรณู และใบมีขนาดใหญ่กว่าต้นปกติ  

นอกจากนี้มีพืชอีกหลายชนิดที่มีการยืนยันการเปลี่ยนแปลงไปของโครโมโซมโดย
ใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยามาเป็นเกณฑ์ ได้แก่ เสาวรส (Rego et al., 2011) พุทราจีน (Gu et al., 
2005) Japanese barberry (Lehrer et al., 2008) Echinacea purpurea L. (Nilanthi et al., 
2009) อ้ึงคี้ (Chen and Gao, 2007) เป็นต้น 
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วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต ชนิดและความเข้มข้นของอาหารต่อการ
พัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ของกระชายด าในหลอดทดลอง 

2. เพ่ือศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต ความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการชักน า 
เพ่ิมปริมาณ และการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากแคลลัสของกระชายด า 

3. เพ่ือศึกษาระดับความเข้มข้นของโคลชิซิน ระยะเวลาที่จุ่มแช่ต่ออัตราการรอดชีวิต และ
การเพ่ิมชุดโครโมโซมของกระชายด าในหลอดทดลอง  

4.  เพ่ือศึกษาผลของโคลชิซินต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสรีรวิทยา และสัณฐานวิทยา
ของกระชายด าในหลอดทดลอง 
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บทที่ 2 
 

การทดลองที่ 1 
การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดของกระชายด าในหลอดทดลอง 

Plant Regeneration of Black Galingale derived from Shoot Culture 
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บทน า 

กระชายด า (Black galingal จัดเป็นพืชสมุนไพรอยู่ ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Kaempferia parviflora Wallich. ex Baker กระชายด าจัดเป็นไม้ล้มลุกอายุหลาย
ปี สูงประมาณ 20–30 เซนติเมตร เนื้อภายในเหง้ามีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเข้ม เนื้อใบมีสีม่วงเข้ม
เกือบด า เป็นใบเดี่ยวเรียงสลับในระนาบเดียวกัน (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2556)  ในประเทศไทยมี
การปลูกกระจายอยู่ทั่วประเทศ เช่น จังหวัดพิษณุโลก เพชรบูรณ์ น่าน กาญจนบุรี ตาก เชียงใหม่ 
และเชียงราย (องค์การสวนพฤกษศาสตร์ , 2559) แต่นิยมปลูกกระชายด ามากที่สุดในเขตอ าเภอ 
นาแห้ว อ าเภอด่านซ้าย และอ าเภอภูเรือของจังหวัดเลย (สถาบันแพทย์แผนไทย , 2553) ปัจจุบัน
กระชายด าเป็นพืชที่ได้รับความนิยมเพ่ิมสูงขึ้น เนื่องจากมีสรรพคุณช่วยต้านอนุมูลอิสระ (เสริมสุข 
และไชยยง, 2547) รักษาแผลในกระเพาะอาหาร (Rujjanawate et al., 2005) ต้านการอักเสบ  
(Sae-wong et al., 2009) เนื่องจากในเหง้ากระชายด ามีสาระส าคัญหลายชนิด เช่น borrneol 
sylvestrene  4,5,7,-trimethoxylflavone (TMF) 5,7-dimethoxyflavone (DMF) (Mekjaruskul 
et al., 2015) จากความนิยมให้เพ่ิมสูงขึ้นอาจท าให้เกิดการผลิตเหง้ากระชายด าไม่ทันตามความ
ต้องการของผู้บริโภคและอุตสาหกรรมที่ผลิตสินค้าเกี่ยวกับกระชายด า เนื่องจากการขยายพันธุ์
กระชายด าโดยวิธีดั้งเดิมต้องใช้เหง้าแก่ในปริมาณมากประมาณ 200 - 250 กิโลกรัมต่อไร่ และการ
ปลูกกระชายด าในแต่ละครั้งต้องใช้เวลา 8 - 12 เดือน ถึงจะได้ผลผลิตต่อรอบ นอกจากนี้การปลูก
กระชายด ายังเกิดโรคเน่าที่เหง้าซึ่งมีเชื้อสาเหตุจากเชื้อ Ralstonia solanacearum อาจท าให้
กระชายด าตายในที่สุด จึงต้องหาวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพเพ่ือขยายพันธุ์กระชายด า โดย
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากสามารถน าอวัยวะของพืชมา
ใช้ได้เกือบทุกส่วน เช่น ตา ข้อ ปลายยอด ใบ และเมล็ด เป็นต้น และวิธีการนี้เป็นวิธีการที่ใช้กันอย่าง
กว้างขวางและแพร่หลาย เพราะสามารถผลิตต้นพันธุ์ที่ปลอดเชื้อได้จ านวนมากในระยะเวลาอันสั้น 
(สมปอง, 2539) 

ดังนั้นการทดลองในครั้งนี้จึงศึกษาการขยายพันธุ์กระชายด า โดยการน าหน่องอกของกระชาย
ด ามาผ่านกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพ่ือให้ได้ต้นกระชายด าที่ปลอดเชื้อจ านวนมากในระยะเวลา
อันสั้น และสามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานหรือชิ้นส่วนเริ่มต้นในการปรับปรุงพันธุ์หรืออนุรักษ์พันธุกรรม
ในหลอดทดลองของกระชายด าต่อไป 
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 

การเตรียมชิ้นส่วน 

น าหน่องอกของกระชายด า ขนาด 4 เซนติเมตร อายุ 1 สัปดาห์ (ภาพท่ี 2.1) ท าให้ปลอดเชื้อ
โดยให้น้ าไหลผ่าน 1 ชั่ว โมง แล้วจุ่มแช่ ในแอลกอฮอล์  เข้มข้น 70 เปอร์ เซ็นต์  เป็นเวลา  
1 นาที หลังจากนั้นจุ่มแช่ในสารละลายคลอร็อกซ์ เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 
0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ต่อมาจุ่มแช่ในสารละลายคลอร็อกซ์ 
เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 20 เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที ล้างด้วยน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 4 ครั้ง หลังจากผ่านการฟอกฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว น ามาตัดแต่งให้มีความยาว 1.0 
เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ BA เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 
3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ย้าย
เลี้ยงทุก ๆ 6 สัปดาห์ เป็นเวลา 24 สัปดาห์ จากนั้นน ายอดที่ได้ไปใช้ในการทดลองต่อไป (ภาพท่ี 2.2)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.1 ลักษณะหน่องอกของกระชายด านอกหลอดทดลองที่ใช้เป็นชิ้นส่วนเริ่มต้นในการชักน า  

    เป็นพืชต้นใหม่ในหลอดทดลอง (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 

 

 
 

 
 

 

ภาพที่ 2.2 ลักษณะยอดของกระชายด าจากการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BAP ความเข้มข้น 
      3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังย้ายเลี้ยงทุก ๆ  6 สัปดาห์ เป็นเวลา 24 สัปดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 

1. ศึกษาผลของความเข้มข้นของ BAP ต่อการชักน ายอดรวมของกระชายด า 
ในหลอดทดลอง 

น ายอดกระชายด าในหลอดทดลอง อายุ 6 สัปดาห์ ท าการแยกยอดรวมออกเป็นยอด
เดี่ยวๆ แล้วตัดชิ้นส่วนยอดออกให้มีความสูง 1.0 เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม BAP 
ความเข้มข้น 0  1  2  3  4 และ  5 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ
ความเป็นกรด-ด่าง 5.7 ความเข้มข้นวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส 
ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากวางเลี้ยงเป็น
เวลา 6 สัปดาห์ บันทึกอัตราการเกิดยอด จ านวนยอดรวม และความสูงยอด วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) และตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
โดยวิธี Duncan's Multiple Range Test (DMRT) แต่ละทรีตเมนท์ท า 5 ซ้ า ๆ ละ 4 ขวด ๆ ละ 1 
ชิ้นส่วน 

2. ศึกษาชนิดของอาหารต่อการเพิ่มจ านวนยอดรวมของกระชายด าในหลอดทดลอง 

น าต้นกล้ากระชายด าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบนอาหารแข็งสูตร MS เติม BA 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร อายุ 6 สัปดาห์ ตัดส่วนยอดและรากออก ให้เหลือเฉพาะส่ วนของ
ยอดอ่อน มีความยาวประมาณ 1.0 เซนติเมตร น ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA ความ
เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพของอาหารแข็ง (ความเข้มข้นวุ้น 0.75%) อาหารกึ่ งแข็งกึ่งเหลว 
(ความเข้มข้นวุ้น 0.375%) และอาหารเหลว (ไม่เติมผงวุ้น) วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส 
ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการวางเลี้ยง
เป็นเวลา 6 สัปดาห์ บันทึกบันทึกอัตราการเกิดยอด จ านวนยอดรวม และความสูงยอด วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT โดยแต่ละชนิดของอาหารท า 5 ซ้ า ๆ ละ  
4 ขวด ๆ ละ 1 ชิ้นส่วน 

3. ศึกษาผลของความเข้มข้นของอาหารสูตร MS ต่อการชักน ารากของกระชายด าในหลอด
ทดลอง 

น ายอดที่ปลอดเชื้อของกระชายด า ขนาด 3 - 4 เซนติเมตร อายุ 6 สัปดาห์ จาก
การศึกษาที่ 2 ที่ให้ผลการทดลองดีที่สุด วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่ลดความเข้มข้นของธาตุ
อาหารลง (full MS  1/2MS  1/3MS  และ  1/4MS) วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้
แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการวางเลี้ยงเป็น
เวลา 6 สัปดาห์ บันทึกอัตราการเกิดราก จ านวนราก และความยาวราก วางแผนการทดลองแบบ 
CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT โดยแต่ละชนิดของอาหารท า 5 ซ้ า ๆ ละ 4 ขวด ๆ ละ 
1 ชิ้นส่วน 
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4. การอนุบาลต้นกล้าลงดินปลูก 

น าต้นกล้ากระชายด าในหลอดทดลองความสูง 5 เซนติเมตร อายุ 3 สัปดาห์ จาก
การศึกษาที่ 3 ที่ให้ผลการทดลองดีที่สุด ออกมาจากขวดเพาะเลี้ยง จากนั้นล้างน้ าท าความสะอาดวุ้น
ออกให้หมด น าต้นกล้ากระชายด าส่วนรากจุ่มแช่ในสารละลาย Propidone-iodine (เบตาดีน) ผึ่งลม
ต้นกล้ากระชายด าพอแห้งหมาด ๆ และน าต้นกล้ากระชายด า 50 ต้น เพาะลงในถาดหลุมเพาะต้นกล้า 
ขนาด 32 หลุม ที่บรรจุ ดินปลูก แกลบเผา ขุยมะพร้าว และพีทมอส อัตราส่วน 2:1:1:1 จากนั้นรดน้ า
ให้ชุ่ม ครอบด้วยขวดแก้วเพ่ือปรับสภาพแวดล้อมให้กระชายด าค่อย ๆ ปรับตัว และวางเลี้ยงภายใน
โรงเรือนที่มีการพลางแสง 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ บันทึกอัตราการรอดชีวิต 

จากนั้นน าต้นกล้ากระชายด าในหลอดทดลองความสูง 5 เซนติเมตร และหน่อนอกหลอด
ทดลองความสูง 5 เซนติเมตร ปลูกเปรียบเทียบกันภายใต้สภาพในโรงเรือน โดยปลูกในกระถางขนาด 
8 นิ้ว กระถางละ 1 ต้น ดูแลรักษาต้นกล้ากระชายด าด้วยการรดน้ า ใส่ปุ๋ย และก าจัดวัชพืช หลังจาก
อนุบาลเป็นเวลา 9 สัปดาห์ สังเกตการเจริญเติบโตของกระชายด า โดยบันทึกอัตราการแตกหน่อ 
จ านวนหน่อ จ านวนใบ และความสูงต้น วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดย
วิธี T-test ท าการทดลอง 3 ซ้ า ๆ ละ 1 กระถาง ๆ ละ 1 ต้น 
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ผลการศึกษา 

1. ผลของความเข้มข้นของ BAP ต่อการชักน ายอดรวมของกระชายด าในหลอดทดลอง 

จากการศึกษา พบว่า อาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเข้มข้น 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 95 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ BAP ความเข้มข้น 1 4 และ 5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ให้อัตราการเกิดยอด 85  65  และ  50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในส่วนของจ านวนยอด พบว่า 
BAP ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดสูงสุด 3.75 ยอดต่อชิ้นส่วน แตกต่างทางสถิติ
อย่างมีนัยส าคัญยิ่งกับอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต รองลงมาคือ BAP ความ
เข้มข้น 2  4  5  1  และ  0 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอด 3.00  2.93  2.85  2.38 และ 1.50 ยอด
ต่อชิ้นส่วน ตามล าดับ ส าหรับความสูงยอดพบว่า BAP ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ความสูง
ยอดสูงสุด 5.34 เซนติเมตร รองลงมาคือ BAP ความเข้มข้น 1  3  0  4  และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร  
ให้ความสูงยอด 4.81  4.78  4.60  4.31 และ 3.57  เชนติเมตร ตามล าดับ แต่ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ (ตารางท่ี 2.1 ภาพที ่2.3) 

  ตารางที่ 2.1 ผลของความเข้มข้นของ BAP ต่อการชักน ายอดรวมของกระชายด าในหลอดทดลอง
หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

BAP 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

อัตราการเกิดยอด 
(%) 

จ านวนยอด 
(ยอดต่อชิ้นส่วน) 

ความสูงยอด 
(เซนติเมตร) 

0 80 1.50b 4.60 
1 85          2.38ab 4.81 
2 95          3.00a 5.34 
3 95          3.75a 4.76 
4 65          2.93ab 4.31 
5 50          2.85ab 3.57 

F-test  ** ns 
C.V. (%)  29.75 31.22 

  ns ไม่แตกต่างทางสถิติ 
  ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
  ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบด้วย   
  วิธี DMRT  
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ภาพที่ 2.3 ลักษณะของยอดที่ได้จากการวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ร่วมกับ BAP ที่ความเข้มข้น  

   ต่าง ๆ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
     ก: BAP ความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร 

    ข: BAP ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
     ค: BAP ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 

    ง: BAP ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
     จ: BAP ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร 

    ฉ: BAP ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ก 

ฉ จ ง 

ค ข 
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2. ผลของชนิดอาหารต่อการเพิ่มจ านวนยอดรวมของกระชายด าในหลอดทดลอง 

จากการวางเลี้ยงชิ้นส่วนปลายยอดของกระชายด าบนอาหารชนิดต่างๆ ร่วมกับ BAP 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า อาหารเหลวให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือ อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว และอาหารแข็ง ให้อัตราการเกิดยอด 95 เปอร์เซ็นต์ ในส่วน
ของจ านวนยอด อาหารเหลวให้จ านวนยอดสูงสุด 6.3 ยอดต่อชิ้นส่วน แตกต่างทางสถิติอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งกับอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว และอาหารแข็ง รองลงมาคือ อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว และ
อาหารแข็ง ให้จ านวนยอด 3.72 และ 3.23 ยอดต่อชิ้นส่วน ตามล าดับ ส าหรับความสูงยอด พบว่า 
อาหารแข็งให้ความสูงยอดสูงสุด 4.33 เซนติเมตร รองลงมาคือ อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว และอาหาร
เหลว ให้ความยาวยอด 4.21 และ 3.94 เซนติเมตร ตามล าดับ แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
ระหว่างชนิดอาหาร (ตารางท่ี 2.2 ภาพที่ 2.4)  

ตารางท่ี 2.2 ผลของชนิดอาหารต่อการเพ่ิมจ านวนยอดรวมของกระชายด าในหลอดทดลอง หลังเพาะ           
 เลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชนิดอาหาร อัตราการเกิดยอด 
(%) 

จ านวนยอด 
(ยอดต่อชิ้นส่วน) 

ความสูงยอด 
(เซนติเมตร) 

อาหารแข็ง 95 3.23b 4.33 
อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว 95 3.72b 4.21 
อาหารเหลว 100 6.30a 3.94 

F-test  ** ns 
C.V. (%)  30.07 19.20 

  ns ไม่แตกต่างทางสถิต ิ
  ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
  ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบด้วย    
  วิธี DMRT  
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ภาพที่ 2.4 ลักษณะของยอดที่ได้จากการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ชนิดต่าง ๆ ร่วมกับ BAP ความ   

    เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
    ก: อาหารแข็ง 

     ข: อาหารกึ่งแข็งก่ึงเหลว    
    ค: อาหารเหลว 

3. ผลของความเขม้ข้นของอาหารสูตร MS ต่อการชักน ารากของกระชายด าในหลอดทดลอง 

จากการศึกษาการชักน ารากของกระชายด าในหลอดทดลอง พบว่า อาหารสูตรฺ full MS  
1/2MS  1/3MS  และ  1/4MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ให้อัตราการเกิดรากสูงสุด 
100 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนของจ านวนราก พบว่า อาหาร 1/4 MS ให้จ านวนรากสูงสุด 7.35 รากต่อต้น 
แตกต่างทางสถิติกับอาหาร full MS รองลงมาคือ อาหาร 1/3MS  1/2MS  และ  full MS ให้จ านวน
ราก 6.60  5.80 และ 4.40 รากต่อต้น ตามล าดับ ส าหรับความยาวราก พบว่า อาหาร 1/4MS ให้
ความยาวรากสูงสุด 7.25 เซนติเมตร แตกต่างทางสถิติกับอาหาร 1/2MS รองลงมาคือ 1/3MS  full 
MS  และ  1/2MS ให้ความยาวราก 7.22  6.02  และ  5.58 เชนติเมตร ตามล าดับ (ตารางที่ 2.3 
ภาพที ่2.5) 

  

ก ข ค 
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ตารางท่ี 2.3 ผลของความเข้มข้นของอาหารสูตร MS ต่อการชักน ารากของกระชายด าในหลอด  
     ทดลองหลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

ความเข้มข้น 
ธาตุอาหาร 

อัตราการเกิดราก 
(%) 

จ านวนราก 
(รากต่อต้น) 

ความยาวราก 
(เซนติเมตร) 

full MS 100 4.40b 6.02ab 
1/2MS 100          5.80ab 5.58b 
1/3MS 100          6.60a 7.22a 
1/4MS 100          7.35a 7.25a 
F-test  ** ** 

C.V. (%)  17.21 9.97 
** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.5 ลักษณะของรากท่ีได้จากการวางเลี้ยงยอดบนอาหารสูตร MS ที่ลดและไม่ลดความเข้มข้น 

  ของธาตุอาหาร และไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์   
     (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
     ก: full MS    
     ข: 1/2MS 

      ค: 1/3MS    
     ง: 1/4MS  

ก 

ง 

ข 

ค 
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4. ผลการอนุบาลต้นกล้าลงดินปลูก 

จากการอนุบาลต้นกล้ากระชายด าในหลอดทดลองลงถาดหลุมเพาะต้นกล้าที่มีส่วนผสม
ของดินปลูก แกลบเผา ขุยมะพร้าว และพีทมอส อัตราส่วน 2:1:1:1 เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า จาก
การปลูกต้นกล้ากระชายด าทั้งหมด 50 ต้น มีต้นกล้ากระชายด าที่รอดชีวิตหลังย้ายอนุบาลจ านวน 40 ต้น 
คิดเป็นอัตราการรอดชีวิต 80 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 2.6)  

จากการอนุบาลต้นกล้ากระชายด าที่ได้จากหลอดทดลอง และหน่อนอกหลอดทดลอง 
หลังจากย้ายลงอนุบาลเป็นระยะเวลา 9 สัปดาห์ พบว่า ต้นกล้ากระชายด าที่ได้จากในหลอดทดลอง 
สามารถแตกกอใหม่ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนหน่อสูงสุด 3.67 หน่อต่อกอ แตไ่ม่มีความแตกต่างทาง
สถิติกับหน่อนอกหลอดทดลอง จ านวนใบสูงสุด 7 ใบต่อกอ แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญกับหน่อ
นอกหลอดทดลอง และมีความสูงต้นสูงสุด 28 เซนติเมตร แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
การเจริญเติบโตของหน่อนอกหลอดทดลอง (ตารางท่ี 2.4 ภาพที่ 2.7) 

ตารางท่ี 2.4 การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของต้นกล้ากระชายด าที่ ได้จากหลอดทดลอง และ   
   หน่องอกจากธรรมชาติ หลังอนุบาลลงดินปลูกเป็นเวลา 9 สัปดาห์ 

แหล่งของชิ้นส่วน อัตราการ 
แตกหน่อ (%) 

จ านวนหน่อ 
(หน่อต่อกอ) 

จ านวนใบ 
(ใบต่อกอ) 

ความสูง 
(เซนติเมตร) 

หน่อนอกหลอด
ทดลอง 

100 3.00 1.67 18.67 

ต้นกล้าจากหลอด
ทดลอง 

100 3.67 7.00 28.00 

T-test  ns * ns 
C.V. (%)  24.49 29.79 17.75 

ns ไม่แตกต่างทางสถิต ิ
* แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญจากการเปรียบเทียบโดยวิธี T-test ที่ระดับความเชื่อมั่น  
  95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 2.6 การรอดชีวิตของต้นกล้ากระชายด าในหลอดทดลองหลังอนุบาลลงถาดเพาะช า (ดินปลูก 

แกลบเผา ขุยมะพร้าว และพีทมอส อัตราส่วน 2:1:1:1) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ (บาร์ = 5 เซนติเมตร) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.7 ลักษณะการเจริญเติบโตของต้นกล้ากระชายด าจากแหล่งของชิ้นส่วนที่แตกต่างกัน    

    หลังจากออกปลูก เป็นเวลา 9 สัปดาห์ (บาร์ = 10 เซนติเมตร) 
    ก: หน่อนอกหลอดทดลอง 
    ข: ต้นกล้าจากหลอดทดลอง  

 

 

ก ข 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 

การชักน ายอดกระชายด าเป็นขั้นตอนเริ่มต้นของการขยายพันธุ์พืชโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ซึ่งมีปัจจัยหลายอย่างเข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น สารควบคุมการเจริญเติบโต ชนิดของอาหาร เป็นต้น 
โดยสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนิน สามารถชักน าการเกิดยอดได้เป็นอย่างดี จาก
การศึกษา พบว่า การวางเลี้ยงชิ้นส่วนยอดขนาด 0.5 เซนติเมตร บนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 95 เปอร์เซ็นต์ ให้จ านวนยอดสูงสุด 3.75 
ยอดต่อชิ้นส่วน ให้ความยาวยอด 4.76 เชนติเมตร เช่นเดียวกับการทดลองของ Shukla และคณะ 
(2007) ที่ศึกษาการน าชิ้นส่วนปลายยอดของอาวแดง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA ความ
เข้มข้น 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 80 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวนยอดเฉลี่ย
สูงสุด 1.87 ยอดต่อชิ้นส่วน อย่างไรก็ตาม Abdelmageed และคณะ (2011) พบว่า การขยายพันธุ์
ดาหลาในหลอดทดลอง โดยน าชิ้นส่วนตาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA ความเข้มข้น  
5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนยอดสูงสุด 3.67 ยอดต่อชิ้นส่วน นอกจากนี้ Sharma และคณะ (2013) 
ไดศึ้กษาการน าชิ้นส่วนปลายยอดของขม้ินชันมาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 
2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอดสูงสุด 88.33 เปอร์เซ็นต์ และมีจ านวน
ยอดเฉลี่ยสูงสุด 2.3 ยอดต่อชิ้นส่วน เนื่องจาก BA เป็นสารในกลุ่มไซโตไคนิน เมื่อวางเลี้ยงชิ้นส่วน
ปลายยอดบนอาหารที่เติมไซโตไคนินในอัตราความเข้มข้นสูง จึงช่วยส่งเสริมการเกิดยอดแขนงจากตา
ด้านข้างในอัตราที่สูง นอกจากนี้ BA มีโมเลกุลขนาดเล็ก อยู่รวมกับอาหารได้อย่างดี จึงท าให้พืชดูด
ใช้ได้เป็นอย่างดีเมื่อเทียบกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มเดียวกัน และยังสลายตัวได้ยากเมื่อ
ต้องอยู่ในสภาพที่ไม่เหมาะสม จึงเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตตัวส าคัญที่ได้รับความนิยมน ามาใช้
ชักน ายอดในพืชชนิดต่าง ๆ (Rahman et al., 2006) อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ BA ที่ใช้จะต้อง
ขึ้นอยู่กับพันธุ์ ชนิดพืช และชนิดของชิ้นส่วนในการวางเลี้ยงโดยเฉพาะอย่างยิ่งพืชที่มีการตอบสนอง
ต่อ BA ได้ยาก เนื่องจากพืชแต่ละชนิดตอบสนองต่อความเข้มข้นของ BA ที่แตกต่างกัน 

ส าหรับการเพ่ิมปริมาณยอดรวมเป็นขั้นตอนต่อเนื่องจากการชักน ายอด โดยการน าชิ้นส่วน
ยอดที่ปลอดเชื้อมาย้ายเลี้ยงในอาหารใหม่ที่มีส่วนประกอบของสารควบคุมการเจริญเติบโต น้ าตาล 
และวุ้น เป็นต้น นอกจากนี้ชนิดของอาหาร เช่น อาหารแข็ง อาหารกึ่งแข็งก่ึงเหลว อาหารเหลว มีส่วน
ช่วยให้พืชดูดใช้อาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเพ่ิมปริมาณยอดรวมได้จ านวนมากตามความ
ต้องการ จากการศึกษาพบว่า การวางเลี้ยงชิ้นส่วนยอดของกระชายด าในอาหารเหลว ร่วมกับ BA 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดยอดสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ ให้จ านวนยอดสูงสุด  
6.3 ยอดต่อชิ้นส่วน ให้ความยาวยอด 3.94 เซนติเมตร อย่างไรก็ตาม Salvi และคณะ (2002) พบว่า 
การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดที่ปลอดเชื้อของขมิ้นชัน ในอาหารเหลวสูตร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 
5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ให้จ านวน
ยอดสูงสุด 4.5 ยอดต่อชิ้นส่วน ความยาวยอด 10.0 เซนติเมตร จากการรายงานของ Stanly และ 
Keng (2007) พบว่า การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดที่ปลอดเชื้อของขม้ินอ้อย และกระทือควาย ในอาหาร
เหลวสูตร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดสูงสุด 6.1 และ 6.4 ยอดต่อชิ้นส่วน ในขม้ินอ้อย และกระทือควาย 
ตามล าดับ เช่นเดียวกับ Chong และคณะ (2012) รายงานว่า การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดที่ปลอดเชื้อ
ของขมิ้นอ้อย ในอาหารเหลวสูตร MS ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA ความ
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดสูงสุด 2.2 ยอดต่อชิ้นส่วน นอกจากนี้
หทัยรัตน์ และคณะ (2555) พบว่า การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนต้นอ่อนของกระเจียวส้ม ในอาหารเหลวสูตร 
MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ให้จ านวนยอดเฉลี่ยสูงสุด  
4.6 ยอดต่อชิ้นส่วน ทั้งนี้เนื่องจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวซึ่งเป็นอาหารที่ไม่มีส่วนผสมของวุ้น 
เนื้อเยื่อของพืชที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสัมผัสอาหารทุกส่วน ท าให้มีการเจริญที่ดี และค่อนข้างเร็ว 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในอาหารเหลวจ าเป็นต้องเลี้ยงบนเครื่องเขย่าควบคู่ไปด้วย เพราะการเขย่า
จะช่วยเพ่ิมออกซิเจนในอาหารส่งผลดีต่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืช ทั้งนี้เนื้อเยื่อพืชที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็งหรือก่ึงแข็งก่ึงเหลวมักเจริญเติบโตได้ช้ากว่าในอาหารเหลว เนื่องจากมีพ้ืนที่ผิวสัมผัสกับ
อาหารได้น้อยกว่า และต าแหน่งที่ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อพืชสัมผัสกับอาหารจะมีสารที่เป็นของเสียจากเมตา
โบลิซึม (metabolic wastes) ปลดปล่อยออกมาจากเซลล์ และมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 
(นิตยา และสุภาพร, 2559) นอกจากนี้การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตร่วมกับอาหารเหลวท าให้
พืชมีการเพ่ิมปริมาณได้จ านวนมาก เนื่องจากสามารถดูดใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตได้อย่างเต็มที่ 
จึงส่งผลให้พืชน าสารควบคุมการเจริญเติบโตไปใช้ในการเพ่ิมปริมาณยอดได้อย่างมีประสิทธิภาพตาม
การรายงานข้างต้น 

การชักน ารากเป็นขั้นตอนการเตรียมความพร้อมให้พืชก่อนอนุบาลลงดินปลูก เพ่ือให้พืช
สามารถปรับตัว และอยู่รอดในระหว่างการอนุบาลภายใต้สภาพแวดล้อมที่ไม่สามารถควบคุมได้ โดย
การชักน ารากในหลอดทดลองนิยมใช้วิธีการลดความเข้มข้นของธาตุอาหารลง นอกเหนือจากการใช้
สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินเพียงอย่างเดียว เนื่องจากการลดความเข้มข้นของธาตุ
อาหารลง เป็นตัวกระตุ้นที่ส าคัญในการเกิดกระบวนการ Rhizogenesis เนื่องจากเม่ือลดความเข้มข้น
ของธาตุอาหาร อาจท าให้พืชมีอาการเครียด พืชจึงปรับตัวโดยการสร้างรากออกมาเพ่ือหาอาหารอย่าง
รวดเร็ว ซึ่งการใช้วิธีนี้ยังเป็นการช่วยให้พืชปรับตัวเข้ากับสภาพแห้งแล้งในธรรมชาติได้อย่างรวดเ ร็ว 
ทั้งนี้จะต้องขึ้นอยู่กับพันธุ์และชนิดของพืชนั้น ๆ ว่าเกิดรากยากหรือไม่อีกด้วย เพราะพืชแต่ละพันธุ์
ตอบสนองต่อการชักน ารากได้แตกต่างกัน ในการศึกษาการเพ่ิมปริมาณของยอดของกระชายด าส่งผล
ให้ยอดที่เพ่ิมปริมาณได้ไม่สามารถเกิดรากได้ทุกยอด ดังนั้น จึงต้องมีการศึกษาการชักน ารากโดย
ค านึงถึงความเข้มข้นของสูตรอาหาร จากการรายงานของ Das และคณะ (2013) ที่พบว่า การชักน า
รากในหลอดทดลองของ Z. Moran และกระทือ โดยใช้ยอดที่ปลอดเชื้อ ขนาด 3 - 4 เซนติเมตร วางเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่ลดองค์ประกอบลงครึ่งหนึ่ง ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 10 สัปดาห์ ให้อัตราการเกิดรากสูงสุด 90.0 และ 86.6 เปอร์เซ็นต์ จ านวนรากสูงสุด 5.21 
และ 7.12 รากต่อชิ้นส่วน และความยาวรากสูงสุด 5.41 และ 5.51 เซนติเมตร ใน Z. moran และ
กระทือ ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม Sharmin และคณะ (2013) ศึกษาการชักน ารากในหลอดทดลอง
ของว่านนางค า โดยใช้ยอดที่ปลอดเชื้อวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ให้อัตราการเกิดรากสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนรากสูงสุด 
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9.40 รากต่อชิ้นส่วน และความยาวรากสูงสุด 3.52 เซนติเมตร นอกจากนี้  Senarath และคณะ 
(2017) ศึกษาการชักน ารากในหลอดทดลองของเปราะหอม โดยใช้ยอดที่ปลอดเชื้อขนาด  
3 เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ IBA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IAA 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ให้จ านวนรากสูงสุด 6 รากต่อชิ้นส่วน และความ
ยาวรากสูงสุด 3.98 เซนติเมตร ส าหรับในกระชายด าการลดความเข้มข้นของธาตุอาหารลง สามารถ
ชักน าการเกิดรากได้ในปริมาณมาก โดยไม่จ าเป็นต้องเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตร่วมด้วย แต่
ส าหรับการชักน ารากในพืชชนิดอ่ืน ๆ ควรเลือกวิธีการที่เหมาะสมส าหรับพืชแต่ชนิด เนื่องจากพืชแต่
ละชนิดสามารถเกิดรากได้โดยวิธีการที่แตกต่างกัน ในพืชที่สามารถเกิดรากได้ง่ายอาจใช้วิธีการลด
ความเข้มข้นของธาตุอาหารลงก็เพียงพอต่อการชักน าให้เกิดราก ส าหรับในพืชที่เกิดรากยากอาจต้องมี
การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินร่วมด้วย เพ่ือช่วยกระตุ้นให้พืชมีการสร้างรากได้ดี 
และเม่ือย้ายอนุบาลออกปลูกสามารถท าให้พืชมีอัตราการรอดชีวิตสูงขึ้น 

 ขั้นตอนสุดท้ายของการขยายพันธุ์ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ ต้นกล้าสามารถมีชีวิต
รอดและมีการเจริญพัฒนาในสภาพธรรมชาติได้ จึงนับว่าประสบความส าเร็จ ซึ่งการอนุบาลต้นกล้า
กระชายด าในหลอดทดลองลงดินปลูกจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องล้างวุ้นออก จากนั้นจุ่มแช่ ในสารละลาย 
เบตาดีนเพ่ือป้องกันจุลินทรีย์ต่าง ๆ ที่อาจเป็นเชื้อสาเหตุของโรคต่าง ๆ และอาจท าให้ต้นกระชายด า
ตายในที่สุด รวมไปถึงการปรับสภาพแวดล้อมแบบค่อยเป็นค่อยไป เพ่ือไม่ให้ต้นกระชายด าสูญเสียน้ า 
และเหี่ยวตายในที่สุด ส าหรับกระชายด าเป็นพืชที่ต้องการน้ าในปริมาณที่เหมาะสม ดังนั้นการให้น้ าก็
ควรให้อย่างระมัดระวังเนื่องจากกระชายด าเป็นพืชหัว เมื่อชื้นมากเกินไปอาจท าให้หัวเน่า และต้นตาย
ในที่สุด ซึ่งการเลือกวัสดุปลูก ควรเลือกวัสดุที่หาได้ง่าย ราคาถูก และเก็บความชื้นได้ดี จากการศึกษา
อัตราการรอดชีวิตของกระชายด าในหลอดทดลองหลังอนุบาลลงดินปลูก ที่มีส่วนผสมของดินปลูก 
แกลบเผา ขุยมะพร้าว และพีทมอส อัตราส่วน 2:1:1:1 เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า ต้นกระชายด าใน
หลอดทดลองมีอัตราการรอดชีวิต 80 เปอร์เซ็นต์ จากการศึกษาเห็นได้ว่าต้นกระชายด าที่ได้จากหลอด
ทดลองมีอัตราการรอดสูง เมื่ออยู่ในภาพแวดล้อมที่ค่อย ๆ เปลี่ยนแปลง ลักษณะต้นแข็งแรง ใบเขียว 
และเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว  เช่นเดียวกับ Goyal และคณะ (2010) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้า
ที่สมบูรณ์ของขมิ้นชันลงในกระถางที่บรรจุดินสวน และทรายที่ผ่านการฆ่าเชื้อ อัตราส่วน 1:1 วาง
เลี้ยงในสภาพธรรมชาติ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ มีอัตรารอดชีวิตถึง 93 เปอร์เซ็นต์  Zhang และคณะ 
(2011) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของ Curcuma kwangsiensis ลงในกระถางที่
บรรจุดิน ขุยมะพร้าว และเพอไลท์ เป็นวัสดุปลูก อัตราส่วน 1:1:1 วางเลี้ยงในเรือนกระจก เป็นเวลา 
2 เดือน มีอัตรารอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์  Yunus และคณะ (2012) พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้า
ที่สมบูรณ์ของดาหลาลงในกระถางที่บรรจุ ดิน ทราย และพีทมอส อัตราส่วน 1:1:1 ไว้ในห้องที่
ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 6 สัปดาห์ มีอัตรารอดชีวิตถึง 93.33 เปอร์เซ็นต์  Abbas และคณะ (2011) 
พบว่า หลังการย้ายปลูกต้นกล้าที่สมบูรณ์ของขิงลงในกระถางที่บรรจุพีทมอสเป็นวัสดุปลูกเพียงอย่าง
เดียว ไว้ในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ มีอัตรารอดชีวิตถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการ
อนุบาลลงดินปลูกสิ่งส าคัญที่ต้องค านึงถึง คือ แสง และอุณหภูมิ ถ้าเราย้ายอนุบาลลงดินปลูกเหมือน
พืชทั่วไปอาจท าให้ต้นกล้าตายได้ ดังนั้นในช่วงแรกของการอนุบาลลงดินปลูกควรใช้ขวดแก้วหรือขวด
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พลาสติกครอบต้นกล้าไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ เนื่องจากต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ ยงเนื้อเยื่อมี
ความชื้นสูงมาก จึงต้องมีการควบคุมความชื้น และควรมีการพลางแสงให้ต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ 70 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือให้พืชมีการปรับตัวแบบค่อยเป็นค่อยไป สามารถรอดชีวิต และเจริญเติบโต
ได้ดีภายใต้สภาพภายนอกหลอดทดลอง 

 ส าหรับการศึกษาการเจริญเติบโตของพืชที่ขยายพันธุ์ได้จากหลอดทดลองและพืชที่ได้จาก
การขยายพันธุ์แบบปกติ มีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือท าให้ทราบถึงความสามารถในการเจริญเติบโต 
และการปรับตัวของพืชในหลอดทดลองเปรียบเทียบกับพืชที่ได้จากการขยายพันธุ์โดยวิธีปกติ เมื่อ
เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของต้นกล้ากระชายด าที่ได้จากหลอดทดลอง และหน่องอกที่ได้จาก
สภาพภายนอกจะเห็นได้ว่ากระชายด าที่ได้จากในหลอดทดลองมีการเจริญเติบโตที่ดีกว่า เนื่องจาก
กระชายด าในหลอดทดลองมียอดและรากที่สมบูรณ์พร้อมที่จะดูดน้ าและธาตุอาหารเพ่ือการ
เจริญเติบโตต่อไป แต่หน่องอกที่ได้จากสภาพภายนอกเมื่อโดนตัดออกมาจากเหง้าอาจท าให้ไม่ได้รับ
อาหารสะสมจากเหง้า จึงท าให้มีการเจริญเติบโตที่ช้ากว่า นอกจากนี้กระชายด าที่ได้จากในหลอด
ทดลองยังมีการสะสมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินถึงแม้จะไม่ได้อยู่ในหลอดทดลอง 
ท าให้กระชายด าสามารถน าสารควบคุมการเจริญเติบโตที่สะสมไว้มาใช้ในการเพ่ิมจ านวนหน่อได้ดีกว่า
หน่อนอกหลอดทดลองถึงแม้จะอยู่ในสภาพธรรมชาติแล้วก็ตาม โดย Salvi และคณะ (2002) รายงาน
ว่าต้นกล้าของขมิ้นชันที่ขยายพันธุ์ในหลอดทดลอง ให้จ านวนการแตกหน่อใหม่ จ านวนใบ และความ
สูงต้นดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับขมิ้นชันที่ขยายพันธุ์โดยใช้เหง้า โดยให้จ านวนการแตกหน่อใหม่  
6.5 หน่อต่อต้น จ านวนใบ 11.9 ใบ และความสูง 92.2 เซนติเมตร หลังจากย้ายลงสู่แปลงปลูกเป็น
เวลา 32 สัปดาห์ นอกจากนี้ Singh และคณะ (2013) พบว่า ขมิ้นชันพันธุ์ Lakadong ที่ขยายพันธุ์ใน
หลอดทดลองให้จ านวนการแตกหน่อใหม่ จ านวนใบ และความสูงดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับขมิ้นชัน
พันธุ์ Lakadong ที่ขยายพันธุ์โดยใช้เหง้า โดยให้จ านวนการแตกหน่อใหม่ 6.45 หน่อต่อต้น จ านวนใบ 
12.30 ใบ และความสูง 94.75 เซนติเมตร หลังจากย้ายลงสู่แปลงปลูกเป็นเวลา 52 สัปดาห์ จาก
การศึกษาสรุปได้ว่า  พืชต้นใหม่ที่ได้จากหลอดทดลองให้การเจริญเติบโตที่ดีกว่าหน่องอกนอกหลอด
ทดลอง แต่ต้องค านึงถึงความสม่ าเสมอทั้งอายุ และขนาดของต้นพืชที่น ามาศึกษาด้วย อีกทั้งใน
การศึกษานี้เก็บผลเพียงอายุ 9 สัปดาห์ หากมีการบันทึกผลน้ าหนักสดและน้ าหนักแห้ง หรือปริมาณ
สารส าคัญในเหง้าของกระชายด าก็จะท าให้งานวิจัยในครั้งนี้สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น 
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การทดลองที่ 2 
การชักน าแคลลัสและการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากยอดของกระชายด า 

Callus Induction and Plant Regeneration from Shoot of Black Galingale 
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บทน า 

กระชายด า (Black galingal) จัดเป็นพืชสมุนไพรอยู่ ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Kaempferia parviflora Wallich. ex Baker ในประเทศไทยมีการปลูกกระจายอยู่
ทั่วประเทศ เช่น จังหวัดพิษณุโลก เพชรบูรณ์ น่าน กาญจนบุรี ตาก เชียงใหม่ และเชียงราย (องค์การ
สวนพฤกษศาสตร์, 2559) แต่นิยมปลูกกระชายด ามากที่สุดในเขตอ าเภอนาแห้ว อ าเภอด่านซ้าย และ
อ าเภอภูเรือของจังหวัดเลย (สถาบันแพทย์แผนไทย, 2553) ปัจจุบันกระชายด าเป็นพืชที่ได้รับ 
ความนิยมเพ่ิมสูงขึ้น เนื่องจากมีสรรพคุณช่ วยต้านอนุมูลอิสระ (เสริมสุข และไชยยง , 2547)  
รักษาแผลในกระเพาะอาหาร (Rujjanawate et al., 2005) ต้านการอักเสบ (Sae-wong et al., 
2009) เนื่องจากในเหง้ากระชายด ามีสาระส าคัญหลายชนิด เช่น Borrneol  Sylvestrene  4,5,7,-
trimethoxylflavone (TMF) 5,7-dimethoxyflavone (DMF) (Mekjaruskul et al., 2015) ส าหรับ
ในกระชายด านอกจากการขยายพันธุ์โดยเทคนิคเพาะเลี้ยงอวัยวะหรือเนื้อเยื่อแล้วสามารถพัฒนาไป
เป็นยอดหรือต้นโดยตรงแล้วนั้น ยังสามารถขยายพันธุ์โดยชักน าการเกิดแคลลัสโดยผ่านการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ ซึ่งเป็นอีกหนึ่งเทคนิคในการขยายพันธุ์โดยกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งแคลลัสที่ได้จาก
กระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเหมือนแคลลัสที่ได้จากธรรมชาติที่พืชสร้างขึ้นในขณะที่เกิดบาดแผล 
แต่มีความแตกต่างทางกระบวนการเมตาบอลิซึมโครงสร้างเซลล์ การเจริญเติบโต และลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา (บุญยืน, 2547) แคลลัส คือ เซลล์ที่อยู่กันเป็นกลุ่มประกอบด้วยเซลล์พาเรนไคมาเพียง
อย่างเดียว มีขนาดไม่แน่นอน ภายในมีแวคิลโอลจ านวนมาก ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลง พัฒนาไปเป็น
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะต่าง ๆ (รังสฤษดิ์, 2540) สามารถแบ่งแคลลัสได้เป็น 2 กลุ่ม คือ Compact callus 
เป็นแคลลัสที่เกาะกลุ่มกันแน่น และ Frible callus เป็นแคลลัสที่เกาะกันอย่างหลวม ๆ (สมปอง, 
2539) การชักน าแคลลัสสามารถใช้ชิ้นส่วนพืชที่มีอายุน้อย เช่น ใบอ่อน คัพภะ ปลายยอด ใบเลี้ยง  
ดอก เป็นต้น ทั้งนี้การชักน าแคลลัสนอกจากการเลือกใช้ชิ้นส่วนพืชที่เหมาะสม ยังต้องค านึงถึงสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต ธาตุอาหารและสภาพแวดล้อมที่วางเลี้ยงด้วยเช่นกัน เพ่ือให้สามารถชักน า
แคลลัสได้อย่างมีประสิทธิภาพ และประสบผลส าเร็จมากที่สุด ส าหรับประโยชน์ของการชักน า
แคลลัสนอกจากใช้ในการขยายพันธุ์แล้วนั้น สามารถน ามาใช้ประโยชน์ด้านอ่ืนอีกหลายด้าน เช่น การ
น ามาใช้ในอุตสาหกรรมทางการแพทย์ การแยกโปรโตพลาสต์ การปรับปรุงพันธุ์ การสร้างสารทุติยภูมิ 
และการรักษาพันธุกรรม เป็นต้น  (รังสฤษดิ์, 2540)  

ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้ จึงต้องการศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการชักน าแคลลัส เพิ่มปริมาณ
แคลลัส และพัฒนาไปเป็นพืชต้นใหม่ เพ่ือให้ได้กระชายด าที่มีความสม่ าเสมอทางพันธุกรรม ปริมาณ
มาก ในเวลาอันรวดเร็ว  
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 

การเตรียมชิ้นส่วนพืช 

 การศึกษานี้ใช้ชิ้นส่วนยอดอายุ 6 สัปดาห์ (ภาพที่ 2.8) ที่ได้จากการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม BAP ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็น
กรด-ด่าง 5.7 และเติมวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง  
14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที จากนั้นน ายอดมาตัดให้มีขนาด 
1.0 เซนติเมตร และผ่าครึ่งตามแนวยาว หลังจากนั้นน าชิ้นส่วนที่ได้ไปวางเลี้ยงบนสูตรอาหารส าหรับชัก
น าแคลลัส 

 
 

 

 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.8 ลักษณะยอดของกระชายด าจากการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BAP ความเข้มข้น  

    3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
    ก: ลักษณะยอดก่อนผ่า 

    ข: ลักษณะยอดหลังผ่า 

 น าแคลลัสจากการทดลองที่ 1 ที่ได้จากสูตรอาหารที่สามารถชักน าแคลลัสได้ดีที่สุด อายุ  
8 สัปดาห์ น้ าหนัก 150 มิลลิกรัม ไปใช้ในการเพ่ิมปริมาณแคลลัส และการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ของ
กระชายด า โดยแคลลัสที่เลือกใช้ในการทดลองจะเป็นแคลลัสสีเหลือง ที่เกาะกันอย่างหลวม ๆ (ภาพที่ 2.9) 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.9 ลักษณะแคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม  ๆใช้ในการทดลองที่ 2 และ 3 (บาร์=0.5 เซนติเมตร)  

ก ข 
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วิธีการศึกษา 

1. ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วนยอดกระชายด า
ในหลอดทดลอง  

น าชิ้นส่วนยอดกระชายด าอายุ 6 สัปดาห์ ตัดให้มีขนาด 1 เซนติเมตร และผ่าครึ่งตาม
แนวยาวให้ได้ 2 ชิ้นส่วนใน 1 ยอด วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2  0.5  1.0  
และ  2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.2  0.5  และ  1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม
น้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็นกรด-ด่าง 5.7 ความเข้มข้นวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ 
วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 10 สัปดาห์ บันทึกอัตราการเกิดแคลลัส ขนาด และ
ลักษณะแคลลัส วางแผนการทดลองแบบ CRD และตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี  
DMRT แต่ละทรีตเมนท์ท า 5 ซ้ า ๆ ละ 4 ขวด ๆ ละ 1 ชิ้นส่วน 

2. ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัสกระชายด าใน
หลอดทดลอง 

 ย้ายแคลลัสจากการทดลองที่ 1 ปริมาณ 150 มิลลิกรัม วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  
เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 และ 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 และ  
1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็นกรด-ด่าง 5.7 ความ
เข้มข้นวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความ
เข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ บันทึกอัตราการ
เพ่ิมแคลลัส น้ าหนัก และลักษณะแคลลัส วางแผนการทดลองแบบ CRD และตรวจสอบความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละทรีตเมนท์ท า 5 ซ้ า ๆ ละ 4 ขวด ๆ ละ 1 ชิ้นส่วน 

3. ศึกษาผลของความเข้มข้นของอาหารสูตร MS ต่อการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จาก 
แคลลัสกระชายด าในหลอดทดลอง 

ย้ายแคลลัสอายุ 6 สัปดาห์ จากการทดลองที่ 2 วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่ปรับ
ความเข้มข้นของธาตุอาหารที่ระดับต่าง ๆ (full MS  1/2MS  1/3MS  และ  1/4MS) วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที 
หลังจากการวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ บันทึกอัตราการเกิดยอด อัตราการเกิดราก อัตราการเกิดจุด
สีเขียว และจ านวนจุดสีเขียว วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
โดยแต่ละชนิดของอาหารท า 5 ซ้ า ๆ ละ 4 ขวด ๆ ละ 1 ชิ้นส่วน  
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ผลการศึกษา 

1. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วนยอดกระชายด า
ในหลอดทดลอง 

จากการศึกษา พบว่า การน าชิ้นส่วนยอดกระชายด าผ่าครึ่งตามแนวยาว ขนาด  
1.0 เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
NAA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 45 เปอร์เซ็นต์ และมีขนาด
แคลลัสสูงสุด 1.32 เซนติเมตร แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่งกับสูตรอาหารอ่ืน ๆ แต่ไม่แตกต่าง
ทางสถิติกับสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA ความเข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ NAA เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ให้ขนาดแคลลัส 1.06  0.74  และ  0.70 เซนติเมตร 
ตามล าดับ โดยแคลลัสที่ได้มีสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ (ตารางที่ 2.5 ภาพที่ 2.10) 

ตารางท่ี 2.5 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต (2,4-D และ NAA) ต่อการชักน าแคลลสัจากชิ้นสว่นยอด 
 ผ่าครึ่งตามแนวยาว ขนาด 1.0 เซนติเมตร หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์   

สารควบคุม 
การเจริญเติบโต 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

การเกิด
แคลลัส  

(%) 

ขนาดแคลลัส 
(เซนติเมตร) 

ลักษณะแคลลัส 

2,4-D NAA 
0.2 0.2 5 0.10cd แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.2 0.5 0 0.00d ไม่เกิดแคลลัส 
0.2 1.0 15 0.70abcd แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.5 0.2 45 1.32a แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.5 0.5 25 1.06ab แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.5 1.0 0 0.00d ไม่เกิดแคลลัส 
1.0 0.2 0 0.00d ไม่เกิดแคลลัส 
1.0 0.5 10 0.26cd แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
1.0 1.0 10 0.50bcd แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
2.0 0.2 20 0.40bcd แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
2.0 0.5 25 0.74abc แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
2.0 1.0 10 0.00d แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 

F-test 
C.V. (%) 

 **  
 89.55  

  ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
  ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบด้วย     
  วิธี DMRT  
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ภาพที่ 2.10 ลักษณะของแคลลัสที่ได้จากการชักน าบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ร่วมกับ NAA  

ความเข้มข้นต่าง ๆ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
      ก: 2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร 

     ข: 2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
       ค: 2,4-D เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร 

     ง: 2,4-D เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
      จ: 2,4-D เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

     ฉ: 2,4-D เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
     ช: 2,4-D เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
     ซ: 2,4-D เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัสกระชายด าในหลอด
ทดลอง 

จากการศึกษาการน าแคลลัสกระชายด าจากสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณ 150 มิลลิกรัม วาง
เลี้ยงบนสูตร MS เติม 2,4-D ร่วมกับ NAA ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า อาหารสูตร MS เติม 2,4-D 
ร่วมกับ NAA ทุกความเข้มข้น ให้อัตราการเพ่ิมแคลลัส 100 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นอาหารสูตร MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตให้อัตราการเพ่ิมแคลลัส 80 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนของน้ าหนักสด
แคลลัส พบว่า อาหารที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น  
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้น้ าหนักแคลลัสสูงสุด 1,127 มิลลิกรัม แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับ
อาหารที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ซ่ึงให้น้ าหนักสดแคลลัส 1,025 มิลลิกรัม รองลงมาคือ อาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร อาหารสูตร MS เติม 2,4-D 
ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารสูตร 
MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ให้น้ าหนักแคลลัส 956  872 และ 754 ตามล าดับ 
แคลลัสที่ได้มีสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ.ในขณะที่การไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต แคลลัส
ที่ได้จะมีราก (ตารางท่ี 2.6 ภาพที่ 2.11) 

ตารางที่ 2.6 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต (2,4-D และ NAA) ต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัสกระชายด า 
หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์   

สารควบคุม 
การเจริญเติบโต 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

การเพ่ิม
แคลลัส  

(%) 

น้ าหนักสด
แคลลัส 

(มิลลิกรัม) 

ลักษณะแคลลัส 

2,4-D NAA 
0 0 80   754c แคลลัสมีราก 

0.1 0.1 100   872bc แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.1 0.5 100   956abc แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.2 0.1 100 1,127a แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 
0.2 0.5 100 1,025ab แคลลัสสีเหลือง เกาะกันอย่างหลวม ๆ 

F-test 
C.V. (%) 

 **  
 13.76  

  ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
  ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบด้วย  
  วิธี DMRT  
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ภาพที่ 2.11 ลักษณะของแคลลัสที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ร่วมกับ NAA  

     ความเข้มข้นต่าง ๆ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
     ก: ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
     ข: 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

      ค: 2,4-D เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
     ง: 2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

      จ: 2,4-D เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  

ก 

จ 

ง ค 

ข 



42 

 

3. ผลของความเข้มข้นของอาหารสูตร MS ต่อการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากแคลลัส 
กระชายด าในหลอดทดลอง 

จากการน าแคลลัสกระชายด าจากสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณ 150 มิลลิกรัม วางเลี้ยงบนสูตร MS 
ที่ลดความเข้มข้นของธาตุอาหาร พบว่า อาหารสูตรฺ full MS  1/2MS  1/3MS  และ  1/4MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ไม่สามารถชักน ายอดจากแคลลลัสได้ แต่ทุกความเข้มข้นของ
สูตรอาหาร ให้อัตราการเกิดรากได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนของอัตราการเกิดจุดสีเขียว พบว่า อาหาร 
full MS และ 1/2MS ให้อัตราการเกิดจุดสีเขียวสูงสุด 65 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ อาหาร 1/3MS  
และ  1/4MS  ให้อัตราการเกิดจุดสีเขียว 45 และ 35 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับจ านวนจุดสีเขียว 
พบว่า อาหารสูตร full MS  ให้จ านวนจุดสีเขียวสูงสุด 1.65 จุด รองลงมาคือ อาหารสูตร 1/2MS  
1/3MS  และ  1/4MS ให้จ านวนจุดสีเขียว 1.50  1.30  และ  1.10 จุด ตามล าดับ ไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติ (ตารางที่ 2.7 ภาพที ่2.12) 

ตารางที่ 2.7 ผลของความเข้มข้นของอาหารสูตร MS ต่อการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากแคลลัสกระชายด า  
     หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์  

ความเข้มขน้ 
ธาตุอาหาร 

อัตราการ 
เกิดยอด (%) 

อัตราการ 
เกิดราก (%) 

อัตราการ 
เกิดจุดสีเขียว (%) 

จ านวนจุดสีเขียว 
(จุด) 

full MS 0 100 65 1.65 
1/2MS 0 100 65 1.50 
1/3MS 0 100 45 1.30 
1/4MS 0 100 35 1.10 
F-test    ns 

C.V. (%)    63.25 
ns ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ภาพที่ 2.12 ลักษณะของแคลลัสที่ได้จากการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ลดความเข้มข้นของธาตุ 

    อาหารลง และปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
    (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 

     ก: full MS 
     ข: 1/2MS 

      ค: 1/3MS 
     ง: 1/4MS  
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วิจารณ์ผลการทดลอง 

 การชักน าแคลลัส เป็นเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อชนิดหนึ่ง ที่สามารถขยายพันธุ์พืชได้
ปริมาณมาก ในระยะเวลาอันรวดเร็ว ซึ่งปัจจัยที่ช่วยในการชักน าแคลลัส มีหลายปัจจัยด้วยกัน เช่น 
ชิ้นส่วนพืช สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต สภาพการวางเลี้ยง เป็นต้น โดยในการศึกษานี้
เป็นผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าแคลลัสกระชายด าจากชิ้นส่วนยอด พบว่า สูตร
อาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร สามารถชักน าแคลลัสกระชายด าได้ดีที่สุด 45 เปอร์ เซ็นต์  หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา  
8 สัปดาห์ อย่างไรก็ตาม Zuraida และคณะ (2014a) ศึกษาการชักน าแคลลัสกระชายด า โดยใช้
ชิ้นส่วนของยอดเดี่ยววางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
NAA  ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์  ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด  
20 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ Saensouk (2011) ศึกษาการชักน าแคลลัสเปราะทองในหลอดทดลอง โดย
ใช้ชิ้นส่วนของใบอ่อน วางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริม
การเกิดแคลลัสสูงสุด 95 เปอร์เซ็นต์ และน้ าหนักแคลลัสสูงสุด 2.50 กรัม เช่นเดียวกับ Kar และคณะ 
(2014) รายงานการชักน าแคลลัสในขมิ้น โดยใช้ชิ้นส่วนฐานของยอด วางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม 
2,4-D เข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิดแคลลัสสูงสุด 80.30 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจากการ
ทดลอง และการรายงานการชักน าแคลลัสของพืชในตระกูลขิง เห็นได้ว่า ถึงแม้จะเป็นพืชชนิดเดียวกัน 
แต่หากใช้ชิ้นส่วนพืชแตกต่างกัน ผลของการชักน าแคลลัส และระยะเวลาที่ใช้ชักน าแคลลัสก็แตกต่าง
กันด้วย ดังนั้นการชักน าแคลลัสในแต่ละครั้งควรเลือกชิ้นส่วนพืชที่มีเนื้อเยื่อเจริญ เพ่ือสามารถชักน า
ให้เกิดแคลลัสได้ง่าย และสามารถพัฒนาให้เป็นพืชต้นใหม่ได้ นอกจากนี้การใช้สารควบคุมการ
เจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน เช่น 2,4-D และ NAA ช่วยให้พืชมีการแบ่งเซลล์ การขยายตัว และส่งเสริม
กระบวนการสร้างราก (El-Nabarawy et al., 2015) โดยเมื่อพืชได้รับออกซินทางบาดแผล ท าให้
ชิ้นส่วนพืชตรงบริเวณที่เกิดบาดแผลมีการสะสมออกซิน ซึ่งออกซินมีผลท าให้พืชแบ่งเซลล์ และเกิด
แคลลัสในที่สุด แต่ทั้งการใช้สารออกซินจะต้องค านึงถึง พันธุ์พืช อายุพืช ชนิดของชิ้นส่วน สภาพการ
วางเลี้ยง ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต เพ่ือให้การชักน าแคลลัสเกิด
ประสิทธิภาพสูงสุด รวมไปถึงลดค่าใช้จ่าย และระยะเวลาในการศึกษา   

 ส าหรับการเพ่ิมปริมาณแคลลัสกระชายด า จากการทดลองพบว่า อาหารสูตร MS ที่มีการลด
ความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตลงสามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้เป็นอย่างดี เนื่องจาก
แคลลัสที่ได้จากการทดลองก่อนหน้านี้ อาจมีการสะสมของสารควบคุมการเจริญเติบโตในเซลล์พืชอยู่
แล้วบางส่วน ซึ่งถ้าหากเราใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตเท่าเดิมหรือมากกว่าเดิม อาจท าให้เซลล์
ชะงักการเจริญเติบโต และตายในที่สุด ซึ่งการลดความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตลง 
นอกจากสามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้ดีแล้ว ยังสามารถลดค่าใช้จ่ายลงด้วย แต่ อย่างไรก็ตาม 
การประสบความส าเร็จในการเพ่ิมปริมาณแคลลัสโดยการลดสารควบคุมการเจริญเติบโตลง ต้อง
ค านึงถึงอายุ ลักษณะ และสภาพการวางเลี้ยงควบคู่ไปด้วย เช่นเดียวกับการทดลองของปริญา (2558) 
รายงานการชักน าแคลลัสโดยการใช้ dicamba ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ดีที่สุด แต่ใน
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ขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณแคลลัส พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้ดีที่สุดใน 2,4-D ความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ ซึ่งเห็นได้ว่ามีการลดความเข้มข้นของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตลง แต่อย่างไรก็ตาม Zuraida และคณะ (2014b) รายงานการชักน าแคลลัส
ของ Curcuma caesia ได้ดใีนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
BA ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณแคลลัส พบว่า การวางเลี้ยงแคลลัสบน
อาหาร MS ร่วมกับ BAP ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ สามารถเพ่ิมปริมาณ
แคลลัสได้ดีที่สุด โดยให้น้ าหนักสดแคลลัสสูงสุด 921 มิลลิกรัม และน้ าหนักแห้ง 390 มิลลิกรัม โดยไม่
ต้องเติม 2,4-D แต่อย่างใด 

การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อมี  
2 ช่องทาง คือ การสร้างยอดหรือราก หรือทั้งยอดทั้งรากจากชิ้นส่วนที่วางเลี้ยง และการพัฒนาเป็น
พืชต้นใหม่ด้วยการสร้างต้นอ่อน ซ่ึงมีการสร้างยอดและรากเกิดขึ้นพร้อมกัน หรือพัฒนามาจากแคลลัส 
(สมปอง, 2539) ส าหรับพืชวงศ์ขิง มีความส าเร็จในการชักน าพืชต้นใหม่จากแคลลัสหลายชนิด  
Zhang และคณะ (2011) รายงานการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ Curcuma soloensis บนอาหารสูตร 
MS เติม BA ความเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
TDZ ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอดจากแคลลัสสูงที่สุด 
95.5 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอด 7.1 ยอดต่อชิ้นส่วน ความยาวยอด 6.1 เซนติเมตร   Raju และคณะ 
(2013) ศึกษาการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ Curcuma amada Roxb. บนอาหารสูตร MS เติม BA 
เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอด 62.93 เปอร์เซ็นต์ และมี
จ านวนยอด 54.52 ยอดต่อชิ้นส่วน  Zuraida และคณะ (2014b) ศึกษาการย้ายเลี้ยงแคลลัสของ 
Curcuma caesia บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA 
ความเข้มข้น 6.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอด 53 เปอร์เซ็นต์ และมี
จ านวนยอด 15 ยอด Saensouk (2011) ศึกษาการย้ายเลี้ยงแคลลัสของเปราะทอง บนอาหารสูตร 
MS เติม BA ความเข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
เวลา 16 สัปดาห์ ส่งเสริมการเกิดยอดจากแคลลัสสูงที่สุด 5.0 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอด 3.42 ยอด 
ต่อชิ้นส่วน และความยาวยอด 4.53 เซนติเมตร ส าหรับการลดความเข้มข้นของธาตุอาหารไม่สามารถ
ชักน าการเกิดยอดได้ แต่สามารถชักน าการเกิดรากได้ในปริมาณมากเนื่องจากอาจมีการสะสมของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน จึงช่วยกระตุ้นการเกิดรากได้มากกว่าการเกิดยอด นอกจากนี้มี
การเกิดจุดสีเขียวขึ้น แต่จุดสีเขียวที่เกิดขึ้นไม่สามารถยืนยันได้ว่าจะพัฒนาไปเป็นรากหรือยอดใน
อนาคต ดังนั้นเพ่ือส่งเสริมการสร้างยอดควรเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินร่วม
ด้วย ส าหรับการทดลองนี้อาจมีการปรับเปลี่ยนสูตรอาหาร และเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตใน
กลุ่มไซโตไคนินเพ่ือช่วยเร่งการเกิดยอดต่อไป ทั้งนี้รากที่ได้จากการทดลองนี้สามารถน าไปใช้ต่อยอด
ในการตรวจสอบหาสารส าคัญในรากกระชายด าเพ่ือประโยชน์ต่อไปในอนาคต 
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การทดลองที่ 3 
ผลของโคลชิซินต่อการเพิ่มชุดโครโมโซมโดยใช้ชิ้นส่วนยอดของกระชายด า 
Effect of Colchicine on Chromosome Doubling Using Shoot  

of Black Galingale 
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บทน า 

กระชายด า (Black galingal จัดเป็นพืชสมุนไพรอยู่ ในวงศ์ Zingiberaceae มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Kaempferia parviflora Wallich. ex Baker กระชายด าจัดเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี 
สูงประมาณ 20–30 เซนติเมตร เนื้อภายในเหง้ามีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเข้ม เนื้อใบมีสีม่วงเข้มเกือบ
ด า เป็นใบเดี่ยวเรียงสลับในระนาบเดียวกัน (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2556)  ในประเทศไทยมีการ
ปลูกกระจายอยู่ทั่วประเทศ เช่น จังหวัดพิษณุโลก เพชรบูรณ์ น่าน กาญจนบุรี ตาก เชียงใหม่ และ
เชียงราย (องค์การสวนพฤกษศาสตร์, 2559) แต่นิยมปลูกกระชายด ามากที่สุดในเขตอ าเภอนาแห้ว 
อ าเภอด่านซ้าย และอ าเภอภูเรือของจังหวัดเลย (สถาบันแพทย์แผนไทย, 2553) ในปัจจุบันความนิยม
กระชายด าเพ่ิมสูงขึ้น ท าให้ราคากระชายด าอยู่ในเกณฑ์ดี สามารถปลูกเป็นอาชีพได้ แต่พันธุ์ที่ปลูกใน
ปัจจุบันอาจเป็นพันธุ์ที่ยังไม่ได้รับการปรับปรุงพันธุ์ ดังนั้นการปรัปรุงพันธุ์โดยการชักน าการกลายพันธุ์ 
เป็นทางเลือกที่เหมาะสมในการน ามาใช้เพ่ือชักน าการกลายพันธุ์ในกระชายด า ส าหรับการกลายพันธุ์
ของพืชสามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติแต่เกิดได้น้อย ซึ่งเกิดจากอิทธิพลของสิ่ งแวดล้อม (นพพร, 
2543) หรืออาจเกิดจากการกระท าของมนุษย์โดยใช้สิ่งก่อกลายพันธุ์ทางกายภาพหรือก่อกลาย
พันธุ์ทางเคมี (ธีระ และวัชรินทร์, 2542) การชักน าการกลายพันธุ์โดยการเพ่ิมชุดโครโมโซมเป็นวิธีการ
ที่ได้รับความนิยมในพืชหลายชนิด ซึ่งนักปรับปรุงพันธุ์ส่วนใหญ่นิยมใช้สารโคลชิซินในการปรับปรุง
พันธุ์พืช ซึ่งสารโคชิซินเป็นสารที่สกัดได้จากพืช Colchicum autumnale L. สูตรโครงสร้างเป็น 
C22H25NO6 มีลักษณะเป็นผงสีเหลือง ละลายได้ดีในน้ าเย็น คลอโรฟอร์ม และแอลกอฮอล์ สลายตัวได้
ง่ายในที่มีแสงสว่างและความร้อน ในทางการแพทย์ยังใช้รักษาโรคเก๊าท์ โดยโคลชิซินจะไปยับยั้ง 
การสร้างเส้นใยสปินเดิล ซึ่งท าหน้าที่ดึงเซนโทรเมียร์ไปยังขั้วเซลล์ โคลชิซินจะไปรวมกับโปรตีนของ 
ไมโครทิวบูล ท าให้ไม่สามารถต่อกับเส้นใยสปินเดิล โครโมโซมจึงไม่แยกจากกันในระยะเมทาเฟส เมื่อ
โครโมโซมไม่ถูกดึงในระยะแอนาเฟส ท าให้เมื่อสิ้นสุดกระบวนการแบ่งเซลล์ จึงได้เซลล์ที่มีการเพ่ิม
จ านวนชุดโครโมโซมเป็นสองเท่า (เอกรินทร์, 2523 ; อมรา, 2536 ; ค านูณ, 2540 ; นิตยศรี, 2541) 
พืชที่มีการเปลี่ยนแปลงไปของชุดโครโมโซม มีลักษณะทางสรีรวิทยาเปลี่ยนไป เช่น ความหนาแน่น
ของเซลล์คุม ขนาดเซลล์คุม จ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ และลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เปลี่ยนไป เช่น 
ใบ ดอก ผล ล าต้น มีขนาดใหญ่ขึ้นกว่าต้นปกติ ทั้งนี้ความส าเร็จในการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยใช้สาร
โคลชิซินต้องค านึงถึงชิ้นส่วนพืช ระยะเวลาที่จุ่มแช่ ความเข้มข้นสารโคลชิซิน และสภาพแวดล้อมที่ใช้
ในการวางเลี้ยง 
  ดังนั้นในการทดลองนี้จึงต้องการศึกษาระยะเวลา และความเข้มข้นที่เหมาะสมของ
สารละลายโคลชิซินต่อการเพ่ิมชุดโครโมโซม รวมไปถึงตรวจสอบการเพ่ิมชุดโครโมโซม โดยใช้เทคนิค
โฟลไซโตรเมทรี การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยา และสัณฐานวิทยาของกระชายด า  
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 

การเตรียมชิ้นส่วนพืช 

  การศึกษานี้ใช้ชิ้นส่วนยอดอายุ 6 สัปดาห์ (ภาพที่ 2.13) ที่ได้จากจากการวางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม BAP ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ
ความเป็นกรด-ด่าง 5.7 และเติมวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้
แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที จากนั้นน ายอดมาตัดแต่งให้
มีความยาว 1.0 เซนติเมตร หลังจากนั้นน าไปใช้ในการทดลองต่อไป  
 
 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 2.13 ชิ้นส่วนยอดของกระชายด า อายุ 6 สัปดาห์ ที่ผ่านการตัดแต่งกอ่นน าไปใช้ในการเพ่ิมชุด  

     โครโมโซม (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 

1. ศึกษาผลของความเข้มข้นของโคลชิซิน และระยะเวลาจุ่มแช่ต่อการรอดชีวิตของ
ชิ้นส่วนยอดกระชายด า  

น าชิ้นส่วนยอดอายุ 6 สัปดาห์ ที่ได้จากจากการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BAP 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยตัดแต่งให้มีความสูง 1 เซนติเมตร จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน 
ความเข้มข้น 0.00  0.10  0.15  0.20  และ 0.25 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงบนเครื่องเขย่าเลี้ยงความเร็ว
รอบ 100 รอบต่อนาที ภายใต้สภาพมืด เป็นเวลา 24  48  และ  72 ชั่วโมง จากนั้นน ายอดที่ผ่านการ
จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับน้ าตาลซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็นกรด-ด่าง 5.7 ความเข้มข้นวุ้น  
0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 ± 2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 
20 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ บันทึกอัตราการรอดชีวิต 
และอัตราการรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต์ ท าการทดลองทั้งหมด 5 ทรีทเมนต์ ทรีทเมนต์ละ 10 ชิ้นส่วน 
โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล 5×3 .ในแผนการทดลองแบบ CRD และตรวจสอบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

2. ศึกษาผลของความเข้มข้นของโคลชิซินต่อการเพิ่มชุดโครโมโซม 

น าใบอ่อนกระชายด าในหลอดทดลองอายุ 6 สัปดาห์ ที่ผ่านการจุ่มแช่สารละลายโคลชิซิน 
ความเข้มข้นต่าง ๆ มาสับในสายละลายบัฟเฟอร์ Tris MgCl2 กรองด้วยกระดาษกรองขนาด  
44 ไมโครเมตร จากนั้นย้อมด้วยสี PI อินคูเบทเป็นเวลา 15 นาที ภายใต้สภาพมืด ตรวจสอบปริมาณ 
ดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องโฟลไซโตรเมทรี รุ่น Guava easyCyte HT และวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม 
GuaSoft 3.1.1 บันทึกการอัตราการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอของกระชายด าที่เพ่ิมขึ้นเป็น 2 เท่า โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD และตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละทรีตเมนท์ 
ท า 8 ซ้ า ๆ ละ 1 ต้น ๆ ละ 1 ใบ 

3. ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาของต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n 

น าใบกระชายด า อายุ 1 เดือนของต้นที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n มาศึกษาเปรียบเทียบ
ความหนาแน่นของเซลล์คุม ขนาดเซลล์คุม และจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ภายในเซลล์คุมโดยน าใบมา
ลอกโดยใช้มีดโกนลอกทางด้านหลังใบตามแนวยาวให้บางที่สุด น าส่วนที่ลอกได้วางบนแผ่นสไลด์ หยด
น้ ากลั่น 1- 2 หยด ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นน าแผ่นสไลด์ไปตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์ ใช้เลนส์
ใกล้วัตถุก าลังขยาย 40 เท่า วัดความหนาแน่นเซลล์คุมจาก 3 ต้น ๆ ละ 1 ใบ ๆ ละ 10 พ้ืนที่ 
ตรวจสอบขนาดของเซลล์คุมจาก 3 ต้น ๆ ละ 1 ใบ ๆ ละ 10 เซลล์คุม และสุดท้ายศึกษาจ านวนเม็ด
คลอโรพลาสต์ภายในเซลล์คุมจาก 3 ต้น ๆ ละ 1 ใบ ๆ ละ 10 เซลล์คุม เปรียบเทียบกัน วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี T-test 
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4. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาในสภาพแปลงปลูกของต้นกระชายด าที่มีโครโมโซม
เป็น 2n และ 4n 

น าต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n ที่อนุบาลภายใต้สภาพในโรงเรือน ดูแล
รักษาต้นกล้ากระชายด าด้วยการรดน้ า ใส่ปุ๋ย และก าจัดวัชพืช เป็นเวลา 3 เดือน หลังจากนั้นสังเกต
การเปลี่ยนแปลงการเจริญเติบโตของต้นกล้ากระชายด า เก็บข้อมูลและบันทึกผล อัตราการแตกหน่อ 
จ านวนหน่อ ความสูงต้น จ านวนใบต่อกอ ความกว้างใบ ความยาวใบ และความหนาใบ เปรียบเทียบ
กัน โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี T-test ท าการทดลอง 3 ซ้ า ๆ 
ละ 1 กระถาง ๆ ละ 1 ต้น 
  



51 

 

ผลการศึกษา 

1. ผลของความเข้มข้นของโคลชิซิน และระยะเวลาจุ่มแช่ต่อการรอดชีวิตของชิ้นส่วน
ยอดกระชายด า  

จากการศึกษาการน าชิ้นส่วนยอด ที่ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน วางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม BAP เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่า โคลชิซินที่ความ
เข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้อัตราการรอดชีวิตสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ และ
ความเข้มข้นที่ให้อัตราการรอดชีวิตต่ าสุดคือ โคลชิซินที่ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง โดยให้อัตราการรอดชีวิต 40 เปอร์เซ็นต์ โดยอัตราการรอดชีวิตของยอดกระชายด าลดลง
ตามความเข้มข้นของโคลชิซินที่สูงขึ้น และระยะเวลาการจุ่มแช่ที่นานขึ้น และทั้งสองปัจจัยนี้มี
ปฏิสัมพันธ์ต่อกันทางสถิติ (ตารางท่ี 2.8)  

ตารางท่ี 2.8 ผลของความเข้มข้นของโคลชิซิน และระยะเวลาจุ่มแช่ต่อการรอดชีวิตของชิ้นส่วนยอด  
       กระชายด า  

ความเข้มข้น 
โคลชิซิน (%) 

อัตราการรอดชีวิต (%) เฉลี่ย 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

0.00 100a 100a 100a 100.00A 
0.10 100a   70ab   60b  76.67B 
0.15   80ab   50b    0c  43.33C 
0.20   70ab     0c    0c  23.33CD 
0.25   40b     0c    0c  20.00D 
เฉลี่ย 82A 44B 32B  

A **    
B **    

AxB **    
C.V. (%) 57.87 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ทีต่่างกันในสดมภ์หรือแถวเดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละปัจจัยด้วย วิธDีMRT 
ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรพิมพ์เล็กที่ต่างกันในสดมภ์หรือแถวเดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละทรีทเมนต์ด้วยวิธี DMRT 
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เมื่อวิเคราะห์หาค่าสมการถดถอย (regression analysis) พบว่า สารละลายโคลชิซินที่
สามารถท าให้กระชายด ามีอัตราการรอดชีวิตลดลงครึ่งหนึ่ง (LD50) คือ โคลชิซินที่ความเข้มข้น  
0.12 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และโคลชิซินที่ความเข้มข้น 0.09 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง (ภาพท่ี 2.14) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
ภาพที่ 2.14 อัตราการรอดชีวิตของกระชายด าหลังจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0  0.10 

     0.15  0.20  และ  0.25 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24  48  และ  72  ชั่วโมง  
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2. ผลของความเข้มข้นของโคลชิซินต่อการเพิ่มชุดโครโมโซม 

จากการน าใบอ่อนอายุ 6 สัปดาห์ ของกระชายด าที่ผ่านการจุ่มแช่สารละลายโคลชิซิน  
0.00  0.10  0.15  0.20  และ 0.25 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24  48  และ  72 ชั่วโมง มาตรวจสอบ
ปริมาณ DNA โดยใช้เครื่องโฟลไซโตรเมทรี รุ่น Guava easyCyte HT และวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้
โปรแกรม GuaSoft 3.1.1 พบว่า สามารถแยกความแตกต่างของโพลีพลอยด์ได้ 2 ระดับ คือ ดิพลอยด์ 
และเตตระพลอยด์ 85.94 และ 14.06 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยทรีทเมนต์ที่สามารถเกิดเตตระพลอยด์ 
ได้ดีที่สุดคือ กระชายด าที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
โดยให้อัตราการเกิดเตตระพลอยด์สูงสุด 37.5 เปอร์เซ็นต์ และทรีทเมนต์ที่ไม่สามารถชักน าให้เกิดพืช
เตตระพลอยด์ได้คือ ทรีทเมนต์ที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง และทรีทเมนต์ที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  
24 ชั่วโมง (ตารางที่ 2.9) โดยต้นเตตระพลอยด์มีปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นเป็น 2 เท่า เมื่อเปรียบเทียบ
กับต้นดิพลอยด์ (ภาพที่ 2.15) 

ตารางท่ี 2.9 ผลของความเข้มข้นของโคลชิซิน และระยะเวลาจุ่มแช่ต่อการเปลี่ยนแปลงจ านวน  
      โครโมโซมโดยใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมททรี 

โคลชิซิน  
(%) 

ระยะเวลา จ านวนต้นที่
ตรวจสอบ 

ชุดโครโมโซม 
ดิพลอยด์ เตตระพลอยด์ 

0 (ชุดควบคุม)  8 100  (8) 0 
0.10 24 8 100  (8) 0 

 48 8 62.5 (5) 37.5 (3) 
 72 8 87.5 (7) 12.5 (1) 

0.15 24 8 75.0 (6) 25.0 (2) 
 48 8 87.5 (7) 12.5 (1) 
 72 0 0 0 

0.20 24 8 100  (8) 0 
 48 0 0 0 
 72 0 0 0 

0.25 24 8 75.0 (6) 25.0 (2) 
 48 0 0 0 
 72 0 0 0 

รวม  64 85.94 (55) 14.06 (9) 
 ตัวเลขภายในวงเล็บคือจ านวนต้น  
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ภาพที่ 2.15 ฮีสโตรแกรมแสดงปริมาณดีเอ็นเอของกระชายด าหลังจุ่มแช่สารละลายโคลชิซิน หลังวาง  

      เลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ (บาร์ = 1 ซม.) 
      ก: ชุดควบคุม 
      ข: โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

       ค: โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
      ง: โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.15 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

       จ: โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.15 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
      ฉ: โคลชิซิน ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
      ช: เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอระหว่างชุดควบคุมและโคลชิซินความเข้มข้นต่าง ๆ จาก 

    ต้นที่มีปรมิาณดีเอ็นเอเป็น 2 เท่า  

ก 

ค 

ข 

ง 

จ ฉ 

ช 

2n 

2n 

4n 

4n 

4n 

4n 

4n 

4n 
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3. ลักษณะทางสรีรวิทยาของต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n 

น าใบกระชายด าอายุ 4 สัปดาห์ ของต้นที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n มาศึกษา
เปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์คุม ขนาดเซลล์คุม และจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ภายในเซลล์คุม
พบว่า ต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n มีความหนาแน่นของเซลล์คุมมากกว่า ต้นกระชายด า 
ที่มีโครโมโซมเป็น 4n โดยต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n ให้ความหนาแน่นเซลล์คุม 5.23  
เซลล์ต่อตารางไมโครเมตร และต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n หนาแน่นเซลล์คุม 2.83  
เซลล์ต่อตารางไมโครเมตร ส าหรับขนาดของเซลล์คุม พบว่า ต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 4n มี
ขนาดเซลล์คุมที่ใหญ่กว่าต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n โดยต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 4n 
ให้ความกว้างเซลล์คุม 3.59 ไมโครเมตร และความยาวเซลล์คุม 6.05 ไมโครเมตร และต้นกระชายด า
ที่มีโครโมโซมเป็น 2n ให้ความกว้างเซลล์คุม 2.70 ไมโครเมตร และความยาวเซลล์คุม 4.18 ไมโครเมตร 
ส าหรับจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ พบว่า ต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 4n มีจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์
ภายเซลล์คุมที่มากกว่าต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n โดยต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 4n 
ให้จ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ภายเซลล์คุม 51.90 คลอโรพลาสต์ต่อเซลล์คุม และต้นกระชายด าที่มี
โครโมโซมเป็น 2n ให้จ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ 27.26 คลอโรพลาสต์ต่อเซลล์คุม โดยทุกการ
เปลี่ยนแปลงทางลักษณะทางสรีรวิทยาแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่งกับต้นกระชายด าที่มี
โครโมโซมเป็น 2n (ตารางท่ี 2.10 ภาพที่ 2.16 และ 2.17) 

ตารางท่ี 2.10 ลักษณะทางสรีรวิทยาของต้นกระชายด าที่มีโครโมเป็น 2n และ 4n หลังจาก  
        หลังย้ายเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดโครโมโซม ความหนาแน่นเซลล์คุม 
(เซลล์คุมต่อตาราง

ไมโครเมตร) 

ขนาดเซลล์คุม (ไมโครเมตร) ความหนาแน่นเม็ด 
คลอโรพลาสต์ 

(คลอโรพลาสต์เซลล์คุม) 
ความกว้าง ความยาว 

2n 5.23 2.70 4.18 27.26 
4n 2.83 3.59 6.05 51.90 

T-test ** ** ** ** 
C.V. (%) 48.75 21.20 26.72 45.36 

** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่งจากการเปรียบเทียบโดยวิธี T-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 
เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 2.16 ความหนาแน่นเซลล์คุมของกระชายด าที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0  
และ 0.1 เปอร์ เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 สัปดาห์   
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X (บาร์ = 1 ไมโครเมตร) 

      ก: ต้นที่มโีครโมโซม 2n    
      ข: ต้นที่มีโครโมโซม 4n   

ก 

ข 
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ภาพที่ 2.17 ขนาดของเซลล์คุมและจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ของกระชายด าที่จุ่มแช่ในสารละลาย 
     โคลชิซิน ความเข้มข้น 0 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังวางเลี้ยงเป็น 
     เวลา 6 สัปดาห์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40X (บาร์ = 1 ไมโครเมตร) 

      ก: ต้นที่มีโครโมโซม 2n    
      ข: ต้นที่มีโครโมโซม 4n  

ก 

ข 
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4. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นกระชายด าที่มีโครโมเป็น 2n และ 4n หลังจากออก
ปลูกเป็นเวลา 3 เดือน 

 น าต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n ที่อนุบาลภายใต้สภาพในโรงเรือน ดูแล
รักษาต้นกล้ากระชายด าด้วยการรดน้ า ใส่ปุ๋ย และก าจัดวัชพืช เป็นเวลา 3 เดือน หลังจากนั้นสังเกต
การเปลี่ยนแปลงการเจริญเติบโตของต้นกล้ากระชายด า พบว่า ต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 4n  
ให้อัตราการแตกหน่อ จ านวนหน่อ ความสูงต้น จ านวนใบต่อกอ ความกว้างใบ ความยาวใบ และ
ความหนาใบสูงกว่าต้นที่มีโครมโมโซมเป็น 2n โดยให้อัตราการแตกหน่อ 100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนหน่อ 
2.80 หน่อ ความสูงต้น 22.70 เซนติเมตร จ านวนใบต่อกอ 6.20 ใบ ความกว้างใบ 5.84 เซนติเมตร 
ความยาวใบ 13.89 เซนติเมตร ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n 
และให้ความหนาใบ 0.35 มิลลิเมตร แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่งกับต้นกระชายด าที่มี
โครโมโซมเป็น 2n (ตารางท่ี 2.11 ภาพที่ 2.18)  
 
 
 
 
 

 

 

 



 

 
 

ตารางท่ี 2.11 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นกระชายด าที่มีโครโมโซมเป็น 2n และ 4n หลังจากออกปลูกเป็นเวลา 3 เดือน 
ชุดโครโมโซม อัตราการแตกหน่อ 

(%) 
จ านวนหน่อ 
(หน่อต่อกอ) 

ความสูงต้น 
(เซนติเมตร) 

จ านวนใบ 
(ใบต่อกอ) 

ความกว้างใบ 
(เซนติเมตร) 

ความยาวใบ 
(เซนติเมตร) 

ความหนาใบ 
(มิลลิเมตร) 

2n 80 2.20 21.30 4.80 5.13 11.83 0.19 
4n 100 2.80 22.70 6.20 5.84 13.89 0.35 

T-test  ns ns ns ns ns ** 
C.V. (%) 35.13 48.98 33.19 17.79 19.32 44.53 18.37 

      ns ไม่แตกต่างทางสถิต ิ
      ** แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่งจากการเปรียบเทียบโดยวิธี T-test ที่ระดับความเชื่อม่ัน 99 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 2.18 ลักษณะการเจริญเติบโตของต้นกระชายด าที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซินความ 

      เข้มข้น 0 และ  0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากออกปลูกเป็นเวลา  
      12 สัปดาห์ (บาร์ = 10 เซนติเมตร) 

       ก: ต้นที่มีโครโมโซม 2n    
       ข: ต้นที่มีโครโมโซม 4n  

  

ก ข 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 

 เทคนิคการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยการใช้สารโคลชิซินประสบความส าเร็จในพืชหลายชนิด แต่
ส าหรับในกระชายด าการทดลองนี้เป็นการทดลองแรกที่ใช้โคลชิซินชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซม จาก
การศึกษาการชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซมจากชิ้นส่วนยอดกระชายด า โดยการใช้สาร โคลชิซิน พบว่า 
อัตราการรอดชีวิตมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน และระยะเวลาที่ใ ช้ในการ
จุ่มแช่ ซึ่งจะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซินเพ่ิมสูงขึ้นในระยะเวลาที่สูงขึ้นท าให้
อัตราการรอดชีวิตลดลง โดยความเข้มข้นที่เริ่มท าให้ชิ้นส่วนยอดกระชายด าตาย คือ สารละลายโคล
ซิน ความเข้มข้น 0.15 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่เป็นเวลา 72 ชั่วโมง สารละลายโคลซิน เข้มข้น 0.20 และ 
0.25 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่เป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง เช่นเดียวกับ Chen และคณะ (2011) ที่รายงาน
ว่าเมื่อความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน และระยะเวลาที่ใช้ในการจุ่มแช่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้อัตราการ
รอดชีวิตของหน้าวัวลดลง อย่างไรก็ตาม Leherer และคณะ (2008) พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ
สารละลายโคลชิซินสูงขึ้นส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตของเมล็ด Japanese barberry ลดลง ซึ่งการ
ทดลองใช้สารโคลชิซินเพ่ือเพ่ิมชุดโครโมโซมมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องค านึงถึงความเข้มข้นของสาร
โคลชิซิน หากใช้ความเข้มข้นสูงเกินไปอาจส่งผลต่อการเจริญเติบโตของกระชายด า โดยจากการ
ทดลองเมื่อน ายอดของกระชายด าที่ผ่านการจุ่มแช่สารละลายโคลชิซินมาวางเลี้ยง เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
กระชายด าที่ได้รับสารโคลชิซินในปริมาณสูงมีอัตราการเจริญเติบโตที่ช้ากว่ากระชายด าที่ได้รับสาร
โคลชิซินความเข้มข้นต่ า ดังนั้นในการทดลองควรเลือกความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน และ
ระยะเวลาที่ใช้ในการจุ่มแช่ที่เหมาะสม เพ่ือลดความเป็นพิษของสารโคลชิซินต่อเซลล์ของกระชายด า
หรือพืชอ่ืน ๆ ในทางตรงกันข้ามหากกระชายด าหรือพืชชนิดอ่ืน ๆ ได้รับสารในปริมาณน้อยเกินไป
อาจท าให้ไม่ประสบความส าเร็จในการชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซม ( Dhooghe et al., 2011) 
นอกจากนี้จะเห็นได้ว่าการทดลองในครั้งนี้มีความแปรปรวนของข้อมูล ดังนั้นเพ่ือความถูกต้ องของ
ข้อมูล ในการท าการทดลองแต่ละครั้ง ควรเลือกชิ้นส่วนที่มีความสม่ าเสมอทั้งอายุ ขนาด และควรมีซ้ า
ในการทดลองให้มากข้ึน เพ่ือให้ได้ผลการทดลองที่แน่ชัดและถูกต้อง (ณัฐพร, 2558) 

 การตรวจสอบการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีเป็นวิธีการที่สามารถบ่งชี้การ
เพ่ิมชุดโครโมโซมได้อย่างแม่นย า สามารถท าได้ง่าย ตรวจสอบตัวอย่างได้ในปริมาณมาก และรวดเร็ว
กว่าการตรวจนับจ านวนโครโมโซมปลายรากเพราะไม่ต้องใช้ความช านาญหรือสารเคมีที่จ าเพาะเจาะจง 
Dolezel et al., 1989)  Cai และ Kang (2011) ศึกษาการน าใบของ Populus pseudosimonii Kitag ที่
ผ่านการชักน าโพลีพลอยด์โดยใช้สารโคลชิซิน มาย้อมด้วยสี DAPI และตรวจสอบโดยใช้เทคนิค 
โฟลไซโตรเมทรี พบว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถแยกความแตกต่างของพืชดิพลอยด์ และ 
เตตระพลอยด์ได้เช่นเดียวกับการใช้เทคนิคการนับจ านวนโครโมโซมปลายราก  Dutt และคณะ 
(2010) รายงานว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับโพลีพลอยด์ได้ 
โดยพบว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถแยกความแตกต่างของส้มที่เป็นต้นดิพลอยด์ และ 
เตตระพลอยด์ได้  Kaensaksiri และคณะ (2011) ศึกษาการน าใบแก่ของบัวบกมาสับ และตรวจสอบ
ระดับโพลีพลอยด์ โดยการใช้เทคนิคโฟลไซโตรเมทรี พบว่าเทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถแยกความ
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แตกต่างของโพลีพลอยด์ได้ 3 ระดับ คือ ดิพลอยด์ เตตระพลอยด์ และมิกโซพลอยด์ เช่นเดียวกับ 
Aina และคณะ (2012) รายงานว่า เทคนิคโฟลไซโตรเมทรีสามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับ
โพลีพลอยด์ใน Arachis paraguariensis โดยสามารถแยกความแตกต่างของโพลีพลอยด์ได้ 3 ระดับ 
คือ ดิพลอยด์ เตตระพลอยด์ และมิกโซพลอยด์ แต่วิธีการนี้ก็อาจมีข้อเสียคือตัวเครื่องโฟลไซโตรเมทรี
มีราคาแพง หากเราไม่มีเครื่องมือชนิดนี้ก็สามารถหาวิธีการอ่ืนในการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ
ชุดโครโมโซมได้เช่นกัน 

 การตรวจสอบการเพ่ิมชุดโครโมโซมสามารถตรวจสอบได้โดยใช้ลักษณะทางสรีรวิทยาด้วย
การน าต้นที่เป็นดิพลอยด์ และเตตระพลอยด์มาเปรียบเทียบลักษณะต่าง ๆ เช่น ความหนาแน่นเซลล์
คุม ขนาดเซลล์คุม และจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ สามารถจ าแนกความแตกต่างของชุดโครโมโซมได้
อย่างแม่นย าเช่นกัน จากการทดลอง พบว่า เมื่อชุดโครโมโซมเพ่ิมมากขึ้น ความหนาแน่นของเซลล์คุม
ลดลง สืบเนื่องมาจากเมื่อชุดโครโมโซมเพ่ิมขึ้นเซลล์คุมในชั้นเอพิเดอร์มิสมีการขยายตัวท าให้ขนาด
เซลล์คุมเพ่ิมมากขึ้น จึงต้องใช้พ้ืนที่มากขึ้นท าให้ความหนาแน่นของเซลล์คุมลดลง รวมไปถึงจ านวน
เม็ดคลอโรพลาสต์ภายในเซลล์คุมเพ่ิมเป็นสองเท่าเมือ่ชุดโครโมโซมเพ่ิมข้ึนเช่นเดียวกับ Sun และคณะ 
(2009) รายงานว่ายอดที่ได้จากใบอ่อนที่ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น  
0.4 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง มีขนาดของปากใบเพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่ได้รับสาร
โคลชิซิน Chen และ Gao (2007) รายงานว่าตายอดของอ่ึงคี้ที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน เข้มข้น 
0.2 เปอร์เซ็นต์ สามารถชักน าต้นเตตระพลอยด์ได้สูงสุด และปากใบของต้นเตตระพลอยด์มีขนาด
เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่ได้รับสารโคลชิซิน Gu และคณะ (2005) รายงานว่าปลายยอดของ
พุทราจีนที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง 
สามารถชักน าพืชเตตระพลอยด์ได้ และพืชเตตระพลอยด์ที่ได้ มีความหนาแน่นของปากใบลดลง แต่
ปากใบมีความกว้าง และความยาวเพ่ิมมากขึ้นเมื่อปรียบเทียบกับต้นดิพพลอยด์  Yang และคณะ 
(2006) รายงานว่าโซมาติกเอมบริโอขององุ่นที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เป็นเวลา 1 วัน สามารถชักน าต้นเตตระพลอยด์ได้ดีที่สุด และต้นเตตระพลอยด์ที่ได้มีความ
หนาแน่นของปากใบลดลง แต่มีขนาดความกว้าง และความยาวของปากใบเพ่ิมขึ้น   Tang และคณะ 
(2010) พบว่า เอมบริโอเจนิคแคลลัสของต้นเจ้าหญิงที่จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น  
0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สามารถชักน าต้นเตตระพลอยด์ได้สูงสุด ต้นเตตระพลอยด์ที่ได้
มีจ านวนความหนาแน่นของปากใบลดลง แต่มีขนาดของปากใบและจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์เพ่ิมขึ้น 
ซึ่งจากการทดลองและจากการรายงานในพืชหลายชนิดพบว่า พืชแต่ละชนิดตอบสนองต่อสารละลาย
โคลชิซินแตกต่างกันออกไป ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ พันธุ์พืช ชิ้นส่วนพืช ความเข้มข้นของสารละลายโคลชิซิน 
และระยะเวลาที่ใช้ในการจุ่มแช่ ส าหรับวิธีการตรวจสอบลักษณะทางสรีรวิทยา เป็นวิธีการที่เชื่อถือได้
ในระดับหนึ่งที่สามารถยืนยันการเปลี่ยนแปลงจ านวนโครโมโซม และวิธีการนี้เป็นวิธีการที่ท าได้ง่าย 
ไม่ยุ่งยาก รวดเร็ว และไม่ต้องใช้สารเคมีราคาแพง ท าให้ช่วยในการประหยัดค่าใช้จ่ายในการทดลอง  

 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เป็นลักษณะภายนอกของพืช เช่น ล าต้น ใบ ดอก ผล ซึ่งโดยทั่วไป
พืชที่มีการเปลี่ยนแปลงโครโมโซม จะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เปลี่ยนแปลงไปด้วย ดังนั้นลักษณะ
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ทางสัณฐานวิทยาจึงใช้เป็นตัวบ่งชี้ และช่วยจ าแนกพืชที่มีโครโมโซมเปลี่ยนแปลงไปได้อีกวิธีหนึ่ง  
ส าหรับในการทดลองครั้งนี้เห็นได้ว่า ต้นที่มีจ านวนโครโมโซมเพ่ิมข้ึนเป็นสองเท่า มีอัตราการแตกหน่อ 
จ านวนหน่อ ความสูงต้น จ านวนใบ ความกว้าง ความยาวใบ และความหนาของใบสูงกว่าต้นที่มี
โครโมโซมปกติ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเมื่อโครโมโซมเพ่ิมข้ึนเป็นสองเท่าเซลล์หรือเนื้อเยื่อของกระชายด ามี
ขนาดเพ่ิมข้ึนไปด้วย ดั้งนั้นเมื่อมีการเจริญเติบโต และพืชมีการแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาออกมา 
เราจึงใช้เกณฑ์นี้ในการช่วยคัดเลือกได้อีกวิธีหนึ่ง โดย Ye และคณะ (2010) ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของต้นเตตระพลอยด์ของยี่เข่ง พบว่า ต้นเตระพลอยด์ของต้นยี่เข่งมีใบขนาดใหญ่ หนา สีเข้ม 
ละอองเรณู ดอก ผล และเมล็ดมีขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับต้นดิพลอยด์ Liu และคณะ (2011) 
รายงานการชักน าการกลายพันธุ์ของ Dendranthema nankingense พบว่า ต้นที่เป็นเตตระพลอยด์
มีขนาดของละอองเรณู ดอก ใบ ต้นเปลี่ยนแปลงไป และสามารถทนความเย็นได้มากว่าต้นดิพลอยด์ 
Chen และคณะ (2011) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาต้นเตตระพลอยด์ของหน้าวัว พบว่า ต้น 
เตตระพลอยด์ มีขนาดของใบใหญ่ หนา จานรองดอก และทรงพุ่มมีขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับ
ต้นดิพลอยด์ Abdoli และคณะ (2013) ศึกษาต้นเตตระพลอยด์ของ Echinacea purpurea (L.) 
พบว่า ต้นเตตระพลอยด์ มีละอองเรณู เมล็ด ดอก และใบขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับต้นที่ไม่
ผ่านการจุ่มแช่สารโคลชิซิน Yanhong และคณะ (2016) พบว่า ต้นเตตระพลอยด์ของดาวเรือง มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปลี่ยนแปลงไป คือ ใบหนา ดอกใหญ่ และล าต้นเตี้ยกว่าต้นปกติ  
Omidbaigi และคณะ (2010) รายงานว่า ต้นเตตระพลอยด์ของโหระพา มีใบหนาสีเข้ม รูปร่างใบ
เปลี่ยนไป เมล็ด ละอองเรณู และใบมีขนาดใหญ่กว่าต้นปกติ ส าหรับในกระชายด าความมุ่งหมายใน
การใช้สารละลายโคลชิซินในครั้งนี้ก็เพ่ือเพ่ิมผลผลิตเหง้ากระชายด าให้มีขนาดใหญ่ขึ้น น้ าหนักมากข้ึน 
แต่ในขณะนี้ยังไม่สามารถตรวจสอบไปจนถึงผลิตได้เนื่องจากต้องใช้ระยะเวลาถึง 12 เดือน ถึงจะเก็บ
ข้อมูลผลผลิตได้ ดังนั้นเราจึงได้ใช้วิธีการที่กล่าวมาข้างต้นตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงชุดโครโมโซม
เพ่ือคัดเลือกต้นที่มีการเปลี่ยนแปลงชุดโครโมโซมเพ่ือใช้ทดสอบผลผลิตในอนาคต  

ทั้งนี้การตรวจสอบการเพ่ิมชุดโครโมโซม ไม่ควรใช้วิธีการใดวิธีการหนึ่งในการตรวจสอบ
เพราะอาจท าให้ผลที่ได้คาดเคลื่อน ควรใช้หลาย ๆ วิธีการตรวจสอบ เพ่ือให้ได้ผลที่แม่นย า ถูกต้อง 
และสามารถน าพืชที่ได้รับการปรับปรุงพันธุ์ไปใช้ประโยชน์ในด้านอื่นอย่างเหมาะสมต่อไปในอนาคต  
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สรุป 

อาหารแข็งสูตร MS เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อ
การชักน ายอดของกระชายด า และอาหารเหลวสูตร MS เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมปริมาณยอดรวมของกระชายด าในหลอดทดลอง ในขณะที่
อาหารสูตร 1/4MS ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักน ารากใน
หลอดทดลอง ส าหรับการอนุบาลลงดินปลูกกระชายด าที่ได้จากหลอดทดลองมีอัตราการรอดชีวิต  
80 เปอร์เซ็นต์ และสามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าหน่อนอกหลอดทดลอง 

ส าหรับการชักน าแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าแคลลัสได้สูงสุด 45 เปอร์เซ็นต์ และให้
ขนาดแคลลัสสูงสุด 1.32 เซนติเมตร ส่วนการเพ่ิมปริมาณแคลลัส อาหารสูตร MS เติม 2,4-D ความ
เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเพ่ิมแคลลัส
สูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ และให้น้ าหนักแคลลัสสูงสุด 1,127 มิลลิกรัม  

ส าหรับการเพ่ิมชุดโครโมโซมด้วยสารละลายโคลชิซิน ความเข้มข้น 0.10 เปอร์เซ็นต์ จุ่มแช่ 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ให้อัตราการรอดชีวิต 70 เปอร์เซ็นต์ และสามารถชักน าต้นเตตระพลอยด์ได้ 
สูงสุด 37.5 เปอร์เซ็นต์ ต้นเตตระพลอยด์ของกระชายด ามีลักษณะทางสรีรวิทยา เช่น ความหนาแน่นของ 
เซลล์คุมลดลง ขนาดเซลล์คุม และจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
เช่น จ านวนหน่อ ความสูงต้น จ านวนใบ ความหนาใบเพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับต้นดิพลอยด์  
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        ตารางภาคผนวกท่ี 1 องค์ประกอบของสูตรอาหาร Murashige and Skoog 
องค์ประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

NH4NO3 1650.00 
KNO3 1900.00 
KH2PO4 170.00 
H3BO3 6.20 
KI 0.83 
MnSO4.H2O 16.90 
ZnSO4.7H2O 10.60 
CuSO4.5H2O 0.025 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CoCl2.6H2O 0.025 
CaCl2.2H2O 440.00 
MgSO4.7H2O 370.00 
Na2EDTA 37.30 
FeSO4.7H2O 27.80 
Myoinositol 100.00 
Glycine 2.00 
Nicotinic acid 0.50 
Pyridoxine.HCl 0.50 
Thiamine.HCl 0.10 
pH 5.70 
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Plant Regeneration of Black Galingale derived from Shoot Culture 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



77 

   



78 

   



79 

   



80 

   



81 

   



82 

   



83 

   



84 

 

ประวัติผู้เขียน 

ชื่อ สกุล นางสาวกมลทิพย์  ไหลไผ่ทอง  
รหัสประจ าตัวนักศึกษา 5810620012  
วุฒิการศึกษา   

วุฒิ ชื่อสถาบัน ปีท่ีส าเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(เกษตรศาสตร์) 
 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 2557 

 
ทุนการศึกษา (ที่ได้รับระหว่างการศึกษา) 
1. วิทยานิพนธ์นี้ได้รับการสนับสนุนจาก โครงการผลิตและพัฒนาบุคลากรภายใต้ความร่วมมือระหว่าง

มูลนิธิชัยพัฒนา และมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
2. วิทยานิพนธ์นี้ได้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่งจาก สถานวิจัยความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพ

เกษตรและทรัพยากรธรรมชาติ ระยะที่ 2 
3. ทุนอุดหนุนวิจัยเพื่อวิทยานิพนธ์ บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
 
การตีพิมพ์เผยแพร่ผลงาน 
กมลทิพย์ ไหลไผ่ทอง, สมปอง เตชะโต และทัศนี ขาวเนียม. 2561. การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากการ

เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนยอดของกระชายด าในหลอดทดลอง. วารสารพืชศาสตร์สงขลานครินทร์ 
5(1): 13-18. 

 
 


	ชื่อเรื่อง
	บทคัดย่อ
	สารบัญ
	บทที่1
	บทที่2
	บทที่3
	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



