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DNA; RAPD) เพื่อตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา (Dendrobium santana) กับ 

เหลืองจันทบูร (D. friedericksianum) โดยใชไพรเมอร ขนาด 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 12 ไพรเมอร 

พบวา มี 6 ไพรเมอร คอื OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 สามารถเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอไดทุกตัวอยาง และใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน สามารถนําไปใชตรวจสอบความสัมพันธทาง

พันธุกรรมระหวางลูกผสม กับกลวยไมหวายซานทานาและเหลืองจันทบูรได เมื่อนําชิ้นสวนขอของ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Vacin and 

Went (VW) ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หรือสูตร VW เติม thidiazuron (TDZ) เขมขน 

5 มิลลิกรัมตอลิตร หรือการเติม 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร พบวา มีการสรางยอดสูงสุด การเติมไคโตซานเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร

เพาะเลี้ยงสงเสริมใหตนกลามีน้ําหนักสดมากที่สุด การเติม benzyladenine (BA) ทุกความเขมขน 

ไมพบการสรางดอก อยางไรก็ตาม BA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมปริมาณยอด และ 

ตนกลามีน้ําหนักสดมากท่ีสุด  การเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารสูตร VW เติม paclobutrazol (PBZ) 

รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 และ 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 45 วัน สามารถชักนําดอกได 3.67 

และ 3.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การเติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมจํานวน

รากและความยาวราก แมวาจะมีการสรางดอกไดแตเมื่อวางเลี้ยงตอไปดอกมีสีซีด และเหี่ยวโดยไมมี

การบานของดอก การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในสภาพปลอดเชื้อ โดยการแชชิ้นสวนขอในโคลชิซิน เปนเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง พบวา  

คา LD50 คือ 0.052  0.041 และ 0.011 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การใชโคลชิซินความเขมขน 0.05-0.1 

เปอรเซ็นต ระยะเวลา 24-72 ชั่วโมง สงผลใหปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึน 33-50 เปอรเซ็นต ของปริมาณ

ดีเอ็นเอตั้งตนเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคโฟลไซโตมิทรี เชนเดียวกับลักษณะทางสรีรวิทยาท่ีมีขนาด

เซลลคมุใหญขึ้น และมีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตเพ่ิมข้ึน แตความหนาแนนของปากใบลดลง 
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ABSTRACT 

A RAPD (Random amplified polymorphic DNA) analysis was performed to verify 

hybridity between Dendrobium santana and D. friedericksianum by using 12 primers 

of 10 nucleotides. The results showed that 6 primers, which were OPA03, OPB07, 

OPB18, OPJ04, OPR11 and OPT06 could amplify a clear profiles of DNA from all 

samples. All of 6 primers could identify hybrid between D. santana and D. 

friedericksianum. Culturing nodal explant of hybrid between D. santana and D. 

friedericksianum gave the optimum number of multiple shoot formation. The highest 

shoot numbers was obtained on VW (Vacin and Went) medium without plant growth 

regulators or on VW medium supplemented with 5 mg/l TDZ (thidiazuron) or 0.5 mg/l 

2,4-D (2,4-dichlorophenoxy-acetic acid). Addition of 2 mg/l chitosan to VW medium 

promoted the highest fresh weights of plantlets. Addition of BA (benzyladenenine) to 

culture medium could not initiate flowering in vitro. However, 3 mg/l BA containing 

the culture medium could increase shoot numbers and the highest fresh weight of 

shoot. PBZ (paclobutrazol) at concentration of 0.25 mg/l with 0.20 mg/l and 0.60 mg/l 

TDZ could induce in vitro flowering at 3.67% and 3.00%, respectively after 45 days of 

culture. However, the flowers had pale colors and were not bloom. In vitro polyploid 

induction of hybrid between D. santana and D. friedericksianum was done by soaking 

nodal explant in colchicine at different concentrations for 24, 48 and 72 hours. The 

results showed that LD50 of colchicine for 24, 48 and 72 hours was 0.052%, 0.041% 

and 0.011% respectively. The treatment of colchicine at the aboved concentrations 

and durations increased DNA content from 33 to 50% of the original DNA content as 

analyzed by flow cytometry technique.  This result was in accordance with 
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physiological characteristics which revealed the bigger size of guard cells and higher 

density of chloroplasts but lower density of stoma.   
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และคอยชวยแกไขปญหาตางๆ ตลอดจนกัลยาณมิตรทุกทาน รวมถึงนองๆ ทุกคนในหองปฏิบัติการ

เทคโนโลยีชีวภาพของพืชปลูก ที่ใหความชวยเหลือ สนับสนุนในหลายๆ ดาน 
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5 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

34 

6 ผลของ BA ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

35 

7 ผลของ PBZ ตอการเจริญเติบโตและการสรางดอกของลูกผสมระหวาง

กลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

37 

8 ผลของ TDZ รวมกับ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเจริญเติบโต

ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง 

3 เดือน 

38 

9 ผลของความเขมขนโคลชิซินและระยะเวลาตางๆ ตออัตรารอดชีวิต และการ

สรางยอด หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหาร VW เปนเวลา 30 วัน 

40 

10 ผลของความเขมขนโคลชิซินและระยะเวลาตางๆ ตอขนาดและความ

หนาแนนของเซลลคุม และจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตของลูกผสมระหวาง

กลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

43 

11 คาเฉลี่ยปริมาณดีเอ็นเอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร ไดรับโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

45 

 



(11) 

รายการภาพประกอบ 

            

ภาพที่  หนา 

1 ลักษณะดอกของกลวยไม (ก และ ข) หวายซานทานาและ (ค และ ง)  

เหลอืงจันทบูร 

2 

2 การเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนภายในชิ้นสวนยอด D. Second Love ขณะมี

การเปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอก หลังเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําดอก 

(TDZ 1.8 µM) เปนเวลา 40 วัน 

8 

3 การเตรียมชิ้นสวนจากตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร 

22 

4 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPA03 

26 

5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPB07 

27 

6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPJ04  

28 

7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPT06 

29 

8 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPR11  

30 

9 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPB18 

31 

 

  



(12) 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 

 

ภาพที่  หนา 

10 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง

บนอาหารแข็งเติมไคโตซานความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

34 

11 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง

บนอาหารแข็งเติม BA ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

36 

12 ดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่พัฒนาหลัง

วางเลี้ยงบนอาหารแข็งเติม PBZ เขมขน 0.75 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 

เดือน มีสีซีดและไมบาน (ศรชี้) 

37 

13 การออกดอกในหลอดทดลอง (ศรชี้ ) ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูร บนอาหารเติม PBZ เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร 

หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 3 เดือน (บาร 1 เซนติเมตร) 

39 

14 อัตราการรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต (LD50) ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร ที่จุมแชดวยโคลชิซินความเขมขน และระยะเวลา

ตางๆ หลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

41 

15 ตนกลาที่พัฒนาจากชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูรที่ไดรับโคลชิซิน 0.1 เปอรเซ็นต 48 ชั่วโมง หลังเลี้ยงบนอาหาร

แข็งสูตร VW เปนเวลา 60 วัน (บาร 1 เซนติเมตร) 

42 

16 คลอโรพลาสตในเซลลคุมของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร หลังเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW เปนเวลา 8 เดือน (บาร 1 

ไมโครเมตร) 

44 

17 ฮีสโตแกรมแสดงระดับพลอยดีของขาว (aa) และลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร (3) ไดรับโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

46 

 

 

 

 



(13) 

สัญลักษณคํายอและตัวยอ 

 

2,4-D = 2,4-dichlorophenoxy acetic acid  

2-iP  = 2-isopentenyladenine 

ABA  = abscisic acid 

AC  = activated charcoal 

BA  = benzyladenine 

BAP  = 6-benzylaminopurine 

CW  = coconut water 

GA3  = gibberellic acid 

Hy  = hyponex (Hyponex Japan, 6.5-6-19, N-P-K) 

IBA  = Indole-3-butyric acid 

KC  = Knudson C medium 

Kn  = kinetin 

MS  = Murashige and Skoog medium 

NAA  = α-naphthaleneacetic acid 

PBZ  = paclobutrazol 

TDZ  = 1-phenyl-3-(1, 2, 3-thiadiazol-5-yl)-urea 

VW  = Vacin and Went medium 

 

  



1 

บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

บทนําตนเรื่อง 

 

กลวยไมเปนพืชในวงศ Orchidaceae มีผูนิยมปลูกเลี้ยงกันทั่วโลก เพราะดอกมีสีสันสวยงาม 

ที่พบตามธรรมชาติมีประมาณ 25,000 ชนิด (species) ซึ่งแหลงกําเนิดกลวยไมปาของโลกมี 2 แหลง

ใหญๆ ดวยกัน คือ ลาตินอเมริกา และเอเชียแปซิฟก โดยประเทศไทยเปนศูนยกลางแหลงกําเนิด

กลวยไมในภูมิภาคเอเซียแปซิฟก ดวยความเหมาะสมและไดเปรียบทางภูมิศาสตร จากสภาพปาที่

หลากหลาย มีพรรณไมในธรรมชาติขึ้นกระจายอยูอยางอุดมสมบูรณ รวมถึงกลวยไมปานานาชนิด 

โดยเฉพาะกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) ซึ่งมีการเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียล (sympodial) 

หรือเมื่อลําตนเจริญเติบโตเต็มที่จะแตกยอดเปนลําตนใหมและเปนกอ เปนกลวยไมสกุลใหญที่สุด 

เนื่องจากอยูตามธรรมชาติเปนจํานวนมากกวากลวยไมสกุลอื่นๆ สําหรับกลวยไมสกุลหวายที่เปน

กลวยไมปาของไทยนั้นมีอยูดวยกันหลายชนิด เชน เอ้ืองผึ้ง เอ้ืองมอนไข เอ้ืองพวงหยก เอ้ืองชางนาว 

เอ้ืองสายน้ําครั่ง เอ้ืองเกากิ่ว เอ้ืองมัจฉานุ และเหลืองจันทบูร เปนตน กลวยไมเหลืองจันทบูรเปนหนึ่ง

ในกลวยไมปาสกุลหวายที่มีความสําคัญ และใกลสูญพันธุ เนื่องจากดอกมีลักษณะและสีสันสวยงาม 

จึงถูกนําออกจากปาเพ่ือการจําหนายและขาดการอนุรักษ ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญทําใหกลวยไมปา 

ลดจํานวนลง 

ในปจจุบันกลวยไมจัดเปนไมดอกเศรษฐกิจที่มีความสําคัญชนิดหนึ่งของไทย มีการสงทั้งดอก

และตนกลวยไมไปจําหนายตางประเทศปละหลายพันลานบาท ในชวงระยะเวลาไมกี่ปที่ผานมา 

การคากลวยไมเติบโตอยางมากทั้งในดานปริมาณและมูลคา ทําใหการผลิตกลวยไมเพ่ือการคามีการ

แขงขันสูงข้ึน จึงไดมีการศึกษาหาวิธีเพ่ิมผลผลิตและคุณภาพ เพื่อผลิตกลวยไมเชิงการคาและอนุรักษ 

ตลอดจนสามารถปรับปรุงพันธุใหดอกขนาดใหญข้ึนดวยวิธีการเพ่ิมจํานวนโครโมโซม หรือทําใหเกิด

การกลายพันธุโดยการใชโคลชิซิน ซึ่งจะทําใหพืชมีการเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซม แตการใชสาร

โคลชิซินกับกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรยังไมพบรายงานการ

ศึกษาวิจัย ดังนั้น จึงไดทําการทดลองใชโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตางๆ กับกลวยไมลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร เพ่ือศึกษาผลที่มีตอการเกิดพอลิพลอยด และการ

เจริญเติบโตของตนกลากลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร เพ่ือเพ่ิม

ศักยภาพกลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรสูตลาดและการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรม และยังสามารถเปนแนวทางเพ่ือปรับใชกับกลวยไมไทยชนิดอ่ืนในอนาคตตอไป 



2 

การตรวจเอกสาร 

 

กลวยไมหวายซานทานา (D. santana)  เปนลูกผสมระหวางกลวยไม D. moniliforme ซึ่ง

เปนหวายปาประเภทนอบิเลแคระ (dwarf Nobile) กับเหลืองจันทบูร (D. friedericksianum) 

กลวยไมปาของไทย เมื่อผสมกับเหลืองจันทบูรจึงทําใหหวายซานทานาเปนกลวยไมที่ออกดอกได

ตลอดป ออกดอกไดในขนาดเปนไมนิ้ว เมื่อโตข้ึนดอกดกมาก ดอกมีสีเหลือง กลีบดอกหนาและไมมี

กลิ่นหอม (ภาพที่ 1ก และ ข) เม่ือนํากลวยไมหวายซานทานามาผสมกับกลวยไมเหลืองจันทบูร (ภาพ

ที่ 1ค และ ง)  อีกชั้นหนึ่ง จึงไดลูกไมที่เลี้ยงงายยิ่งขึ้นและเปนสายพันธุนอบิเลที่เลี้ยงในที่รอนไดดี 

ออกดอกตลอดป เหมาะสําหรับปลูกเลี้ยงเปนกลวยไมเศรษฐกิจ และเปนพืชตนแบบสําหรับศึกษาการ

ชักนําดอกในหลอดทดลอง เพ่ือผลิตเปนสินคาที่ระลึก สรางมูลคาเพ่ิมใหผลิตภัณฑทางการเกษตร 

 

 
 

ภาพที่  1 ลักษณะดอกของกลวยไม (ก และ ข) หวายซานทานา และ (ค และ ง) เหลืองจันทบูร 

 

ก ข 

ง ค 



3 

กลวยไมจัดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย เนื่องจากมีความนิยมทั้งใน

และตางประเทศ ปจจุบันประเทศไทยเปนผูผลิตและสงกลวยไมเขตรอน (tropical orchid) เปน

อันดับ 1 ของโลก เปนสินคาสงออกไปยังประเทศตางๆ เชน ญี่ปุน สหรัฐอเมริกา อิตาลี จีน และ

เวียดนาม และมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมูลคาการสงออกสินคากลวยไมเดือนมกราคม-กุมภาพันธ 

พ.ศ. 2560 เพิ่มขึ้น 9.64 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับชวงเดียวกันของป พ.ศ. 2559 แนวโนม

พฤติกรรมผูบริโภคตอสินคากลวยไม พบวา ปจจุบันนี้ผูบริโภคยังคงมีตองการดอกกลวยไมที่มีคุณภาพ

และกลวยไมสายพันธุใหมๆ ที่มีความหลากหลาย (สํานักงานสงเสริมการคาสินคาเกษตรและ

อุตสาหกรรม, 2561) กลวยไมสกุลหวายนิยมปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย เนื่องจากปลูกเลี้ยงงาย 

ตนเจริญเติบโตดี ออกดอกตลอดป ดอกมีสีสันและลวดลายงดงาม จากความตองการกลวยไมสกุล

หวายท้ังในและตางประเทศที่เพ่ิมมากขึ้น การพัฒนาสายพันธุใหมทั้งดวยวิธีการสรางลูกผสม และการ

ชักนําใหเกิดการกลายพันธุใหมีลักษณะดีเดนเปนที่ตองการของตลาดจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง การ 

จดทะเบียนเพื่อปองกันการขโมยหรือแอบอางกลวยไมสายพันธุใหมหรือกลวยไมลูกผสม จําเปนตองมี

วิธีการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา โดยการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker)   

   

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA;  

RAPD) ตรวจสอบลูกผสม 

 

 เทคนิคอารเอพีดีเปนการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) แบบสุมโดยใช

เทคนิคพีซีอาร  (polymerase chain reaction; PCR) เ พ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช ไพรเมอรที่ 

ไมจําเพาะเจาะจง ขนาดสั้นๆ 10-20 นิวคลีโอไทด เทคนิคนี้สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลาย

ตําแหนงในคราวเดียวกัน โดยไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย แต

ตองมีการทดลองใชไพรเมอรหลายชนิด เพ่ือตรวจสอบวาไพรเมอรชนิดใดสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ได แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นเปนผลจากการท่ีไพรเมอรเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอ 2 บริเวณท่ีอยูไมไกลกันมาก 

โดยเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายในทิศทางเขาหากัน (5' --> 3') เทคนิคอารเอพีดีสามารถทําไดสะดวก

และรวดเร็ว ใชปริมาณดีเอ็นเอนอย และตรวจสอบผลดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) มี

รายงานการนําเครื่องหมายอารเอพีดีมาใชจําแนกความสัมพันธและความแปรปรวนของกลวยไมหวาย 

(Ferreira  et al., 2006a; Khosravi et al., 2009; Zha et al., 2009; Xue et al., 2010; Antony 

et al., 2012) และกลวยไมชนิดอ่ืนๆ เชน ฟาแลนอปซิส (Goh et al., 2005; Niknejad et al., 

2009) แวนดา (Lim et al., 1999; Kishor and Sharma, 2009) ชาง (นฤมล และคณะ, 2556) 

แคทลียา (Pinheiro et al., 2012) 
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 สําหรับการตรวจสอบลูกผสมดวยเครื่องหมายอารเอพีดี มีรายงานการศึกษา ในกลวยไม 

บางชนิด เชน กลวยไมหวาย Inthawong และคณะ (2006) รายงานการตรวจสอบพอ แม และ

ลูกผสมกลวยไมสกุลหวาย 5 คูผสม โดยใชเทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPF03 และ OPF14  

Feng และคณะ (2013) ตรวจสอบความสัมพันธทางพันธุกรรมของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย D. 

nobile กับ D. moniliforme ซึ่งเปนดิพลอยด มีจํานวนชุดโครโมโซม 2n = 38 ดวยเทคนิคอารเอพีดี 

พบวา จากการใชไพรเมอร จํานวน 500 ไพรเมอร สรางแถบดีเอ็นเอ ทั้งหมด 286 แถบ ขนาด 150-

2000 คูเบส ตรงกับ D. nobile จํานวน 136 แถบ และตรงกับ D. moniliforme จํานวน 122 แถบ 

และมีรายงานการใชเทคนิคอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสมของกลวยไมอื่น เชน Kishor and Sharma 

(2009) รายงานการตรวจสอบลูกผสมระหวาง Renanthera imschootiana กับ Vanda coerulea 

ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบวา ไพรเมอร OPA1 สามารถระบุความสัมพันธระหวางพันธุกรรมไดโดย

ลูกผสมมีแถบโมโนมอรฟค (monomorphic band) ที่ตรงกับพอและแม ที่ตําแหนง 837 คูเบส แถบ

โมโนมอรฟคกับตนแม ที่ตําแหนง 541 611 และ 1,998 คูเบส และลูกผสมสรางแถบพอลิมอรฟค 

(polymorphic band) ที่ตําแหนง 794 941 และ 1,618 คูเบส 

 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือกลวยไม  

 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนเทคนิคที่มีประโยชนเปนอยางมากในการขยายพันธุและปรับปรุง

พันธุกลวยไมใหไดปริมาณมากในระยะเวลาอันรวดเร็ว เนื่องจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กมากตาม

ธรรมชาติมีความงอกนอย จนในป ค.ศ. 1922 Dr. Lewis Knuson เปนบุคคลแรกท่ีคนพบและ

ประสบผลสําเร็จในการเพาะเมล็ดกลวยไมในอาหารปลอดเชื้อ (Arditti and Ernst, 1993) การ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความสําคัญตอการขยายพันธุกลวยไม ทั้งดานการเพ่ิมปริมาณกลวยไมที่ใกล 

สูญพันธุ การเพ่ิมปริมาณตนกลวยไมเพ่ือการคา และการปรับปรุงพันธุเพ่ือใหไดลักษณะที่ดี หรือ

แปลกใหมตรงตามความตองการ อยางไรก็ตาม กลวยไมแตละชนิดมีความตองการสภาพการ

เพาะเลี้ยงที่แตกตางกัน 

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม ชิ้นสวนพืชเปนปจจัยสําคัญขั้นแรก การตัดสินใจเลือก

ชิ้นสวนพืชเพ่ือนํามาเพาะเลี้ยงข้ึนอยูกับวัตถุประสงค ความพรอมและเพียงพอของชิ้นสวน โดยเฉพาะ

พืชหายากหรือเสี่ยงตอการสูญพันธุ นักวิจัยตองศึกษาหาชิ้นสวนที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

da Silva และคณะ (2015) รายงานวา ชิ้นสวนพืชของกลวยไมหวายที่นักวิจัยสวนใหญนิยมนํามา

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ ลําตนและขอ (Bhadra et al., 2002; Pyati et al., 2002; Shiau et al., 

2005; Huang et al., 2008; Luo et al., 2008; Kumari and George, 2011; Zhao et al., 2013) 

ปลายยอด (Roy and Banerjee, 2003; Saiprasad et al., 2004; Malabadi et al., 2005; Roy et 
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al. , 2007;  Gantait et al. , 2009, Pant and Thapa, 2012; Pradhan et al. , 2013)   ใ บ 

(Nasiruddin et al., 2003; Chung et al., 2005; Martin and Madassery, 2006; Chung et al., 

2007; Tee et al., 2010) ราก (Maridass et al., 2010) เปนตน การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือให

ประสบผลสําเร็จตามวัตถุประสงคที่ตั้งไว นอกจากชิ้นสวนพืช สูตรอาหาร และสารควบคุมการ

เจริญเติบโตแลว ตองพิจารณาถึงสภาพแวดลอมที่เหมาะสม เชน แสง อุณหภูมิ ความชื้นและอากาศ

ภายในขวด  

 

2.1 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของกลวยไมในหลอดทดลอง 

 

 มีรายงานการศกึษาปจจัยตางๆ เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการขยายพันธุกลวยไมในหลอดทดลอง 

เชน สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต อุณหภูมิและแสง และสารเติมอ่ืนๆ เปนตน 

 

2.1.1 สูตรอาหาร  

 

สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหวายมีมากมายหลายสูตรดวยกัน เชน MS 

(Murashige and Skoog) สูตร ½MS สูตร Knudson C (KC) สูตร Vacin and Went (VW) สูตร B5 

(Gamborg et al., 1968) สูตร N6 (Chu et al., 1975) และสูตร Phytotechnology (Asghar et 

al., 2011) แตละสูตรมีองคประกอบของอาหารท่ีแตกตางกัน การเลือกใชขึ้นอยูกับชนิด ชิ้นสวนพืช

และวัตถุประสงค da Silva และคณะ (2015) รวบรวมรายงานวิจัยเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

กลวยไมหวาย พบวา สวนใหญนิยมเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (79.3 เปอรเซ็นต) รองลงมา คือ 

สูตร KC และสูตร VW ตามลําดับ 

 

2.1.2 สารควบคุมการเจรญิเติบโต 

 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช ที่นิยมนํามาเติมในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

กลวยไมมีหลายกลุม ดังนี้ กลุมไซโทไคนิน เชน benzyladenine (BA) kinetin (Kn) 1-phenyl-3-(1, 

2, 3-thiadiazol-5-yl)-urea (TDZ) กลุมออกซิน เชน α-naphthaleneacetic acid (NAA) Indole-

3-butyric acid (IBA) 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) indole acetic acid (IAA) และ

กลุมอื่นๆ เชน triacotanol (TRIA) เปนตน สําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหวาย สารควบคุม

การเจริญเติบโตที่นิยมใชมากที่สุด คอื BA และ NAA กลวยไมหวายตางชนิดและชิ้นสวนตอบสนองตอ

สารควบคุมการเจริญเติบโตแตกตางกัน Li และคณะ (2013) รายงานวา สูตรอาหารที่เหมาะสมตอ
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การชักนํายอด D. pendulum และ D. primulinum คือ สูตร ½ MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ํามะพราว 100 มิลลิลิตรตอลิตร สูตรอาหาร

ที่เหมาะสมตอการชักนํายอด D. heterocarpum  คือ สูตร ½ MS เติม BA เขมขน 0.25 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  น้ํามะพราว 100 มิลลิลิตรตอลิตร สูตรสําหรับ 

ชักนําราก D. pendulum และ D. heterocarpum  คือ สตูร ½ MS เติม NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับกลวยบด 100 กรัมตอลิตร ในขณะที่ สูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนําราก D. 

primulinum  คือ สูตร ½ MS เติม NAA เขมขน 0.75 มิลลิกรัมตอลิตร มันฝรั่งบด 100 กรัมตอลิตร 

Shiau และคณะ (2005) รายงานการเพ่ิมปริมาณยอดจํานวนมากของ D. candidum โดยเลี้ยง

ชิ้นสวนตาขางในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัม

ตอลิตร  

 

2.1.3 อุณหภูมิและแสง 

 

อุณหภูมิและแสงท่ีเหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหวาย พบวา อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมอยูระหวาง 25±2 องศาเซลเซียส และใหแสง 10-16 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 350-

3,000 ลักซ หรือ 13.5-150 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที (Da Silva et al., 2015) 

 

2.1.4 สารเติมอื่นๆ 

 

นอกจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีรายงานการเติมสารเสริมอื่นๆ เพ่ือ

สงเสริมการเจริญเติบโตของเนือ้เยื่อกลวยไมในหลอดทดลอง เชน น้ํามะพราว กลวย มันฝรั่ง (Arditti 

and Emst, 1993) นอกจากสารอินทรียที่กลาวขางตน มีรายงานการใชไคโตซาน ซึ่งเปนอนุพันธของ

ไคตินที่กําจัดหมูอะซีติลของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine ตั้งแตรอยละ 50 ขึ้นไป ไคโตซาน

นํามาใชประโยชนอยางกวางขวางในดานตางๆ เพราะปลอดภัยตอมนุษย มีรายงานการเติมไคโตซาน

ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อกระตุนการเติบโตและการพัฒนาของเนื้อเยื่อกลวยไมในหลอดทดลอง 

(Limpanavech et al., 2008; Nge et al., 2006; Pornpienpakdee et al., 2010; Obsuwan et 

al., 2010; Prasertsongskun and Chaipakdee, 2011) ไคโตซาน เขมขน 15 พีพีเอ็ม กระตุนการ

เติบโตและพัฒนาของโพรโทคอรมไลคบอดีส (protocorm like bodies) ของกลวยไมหวาย 

(Restanto et al., 2016) Kananont และคณะ (2010) รายงานวา ไคโตซานสงเสริมการงอกของ

เมล็ดและการพัฒนาของโพรโทคอรมกลวยไมหวาย 2 ชนิด คือ D. bigibbum และ D. formosum 

ในขณะที่ Kaewjampa และคณะ (2012) รายงานวา สามารถเพิ่มจํานวนโพรโทคอรมไลคบอดีสของ
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ซิมบิเดียมไดเปนจํานวนมาก เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติมไคโตซาน ชนิด HA9 (sodium hyalunomate) 

เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ Sopalun และคณะ (2010) รายงานวา สามารถเพ่ิมปริมาณ 

โพรโทคอรมไลคบอดีสของวานเพชรหึง (Grammatophyllum speciosum) เปน 7 เทา เมื่อเลี้ยงใน

อาหารเหลวสูตร ½ MS เติมไคโตซาน เขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร  นอกจากนี้ยังรายงานวาไคโตซาน

เปนตัวกระตุนใหพืชในหลอดทดลองสรางสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ไดอีกดวย 

 

3. การชักนําดอกในหลอดทดลอง 

 

มีรายงานการศกึษาการชักนําดอกในสภาพปลอดเชื้อ รวมไปถึงการศึกษาชีววิทยาของดอก 

เพ่ือประโยชนในการปรับปรุงพันธุในกลวยไมหลายสกุล เชน สกุลซิมบิเดียม (Chang and Chang, 

2003; Kostenyuk et al., 1999) กลวยไมสกุลหวาย (สมพร และวิทูล, 2550; Hee and Loh, 2007; 

Hee et al., 2009; Sim et al., 2007; Wang et al., 1997; Wang et al., 2009b) ออนซิเดียม 

(Kerbauy, 1984) หรือในไมดอกไมประดับอ่ืนๆ เชน ตนแกว [Murraya paniculata (L.) Jack] 

(Jumin and Nito, 1995; Jumin and Ahmad, 1999) Spathiphyllum (Dewir et al., 2007) 

คารเนชัน (Sangkhla et al., 1994) ไผ (Rout and Das, 1994) เปนตน การเกิดดอกของพืชแตละ

ชนิดในหลอดทดลองตองการปจจัยที่แตกตางกันไป โดยเฉพาะสูตรอาหาร ชนิดและความเขมขนของ

สารควบคุมการเจริญเติบโต นอกจากนี้ สภาพแวดลอมในการวางเลี้ยงก็มีผลตอการออกดอกในหลอด

ทดลองของพืชเชนกัน 

 การเกิดดอกในหลอดทดลองของกลวยไม นอกจากนํามาใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุ

ลูกผสมแลว ยังเปนตนแบบในการศึกษากลไกของการเกิดดอกและพัฒนาการ การปรับปรุงกลวยไม

ดวยวิธีการมาตรฐานใชเวลานาน เนื่องจากกลวยไมสรางยอด 2-4 ยอดตอป และใชระยะเวลา 2-3 ป 

ในการเจริญเติบโตทางดานลําตนจนผลิตดอก ดังนั้นวงรอบในการปรับปรุงพันธุ ตองใชเวลาอยางนอย 

3-5 ป การชักนําดอกในหลอดทดลองสามารถชวยรนระยะเวลา เปน 5-6 เดือน (Hee et al., 2007; 

Sim et al., 2007; Wang et al., 2009) เพ่ือใชในการคัดเลือกลักษณะสี รูปทรง และขนาดดอก 

กอนที่จะนําตนที่มีลักษณะตรงตามความตองการไปเพ่ิมปริมาณเพื่อการคาตอไป (Sim et al., 2007) 

หรือเพ่ือศึกษาการผสมเกสรและพัฒนาเมล็ดในหลอดทดลอง (Hee et al., 2009; Chang et al., 

2010) กลวยไมชนิดแรกที่ประสบผลสําเร็จในการชักนําดอกในหลอดทดลอง คือ Laeliocattleya 

(Knudson, 1930)  
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3.1 กลไกการเกิดดอก 

 

การสรางดอก เปนการพัฒนาจากระยะเจริญเติบโตทางดานลําตน เขาสูระยะการสืบพันธุ 

โดยการสรางดอกหรือชอดอก กลวยไมโดยสวนใหญ ประสบผลสําเร็จในการชักนําการออกดอกใน

หลอดทดลองจากตนกลาที่ไดจากการเพาะเมล็ดจากฝกออน (Wang et al., 1997; Sim et al., 

2007) นอกจากนี้ มีรายงานการชักนําดอกจากยอดที่พัฒนามาจากชิ้นสวนอ่ืน เชน Guan และ Shi 

(2009) ประสบผลสําเร็จในการชักนําดอกจากยอดที่พัฒนามาจากชิ้นสวนลําตน D. aurantiacum 

var. denneanum   Duan และ Yazawa (1995) รายงานการชักนําดอกจากยอดที่พัฒนามาจาก

กานชอดอกฟาแลนอปซิส และรายงานวา มีการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอรโมนภายในยอดพืช 

ในขณะที่มีการเปลี่ยนแปลงตายอดเปนตาดอก Ferreira และคณะ (2006b) รายงานผลของ TDZ ตอ

การเปลี่ยนแปลงของระดับฮอรโมน IAA  Zeatin riboside ([9R]-Z) 2-isopentenyl adenine (2-

iP) และ 9R-isopentenyl adenosine ([9R]-iP) ภายในเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดของ D. Second 

Love ในชวงที่มีการเปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอกในหลอดทดลอง พบวา TDZ เขมขน 1.8 

ไมโครโมลาร มีผลตอระดับฮอรโมนไซโทไคนิน และ IAA ภายในชิ้นสวนพืช โดยเฉพาะ [9R]-iP และ 

[9R]-Z โดยตรวจพบระดับไซโทไคนินสูงขึ้นครั้งแรกหลังวางเลี้ยงเปนเวลา 5 วัน และพบระดับ 

ไซโทไคนินสูงข้ึนเปนครั้งที่ 2 หลังเลี้ยงเปนเวลา 25 วัน ซึ่งสัมพันธกับการพัฒนาของดอก (ภาพที่ 2) 
 

 
 

ภาพท่ี  2 การเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนภายในชิ้นสวนยอด D. Second Love ขณะมีการ

เปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอก หลังเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําดอก (TDZ 1.8 µM) 

เปนเวลา 40 วัน  

(A) ยอด (B) ปลายยอด (C) ระดับ IAA  [9R]-iP  [9R]-Z  Z และ CKs/IAA 

ที่มา:  Ferreira และคณะ (2006b) 
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นอกจากนี้ การออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลองยังใชเปนเครื่องมือในการศึกษายีน

ภายในเนื้อเยื่อเจริญสวนยอดขณะที่มีการเปลี่ยนแปลงเปนตาดอก เพ่ือหากลุมยีนที่เก่ียวของกับการ

สรางดอก เชน Yu และ Goh (2000) พบยีน DOMADS1 ในเนื้อเยื่อตาดอกของหวาย D. Madame 

Thong-In และ Hsu และ Yang (2002) รายงานวายีน OMADS3 มีความสัมพันธกับการสรางดอกใน 

Oncidium Gower Ramsey 

 

3.2 ปจจัยที่มีผลตอการออกดอกในหลอดทดลองของกลวยไม 

 

การออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง เกิดจากหลายปจจัย เชน สารควบคุมการ

เจริญเติบโต การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนการชักนําดอก อัตราสวนของธาตุอาหาร  

องคประกอบและสถานะอาหาร ตลอดจนสภาพแวดลอมอ่ืนๆ ในการวางเลี้ยงเพ่ือชักนําดอกในหลอด

ทดลอง  

 

3.2.1 สารควบคุมการเจริญเติบโต 

 

สารควบคุมการเจริญเติบโต โดยเฉพาะกลุมไซโทไคนินมีบทบาทสําคัญตอการ 

ชักนําการออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง มีรายงานวา BA มีประสิทธิภาพดีสําหรับชักนําดอก

กลวยไมในหลอดทดลอง เชน กลวยไมสกุลหวาย (Hee et al., 2007; Sim et al., 2007; Tee et al., 

2008; Wang et al., 2009) ตนกลากลวยไมชนิดตางๆ ไมมีการสรางดอกเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร

ปราศจาก BA (Hee et al., 2007; Wang et al., 2009; Sim et al., 2007) เชน ซิมบิเดียม 

(Kostenyuk et al., 1999)  ฟาแลนอปซิส (Duan and Yazawa, 1995) การเติม BA รวมกับ 

น้ํามะพราว หรือสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดอื่น สงเสริมการเกิดดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง 

Wang และคณะ (1997) รายงานวา ออกซิน ยับยั้งการสรางดอกของ D. candidum โดยลด

ประสิทธิภาพการกระตุนการเกิดดอกเนื่องจากไปลดกิจกรรมของ BA  

Guan และ Shi (2009) และ Zhao และคณะ (2013) รายงานวา การเติม BA 

รวมกับ NAA ลดเปอรเซ็นตการสรางดอกของกลวยไม D. denneanum และ D. wangliangii  

Wang และคณะ (2009) รายงานวา BA ไมสงเสริมการเกิดดอกในหลอดทดลองของ D. nobile สวน 

TDZ ความเขมขนต่ํา (0.05-0.1 มิลลิกรัมตอลิตร) สงเสริมการเกิดดอกในหลอดทดลอง Chang และ 

Chang (2003) พบวา การเติม TDZ เขมขน 3.3 ไมโครโมลาร หรอื 2-iP เขมขน 10-33 ไมโครโมลาร 

รวมกับ NAA เขมขน 1.5 ไมโครโมลาร ในอาหารเพาะเลี้ยง Cymbidium ensifolium เปนเวลา 2 

สัปดาห เหมาะสําหรับการชักนําดอก และการบานของดอก  
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นอกจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตดังกลาวขางตนแลว มีรายงานการใช

สารชะลอการเจริญเติบโต ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือชักนําดอกกลวยไมในหลอดทดลอง เชน 

paclobutrazol (PBZ) ซึ่งเปนสารชะลอการเจริญเติบโตท่ีชวยเพ่ิมความแข็งแรงของพืช เปน

สารประกอบในกลุมไทรอะโซล (triazole) สูตรทางเคมี คือ C15H20ClN3O มีชื่อการคาตางๆ เชน 

PP333 Cultar และ Clipper เปนตน PBZ มีคุณสมบัติยับยั้งการสังเคราะหจิบเบอเรลลินในพืช จึงมี

ผลชะลอการแบงเซลลและการยืดยาวของเซลลในบริเวณใตปลายยอด แตยังคงมีความเจริญเติบโต

ทางลําตน อีกทั้งยังเพ่ิมการติดผลและคุณภาพของผลผลิต นอกจากนี้ยังชวยกระตุนใหเกิดตาดอกเร็ว

ขึ้น โดยขนาดและคุณภาพของดอกคงเดิม (Hopskin and Huner, 2008)  Te-chato และคณะ 

(2009) ไดทําการศึกษาการชักนํายอดของกลวยไมหวายเหลืองจันทบูร ขนาด 2-3 เซนติเมตร และมี

ขอ 2-3 ขอ เลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซูโครส 3 เปอรเซ็นต รวมกับ PBZ พบวา PBZ ความเขมขน 

0.025-0.075 มิลลิกรัมตอลิตร กระตุนการแตกยอดบริเวณขอ ประมาณ 40-50 เปอรเซ็นต และ PBZ 

ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร กระตุนการเกิดดอก 29 เปอรเซน็ต ดอกมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 

3-4 เซนติเมตร ม ี3 กลีบเลี้ยง และ 2 กลีบดอก 1 กลีบปาก เกสรตัวผูและเกสรตัวเมีย ทั้งนี้มีรายงาน

การเกิดดอกในหลอดทดลองของกลวยไมหลายชนิด เชน กลวยไมหวาย ซิมบิเดียม ฟาแลนอปซิส 

(ตารางท่ี 1) 

 

ตารางที่ 1 รายงานการศึกษาการออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง 

ชนิดพืช ชิ้นสวน  สูตรอาหาร  

และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

อางอิง 

Cymbidium ensifolium 

var. misericors 

rhizome ½ MS + NAA 1.5 µM  + TDZ 

3.3-10  µM หรือ 2-iP 10-33 

µM 

Chang และ 

Chang (2003) 

Cymbidium niveo-

marginatum Mak.  

rhizome MS + BAP 5-10 มก/ล หรือ 

TDZ 2.5 มก/ล 

Kostenyuk 

และคณะ 

(1999)  

Dendrobium candidum seedling 

shoot 

Pretreatment MS+ABA ยาย

เลี้ยง MS+BA 0.5 มก/ล เกิด

ดอกภายใน 150 วัน (82.8%) 

Wang และ

คณะ (1997) 

Dendrobium candidum 

Wall. ex. Lindl 

seedling 

protocorm 

NAA BA ABA  Wang และ

คณะ (1993)  
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ชนิดพืช ชิ้นสวน  สูตรอาหาร  

และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

อางอิง 

Dendrobium Chao praya 

smile  

seedling อาหาร 2 ชั้น KC+BAP 11.1 

µM 

Hee และคณะ  

(2007) 

Dendrobium Madame 

Thong-In.  

seedling อาหารเหลวดัดแปลงสูตร KC+ 

BAP 4.4  µM ยายตนกลาเลี้ยง

อาหาร 2 ชั้น K5/KRA = 

KC+BA 22.2  µM /อาหารแข็ง 

KC+AC 0.03%  

Sim และคณะ 

(2007) 

Dendrobium nobile 

Lindl.   

seedling pretreatment สูตร ½MS + 

PP333และ NAA 90 วนั ยาย 

½MS +TDZ และเลี้ยงที่

อุณหภูมิต่ํา 

Wang และ

คณะ (2009)  

Dendrobium Second 

Love 

shoot อาหารดัดแปลงสูตร VW + 

TDZ 1.8 µM 

Ferreira และ

คณะ (2006) 

Dendrobium wangliangii protocorm ½MS + TDZ 2 มก/ล หรือ 

PP333 0.3 มก/ล และ NAA 0.5 

มก/ล 

Zhao และคณะ 

(2013) 

DoriellaTiny (Doritis 

pulcherrima X 

Kingiella 

philippinensis) 

nodes Hy + BA 5 มก/ล + CW 15% 

+ ซูโครส 2.5% (pH 5.6) เกิด

ดอก 47% (40 วัน) 93% (80 

วัน) 

Duan and 

Yazawa 

(1994) 

Laelio cattleya hybrid nodes ½KC (pH 4.9) Knudson 

(1930) 

Oberonia recurva Lindl. seedling ½MS + Kn 13.95 µM และ BA 

4.44 µM 

Thakur และ 

Dongarwar 

(2013) 

Oncidium varicosum seedling KC  Kerbauy 

(1984) 

Phalaenopsis hybrida nodes ABA Wang และ

คณะ (2002) 
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ชนิดพืช ชิ้นสวน  สูตรอาหาร  

และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

อางอิง 

Phalaenopsis spp.   nodes Hy+BAP 22 µM Duan and 

Yazawa 

(1995) 

Psygmorchis pusilla 

Dodson and Dressler 

seedling อาหารดัดแปลงสูตร KC  

กลวยบด 6%  

Vaz และคณะ 

(2004) 

Spathoglottis plicata Bl.   seedling Kn และ NAA Murthy และ

คณะ (2006) 
ABA = abscisic acid,  BAP = 6-benzylaminopurine, BA = benzyladenine, NAA = naphthaleneacetic acid, TDZ = 1-

phenyl-3-(1, 2, 3-thiadiazol-5-yl)-urea, PP333 = paclobutrazol, GA3 = gibberellic acid, Hy = Hyponex (Hyponex Japan, 

6.5-6-19, N-P-K), AC = activated charcoal, CW = coconut water, KC = Knudson C medium,  MS = Murashige and 

Skoog medium, VW = Vacin and Went medium, Kn = kinetin, 2-iP = isopentenyladenine 

 

3.2.2 การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนการชกันําดอก  

 

การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนการวางเลี้ยงบนอาหารชักนําดอก มีความสําคัญ

ตอความสําเร็จในการเกิดดอกในหลอดทดลองของกลวยไม ซึ่งมีวิธีการทําไดหลายวิธี เชน การตัดราก 

Kostenyuk และคณะ (1999) รายงานวา การเลี้ยงไรโซม Cymbidium niveo-marginatum Mak 

บนอาหารเติม BA เพียงอยางเดียว ชักนําดอกในหลอดทดลองได 40 เปอรเซ็นต แตเม่ือตัดรากตน

กลา กอนยายปลูกบนอาหารสูตรชักนําดอก หลังการวางเลี้ยง เปนเวลา 90 วัน พบวา เกิดชอดอก

เกือบ 100 เปอรเซ็นต มีรายงานการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนพืชหรือตนกลาบนอาหารที่เติมสารอินทรียบาง

ชนิดหรือสารชะลอการเจริญเติบโตเปนระยะเวลาหนึ่ง กอนยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําดอก 

พบวา สามารถกระตุนการสรางดอกกลวยไมสกุลหวาย Wang และคณะ (1997) รายงานวา การเลี้ยง

โพรโทคอรม D. candidium บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 

เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําชอดอกได 27 เปอรเซ็นต แตเม่ือเลี้ยงโพรโทคอรมบน

อาหารสูตร MS เติม ABA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 15 วัน แลวยายเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ภายในเวลา 5 เดือน สามารถชักนําชอดอก 84 

เปอรเซ็นต แตการวางเลี้ยงโพรโทคอรมอยางตอเนื่องบนอาหารเติม ABA หรือวางเลี้ยงเปนเวลานาน

ขึ้น (30 วัน) กอนยายเลี้ยงบนอาหารชักนําดอกไมพบการสรางดอก  Wang และคณะ (2009) การ

วางเลี้ยงตนกลา D. nobile อายุ 2-3 เดือน หลังจากการเพาะเมล็ด บนอาหารสูตร ½MS เติม PP333 
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เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 90 วัน กอนยาย

เลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เติม PP333 เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับการวางเลี้ยงที่อุณหภูมิต่ํา คือ กลางวัน 23 องศาเซลเซียส กลางคืน 18 องศาเซลเซียส ชวย

เพ่ิมเปอรเซ็นตการเกิดชอดอก และดอกบานปกติ Deb (2009) นําตนกลาหวาย D. Primulinum  สูง 

5-7 เซนติเมตร ท่ีไดจากการเพาะเมล็ดยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ําแอปเปล 10 เปอรเซ็นต 

เปนเวลา 4 สัปดาห แลวยายเลี้ยงบนอาหารท่ีปราศจากน้ําแอปเปล เติม NAA เขมขน 3 ไมโครโมลาร 

และ BA เขมขน 12  ไมโครโมลาร  พบวา เกิดดอกในหลอดทดลอง 4-5 ดอกตอชอ Sim และคณะ 

(2007) พบวา มีกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอก เมื่อเลี้ยงโพรโทคอรมหวาย D. 

Madame Thong-In ในอาหารเหลวสูตร KC ในขณะที่โพรโทคอรมที่เลี้ยงบนอาหารแข็งเติมเจลไรต

สรางกลุมยอดและราก อยางไรก็ตาม การเลี้ยงในอาหารเหลวทําใหไดดอกที่มีลักษณะผิดปกติ แตดอก

จะบานปกติเม่ือยายไปเลี้ยงบนอาหาร 2 ชั้น (เททับอาหารเหลวบนอาหารแข็ง) ภายใตสภาพแวดลอม

ที่เหมาะสม สามารถชักนําดอกในหลอดทดลองไดภายในระยะเวลา 5 เดือน หลังจากเพาะเมล็ด 

 

3.2.3 อัตราสวนของธาตุอาหารตอการออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง 

 

อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประกอบดวยธาตุอาหาร น้ําตาล สารควบคุมการเจริญ 

เติบโตและสารอินทรียอ่ืนๆ อัตราสวนของคารโบไฮเดรต ธาตุอาหาร และฮอรโมนพืช เปนปจจัยสําคัญ

ตอการเกิดดอกในหลอดทดลอง อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS มีองคประกอบของไนโตรเจนใน

ปริมาณสูง สงเสริมการเจริญเติบโตทางลําตน และยับยั้งการสรางตาดอก (Sudhakaran et al., 2006) 

Tee และคณะ (2008) รายงานวา การเพ่ิมปริมาณฟอสฟอรัสในอาหารมากขึ้น ลดไนโตรเจนใหนอยลง 

ชวยเพ่ิมปริมาณการสรางชอดอกในหลอดทดลองของกลวยไมหวาย D. Sonia 17 ดีกวาการเลี้ยงบน

อาหารสูตร ½MS ที่ไมไดปรับอัตราสวนฟอสฟอรัสและไนโตรเจน ทํานองเดียวกับ การชักนําดอกใน

หลอดทดลองของ Doriella ฟาแลนนอปซิส และหวายบางชนิด พบวา การเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี

ไนโตรเจนสูง ทําใหการสรางดอกลดลงหรือไมมีการสรางตาดอก (Duan and Yazawa, 1994) 

Kostenyuk และคณะ (1999) รายงานวา การปรับลดปริมาณไนโตรเจน และเพ่ิมฟอสฟอรัสในอาหาร

สงเสริมการสรางดอกซิมบิเดียมไดดีกวาการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS มาตรฐาน 
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3.2.4 ปจจัยภายในหลอดทดลอง 

 

ขอไดเปรียบของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ สามารถควบคุมสภาพแวดลอมทั้งภายใน

และภายนอกหลอดทดลองได สภาพแวดลอมภายในหลอดทดลอง เชน องคประกอบและสถานะของ

อาหาร การเลือกชิ้นสวนพืชจากชวงระยะการเจริญเติบโตและแหลงที่เหมาะสม การเพาะเลี้ยงบน

อาหารสองชั้น (Hee et al., 2007; Sim et al., 2007) เปนอีกเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการชักนํา

ดอกกลวยไมสกุลหวายที่ไมประสบผลสําเร็จจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งเติมเจลไรต Hee และ

คณะ (2007) ศึกษาผลของการเติม BA ความเขมขนตางๆ ในอาหารเหลวสตูร KC แลวเททับบนอาหาร

แข็งสูตร KC เติมเจลไรต และถานกัมมันต พบวา BA สงเสริมการเกิดชอดอกจาก 38 เปอรเซ็นต เม่ือ

เลี้ยงบนอาหารแข็ง และการออกดอกเพิ่มเปน 87 เปอรเซ็นต เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารเติม BA 4.4  

ไมโครโมลาร การเติม BA ในอาหารเหลวชั้นบนสงเสริมใหดอกมีลักษณะปกติ นอกจากนี้ พบวา การ

คัดเลือกตนกลาที่มีลักษณะปกติ สมบูรณ แข็งแรง ชวยเพ่ิมเปอรเซน็ตการสรางดอกในหลอดทดลอง 

จาก 45 เปน 72 เปอรเซ็นต  

 

3.2.5 ปจจัยภายนอกหลอดทดลอง 

 

ปจจัยภายนอกหลอดทดลองที่มีความสําคัญตอการออกดอกของพืช เชน ชวงเวลาที่

พืชไดรบัแสง และความเขมแสง หรือการออกดอกของพืชบางชนิดขึ้นอยูกับอุณหภูมิ กลาวคือ จะออก

ดอกตอเมื่อไดรับการกระตุนดวยอุณหภูมิต่ําเสียกอน เรียกลักษณะเชนนี้ วา การใชความเย็นกระตุน

ใหออกดอก (vernalization) ซึ่งเปนลักษณะของพืชในเขตหนาว Vaz และคณะ (2004) พบวา 

ระยะเวลาการใหแสงมีผลตอการเจริญเติบโตและการสรางดอก ของ Psygmorchis pusilla Dodson 

and Dresser ชวงแสงท่ีเหมาะสม คือ 12-14 ชั่วโมงตอวัน สงเสริมการสรางชอดอกในหลอดทดลอง

และดอกบานปกติ ในขณะที่การใหแสงนอยกวานี้ทําใหดอกไมบานหรือชวงเวลาบานสั้นลง สวน

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและสรางชอดอก คือ 27 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ต่ําหรือสูง

กวานี้ (22 และ 32 องศาเซลเซียส) ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต และไมพบการสรางดอกในหลอด

ทดลอง  

 

4. การชักนําพอลิพลอยด 

 

การชักนําพืชใหเกิดพอลิพลอยด หรือการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมเปนเทคนิคในการปรับปรุง

พันธุพืชใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมมากขึ้น มักมีผลใหพืชเพ่ิมหรือขยายขนาดเซลล สงผล
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ใหลักษณะของสวนรางกายและสวนสืบพันธุใหญขึ้น ลักษณะเหลานี้แตกตางจากพืชพอลิพลอยดที่

พัฒนาจากการผสมเกสรตามธรรมชาติซึ่งพืชสามารถเกิดพอลิพลอยดไดแตมีนอย  

การชักนําพืชใหเกิดพืชพอลิพลอยด ทําไดโดยการใชสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งการสราง 

เสนใยสปนเดิล ซึ่งเปนโครงสรางที่ชวยในการแยกตัวของโครโมโซมในระยะแอนาเฟส เชน โคลชิซิน 

ออริซาลิน ไตรฟลูราลิน อะมิโพรฟอสเมธิล และไนตรัสออกไซด สารเคมีที่นิยมใชกันทั่วไป คือ  

โคลชิซิน ซึ่งเปนสารประเภทอะโรมาติกอัลคาลอยดมีคุณสมบัติละลายน้ําได โคลชิซินมีผลตอ 

ไมโครทิวบูล เนื่องจากโคลชิซินไปจับกับโปรตีนทูบูลิน ซึ่งเปนหนวยยอยของไมโครทิวบูล ทําให 

ไมโครทิวบูลไมสามารถสรางเปนเสนใยยาวที่เรียกวาเสนใยสปนเดิลในขณะที่มีการแบงเซลล ดังนั้นใน

ระยะแอนาเฟสโครมาทิดจึงไมสามารถถูกดึงไปที่ข้ัวเซลล ทําใหเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมจาก 2n เปน 

4n หรือเปนพอลิพลอยด (Starr and Taggart, 1995)  

การปรับปรุงพันธุกลวยไมโดยการใชโคลชิซินชักนําใหเกิดพอลิพลอยด เปนเครื่องมือสําคัญใน

การปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มขนาดดอก ลําลูกกลวย หรือลักษณะอ่ืนตามตองการ โดยทั่วไปความเขมขน

ของโคลชิซินที่ใชอยูในชวง 0.01–1.0 เปอรเซ็นต (w/v) สําหรับระยะเวลาที่ใหมีความแตกตางกัน

ขึ้นอยูกับชนิดของกลวยไมและชิ้นสวนที่ใช เชน Vichiato และคณะ (2007) รายงานการชักนํา 

เตตระพลอยดของ D. nobile Lindl. โดยการนําตนกลา สูงประมาณ 0.5 เซนติเมตร แชสารละลาย

โคลชิซิน เขมขน 0.05 และ 1.0 เปอรเซ็นต ในสภาพมืด เปนเวลา 24 48 72 และ 96 ชั่วโมง แลว 7 

เดือนตอมา บันทึกอัตรารอดชีวิต ความสูง เสนรอบวงลําลูกกลวย และระดับพลอยดี โดยนับจํานวน

โครโมโซมในระยะเมตาเฟส พบวา การใชโคลชิซินทั้งสองความเขมขน แชเปนเวลา 96 ชั่วโมง ไมมีผล

ทางสถิติตออัตรารอดชีวิต และโคลชิซินทั้งสองความเขมขนสามารถชักนําเตตระพลอยด (2n=4x=76 

โครโมโซม) หลังการแชเปนเวลา 72 และ 96 ชั่วโมง การแชตนกลาดวยสารละลายโคลชิซิน เขมขน 

0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 96 ชั่วโมง สามารถชักนําตนเตตระพลอยดไดเปนจํานวนมาก 

Atichart และ Bunnag (2007) รายงานวา การแชโพรโทคอรม D. secundum (Bl.) Lindl. 

ในสารละลายโคลชิซนิ เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 วัน สามารถชักนําตนพอลิพลอยดไดเปน

จํานวนมาก  Sarathum และคณะ (2010) รายงานวา การแชโพรโทคอรม D. scabrilingue L. ใน

สารละลายโคลชิซิน เขมขน 0.075 เปอรเซ็นต เปนเวลา 14 วัน โพรโทคอรมมีอัตรารอดชีวิต สูงสุด 

36.8 เปอรเซ็นต และสามารถชักนําตนเตตระพลอยดได 43.1 เปอรเซ็นต  สาริณี (2538) ศึกษา

จํานวนโครโมโซม ลักษณะดอกและความสมบูรณในการสืบพันธุของกลวยไมหวาย D. superbiens 

ตนดิพลอยด และอัลโลเตตระพลอยด ซึ่งเปนตนที่ไดมาจากการเพ่ิมจํานวนโครโมโซมแคลลัสที่เปน 

ดิพลอยด ดวยสารละลายโคลชิซิน เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต จากการศึกษา พบวา ตนดิพลอยด 

มีจํานวนโครโมโซมปกติ เทากับ 2n=2x=38 และตนอัลโลเตตระพลอยด มีจํานวนโครโมโซม 

2n=4x=76 จํานวนดอกในชอนอยกวาตนที่เปนดิพลอยด แตกลีบดอกของตนอัลโลเตตระพลอยดมี
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ขนาดกวาง ยาว และหนามากกวา การบานของดอกตนอัลโลเตตระพลอยดนานกวาดิพลอยดเปน

เวลา 8 วัน เมื่อเปรียบเทียบความสมบูรณในการสืบพันธุ พบวา ตนเตตระพลอยดมีความสมบูรณใน

การสืบพันธุสูงกวาตนดิพลอยด 

นอกจากนี้ ยังมีรายงานการศึกษาการเพ่ิมจํานวนโครโมโซมในกลวยไมชนิดอื่นๆ เชน Silva 

และคณะ (2000) ศึกษาผลของโคลชิซินตอการชักนําพอลิพลอยดจากโพรโทคอรมของกลวยไม 

Cattleya intermedia L. ในสภาพปลอดเชื้อ โดยใชโคลชิซิน เขมขน 0.00  0.05  0.1 และ 0.2 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 และ 8 วัน พบวา โคลชิซิน เขมขน 0.05 และ 0.1 เปอรเซ็นต สามารถ 

ชักนําใหเกิดตนที่เปนมิกโซพลอยด และตนเตตระพลอยด ที่มีขนาดปากใบและความหนาแนนของ

ปากใบเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับตนปกติ และสามารถใชความหนาแนนของปากใบเปน 

ตัวจําแนกความแตกตางระหวางตนปกตกัิบตนเตตระพลอยด  

Griesbach (1981) ศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมในกลวยไมสกุลฟาแลนอปซิส 3 ชนิด 

คือ Phalaenopsis equestris, P. fasciata และ P. Betty hauserman โดยนําฝกกลวยไมที่มีอายุ

ประมาณ 4–5 เดือน มาเพาะบนอาหารสูตร MS แลวยายโพรโทคอรมจํานวน 50 โพรโทคอรม ลงใน

อาหารเหลวเติมโคลชิซิน เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร วางบนเครื่องเขยา ความเร็ว 50 รอบตอนาที 

นาน 10 วัน จากนั้นยายโพรโทคอรมลงในอาหารปราศจากโคลชิซินและยายลงในอาหารใหมในเดือน 

ตอมา เมื่อพัฒนาเปนตนที่สมบูรณจึงยายออกปลูกและตรวจนับโครโมโซม พบวา สามารถชักนําการ

เพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมได 50 เปอรเซ็นต เปนตนเตตระพลอยดและออคตาพลอยด 46 และ 2  

เปอร เซ็นต  ตามลําดับ ตนท่ีได จากการเพ่ิมจํานวนโครโมโซมโดยโคลชิซินมีการปลดปลอย

สารประกอบฟโนลในอาหารจึงตองยายเปลี่ยนอาหารทุก 2 – 3 สัปดาห ตนมีการเจริญเติบโตชากวา 

ตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยดในสภาพธรรมชาติสามารถออกดอกไดหลังเพาะเมล็ดนาน 3 ป แต 

ตนเตตระพลอยดที่ไดจากการชักนําสามารถออกดอกไดหลังเพาะเมล็ดนาน 5 ป  

Kim และคณะ (2003) ใชสวนของโพรโทคอรมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปลายยอดของ

ลูกผสมซิมบิเดียมที่เปนตนดิพลอยด แชสารละลายโคลชิซิน ความเขมขน 0.01 0.05 และ 0.1 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 2 และ 3 สัปดาห เพื่อชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมเปน 

สองเทา พบวา ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต สงผลใหโพรโทคอรมตายมากที่สุด สวนความเขมขน 

0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 สัปดาห ทําใหโพรโทคอรมตาย 50 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนความเขมขนและ

เวลาที่ดีที่สุด จํานวนโครโมโซมท่ีเกิดมีทั้งเปนเตตระพลอยด และทริพลอยด และพบวาระยะเวลาที่ได

รับสารละลายโคลชิซินไมมีผลแตกตางกันตอการเพ่ิมจํานวนชุดของโครโมโซม แตมีผลตออัตราการ

รอดชีวิตของโพรโทคอรม นอกจากการตรวจนับจํานวนโครโมโซมในเซลลปลายรากแลว ลักษณะของ 

ตนพอลิพลอยดยังมีความแตกตางจากตนดิพลอยดในดานรูปรางใบและความยาวใบ  
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วัตถุประสงค 

 

1. ศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร 

2. เพ่ือศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและชักนําดอกลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในสภาพปลอดเชื้อ 

3. เพ่ือศึกษาความเขมขนของโคลชิซินและระยะเวลาที่เหมาะสมตอการชักนําพอลิพลอยด

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  
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บทที่ 2 

 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 

 

วัสดุ 

 

1. วัสดุพืช 

 

ในการศกึษานี้ใชตนกลากลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่

เพาะเมล็ดบนอาหารสูตร VW (Vacin and Went) 

 

2. สูตรอาหารที่ใชเลี้ยง 

 

สูตรอาหารที่ใชในการศึกษานี้ เปนสูตร VW และ MS เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด

และความเขมขนตางๆ  

 

3. วัสดุสารเคมี 

 

3.1 สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบของอาหารสูตร VW และ MS น้ําตาลซูโครส วุน ไฟตาเจล 

3.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต เชน ไคโตซาน BA  2,4-D  TDZ  PBZ  

3.3 สารละลายปรับ pH คือ HCl และ KOH 

3.4 สารเคมีที่ใชในการชักนําและตรวจสอบการกลายพันธุ เชน โคลชิซิน กรดอะซิติก และ

แอลกอฮอล 

3.5 สารเคมีที่ใชในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ ประกอบดวยสารละลายบัฟเฟอร [Tris-HCl 

Triton-X  polyvinylpyrrolidone (PVP)] dNTP (dATP dTTP dCTP และ dGTP) 

ไพรเมอร OPA03  OPAB01 OPAB09 OPAB14 OPB04 OPB04 OPB07 OPB08  

OPB18 OPJ04 OPN15 OPR11 และ OPT06 แมกนีเซียมคลอไรด Taq polymerase 

และสียอมดีเอ็นเอ propidium iodide (PI)  
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 อุปกรณ 

 

1.   อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร 

 

1.1 เครื่องแกว เชน ไปเปต กระบอกตวง บีกเกอร ขวดปรับปริมาตร ฟลาสก 

1.2 กระดาษกรองจุลินทรีย ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

1.3 เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 

1.4 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  

1.5 ตูอบฆาเชื้อ หมอนึ่งความดันไอไมโครเวฟ และตูเยน็ 

 

2. อุปกรณสําหรับการยายเลี้ยงและวางเลี้ยง 

 

2.1 ตูยายเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

2.2 ชุดเครื่องมือยายเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดแก ปากคีบ ดามมีดพรอมใบมีดผาตัด 

2.3 เครื่องเขยาเลี้ยง 

2.4 ชั้นสําหรับวางขวดเพาะเลี้ยง ควบคุมอุณหภูมิ 26+2 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมง

ตอวัน ความเขมแสง 8.75 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี

 

3. อุปกรณที่ใชในการศึกษาลักษณะของเซลลคุม 

 

3.1 อุปกรณที่ใชในการศกึษาเซลลคุม ไดแก ใบมีด ปากคีบ แผนสไลด แผนปดสไลด 

3.2 กลองจุลทรรศนใชแสงแบบเชิงประกอบ (compound light microscope) ยี่หอ 

Olympus รุน BH2-RFL-T2 

 

4. อุปกรณที่ใชในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ 

 

4.1 อุปกรณในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ ไดแก ใบมีด หลอดไมโครเซนตริฟวจ กระดาษ

กรอง ขนาด 20 ไมโครเมตร ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว 

4.2 อุปกรณชุดอิเลคโตรโฟรีซิส และการทําพีซีอาร ไดแก ตูแชแช็ง -20 และ -30 องศา

เซลเซียส เครื่องไมโครเซนตริฟวจ เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง ไมโครปเปต 

เครื่องนึ่งฆาเชื้อ เครื่องอิเลคโตรโฟรีซีส (LE Agarose, Promega, USA) เครื่อง XP 
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Thermal Cycler (บริษัท Bioer Technology จํากัด) รุน TC-XP ประเทศญี่ปุน 

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร รุน  Nano drop (ND-1000) เครื่องถายภาพเจล เครื่อง

เขยา (vortex) 

4.3 เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ FACScalibur Flow Cytometer รุน Becton-Dickinson 

Japan 
 

วิธีการ  

 

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสม 

 

การเตรียมดีเอ็นเอ 

 

 สกัดดีเอ็นเอจากใบออนกลวยไมหวายซานทานา เหลืองจันทบูร และลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูร โดยวิธี CTAB (hexadecyltrimetyammonium bromide) ที่

ดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1990) ใชตัวอยางใบออน ประมาณ 1 กรัมน้ําหนักสด ใสในโกรง

บดตัวอยางที่แชเย็น เติม CTAB buffer ซึ่งประกอบดวย PVP-40 เขมขน 1 เปอรเซ็นต NaCl เขมขน 

1.4 มิลลิโมลาร Na2EDTA  เขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 8.0 CTAB เขมขน 2 เปอรเซ็นต และ –

mercaptoethanol เขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 750  ไมโครลิตร บดตัวอยางใหละเอียด เทใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

60 นาที กลับหลอดไปมาทุก 10 นาที เติมคลอโรฟอรม ปริมาตร 700  ไมโครลิตร  กลับหลอดไปมา

เบาๆ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายสวนใสดานบน

ใสหลอดใหม เติมสารละลายไอโซโพรพานอล ปริมาตร 650  ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ จน

เห็นสายดีเอ็นเอ จากนั้นทิ้งไวประมาณ 5 นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอตกตะกอนสูกนหลอด เทสารละลายทิ้ง

ใหเหลือแตตะกอนดีเอ็นเอ แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอลแชเย็น เขมขน 70 เปอรเซ็นต 2 

ครั้ง วางตะกอนดีเอ็นเอใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลาย TE 

buffer ปริมาตร 50  ไมโครลิตร (Tris-HCl (pH 7.0) 10 มิลลิโมลาร และ Na2EDTA (pH 7.0) 1 มิลลิ

โมลาร) ที่อุณหภูมิหอง เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนวุนอะกาโรส (agarose 

gel electrophoresis) โดยใชอะกาโรสเจล เขมขน 0.7 เปอรเซ็นต ละลายดวย 1x TE buffer ผสม

ตัวอยงดีเอ็นเอที่สกัดได ปริมาตร 2 ไมโครลิตร กับ loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยอดลงบน 

อะกาโรสเจล พรอมดีเอ็นเอมาตรฐาน ( DNA) ตรวจสอบภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต ดวย



21 

สารละลาย TBE buffer (Tris Base Boric acid Na2EDTA 0.5 โมลาร pH 8.0) เปนเวลา 20 นาที 

เปรียบเทียบความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน นําเจลมายอมสีดีเอ็นเอดวย 

เอธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Gel 

documentation แลวปรับความเขมขนของดีเอ็นเอ โดยการเจือจางดวย TE buffer ใหไดความ

เขมขน 2,300-2,800 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สําหรับการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 

 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

 

 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอร ขนาด 10 นิวคลิโอไทด จํานวน 12  

ไพรเมอร คือ OPA03 OPAB01 OPAB09 OPAB14 OPB04 OPB07 OPB08 OPB18 OPJ04 OPN15  

OPR11 และ OPT06 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมโดยปฏิกิริยาพีซีอาร ตามวิธีการของ ศิริญญา 

(2551) สวนผสมในปฏิกิริยาพีซีอาร 25 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ 60 นาโนกรัม 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10x Taq buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร เขมขน 0.2 ไมโครโมลาร 

ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร dNTPs (dCTP, dGTP, dTTP และ dATP) เขมขน 250 ไมโครโมลาร

ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร Taq polymerase เขมขน 5.0 ยูนิต ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร dH2O 

ปริมาตร 17.8 ไมโครลิตร สังเคราะหดีเอ็นเอดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (DNA Thermal 

Cycler) โดย denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 

denaturation ที่ อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  annealing ที่ อุณหภูมิ  37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 

จํานวน 2 รอบ ตามดวย denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วินาที annealing 

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 นาที จํานวน 2 รอบ ตามดวย  denaturation ที่อุณหภูมิ 93 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จํานวน 41 รอบ และตามดวย extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ เพื่อใหเกิดไพรเมอร extension สมบูรณ แลวเก็บท่ี 4 

องศาเซลเซียส ทําการตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยนําสารละลายดีเอ็นที่สังเคราะหได ปริมาตร 12  

ไมโครลิตร ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.5 

เปอรเซ็นต ละลายดวย TBE buffer ภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง 50 นาที 

นําเจลมายอมดวยเอธิเดียมโบรไมด เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที แลวลาง

ดวยน้ํากลั่น เปนเวลา 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร 

ถายรูปดวยเครื่อง gel documentation คัดเลือกไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแตละ
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ตัวอยาง วิเคราะหขอมูลดวยการตรวจดูจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ ตําแหนงการปรากฏและไม

ปรากฏแถบในลายพิมพดีเอ็นเอของตนพอ ตนแม และลูกผสมที่ไดจากแตละไพรเมอร 

 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  

 

2.1 ผลของชิ้นสวนและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

 

นําตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร จากการเพาะเมล็ดบน

อาหารสูตร VW ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 4 เดือน มาตัดแยกเปนชิ้นสวน 

ลําตน ขอ (ประกอบดวยลําตนและขอ 1 ขอ) และใบ (ภาพที่ 3) เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW เติม BA 

หรือ TDZ เขมขน 0 1.0  3.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือเติม 2,4-D เขมขน 0  0.5  2.5  5.0 

และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ BA รวมกับ 2,4-D เขมขน 0  1.0  3.0 และ 6.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมดวยน้ํามะพราว 150  มิลลิลิตรตอลิตร น้ําตาลซูโครส 20  กรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง 

5.3 หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน บันทึกผล การสรางยอดเปรียบเทียบกันระหวางสารควบคุมการ

เจริญเติบโตและชิ้นสวนพืช โดยใชแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) 

และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ Duncan’s multiple range test (DMRT) 

 

 
 

ภาพที่ 3   การเตรียมชิ้นสวนจากตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 
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2.2 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร  

 

นําตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร อายุ 6 เดือน นับจาก

เพาะเมล็ดและยายเลี้ยง 2 ครั้ง (ยายเลี้ยง 2 เดือนตอครั้ง) บนอาหารสูตร VW ที่ปราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต จากนั้นยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เติมไคโตซาน เขมขน 0  1.0  2.0  

3.0  และ 4.0 มิลลิกรัมตอลิตร ทุกสูตรเติมน้ําตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตร มันฝรั่งบด 70 กรัมตอลิตร  

ผงถานกัมมันต 2 กรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง 5.6 วุน 6.7 กรัมตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 

3 เดือน  บันทึกผลจํานวนยอด น้ําหนักสด ความสูงตน จํานวนใบ ความยาวใบ จํานวนราก และความ

ยาวราก ในแตละความเขมขนของไคโตซานเปรียบเทียบกัน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  

 

3. การชักนําดอกลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง 

 

นําตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร ที่ไดจากการเพาะเมล็ด

บนอาหารสูตร VW ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 3 เดือน ไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง

สูตร VW เติมฺ BAP เขมขน 0.5 1.0 1.5 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ PBZ เขมขน 0  0.25 0.5 

0.75 1.0 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ ความ

เขมขน 0 0.04  0.20  0.40  และ 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน  บันทึกผล

การสรางยอดรวม และดอก ในแตละความเขมขนของ BA PBZ และ PBZ รวมกับ TDZ โดยใชแผนการ

ทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT 

 

4. การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในหลอดทดลอง 

 

ตัดแยกชิ้นสวนลําตนท่ีประกอบดวยลําตนและขอ 1 ขอ ขนาด 1 เซนติเมตร จากตนกลา

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ แชสารโคลชิซิน 

เขมขน 0 0.01  0.05  และ 0.10 เปอรเซ็นต ซึ่งละลายในอาหารเหลวสูตร VW วางบนเครื่องเขยา

ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส สภาพมืด เปนเวลา 24  48 และ 72 

ชั่วโมง จากนั้นลางชิ้นสวนดวยอาหารเพาะเลี้ยงเพ่ือกําจัดสารละลายโคลชิซินจนหมด วางชิ้นสวนบน

กระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อแลวเพื่อซับใหแหง ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW ปราศจากสาร
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ควบคุมการเจริญเติบโต บันทึกอัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนและอัตราการรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต 

(LD50) หลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของโคลชิซิน ทําการ

ทดลองทั้งหมด 12 การทดลอง การทดลองละ 30 ชิ้นสวน โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT หลังจากเลี้ยงตนกลาท่ีผานการทรีตดวยโคลชิซิน เปนเวลา 3 

เดือน ตรวจสอบลักษณะทางสรีรวิทยาของตนที่ไดเปรียบเทียบกันโดยใชแผนการทดลองขางตน  

 

การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอโดยโฟลไซโทเมทรี 

 

 นําชิ้นสวนใบตนกลาลูกผสมที่คาดวาเปนตนพอลิพลอยด และตนควบคุม จากการศึกษาที่

ผานมา อยางละ 10 ตน แตละตนใช 1 ใบ มาวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบการเกิด 

พอลิพลอยด ตามวิธีการ ดังนี้ คือ ตัดใบออน ขนาด 1-2 เซนติเมตร (ตัดเสนกลางใบออก) ใสในจาน

เพาะเลี้ยงขนาดเล็ก หั่นเปนชิ้นเล็กๆ เติมสารละลาย PVP ปริมาตร 700 ไมโครลิตร สับดวยใบมีดโกน

ประมาณ 100 ครั้ง กรองดวยกรวยกรองขนาด 20 ไมโครเมตร ใสหลอดเซนตริฟวจ เติมสารละลาย 

PI ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมดวยการคว่ําหลอดเบาๆ 2-3 ครั้ง จากนั้นนําไปบมในกลองน้ําแข็ง  

เปนเวลา 10 นาที จึงนําตัวอยางวิเคราะหดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร Beckman Coulter Flow 

Cytometry บันทึกผลการนับนิวเคลียส วิเคราะหผลที่ได และเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของ 

ตนตัวอยางและตนควบคุม เพ่ือหาระดับพลอยดี โดยใชดีเอ็นเอของขาวญ่ีปุนสายพันธุ  Nipponbare 

[Oryza sativa (cv. ‘Nipponbare’)] ซึ่งทราบระดับพลอยดีแนนอนแลว เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน 

คํานวณปริมาณดีเอ็นเอ ดังสมการตอไปนี้ 

 Sample (2C DNA)  =  G1 peak channel of sample  X  1.08 pg 

 

  

G1 peak channel of Oryza sativa   
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บทที่ 3 

 

ผล 

 

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสม 

 

 จากการใชไพรเมอรอารเอพีดี ขนาด 10 นิวคลิโอไทด จํานวน 12 ไพรเมอร เขาสุมจับกับ

แถบดีเอ็นเอตนแบบของกลวยไมหวายซานทานา เหลืองจันทบูร และลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร  สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 334 แถบ เปนพอลิมอรฟค 

จํานวน 42 แถบ และมีลักษณะโมโนมอรฟคที่ตรงกับตนเหลืองจันทบูร จํานวน 133 แถบ ในขณะท่ี 

ปรากฏแถบโมโนมอรฟคตรงกับกลวยไมหวายซานทานา จํานวน 159 แถบ (ตารางท่ี 2)  

 
 

ตารางที่ 2 ชนิดของไพรเมอรอารเอพีดีที่ใชในการตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูรตอรูปแบบ ขนาด และคุณภาพของดีเอ็นที่เพ่ิมปริมาณได 

ไพรเมอร 
ลําดับเบส 

(5’ – 3’) 

จํานวน

แถบ

ทั้งหมด 

จํานวนแถบโมโนมอรฟค จํานวน

แถบพอลิ

มอรฟค 

ขนาดของ

ชิ้นสวน DNA 

(bp) 

ความ

ชัดเจน เหลือง

จันทบูร 

ซานทานา 

OPA03 AGT CAG CCA C 54 24 29 1 250-1,100 ++++ 

OPAB01 CCG TCG GTA G 15 6 8 1 200-1,100 +++ 

OPAB09 GGG CGA CTA C 17 5 11 1 200-1,100 +++ 

OPAB14 AAG TGC GAC C 17 8 8 1 200-1,200 ++ 

OPB04 GGA CTG GAG T 19 6 3 10 200-1,517 +++ 

OPB07 GCT GAC GCA G 37 22 12 3 200-1,300 ++++ 

OPB08  GTC CAC ACG G 14 5 7 2 300-1,517 ++ 

OPB18  GGG AAT TCG G 27 9 12 6 200-1,200 ++++ 

OPJ04 CCG AAC ACG G 30 12 16 2 300-1,000 ++++ 

OPN15 CAG CGA CTG T 25 8 12 5 200- 1,517 + 

OPR11 GTA GCC GTC T 47 16 25 6 200- 1,517 ++++ 

OPT06 CAA GGG CAG A 32 12 16 4 300-1,200 ++++ 

รวม 334 133 159 42 200-1,517  

++++  เพ่ิมปริมาณไดทุกตัวอยาง ใหแถบชัดเจน +++ เพ่ิมปริมาณไดทุกตัวอยางใหแถบไมชัดเจน 

++ ไมสามารถเพ่ิมปรมิาณไดทุกตวัอยาง ใหแถบชัดเจน + ไมสามารถเพ่ิมปริมาณไดทุกตัวอยาง ใหแถบไมชัดเจน 
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จากการตรวจสอบลูกผสมดวยเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดี จํานวน 12 ไพรเมอร พบวา มี 6 

ไพรเมอร คือ OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได

ทุกตัวอยางและใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน (ภาพท่ี 4-9) สามารถนําไปใชตรวจสอบความสัมพันธทาง

พันธุกรรมระหวางลูกผสมกับกลวยไมหวายซานทานา และเหลืองจันทบูรได โดยลูกผสมท่ีไดมีรูปแบบ

ของดีเอ็นจากทั้งฝายพอและแม ท่ี 350 800 และ 900 คูเบส (ภาพที่ 4) 230  260 350 1,050 และ 

1,150 คูเบส (ภาพที่ 5) 350 คูเบส (ภาพที่ 6)  530 และ 850 คูเบส (ภาพที่ 7) 130 200 280 700 

และ 1,250 bp (ภาพที่ 8) และ 280 คูเบส (ภาพที่ 9) ตามลําดับ รวมทั้งมีรูปแบบดีเอ็นเอที่แตกตาง

ไปจากพอและแม ที่ 560 และ 650 คูเบส (ภาพที่ 4)  580 900 และ 1,000 (ภาพที่ 6)  600 และ 730 

คูเบส (ภาพที ่ 7) 550 และ 1,150 คูเบส (ภาพที่ 8) 180  600 650 และ 700 คูเบส (ภาพที่ 9) 

ตามลําดับ 

 

 

ภาพที่  4  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีด ี

ดวยไพรเมอร OPA03  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

OPA03 
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ภาพที่  5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีด ี

ดวยไพรเมอร OPB07  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

  

OPB07 
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ภาพที่  6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPJ04  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

 

  

OPJ04 
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ภาพที่  7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPT06 

M คอื ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

 

 

  

100 bp 

M        1          2         3          4          5         6          7          8          9 

1,000 bp 

OPR11 

OPT06 
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ภาพที่  8  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPR11  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส  

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

 

 

 M 

OPR11 
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ภาพที่  9  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPB18 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส  

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

     

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  

 

2.1 ผลของชิ้นสวนและสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมตอการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

 

หลังจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนบนอาหารแข็งสูตร VW เติม BA และ TDZ ความเขมขนตางๆ 

เปนเวลา 2 เดือน พบวา ชิ้นสวนขอมีการสรางยอดดีที่สุด รองลงมา คือ ชิ้นสวนลําตน สําหรับวาง

เลี้ยงชิ้นสวนใบ  ไมพบการสรางยอดจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบทั้งบนอาหารเติมและไมเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต สูตรอาหารปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และเติม TDZ เขมขน 5 

มิลลิกรัมตอลิตร ใหการสรางยอดจากชิ้นสวนขอสูงสุด 33.33 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 3) แตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับการวางเลี้ยงชิ้นสวนขอบนอาหารสูตรเติม BA เขมขน 1-3 มิลลิกรัม

ตอลิตร ซึ่งใหการสรางยอด 6.67 เปอรเซน็ต  

M 

OPB18 
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ตารางที่ 3 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมในอาหารสูตร VW และชิ้นสวนพืชตอการสราง 

ยอดของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 45 วัน 

ความเขมขน (มก/ล)  การสรางยอด (%)  จํานวนยอดตอชิ้นสวน 

BA TDZ  ใบ ลําตน ขอ  ใบ ลําตน ขอ 

0 0  0 13.34 33.33a  0 2.00a 1.44a 

1 0  0 6.67 6.67c  0 1.00b 1.55a 

3 0  0 6.67 6.67c  0 2.00a 1.00b 

5 0  0 6.67 6.67c  0 2.00a 1.00b 

0 1  0 13.34 20.00bc  0 1.00b 1.00b 

0 3  0 13.34 26.67ab  0 1.00b 1.00b 

0 5  0 13.34 33.33a  0 2.00a 1.00b 

F-test  - ns *  - * * 

C.V.(%)  - 48.10 45.71  - 15.61 17.97 

ns ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ   

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

จากการศึกษาผลของ BA และ 2,4-D ตอการสรางยอดจากชิ้นสวนใบและชิ้นสวนขอของ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน พบการ

สรางยอดใหมจากชิ้นสวนขอเทานั้น (ตารางท่ี 4) การเติม BA รวมกับ 2,4-D มีผลตอการสรางยอด

ของกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร โดยพบการสรางยอด สูงสุด 

55 เปอรเซ็นต 1.27 ยอดตอชิ้นสวน จากชิ้นสวนขอท่ีวางเลี้ยงบนอาหารเติม 2,4-D เขมขน 0.5 

มิลลิกรัมตอลิตร แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับการเลี้ยงชิ้นสวนบนสารควบคุม 

การเจริญเติบโตความเขมขนอ่ืนๆ  
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ตารางที่ 4 ผลของ BA  2,4-D ที่เติมในอาหารสูตร VW และชิ้นสวนพืชตอการสรางยอดของลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 2 เดือน 

ความเขมขน (มก/ล)  การสรางยอด (%)  จํานวนยอดตอชิ้นสวน 

BA 2,4-D  ใบ ขอ  ใบ ขอ 

0 0  0 0d  0 0b 

0 0.5  0 55.00a  0 1.27a 

0 2.5  0 0d  0 0b 

0 5.0  0 0d  0 0b 

0 10.0  0 0d  0 0b 

1.0 1.0  0 3.33c  0 1.00a 

1.0 3.0  0 0d  0 0b 

1.0 6.0  0 0d  0 0b 

3.0 1.0  0 18.33b  0 1.33a 

3.0 3.0  0 0d  0 0b 

3.0 6.0  0 3.33c  0 1.00a 

6.0 1.0  0 0d  0 0b 

6.0 3.0  0 0d  0 0b 

6.0 6.0  0 0d  0 0b 

F-test  - *  - * 

C.V.(%)  - 16.86  - 51.96 

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

2.2 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของตนกลาลูกผสมกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร  

 

จากการศึกษาผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลามีน้ําหนักสด ระหวาง 1,061.00-

1,782.67 มิลลิกรัม ตนกลาที่เลี้ยงบนอาหารเติมไคโตซานทุกความเขมขนมีน้ําหนักสดแตกตางกันทาง

สถิติ โดยตนกลามีน้ําหนักสดมากที่สุด 1,782.67 มิลลิกรัม บนอาหารเติมไคโตซาน 2 มิลลิลิตรตอ

ลิตร เมื่อพิจารณาการสรางยอดจากชิ้นสวนที่เพาะเลี้ยง พบวา ไคโตซานทุกความเขมขนที่ใชใหการ

สรางยอดรวมสูงกวาการไมเติมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) ไคโตซาน เขมขน 2 
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มิลลิลิตรตอลิตร ใหจํานวนยอดมากท่ีสุด 9.92 ยอด แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) เมื่อ

เปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนอาหารที่ปราศจากไคโตซาน นอกจากนี้ยัง พบวา การเติมไคโตซานความ

เขมขนสูงข้ึน ชวยเพิ่มจํานวนรากมากขึ้น อยางไรก็ตามการเติมไคโตซานไมมีผลทางสถิติตอความยาว

ราก และความสูงตน (ตารางท่ี 5 ภาพที่ 10) 

 

ตารางที่ 5 ผลของไคโตซานที่เติมในอาหารสูตร VW ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

ไคโตซาน  

(มล/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวนยอด 

(ยอด) 

จํานวนราก  

(ราก) 

ความยาวราก 

(ซม) 

ความสูงตน 

(ซม) 

0 1,061.00b 5.97b 7.07c 1.68 6.12 

1 1,550.00ab 7.33ab 10.40bc 2.81 6.02 

2 1,782.67a 9.92a 13.27ab 1.87 5.88 

3 1,490.00ab 7.20ab 13.85ab 2.41 6.25 

4 1,503.67ab 6.99ab 14.93a 2.47 7.00 

F-test * * * ns ns 

C.V.(%) 18.65 25.62 18.50 44.32 10.47 

ns ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอกัษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 
 

 

ภาพที่  10 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงบนอาหาร

แข็งเติมไคโตซานความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

chitosan 0       1.0   2.0  3.0  4.0 ml/l 
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3. การชักนําดอกลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง 

 

จากการศึกษาผลของ BA ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร หลังเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร มีน้ําหนักสดมากที่สุด 1,008.33 มิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA เขมขน 3.0 

มิลลิกรัมตอลิตร แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) กับการเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความ

เขมขนอ่ืนๆ (ตารางที่ 6) อยางไรก็ตาม จํานวนยอดและความสูงยอดไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 

เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความเขมขนตางกัน สูตรอาหารเติม BA ใหความยาวของราก สูงสุด 2.79 

เซนติเมตร รองลงมาคือ การเติม BA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารปราศจาก BA แตกตางทาง

สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) กับการวางเลี้ยงบนอาหารเติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ 

ไมพบการสรางดอกจากการวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมและไมเติม BA ทุกความเขมขน ลักษณะตนที่

ปรากฏดังแสดงในภาพที่ 11 

 

ตารางที่ 6  ผลของ BA ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

BA  

(มก/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวนยอด 

(ยอด) 

จํานวนราก 

(ราก) 

ความยาว

ราก (ซม) 

ความสูงตน 

(ซม) 

การสราง

ดอก (%) 

0 828.63b 2.78 9.53ab 2.73a 4.66 0 

0.5 813.81b 2.82 9.99ab 2.79a 4.78 0 

1.0 799.75b 3.31 11.13ab 2.07ab 4.31 0 

1.5 691.67c 3.17 8.72b 1.95ab 4.95 0 

2.0 739.45bc 3.17 8.72b 1.83b 5.00 0 

3.0 1,008.33a 2.83 12.77a 2.74a 5.02 0 

F-test * ns * * ns - 

C.V.(%) 9.46 14.74 17.89 19.39 15.88 - 

ns ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ   

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 
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ภาพที่  11 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงบนอาหาร

เติม BA ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

 

 จากการศึกษาผลของ PBZ ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 3 เดือน พบวา การเติม PBZ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติตอน้ําหนัก

สดและจํานวนยอด แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตอจํานวนใบและความยาวใบ PBZ 

ความเขมขนสูงข้ึน สงผลใหจํานวนใบ และความยาวใบลดลง (ตารางท่ี 7) แตการเติม PBZ สงเสริม

การเพ่ิมจํานวนรากและความยาวราก อยางไรก็ตาม พบการสรางดอก 13.90 เปอรเซ็นต เฉพาะบน

อาหารเติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร แตดอกมีสีซีด ดอกไมบาน และเหี่ยวไปในที่สุด (ภาพที่ 

12) จึงมีการเติม TDZ เพ่ือชักนําการเกิดดอกในหลอดทดลองในการศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 7  ผลของ PBZ ตอการเจริญเติบโตและการสรางดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

PBZ  

(มก/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวน

ยอด (ยอด) 

จํานวน

ราก (ราก)  

ความยาว

ราก (ซม) 

จํานวน

ใบ (ใบ) 

ความยาว

ใบ (ซม) 

การสราง

ดอก (%) 

0 914.19 3.63 13.70ab 1.74b 17.93a 2.41a 0b 

0.25 933.67 4.07 12.47ab 1.61b 15.01ab 1.58b 13.90a 

0.5 1105.22 3.83 13.33ab 2.49ab 14.10b 2.01ab 0b 

0.75 1101.33 4.20 17.10a 2.94a 15.23ab 1.89ab 0b 

1.0 893.33 3.53 13.63ab 2.50ab 13.97b 1.30b 0b 

2.0 853.67 3.83 10.38b 2.02ab 13.50b 1.47b 0b 

F-test ns ns * * * * * 

C.V.(%) 25.48 20.28 19.34 26.89 12.65 21.74 8.51 

ns ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

 

 

ภาพที่ 12 ดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่พัฒนาหลังวางเลี้ยงบน

อาหารสูตร VW เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 เดือน มีสีซีดและ 

ไมบาน (ศรชี้) 
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การศึกษาผลของ PBZ รวมกับ TDZ ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 3 เดือน พบวา การเติม PBZ รวมกับ TDZ ไมมีความ

แตกตางทางสถิติตอน้ําหนักสด (1,283.33-1,891.56 มิลลิกรัม) จํานวนยอด (3.65-4.73 ยอด) 

จํานวนราก (15.55-23.15 ราก) และความยาวราก (1.10-1.82 เซนติเมตร) ตนกลากลวยไมลูกผสมมี

ความสูงมากที่สุด (6.08 เซนติเมตร) เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 มิลลิกรัมตอลิตร แตกตางทางสถิติกับการเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ รวมกับ 

TDZ ความเขมขนอ่ืนๆ การเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ เพียงอยางเดียว สงเสริมการเปอรเซน็ตการสราง

ดอกหลังวางเลี้ยง 45 วัน ดีที่สุด 3.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 8) แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญเม่ือ

เปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ รวมกับ TDZ เขมขน 0.04 และ 0.40 มิลลิกรัมตอลิตร 

อยางไรก็ตาม ดอกสวนใหญไมบาน เมื่อวางเลี้ยงตอไป ดอกกลายเปนสีขาวซีดโดยไมมีการบานของ

ดอก (ภาพท่ี 13ก) จากการศึกษานี้ พบดอกที่บานเพียง 1 ดอก (ภาพที่ 13ข) และเปนดอกผิดปกติ 

คือ มีกลีบเลี้ยง 3 กลีบ กลีบดอก 2 กลีบ เกสรตัวผูและเกสรตัวเมีย แตไมมีกลีบปาก  

 

ตารางที่ 8 ผลของ TDZ รวมกับ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเจริญเติบโตของลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง 3 เดือน 

TDZ  

(มก/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวนยอด 

(ยอด) 

จํานวนราก 

(ราก)  

ความยาว

ราก (ซม) 

ความสูง 

(ซม) 

การสรางดอก 

(%)  

0 1,672.00 3.68 23.13 1.68 5.02b 3.67a 

0.04 1,888.83 3.90 23.15 1.40 5.10b 1.67b 

0.20 1,891.56 4.03 19.34 1.46 6.08a 3.00ab 

0.40 1,293.17 4.73 15.58 1.82 4.80b 1.33b 

0.60 1,283.33 3.65 16.90 1.10 5.15b 3.00ab 

F-test ns ns ns ns * * 

C.V.(%) 19.36 30.22 24.95 30.30 5.88 39.47 

ns ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 
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ภาพที่ 13  การออกดอกในหลอดทดลอง (ศรชี้) ของลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 3 เดือน (บาร 1 เซนติเมตร) 

(ก) เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  

(ข) เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

4. การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในหลอดทดลอง 

การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร ทําโดยการ

ตัดตนกลาที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ ประกอบดวยลําตนและ 1 ขอ ขนาดประมาณ 1.0 เซนติเมตร แช

สารโคลชิซิน เขมขน 0.01  0.05  และ 0.10 เปอรเซน็ต วางบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส สภาพมืด เปนเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง แลวยายไปเลี้ยง

บนอาหารแข็งสูตร VW ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา ชิ้นสวนที่ไดรับสารโคลชิซิน 

เขมขน 0.01 0.05 และ 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิต 60.00 60.00 และ 

13.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการแชโคลชิซินความเขมขนเดียวกันเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใหอัตรา

การรอดชีวิต 76.67 16.67 และ 6.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อแชสารโคลชิซินเปนเวลานาน

ขึ้น 72 ชั่วโมง พบวา ชิ้นสวนมีอัตรารอดชีวิตโดยเฉลี่ยลดลง คอื 13.33 6.67 และ 16.67 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ (ตารางท่ี 9) 
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ตารางที่ 9 ผลของความเขมขนโคลชิซินและระยะเวลาตางๆ ตออัตรารอดชีวิต และการสรางยอด 

หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เปนเวลา 30 วัน 

โคลชิซิน ระยะเวลา จํานวน 

ชิ้นสวน 

อัตรารอดชีวิต 

(%) 

การสรางยอด 

(%) (%) (ชม) 

0 - 30 100.00a 93.33 

0.01 24 30 60.00c 33.33 

 48 30 76.67b 39.29 

 72 30 13.33d 50.00 

0.05 24 30 60.00c 39.52 

 48 30 16.67d 66.67 

 72 30 6.67d 66.67 

0.1 24 30 13.33d 83.33 

 48 30 6.67d 66.67 

 72 30 16.67d 100.00 

F-test   * ns 

C.V. (%)   18.04 59.25 

ns ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

 เม่ือวิเคราะหคา LD50 ของการจุมแชโคลชิซินแตละความเขมขน และเวลาตางๆ พบวา คา 

LD50 จากการจุมแชโคลชิซิน เปนเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง คือ 0.052  0.041 และ 0.011 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที่ 14) และตนกลาที่พัฒนาจากชิ้นสวนขอลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร (ภาพที่ 15)  
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ภาพที่  14 อัตราการรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต (LD50) ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร ที่จุมแชดวยโคลชิซินความเขมขน และระยะเวลาตางๆ หลังจากยายเลี้ยง

เปนเวลา 30 วัน 
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ภาพที่ 15  ตนกลาที่พัฒนามาจากชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร ที่ไดรับโคลชิซิน 0.1 เปอรเซ็นต 48 ชั่วโมง หลังวางเลี้ยงบนอาหารสูตร 

VW เปนเวลา 60 วัน  (บาร 1 เซนติเมตร) 

 

จากการศึกษาผลของโคลชิซนิความเขมขนตางๆ ตอขนาดของเซลลคมุ พบวา ลูกผสมที่ไดรับ 

โคลชิซิน ความเขมขนสูงเปนเวลานานขึ้น ทําใหเซลลคุมมีขนาดใหญขึ้น เมื่อตรวจสอบความหนาแนน

ของเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุม พบวา ลูกผสมท่ีไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 

ชั่วโมง มีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมมากที่สุด 68.68 คลอโรพลาสตตอเซลลคุม รองลงมา คือ 

ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.01 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 48.33 เม็ด สูงกวาชุดควบคุมที่

ไมไดรับโคลชิซิน มีเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุม 32.56 เม็ด และลูกผสมท่ีไดรับโคลชิซินความเขมขน

และระยะเวลาอื่น แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) นอกจากนี้ การใหสารโคลชิซินความ

เขมขน และระยะเวลาแตกตางกัน สงผลใหลักษณะของคลอโรพลาสตและเซลลคุมที่แตกตางกันดวย 

(ภาพที่ 16) เมื่อพิจารณาความหนาแนนของปากใบ พบวา เม่ือโคลชิซินความเขมขนสูงขึ้น ทําใหความ

หนาแนนของปากใบลดลง (ตารางที่ 10) 
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ตารางที่ 10 ผลของความเขมขนโคลชิซินและระยะเวลาตางๆ ตอขนาดและความหนาแนนของ 

เซลลคมุและจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร 

โคลชิซิน 
 

ขนาดเซลลคุม (m) จํานวน 

เม็ดคลอโรพลาสต 

(เม็ด/เซลล) 

ความหนาแนน

ของปากใบ  

(เซลล/มม2) 

ความเขมขน 

(%) 

ระยะเวลา 

(ชม) 

ความ

ยาว 

ความ 

กวาง 

0 24 
 

3.81c 3.75de 32.56c 19.67a 

0.01 24 
 

3.58d 4.14c 30.33cd 14.33c 

 48 
 

3.67d 4.69b 21.67e 17.25c 

 72 
 

4.94a 4.73b 48.33b 9.00f 

0.05 24 
 

3.66d 3.28f 21.00e 20.67a 

 48 
 

4.30b 3.86de 33.00c 13.00c 

 72 
 

3.94c 3.93d 35.67c 8.67e 

0.10 24 
 

4.30b 3.38f 26.00de 14.33c 

 48 
 

3.61d 3.72e 24.67e 21.00a 

 72 
 

5.04a 5.22a 68.68a 11.00d 

F-test  
 

* * * * 

C.V.(%)  
 

3.41 2.76 8.92 7.65 

* แตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

 

 

 

 

  

ก 

1 

µm 
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ภาพที่  16 เซลลคุมของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังเลี้ยงบน

อาหารแข็งสูตร VW เปนเวลา 8 เดือน (บาร 1 ไมโครเมตร) 

ก. ชุดควบคุม 

ข. ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.05 เปอรเซน็ต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

ค. ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

 

จากการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอของตนลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร โดยใชดีเอ็นเอของขาว ซึ่งมีขอมูลระดับพลอยดีแนนอนแลวเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน 

พบวา ตนลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร มีระดับพลอยดีเปนดิพลอยด มี

ปริมาณดีเอ็นเอ เทากับ 3.07 พิโคกรัม เมื่อเปรียบเทียบขนาดของคูเบส คิดเปน 1.48x109  คูเบส 

สวนที่ผานการแชสารโคลชิซินทุกความเขมขนและระยะเวลา พบวา มีประมาณดีเอ็นเอ เปน 

2.98±0.04 ถึง 3.64±0.09 พิโคกรัม เม่ือเปรียบเทียบขนาดของคูเบส คิดเปน 1.44x109 คูเบส ถึง 

1.76x109 คูเบส (ตารางท่ี 11 ภาพที่ 17) เปนมิกโซพลอยด 

  

ก ค ข 
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ตารางที่ 11  คาเฉลี่ยปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร ไดรับโคลชิซนิความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

โคลชิซิน  ปริมาณดีเอ็นเอ 

±SE (pg 2C-1) 

Mbp* 

(bpx109) ความเขมขน 

(%) 

ระยะเวลา  

(ชม) 

0 24  3.07±0.11 1.48 

0.01 24  3.18±0.03 1.53 

 48  3.64±0.09 1.76 

 72  3.19±0.12 1.54 

0.05 24  3.61±0.27 1.74 

 48  3.09±0.07 1.49 

 72  3.01±0.07 1.45 

0.10 24  3.31±0.19 1.59 

 48  2.98±0.04 1.44 

 72  3.16±0.21 1.52 

* 1 พิโคกรัมดีเอ็นเอ = 965 Mbp 
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0.1% 24 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 ค 

0.05% 72 ชั่วโมง 

 

 

 

 

ภาพที่  17 ฮีสโตแกรมแสดงระดับพลอยดีของขาว (aa) และลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร (3) ไดรับโคลชิซนิความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

ก. ชุดควบคุม 

ข. 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ค. 0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

 

  

800 

600 

850-900 
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บทที่ 4 

 

วิจารณ 

 

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสม 

 

 จากการตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรดวยเทคนิค 

อารเอพีดี พบวา มี 6 ไพรเมอร คือ OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 สามารถ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดทุกตัวอยาง และใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน ในการจําแนกลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูรนั้น แถบดีเอ็นเอลูกผสมสามารถเกิดได คือ แถบดีเอ็นเอที่เหมือน 

ตนแม แถบดีเอ็นเอที่เหมือนตนพอ แถบดีเอ็นเอที่เหมือนทั้งพอและแม และแถบดีเอ็นเอที่ตางจาก 

ตนพอและแม แถบดังกลาวอาจเกิดจากการผสมขามพันธุ ทําใหมีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรก

เขามา หรือหายไปบริเวณเดิมที่ไพรเมอรเคยจับได ทําใหแถบของดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนเปลี่ยนแปลงไป 

(สุรินทร,  2552) 

ศิริลักษณ และคณะ (2547) จําแนกกลวยไมไทยสกุลหวายโดยใชเทคนิคอารเอพีดี พบวา 

ไพรเมอร OPD03  สามารถสังเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ ไดทั้งหมด 59 แถบ ทั้งหมดเปนพอลิมอรฟค 

แสดงถึงความแตกตางของกลวยไมหวายทั้ง 12 ชนิด แตเมื่อนําขอมูลการปรากฏแถบดีเอ็นเอ

วิเคราะหเพ่ือหาความสัมพันธดวยวิธี cluster analysis พบวา ไมสามารถจัดกลุมกลวยไมออกตามหมู

ได Inthawong และคณะ (2006) ตรวจสอบพอ แม และลูกผสมกลวยไมสกุลหวาย 5 คูผสม ดวย

เทคนิคอารเอพีดี พบวา ลูกผสมมีลักษณะพันธุกรรมจากพอและแม โดยไพรเมอร OPF03 ท่ี 736 

และ 1,014 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D017 x D022  ไพรเมอร OPF03 ที่ 1,219  

และ 1,239 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D037 x D022 ไพรเมอร OPF14 ท่ี 831 และ 

1,182 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D030 x D031 และไพรเมอร OPF0 ที่ 273  476 

490 และ 564 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D037 x D034 ทํานองเดียวกับรายงาน

กลวยไมชนิดอ่ืน เชน แคทลียา (Benner et al., 1995) และฟาแลนอปซิส (Chen et al., 2009)    

ในขณะที่ นฤมล และคณะ (2556) ศึกษาการจําแนกพันธุและความสัมพันธทางพันธุกรรม

ของกลวยไมชางและลูกผสมดวยเครื่องหมาย high annealing temperature-random amplified 

polymorphic DNA (HAT-RAPD) พบวา เทคนิค HAT-RAPD ไดปรับอุณหภูมิขั้นตอนการเขาจับของ

ไพรเมอรในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหสูงข้ึน เปน 46-62 องศาเซลเซียส จากทั่วไปเทคนิคอารเอพีดี

จะใชอุณหภูมิการเขาจับของไพรเมอร ประมาณ 35-42 องศาเซลเซียส ซึ่งจะชวยใหไพรเมอรแบบสุม

เขาจับที่ตําแหนงจําเพาะมากยิ่งข้ึน ลดการกระจายตัวในการเกาะใหนอยลงและใหแถบดีเอ็นเอที่
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ชัดเจนกวา ในขณะที่ Poobathy และคณะ (2013) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ

กลวยไมหวาย D. Sonia 28 ภายหลังการทําเมล็ดเทียมและเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําเปนระยะเวลาหนึ่ง 

ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบวา ไมมีการกลายพันธุ 

 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  

 

2.1 ผลของชิ้นสวนและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

 

จากการศึกษาชิ้นสวนท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูร จากการทดลองวางเลี้ยงชิ้นสวนบนอาหารแข็งสูตร VW เติม BA 

หรือ TDZ ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 2 เดือน พบวา ไมมีการสรางยอดจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบ 

แตกตางจาก Martin และ Madassery (2006) สามารถชักนํายอดไดมากกวา 7 ยอดตอชิ้นสวน จาก

การวางเลี้ยงชิ้นสวนใบ D. Sonia 17 และ D. Sonia 18 บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 44.4  

ไมโครโมลาร Puchooa (2004) รายงานวา สามารถชักนําโพรโทคอรมไลคบอดีสจากชิ้นสวนใบ D. 

Sonia ที่เลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 1.0 

มิลลิกรัมตอลิตร และน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต Chung และคณะ (2007) สามารถชักนําโซมาติค

เอ็มบริโอไดจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบ D. Chiengmai Pink เปนเวลา 30 วัน บนอาหารสูตร ½ MS 

เติม TDZ เขมขน 1 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร และรายงานวา ผิวใบบริเวณใกลรอยตัดและชิ้นสวน

ปลายใบมีความสามารถเกิดเอ็มบริโอเจเนซิสไดมากที่สุด ในขณะที่ การศึกษานี้ ไมสามารถชักนํา 

โซมาติกเอ็มบริโอหรือยอดไดจากชิ้นสวนใบจากทุกตําแหนง ท้ังนี้อาจเนื่องจากชนิดของกลวยไมท่ี

แตกตางกัน และสูตรอาหาร VW ที่มีองคประกอบของแรธาตุและสารอาหารนอยกวาอาหารสูตร MS 

หรืออาจเนื่องจากลักษณะการวางเลี้ยงชิ้นสวน Tee และคณะ (2010) รายงานวา สามารถชักนํา 

โพรโทคอรมไลคบอดีสจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบของ D. Bobby Mesina Red ในแนวตั้ง บนอาหาร

สูตร MS เติม BAP เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร แตไมสามารถ

ชักนําโพรโทคอรมไลคบอดีสหรือยอดใหมจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบแบบนอนบนทุกสูตรอาหาร 

ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงใบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในการศึกษานี้ควร

มีการดัดแปลงโดยการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบในแนวตั้ง หรือเติมสารควบคมุการเจริญเติบโตอ่ืน เพ่ือชักนํา

โพรโทคอรมไลคบอดีสและยอด 

จากการศึกษาเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อชิ้นสวนลําตน และขอของกลวยไมลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร พบวา ชิ้นสวนขอใหการสรางยอดมากกวาชิ้นสวน
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ลําตน เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และอาหารเติม TDZ เขมขน 5 

มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งนี้เพราะ TDZ เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโทไคนินที่มีผลตอการ

แบงเซลล ชวยในการเจริญเติบโตทางลําตน และเนื้อเยื่อเจริญตาขาง พรอมทั้งชักนําการเพ่ิมจํานวน

ยอดของพืช (Taji and Williams, 1996) 

 

2.2 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร  

 

จากการศึกษาผลของไคโตซานตอการเจริญของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลามีน้ําหนักสดและจํานวนยอดมากที่สุด 

เมื่อเติมไคโตซาน 2 มิลลิลิตรตอลิตร เปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนอาหารปราศจากไคโตซาน พบวา มี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)  การเติมไคโตซานความเขมขนสูงข้ึน ชวยเพิ่ม

จํานวนรากมากขึ้น แตไมมีผลแตกตางทางสถิติตอความยาวราก และความสูงตน จากผลการศึกษานี้

แสดงใหเห็นวาไคโตซานมีผลในการสงเสริมการเจริญเติบโตและการสรางยอดรวมของกลวยไมชนิดนี้ 

สอดคลองกับ กุลนาถ และกรกช (2553) รายงานวา ตนกลากลวยไมหวาย D. Queen Pink มีน้ําหนัก

สด น้ําหนักแหง ความสูง และพ้ืนที่ใบมากที่สุด เม่ือเลี้ยงบนอาหารเติมไคโตซาน เขมขน 20 มิลลิกรัม

ตอลิตร และรายงานเพ่ิมเติมอีกวา ไคโตซานไมมีผลในการชักนําใหเกิดกานชอดอก D. Queen Pink 

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเกิดชอดอกของกลวยไมนั้นเก่ียวของกับหลายปจจัยรวมไปถึงระยะเวลาและ

ความสมบูรณของตนมาเก่ียวของดวย ซึ่งระยะเวลาที่ใชในการทดลองนี้อาจยังไมเพียงพอ และปจจัย

อ่ืน ๆ อาจยังไมเหมาะสม 

 

3. การชักนําดอกกลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง 

 

จากการศึกษาผลของ BA ตอการเจริญเติบโตและการออกดอกของกลวยไมลูกผสมซานทานา

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลากลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร มีน้ําหนักสดมากที่สุด เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA เขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอ

ลิตร แตกตางทางสถิติ (p≤0.05) กับการเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความเขมขนอื่นๆ อยางไรก็ตาม 

จํานวนยอดและความสูงของยอดไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความ

เขมขนตางกัน และไมพบการสรางดอกจากการวางเลี้ยงบนอาหารทุกสูตร ในขณะที่ ปรัชพรรณ และ

สมปอง (2550) รายงานวาการเพาะเลี้ยงตนกลวยไมเหลืองจันทบูรบนอาหารเติม NAA เขมขน 0.2 

มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนยอดรวมตอชิ้นสวนพืชเฉลี่ย 2.75 
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ยอดตอชิ้นสวน ภายในเวลา 30 วัน และสามารถชักนําการออกดอกได 87.50 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 

60 วันหลังการเพาะเลี้ยง อยางไรก็ตาม ดอกมีอาการผิดปกติ คือ มีสีซีดขาว และเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล

ในเวลาตอมา และไมสามารถบานไดเต็มที่ การศึกษาครั้งนี้ใชสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เพียง

อยางเดียว ไมไดใชรวมกับ NAA ดังนั้นการศึกษาการชักนําดอกในกลวยไมลูกผสมระหวางหวายซาน

ทานากับเหลืองจันทบูรในครั้งตอไปควรทดสอบผลของความเขมขนของ NAA เพ่ือวัตถุประสงค

ดังกลาว 

PBZ เปนสารชะลอการเจริญเติบโตท่ีมีรายงานชักนําดอกในหลอดทดลองของพืชหลายชนิด 

(Hahn et al., 2006; Bodhipadma et al., 2011; Sarai et al., 2017) รวมทั้งกลวยไม (Te-chato 

et al., 2009; Sujjaritthurakarn and Kanchanapoom, 2012) จากการศึกษาผลของ PBZ ตอการ

เจริญเติบโตและการออกดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวาง

เลี้ยง 5 เดือนในการศึกษานี้ พบวา การเติม PBZ ไมมีผลทางสถิติตอน้ําหนักสดและจํานวนยอด แต

การเติม PBZ ความเขมขนสูงขึ้น ทําใหจํานวนใบ และความยาวใบลดลง การเติม PBZ สงเสริมการ

เพ่ิมจํานวนราก ทํานองเดียวกับรายงานของ สุลัคน (2546) พบวา PBZ เขมขน 1 พีพีเอ็ม ทําใหตน

กลากลวยไม D. sulcatum Lindl. มีคาเฉลี่ยของน้ําหนักสด ความยาวใบและจํานวนรากสูงสุด 

รายงานเพ่ิมเติมวาไมพบการสรางดอกจากการวางเลี้ยงทุกสูตรอาหาร Wen และคณะ (2013) 

รายงานวา รากของตนกลา D. nobile ท่ีเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ มีขนาดใหญและอวบหนากวาราก

ของตนกลาท่ีเลี้ยงบนอาหารปราศจาก PBZ และมีรายงานวา PBZ สงเสริมการเจริญเติบโตของ 

ตนกลาในหลอดทดลองของกลวยไมหลายชนิด และเพ่ิมอัตรารอดชีวิตหลังยายปลูกในสภาพโรงเรือน  

ปรัชพรรณ และสมปอง (2550) รายงานวาการเพิ่มความเขมขนของมายโออินโนซิตอล 

วิตามินบี 1 บี 6 ไกลซีนในสารอินทรียของอาหารสูตร MS ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของกลวยไม

เหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง อยางไรก็ตาม ไมสามารถชักนําการออกดอกในหลอดทดลองได

นอกจากสารควบคุมการเจริญเติบโตมีผลตอการออกดอกในหลอดทดลองแลวยังข้ึนอยูกับปจจัยอ่ืนๆ 

เชน การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนชักนําดอก อัตราสวนของธาตุอาหาร ปจจัยแวดลอมภายใน

และภายนอกหลอดทดลอง เปนตน 

จากการศึกษาผลของ PBZ และ TDZ ตอการเจริญเติบโตและออกดอกในหลอดทดลองของ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรครั้งนี้ พบวา PBZ รวมกับ TDZ ไมมีผลทาง

สถิติตอน้ําหนักสด จํานวนยอด จํานวนรากและความยาวราก แตพบวา การเติม PBZ เขมขน 0.25 

มิลลิกรัมตอลิตร หรือ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 มิลลิกรัมตอ

ลิตร มีการสรางดอกมากที่สุดหลังวางเลี้ยง 45 วัน อยางไรก็ตาม พบวา ดอกที่พัฒนาสวนใหญไมบาน 

มีสีซีดและเหี่ยวไปในท่ีสุด ทํานองเดียวกับ   Zhao และคณะ (2013) สามารถชักนําดอก D. 

wangliangii 2 ดอกตอชอ บนอาหารสูตร ½ MS เติม TDZ เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ใหดอก 2-8 
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ดอกตอชอ แตดอกที่ชักนําไดมีลักษณะผิดปกติทางสัญฐานวิทยา ในขณะท่ี อาหารเติม PP333 เขมขน 

0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหดอกมีลักษณะปกติ ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 15 มิลลิเมตร   การศึกษาครั้งนี้ใชอาหารสูตร VW และสารควบคุมการเจริญเติบโต PBZ 

เพียงอยางเดียว ไมไดใชรวมกับ NAA ดังนั้นการศึกษาการชักนําดอกของกลวยไมลูกผสมระหวาง

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในครั้งตอไป ควรทดสอบผลของสูตรอาหาร และความเขมขนของ 

NAA เพื่อวัตถุประสงคดังกลาว 

 

4. การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในหลอดทดลอง 

 

จากการแชชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร ใน

สารละลายโคลชิซิน ความเขมขนและระยะเวลาตางๆ แลวเปรียบเทียบอัตรารอดชีวิตหลังวางเลี้ยง

เปนเวลา 30 วัน พบวา การแชโคลชิซินความเขมขนสูงขึ้น นานขึ้น ทําใหอัตรารอดชีวิตของชิ้นสวน

ลดลง เชนเดียวกับ เอ้ืองแซะหอม (สุพัตรา, 2551) เอื้องเงินหลวง (รัชนี, 2553) ทั้งนี้เนื่องจากสาร

โคลชิซินที่มากเกินไปจะเปนพิษตอเซลลพืช ทําใหเซลลเสียสมดุล สงผลใหกระบวนการตางๆ ภายใน

เซลลผิดปกติและตายในที่สุด อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการชักนําพอลิพลอยดจากชิ้นสวนลําตนใน

กลวยไมสกุลหวาย แตมีรายงานการเพิ่มระดับพลอยดีของกลวยไมหวายโดยการใชชิ้นสวน 

โพรโทคอรมและโพรโทคอรมไลคบอดีส เชน Sanguthai และคณะ (1973) สามารถชักนํากลวยไม

หวายเฮกซาพลอยดและมิกโซพลอยดไดเปนจํานวนมากโดยการแชโพรโทคอรมไลคบอดีส ใน

สารละลายโคลซิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ในขณะที่ กลวยไมหวายเอ้ืองแซะหอม (D. scabrilligue) 

ที่แชในโคลชิซินที่ความเขมขน 0.075 เปอรเซ็นต ระยะเวลา 14 วัน ใหโพรโทคอรมรอดชีวิต 36.8 

เปอรเซ็นต เม่ือตรวจสอบการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร พบวา สามารถ 

ชักนําตนพอลิพลอยดได 43.1 เปอรเซ็นต (Sarathum et al., 2010) ในขณะท่ี Watrous และ 

Wimber (1988) ประสบผลสําเร็จในการชักนําตนรองเทานารีเตตระพลอยด ไดมากกวา 50 

เปอรเซ็นต เมื่อแชโพรโทคอรมในสารละลายโคลซิชิน เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3-10 วัน 

สําหรับกลวยไมชนิดอื่น เชน Silva และคณะ (2000) รายงานวา การแชโพรโทรคอรมไลคบอดีสของ

กลวยไมแคทลียาดวยโคลชิซิน เขมขน 0.05-0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 วัน เหมาะสมตอการเพ่ิม

ระดับพลอยดี ในขณะท่ีกลวยไมฟาแลนอปซิส ตองใชเวลานานขึ้น เปน 10-14 วัน (Griesbach, 

1981) สําหรับการศึกษานี้ การจุมแชชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร

ดวยโคลชิซินเขมขน 0.05-0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24-72 ชั่วโมง สงผลใหปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น 

33-50 เปอรเซ็นต ของปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคโฟลไซโตมิเตอร คาดวาตนที่ได
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มีลักษณะเปนมิกโซพลอยดโดยบางตนอาจเปนทริพลอยด เพราะมีปริมาณดีอ็นเอเพิ่มขึ้นมากกวาชุด

ควบคุมถึง 50 เปอรเซ็นต    

 เมื่อศึกษาเปรียบเทียบขนาดและความหนาแนนของปากใบ จํานวนเม็ดคลอโรพลาสต ของ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่ไดรับโคลชิซินความเขมขน และระยะเวลา

ตางๆ พบวา การเพ่ิมความเขมขนของโคลชิซินและระยะเวลาการจุมแชเปนเวลานานข้ึน ทําใหขนาด

ของเซลลคุมและจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตเพ่ิมขึ้น ทํานองเดียวกับขนาดของเซลลคุมกลวยไมมาวิ่งที่

ผานการชักนําใหเกิดพอลิพลอยดดวยสารโคลชิซิน พบวา ตนออกตะพลอยด มีขนาดเซลลคมุยาวที่สุด 

รองลงมา คือตนเตตระพลอยด สวนตนดิพลอยดมีขนาดเซลลคุมสั้นที่สุด (วชิรพัฒน, 2552) ผล

ดังกลาวสอดคลองกับกลวยไมหวาย D. secuntum (Atichart and Bunnag, 2007) แคทลียา 

Cattleya intermedia (Silva et al., 2000) ฟาแลนอปซิส (Chen et al., 2009) อยางไรก็ตาม ใน

กลวยไมลูกผสมซิมบิเดียม พบวา เซลลคุมของตนดิพลอยด ทริพลอยด และเตตระพลอยดมีความยาว

ไมแตกตางกัน (Kim et al., 2003) เมื่อศึกษาเปรียบเทียบความหนาแนนของปากใบตอพื้นที่ของ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร พบวา การเพ่ิมความเขมขนของโคลชิซิน

และระยะเวลาการจุมแชเปนเวลานานข้ึน ทําใหความหนาแนนของปากใบตอพ้ืนท่ีลดลง ทํานอง

เดียวกับ ความหนาแนนของปากใบกลวยไมมาวิ่งที่ลดลงเมื่อระดับพลอยดีเพ่ิมขึ้น (วชิรพัฒน, 2552) 

แตแตกตางจาก  ความหนาแนนของปากใบกลวยไมชางแดง ที่เพ่ิมข้ึนตามความเขมขนของโคลชิซินที่

สูงข้ึน (ณัฐพร, 2553)  
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บทที่ 5 

 

สรุป 

 

 เครื่องหมายโมเลกุลอารเอดีพีดี สามารถนํามาใชในการจําแนกลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานานากับเหลืองจันทบูร ไดโดยไพรเมอร OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 

และมีแถบที่เฉพาะขนาด 200-800 คูเบส  

ชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรใหการตอบสนองตอ

การขยายพันธุในหลอดทดลองไดดีที่สุดโดยสรางยอดสูงสุด บนอาหารสูตร VW ที่ปราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต หรือสูตร VW เติม TDZ เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร การเติม 2,4-D เขมขน 

0.5 มิลลิกรัมตอลิตร การเติมไคโตซาน เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหตนกลามีน้ําหนักสดมาก

ที่สุด  

การชักนําดอกลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในสภาพปลอดเชื้อ 

ใหผลดีในอาหารสูตร VW เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดียวใช PBZ รวมกับ 

TDZ เขมขน 0.20 และ 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน สามารถ 

ชักนําดอกได 3.67 และ 3.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางไรก็ตาม เม่ือวางเลี้ยงตอไปสวนใหญดอก 

มีสีซีด และเหี่ยวโดยไมมีการบานของดอก   

โคลชิซินชักนํามิกโซพลอยดในลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในสภาพปลอดเชื้อได ความเขมขนท่ีเหมาะสม คือ 0.05-0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24-72 ชั่วโมง 

ความเขมขน และระยะเวลาดังกลาวสงผลใหปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มขึ้น 33-50 เปอรเซ็นต ของปริมาณ 

ดีเอ็นเอตั้งตนเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคโฟลไซโตมิทรี  นอกจากนี้ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขน

สูงขึ้นเปนเวลานานข้ึนมีเซลลคุมขนาดใหญข้ึน และมีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตเพ่ิมขึ้น แตความ

หนาแนนของปากใบลดลง  
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