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DNA; RAPD) เพื่อตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา (Dendrobium santana) กับ 

เหลืองจันทบูร (D. friedericksianum) โดยใชไพรเมอร ขนาด 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 12 ไพรเมอร 

พบวา มี 6 ไพรเมอร คอื OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 สามารถเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอไดทุกตัวอยาง และใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน สามารถนําไปใชตรวจสอบความสัมพันธทาง

พันธุกรรมระหวางลูกผสม กับกลวยไมหวายซานทานาและเหลืองจันทบูรได เมื่อนําชิ้นสวนขอของ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Vacin and 

Went (VW) ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หรือสูตร VW เติม thidiazuron (TDZ) เขมขน 

5 มิลลิกรัมตอลิตร หรือการเติม 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร พบวา มีการสรางยอดสูงสุด การเติมไคโตซานเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร

เพาะเลี้ยงสงเสริมใหตนกลามีน้ําหนักสดมากที่สุด การเติม benzyladenine (BA) ทุกความเขมขน 

ไมพบการสรางดอก อยางไรก็ตาม BA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมปริมาณยอด และ 

ตนกลามีน้ําหนักสดมากท่ีสุด  การเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารสูตร VW เติม paclobutrazol (PBZ) 

รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 และ 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 45 วัน สามารถชักนําดอกได 3.67 

และ 3.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การเติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมจํานวน

รากและความยาวราก แมวาจะมีการสรางดอกไดแตเมื่อวางเลี้ยงตอไปดอกมีสีซีด และเหี่ยวโดยไมมี

การบานของดอก การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในสภาพปลอดเชื้อ โดยการแชชิ้นสวนขอในโคลชิซิน เปนเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง พบวา  

คา LD50 คือ 0.052  0.041 และ 0.011 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การใชโคลชิซินความเขมขน 0.05-0.1 

เปอรเซ็นต ระยะเวลา 24-72 ชั่วโมง สงผลใหปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึน 33-50 เปอรเซ็นต ของปริมาณ

ดีเอ็นเอตั้งตนเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคโฟลไซโตมิทรี เชนเดียวกับลักษณะทางสรีรวิทยาท่ีมีขนาด

เซลลคมุใหญขึ้น และมีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตเพ่ิมข้ึน แตความหนาแนนของปากใบลดลง 
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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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11 คาเฉลี่ยปริมาณดีเอ็นเอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร ไดรับโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

45 

 



(11) 

รายการภาพประกอบ 

            

ภาพที่  หนา 

1 ลักษณะดอกของกลวยไม (ก และ ข) หวายซานทานาและ (ค และ ง)  

เหลอืงจันทบูร 

2 

2 การเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนภายในชิ้นสวนยอด D. Second Love ขณะมี

การเปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอก หลังเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําดอก 

(TDZ 1.8 µM) เปนเวลา 40 วัน 

8 

3 การเตรียมชิ้นสวนจากตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร 

22 

4 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPA03 

26 

5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPB07 

27 

6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPJ04  

28 

7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPT06 

29 

8 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPR11  

30 

9 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) 

และลูกผสมระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวย

เทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPB18 

31 

 

  



(12) 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 

 

ภาพที่  หนา 

10 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง

บนอาหารแข็งเติมไคโตซานความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

34 

11 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง

บนอาหารแข็งเติม BA ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

36 

12 ดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่พัฒนาหลัง

วางเลี้ยงบนอาหารแข็งเติม PBZ เขมขน 0.75 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 

เดือน มีสีซีดและไมบาน (ศรชี้) 

37 

13 การออกดอกในหลอดทดลอง (ศรชี้ ) ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูร บนอาหารเติม PBZ เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร 

หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 3 เดือน (บาร 1 เซนติเมตร) 

39 

14 อัตราการรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต (LD50) ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร ที่จุมแชดวยโคลชิซินความเขมขน และระยะเวลา

ตางๆ หลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

41 

15 ตนกลาที่พัฒนาจากชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูรที่ไดรับโคลชิซิน 0.1 เปอรเซ็นต 48 ชั่วโมง หลังเลี้ยงบนอาหาร

แข็งสูตร VW เปนเวลา 60 วัน (บาร 1 เซนติเมตร) 

42 

16 คลอโรพลาสตในเซลลคุมของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร หลังเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW เปนเวลา 8 เดือน (บาร 1 

ไมโครเมตร) 

44 

17 ฮีสโตแกรมแสดงระดับพลอยดีของขาว (aa) และลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร (3) ไดรับโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

46 

 

 

 

 



(13) 

สัญลักษณคํายอและตัวยอ 

 

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 
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

บทนําตนเรื่อง 

 

กลวยไมเปนพืชในวงศ Orchidaceae มีผูนิยมปลูกเลี้ยงกันทั่วโลก เพราะดอกมีสีสันสวยงาม 

ที่พบตามธรรมชาติมีประมาณ 25,000 ชนิด (species) ซึ่งแหลงกําเนิดกลวยไมปาของโลกมี 2 แหลง

ใหญๆ ดวยกัน คือ ลาตินอเมริกา และเอเชียแปซิฟก โดยประเทศไทยเปนศูนยกลางแหลงกําเนิด

กลวยไมในภูมิภาคเอเซียแปซิฟก ดวยความเหมาะสมและไดเปรียบทางภูมิศาสตร จากสภาพปาที่

หลากหลาย มีพรรณไมในธรรมชาติขึ้นกระจายอยูอยางอุดมสมบูรณ รวมถึงกลวยไมปานานาชนิด 

โดยเฉพาะกลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) ซึ่งมีการเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียล (sympodial) 

หรือเมื่อลําตนเจริญเติบโตเต็มที่จะแตกยอดเปนลําตนใหมและเปนกอ เปนกลวยไมสกุลใหญที่สุด 

เนื่องจากอยูตามธรรมชาติเปนจํานวนมากกวากลวยไมสกุลอื่นๆ สําหรับกลวยไมสกุลหวายที่เปน

กลวยไมปาของไทยนั้นมีอยูดวยกันหลายชนิด เชน เอ้ืองผึ้ง เอ้ืองมอนไข เอ้ืองพวงหยก เอ้ืองชางนาว 

เอ้ืองสายน้ําครั่ง เอ้ืองเกากิ่ว เอ้ืองมัจฉานุ และเหลืองจันทบูร เปนตน กลวยไมเหลืองจันทบูรเปนหนึ่ง

ในกลวยไมปาสกุลหวายที่มีความสําคัญ และใกลสูญพันธุ เนื่องจากดอกมีลักษณะและสีสันสวยงาม 

จึงถูกนําออกจากปาเพ่ือการจําหนายและขาดการอนุรักษ ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญทําใหกลวยไมปา 

ลดจํานวนลง 

ในปจจุบันกลวยไมจัดเปนไมดอกเศรษฐกิจที่มีความสําคัญชนิดหนึ่งของไทย มีการสงทั้งดอก

และตนกลวยไมไปจําหนายตางประเทศปละหลายพันลานบาท ในชวงระยะเวลาไมกี่ปที่ผานมา 

การคากลวยไมเติบโตอยางมากทั้งในดานปริมาณและมูลคา ทําใหการผลิตกลวยไมเพ่ือการคามีการ

แขงขันสูงข้ึน จึงไดมีการศึกษาหาวิธีเพ่ิมผลผลิตและคุณภาพ เพื่อผลิตกลวยไมเชิงการคาและอนุรักษ 

ตลอดจนสามารถปรับปรุงพันธุใหดอกขนาดใหญข้ึนดวยวิธีการเพ่ิมจํานวนโครโมโซม หรือทําใหเกิด

การกลายพันธุโดยการใชโคลชิซิน ซึ่งจะทําใหพืชมีการเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซม แตการใชสาร

โคลชิซินกับกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรยังไมพบรายงานการ

ศึกษาวิจัย ดังนั้น จึงไดทําการทดลองใชโคลชิซินความเขมขนและระยะเวลาตางๆ กับกลวยไมลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร เพ่ือศึกษาผลที่มีตอการเกิดพอลิพลอยด และการ

เจริญเติบโตของตนกลากลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร เพ่ือเพ่ิม

ศักยภาพกลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรสูตลาดและการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรม และยังสามารถเปนแนวทางเพ่ือปรับใชกับกลวยไมไทยชนิดอ่ืนในอนาคตตอไป 



2 

การตรวจเอกสาร 

 

กลวยไมหวายซานทานา (D. santana)  เปนลูกผสมระหวางกลวยไม D. moniliforme ซึ่ง

เปนหวายปาประเภทนอบิเลแคระ (dwarf Nobile) กับเหลืองจันทบูร (D. friedericksianum) 

กลวยไมปาของไทย เมื่อผสมกับเหลืองจันทบูรจึงทําใหหวายซานทานาเปนกลวยไมที่ออกดอกได

ตลอดป ออกดอกไดในขนาดเปนไมนิ้ว เมื่อโตข้ึนดอกดกมาก ดอกมีสีเหลือง กลีบดอกหนาและไมมี

กลิ่นหอม (ภาพที่ 1ก และ ข) เม่ือนํากลวยไมหวายซานทานามาผสมกับกลวยไมเหลืองจันทบูร (ภาพ

ที่ 1ค และ ง)  อีกชั้นหนึ่ง จึงไดลูกไมที่เลี้ยงงายยิ่งขึ้นและเปนสายพันธุนอบิเลที่เลี้ยงในที่รอนไดดี 

ออกดอกตลอดป เหมาะสําหรับปลูกเลี้ยงเปนกลวยไมเศรษฐกิจ และเปนพืชตนแบบสําหรับศึกษาการ

ชักนําดอกในหลอดทดลอง เพ่ือผลิตเปนสินคาที่ระลึก สรางมูลคาเพ่ิมใหผลิตภัณฑทางการเกษตร 

 

 
 

ภาพที่  1 ลักษณะดอกของกลวยไม (ก และ ข) หวายซานทานา และ (ค และ ง) เหลืองจันทบูร 

 

ก ข 

ง ค 
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กลวยไมจัดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย เนื่องจากมีความนิยมทั้งใน

และตางประเทศ ปจจุบันประเทศไทยเปนผูผลิตและสงกลวยไมเขตรอน (tropical orchid) เปน

อันดับ 1 ของโลก เปนสินคาสงออกไปยังประเทศตางๆ เชน ญี่ปุน สหรัฐอเมริกา อิตาลี จีน และ

เวียดนาม และมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมูลคาการสงออกสินคากลวยไมเดือนมกราคม-กุมภาพันธ 

พ.ศ. 2560 เพิ่มขึ้น 9.64 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับชวงเดียวกันของป พ.ศ. 2559 แนวโนม

พฤติกรรมผูบริโภคตอสินคากลวยไม พบวา ปจจุบันนี้ผูบริโภคยังคงมีตองการดอกกลวยไมที่มีคุณภาพ

และกลวยไมสายพันธุใหมๆ ที่มีความหลากหลาย (สํานักงานสงเสริมการคาสินคาเกษตรและ

อุตสาหกรรม, 2561) กลวยไมสกุลหวายนิยมปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย เนื่องจากปลูกเลี้ยงงาย 

ตนเจริญเติบโตดี ออกดอกตลอดป ดอกมีสีสันและลวดลายงดงาม จากความตองการกลวยไมสกุล

หวายท้ังในและตางประเทศที่เพ่ิมมากขึ้น การพัฒนาสายพันธุใหมทั้งดวยวิธีการสรางลูกผสม และการ

ชักนําใหเกิดการกลายพันธุใหมีลักษณะดีเดนเปนที่ตองการของตลาดจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง การ 

จดทะเบียนเพื่อปองกันการขโมยหรือแอบอางกลวยไมสายพันธุใหมหรือกลวยไมลูกผสม จําเปนตองมี

วิธีการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา โดยการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker)   

   

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA;  

RAPD) ตรวจสอบลูกผสม 

 

 เทคนิคอารเอพีดีเปนการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) แบบสุมโดยใช

เทคนิคพีซีอาร  (polymerase chain reaction; PCR) เ พ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช ไพรเมอรที่ 

ไมจําเพาะเจาะจง ขนาดสั้นๆ 10-20 นิวคลีโอไทด เทคนิคนี้สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลาย

ตําแหนงในคราวเดียวกัน โดยไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย แต

ตองมีการทดลองใชไพรเมอรหลายชนิด เพ่ือตรวจสอบวาไพรเมอรชนิดใดสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ได แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นเปนผลจากการท่ีไพรเมอรเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอ 2 บริเวณท่ีอยูไมไกลกันมาก 

โดยเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายในทิศทางเขาหากัน (5' --> 3') เทคนิคอารเอพีดีสามารถทําไดสะดวก

และรวดเร็ว ใชปริมาณดีเอ็นเอนอย และตรวจสอบผลดวยเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) มี

รายงานการนําเครื่องหมายอารเอพีดีมาใชจําแนกความสัมพันธและความแปรปรวนของกลวยไมหวาย 

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

et al., 2012) และกลวยไมชนิดอ่ืนๆ เชน ฟาแลนอปซิส (Goh et al., 2005; Niknejad et al., 

2009) แวนดา (Lim et al., 1999; Kishor and Sharma, 2009) ชาง (นฤมล และคณะ, 2556) 

แคทลียา (Pinheiro et al., 2012) 
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 สําหรับการตรวจสอบลูกผสมดวยเครื่องหมายอารเอพีดี มีรายงานการศึกษา ในกลวยไม 

บางชนิด เชน กลวยไมหวาย Inthawong และคณะ (2006) รายงานการตรวจสอบพอ แม และ

ลูกผสมกลวยไมสกุลหวาย 5 คูผสม โดยใชเทคนิคอารเอพีดี ดวยไพรเมอร OPF03 และ OPF14  

Feng และคณะ (2013) ตรวจสอบความสัมพันธทางพันธุกรรมของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย D. 

nobile กับ D. moniliforme ซึ่งเปนดิพลอยด มีจํานวนชุดโครโมโซม 2n = 38 ดวยเทคนิคอารเอพีดี 

พบวา จากการใชไพรเมอร จํานวน 500 ไพรเมอร สรางแถบดีเอ็นเอ ทั้งหมด 286 แถบ ขนาด 150-

2000 คูเบส ตรงกับ D. nobile จํานวน 136 แถบ และตรงกับ D. moniliforme จํานวน 122 แถบ 

และมีรายงานการใชเทคนิคอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสมของกลวยไมอื่น เชน Kishor and Sharma 

(2009) รายงานการตรวจสอบลูกผสมระหวาง Renanthera imschootiana กับ Vanda coerulea 

ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบวา ไพรเมอร OPA1 สามารถระบุความสัมพันธระหวางพันธุกรรมไดโดย

ลูกผสมมีแถบโมโนมอรฟค (monomorphic band) ที่ตรงกับพอและแม ที่ตําแหนง 837 คูเบส แถบ

โมโนมอรฟคกับตนแม ที่ตําแหนง 541 611 และ 1,998 คูเบส และลูกผสมสรางแถบพอลิมอรฟค 

(polymorphic band) ที่ตําแหนง 794 941 และ 1,618 คูเบส 

 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือกลวยไม  

 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนเทคนิคที่มีประโยชนเปนอยางมากในการขยายพันธุและปรับปรุง

พันธุกลวยไมใหไดปริมาณมากในระยะเวลาอันรวดเร็ว เนื่องจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กมากตาม

ธรรมชาติมีความงอกนอย จนในป ค.ศ. 1922 Dr. Lewis Knuson เปนบุคคลแรกท่ีคนพบและ

ประสบผลสําเร็จในการเพาะเมล็ดกลวยไมในอาหารปลอดเชื้อ (Arditti and Ernst, 1993) การ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความสําคัญตอการขยายพันธุกลวยไม ทั้งดานการเพ่ิมปริมาณกลวยไมที่ใกล 

สูญพันธุ การเพ่ิมปริมาณตนกลวยไมเพ่ือการคา และการปรับปรุงพันธุเพ่ือใหไดลักษณะที่ดี หรือ

แปลกใหมตรงตามความตองการ อยางไรก็ตาม กลวยไมแตละชนิดมีความตองการสภาพการ

เพาะเลี้ยงที่แตกตางกัน 

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม ชิ้นสวนพืชเปนปจจัยสําคัญขั้นแรก การตัดสินใจเลือก

ชิ้นสวนพืชเพ่ือนํามาเพาะเลี้ยงข้ึนอยูกับวัตถุประสงค ความพรอมและเพียงพอของชิ้นสวน โดยเฉพาะ

พืชหายากหรือเสี่ยงตอการสูญพันธุ นักวิจัยตองศึกษาหาชิ้นสวนที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

da Silva และคณะ (2015) รายงานวา ชิ้นสวนพืชของกลวยไมหวายที่นักวิจัยสวนใหญนิยมนํามา

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ ลําตนและขอ (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) เปนตน การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือให

ประสบผลสําเร็จตามวัตถุประสงคที่ตั้งไว นอกจากชิ้นสวนพืช สูตรอาหาร และสารควบคุมการ

เจริญเติบโตแลว ตองพิจารณาถึงสภาพแวดลอมที่เหมาะสม เชน แสง อุณหภูมิ ความชื้นและอากาศ

ภายในขวด  

 

2.1 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของกลวยไมในหลอดทดลอง 

 

 มีรายงานการศกึษาปจจัยตางๆ เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการขยายพันธุกลวยไมในหลอดทดลอง 

เชน สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต อุณหภูมิและแสง และสารเติมอ่ืนๆ เปนตน 

 

2.1.1 สูตรอาหาร  

 

สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหวายมีมากมายหลายสูตรดวยกัน เชน 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) แตละสูตรมีองคประกอบของอาหารท่ีแตกตางกัน การเลือกใชขึ้นอยูกับชนิด ชิ้นสวนพืช

และวัตถุประสงค da Silva และคณะ (2015) รวบรวมรายงานวิจัยเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

กลวยไมหวาย พบวา สวนใหญนิยมเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (79.3 เปอรเซ็นต) รองลงมา คือ 

สูตร KC และสูตร VW ตามลําดับ 

 

2.1.2 สารควบคุมการเจรญิเติบโต 

 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช ที่นิยมนํามาเติมในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

กลวยไมมีหลายกลุม ดังนี้ กลุมไซโทไคนิน เชน benzyladenine (BA) kinetin (Kn) 1-phenyl-3-(1, 

2, 3-thiadiazol-5-yl)-urea (TDZ) กลุมออกซิน เชน α-naphthaleneacetic acid (NAA) Indole-

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

กลุมอื่นๆ เชน triacotanol (TRIA) เปนตน สําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหวาย สารควบคุม

การเจริญเติบโตที่นิยมใชมากที่สุด คอื BA และ NAA กลวยไมหวายตางชนิดและชิ้นสวนตอบสนองตอ

สารควบคุมการเจริญเติบโตแตกตางกัน Li และคณะ (2013) รายงานวา สูตรอาหารที่เหมาะสมตอ
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การชักนํายอด D. pendulum และ D. primulinum คือ สูตร ½ MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ํามะพราว 100 มิลลิลิตรตอลิตร สูตรอาหาร

ที่เหมาะสมตอการชักนํายอด D. heterocarpum  คือ สูตร ½ MS เติม BA เขมขน 0.25 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  น้ํามะพราว 100 มิลลิลิตรตอลิตร สูตรสําหรับ 

ชักนําราก D. pendulum และ D. heterocarpum  คือ สตูร ½ MS เติม NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร รวมกับกลวยบด 100 กรัมตอลิตร ในขณะที่ สูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนําราก D. 

primulinum  คือ สูตร ½ MS เติม NAA เขมขน 0.75 มิลลิกรัมตอลิตร มันฝรั่งบด 100 กรัมตอลิตร 

Shiau และคณะ (2005) รายงานการเพ่ิมปริมาณยอดจํานวนมากของ D. candidum โดยเลี้ยง

ชิ้นสวนตาขางในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัม

ตอลิตร  

 

2.1.3 อุณหภูมิและแสง 

 

อุณหภูมิและแสงท่ีเหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมหวาย พบวา อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมอยูระหวาง 25±2 องศาเซลเซียส และใหแสง 10-16 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 350-

3,000 ลักซ หรือ 13.5-150 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที (Da Silva et al., 2015) 

 

2.1.4 สารเติมอื่นๆ 

 

นอกจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีรายงานการเติมสารเสริมอื่นๆ เพ่ือ

สงเสริมการเจริญเติบโตของเนือ้เยื่อกลวยไมในหลอดทดลอง เชน น้ํามะพราว กลวย มันฝรั่ง (Arditti 

and Emst, 1993) นอกจากสารอินทรียที่กลาวขางตน มีรายงานการใชไคโตซาน ซึ่งเปนอนุพันธของ

ไคตินที่กําจัดหมูอะซีติลของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine ตั้งแตรอยละ 50 ขึ้นไป ไคโตซาน

นํามาใชประโยชนอยางกวางขวางในดานตางๆ เพราะปลอดภัยตอมนุษย มีรายงานการเติมไคโตซาน

ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อกระตุนการเติบโตและการพัฒนาของเนื้อเยื่อกลวยไมในหลอดทดลอง 

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

al., 2010; Prasertsongskun and Chaipakdee, 2011) ไคโตซาน เขมขน 15 พีพีเอ็ม กระตุนการ

เติบโตและพัฒนาของโพรโทคอรมไลคบอดีส (protocorm like bodies) ของกลวยไมหวาย 

(Restanto et al., 2016) Kananont และคณะ (2010) รายงานวา ไคโตซานสงเสริมการงอกของ

เมล็ดและการพัฒนาของโพรโทคอรมกลวยไมหวาย 2 ชนิด คือ D. bigibbum และ D. formosum 

ในขณะที่ Kaewjampa และคณะ (2012) รายงานวา สามารถเพิ่มจํานวนโพรโทคอรมไลคบอดีสของ



7 

ซิมบิเดียมไดเปนจํานวนมาก เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติมไคโตซาน ชนิด HA9 (sodium hyalunomate) 

เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ Sopalun และคณะ (2010) รายงานวา สามารถเพ่ิมปริมาณ 

โพรโทคอรมไลคบอดีสของวานเพชรหึง (Grammatophyllum speciosum) เปน 7 เทา เมื่อเลี้ยงใน

อาหารเหลวสูตร ½ MS เติมไคโตซาน เขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร  นอกจากนี้ยังรายงานวาไคโตซาน

เปนตัวกระตุนใหพืชในหลอดทดลองสรางสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ไดอีกดวย 

 

3. การชักนําดอกในหลอดทดลอง 

 

มีรายงานการศกึษาการชักนําดอกในสภาพปลอดเชื้อ รวมไปถึงการศึกษาชีววิทยาของดอก 

เพ่ือประโยชนในการปรับปรุงพันธุในกลวยไมหลายสกุล เชน สกุลซิมบิเดียม (Chang and Chang, 

2003; Kostenyuk et al., 1999) กลวยไมสกุลหวาย (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) หรือในไมดอกไมประดับอ่ืนๆ เชน ตนแกว [Murraya paniculata (L.) Jack] 

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

คารเนชัน (Sangkhla et al., 1994) ไผ (Rout and Das, 1994) เปนตน การเกิดดอกของพืชแตละ

ชนิดในหลอดทดลองตองการปจจัยที่แตกตางกันไป โดยเฉพาะสูตรอาหาร ชนิดและความเขมขนของ

สารควบคุมการเจริญเติบโต นอกจากนี้ สภาพแวดลอมในการวางเลี้ยงก็มีผลตอการออกดอกในหลอด

ทดลองของพืชเชนกัน 

 การเกิดดอกในหลอดทดลองของกลวยไม นอกจากนํามาใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุ

ลูกผสมแลว ยังเปนตนแบบในการศึกษากลไกของการเกิดดอกและพัฒนาการ การปรับปรุงกลวยไม

ดวยวิธีการมาตรฐานใชเวลานาน เนื่องจากกลวยไมสรางยอด 2-4 ยอดตอป และใชระยะเวลา 2-3 ป 

ในการเจริญเติบโตทางดานลําตนจนผลิตดอก ดังนั้นวงรอบในการปรับปรุงพันธุ ตองใชเวลาอยางนอย 

3-5 ป การชักนําดอกในหลอดทดลองสามารถชวยรนระยะเวลา เปน 5-6 เดือน (Hee et al., 2007; 

Sim et al., 2007; Wang et al., 2009) เพ่ือใชในการคัดเลือกลักษณะสี รูปทรง และขนาดดอก 

กอนที่จะนําตนที่มีลักษณะตรงตามความตองการไปเพ่ิมปริมาณเพื่อการคาตอไป (Sim et al., 2007) 

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

2010) กลวยไมชนิดแรกที่ประสบผลสําเร็จในการชักนําดอกในหลอดทดลอง คือ Laeliocattleya 

(Knudson, 1930)  
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3.1 กลไกการเกิดดอก 

 

การสรางดอก เปนการพัฒนาจากระยะเจริญเติบโตทางดานลําตน เขาสูระยะการสืบพันธุ 

โดยการสรางดอกหรือชอดอก กลวยไมโดยสวนใหญ ประสบผลสําเร็จในการชักนําการออกดอกใน

หลอดทดลองจากตนกลาที่ไดจากการเพาะเมล็ดจากฝกออน (Wang et al., 1997; Sim et al., 

2007) นอกจากนี้ มีรายงานการชักนําดอกจากยอดที่พัฒนามาจากชิ้นสวนอ่ืน เชน Guan และ Shi 

(2009) ประสบผลสําเร็จในการชักนําดอกจากยอดที่พัฒนามาจากชิ้นสวนลําตน D. aurantiacum 

var. denneanum   Duan และ Yazawa (1995) รายงานการชักนําดอกจากยอดที่พัฒนามาจาก

กานชอดอกฟาแลนอปซิส และรายงานวา มีการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอรโมนภายในยอดพืช 

ในขณะที่มีการเปลี่ยนแปลงตายอดเปนตาดอก Ferreira และคณะ (2006b) รายงานผลของ TDZ ตอ

การเปลี่ยนแปลงของระดับฮอรโมน IAA  Zeatin riboside ([9R]-Z) 2-isopentenyl adenine (2-

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

Love ในชวงที่มีการเปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอกในหลอดทดลอง พบวา TDZ เขมขน 1.8 

ไมโครโมลาร มีผลตอระดับฮอรโมนไซโทไคนิน และ IAA ภายในชิ้นสวนพืช โดยเฉพาะ [9R]-iP และ 

[9R]-Z โดยตรวจพบระดับไซโทไคนินสูงขึ้นครั้งแรกหลังวางเลี้ยงเปนเวลา 5 วัน และพบระดับ 

ไซโทไคนินสูงข้ึนเปนครั้งที่ 2 หลังเลี้ยงเปนเวลา 25 วัน ซึ่งสัมพันธกับการพัฒนาของดอก (ภาพที่ 2) 
 

 
 

ภาพท่ี  2 การเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนภายในชิ้นสวนยอด D. Second Love ขณะมีการ

เปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอก หลังเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําดอก (TDZ 1.8 µM) 

เปนเวลา 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 การออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลองยังใชเปนเครื่องมือในการศึกษายีน

ภายในเนื้อเยื่อเจริญสวนยอดขณะที่มีการเปลี่ยนแปลงเปนตาดอก เพ่ือหากลุมยีนที่เก่ียวของกับการ

สรางดอก เชน Yu และ Goh (2000) พบยีน DOMADS1 ในเนื้อเยื่อตาดอกของหวาย D. Madame 

Thong-In และ Hsu และ Yang (2002) รายงานวายีน OMADS3 มีความสัมพันธกับการสรางดอกใน 

Oncidium Gower Ramsey 

 

3.2 ปจจัยที่มีผลตอการออกดอกในหลอดทดลองของกลวยไม 

 

การออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง เกิดจากหลายปจจัย เชน สารควบคุมการ

เจริญเติบโต การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนการชักนําดอก อัตราสวนของธาตุอาหาร  

องคประกอบและสถานะอาหาร ตลอดจนสภาพแวดลอมอ่ืนๆ ในการวางเลี้ยงเพ่ือชักนําดอกในหลอด

ทดลอง  

 

3.2.1 สารควบคุมการเจริญเติบโต 

 

สารควบคุมการเจริญเติบโต โดยเฉพาะกลุมไซโทไคนินมีบทบาทสําคัญตอการ 

ชักนําการออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง มีรายงานวา BA มีประสิทธิภาพดีสําหรับชักนําดอก

กลวยไมในหลอดทดลอง เชน กลวยไมสกุลหวาย (Hee et al., 2007; Sim et al., 2007; Tee et al., 

2008; Wang et al., 2009) ตนกลากลวยไมชนิดตางๆ ไมมีการสรางดอกเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร

ปราศจาก BA (Hee et al., 2007; Wang et al., 2009; Sim et al., 2007) เชน ซิมบิเดียม 

(Kostenyuk et al., 1999)  ฟาแลนอปซิส (Duan and Yazawa, 1995) การเติม BA รวมกับ 

น้ํามะพราว หรือสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดอื่น สงเสริมการเกิดดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง 

Wang และคณะ (1997) รายงานวา ออกซิน ยับยั้งการสรางดอกของ D. candidum โดยลด

ประสิทธิภาพการกระตุนการเกิดดอกเนื่องจากไปลดกิจกรรมของ BA  

Guan และ Shi (2009) และ Zhao และคณะ (2013) รายงานวา การเติม BA 

รวมกับ NAA ลดเปอรเซ็นตการสรางดอกของกลวยไม D. denneanum และ D. wangliangii  

Wang และคณะ (2009) รายงานวา BA ไมสงเสริมการเกิดดอกในหลอดทดลองของ D. nobile สวน 

TDZ ความเขมขนต่ํา (0.05-0.1 มิลลิกรัมตอลิตร) สงเสริมการเกิดดอกในหลอดทดลอง Chang และ 

Chang (2003) พบวา การเติม TDZ เขมขน 3.3 ไมโครโมลาร หรอื 2-iP เขมขน 10-33 ไมโครโมลาร 

รวมกับ NAA เขมขน 1.5 ไมโครโมลาร ในอาหารเพาะเลี้ยง Cymbidium ensifolium เปนเวลา 2 

สัปดาห เหมาะสําหรับการชักนําดอก และการบานของดอก  
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นอกจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตดังกลาวขางตนแลว มีรายงานการใช

สารชะลอการเจริญเติบโต ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือชักนําดอกกลวยไมในหลอดทดลอง เชน 

paclobutrazol (PBZ) ซึ่งเปนสารชะลอการเจริญเติบโตท่ีชวยเพ่ิมความแข็งแรงของพืช เปน

สารประกอบในกลุมไทรอะโซล (triazole) สูตรทางเคมี คือ C15H20ClN3O มีชื่อการคาตางๆ เชน 

PP333 Cultar และ Clipper เปนตน PBZ มีคุณสมบัติยับยั้งการสังเคราะหจิบเบอเรลลินในพืช จึงมี

ผลชะลอการแบงเซลลและการยืดยาวของเซลลในบริเวณใตปลายยอด แตยังคงมีความเจริญเติบโต

ทางลําตน อีกทั้งยังเพ่ิมการติดผลและคุณภาพของผลผลิต นอกจากนี้ยังชวยกระตุนใหเกิดตาดอกเร็ว

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

(2009) ไดทําการศึกษาการชักนํายอดของกลวยไมหวายเหลืองจันทบูร ขนาด 2-3 เซนติเมตร และมี

ขอ 2-3 ขอ เลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซูโครส 3 เปอรเซ็นต รวมกับ PBZ พบวา PBZ ความเขมขน 

0.025-0.075 มิลลิกรัมตอลิตร กระตุนการแตกยอดบริเวณขอ ประมาณ 40-50 เปอรเซ็นต และ PBZ 

ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร กระตุนการเกิดดอก 29 เปอรเซน็ต ดอกมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 

3-4 เซนติเมตร ม ี3 กลีบเลี้ยง และ 2 กลีบดอก 1 กลีบปาก เกสรตัวผูและเกสรตัวเมีย ทั้งนี้มีรายงาน

การเกิดดอกในหลอดทดลองของกลวยไมหลายชนิด เชน กลวยไมหวาย ซิมบิเดียม ฟาแลนอปซิส 

(ตารางท่ี 1) 

 

ตารางที่ 1 รายงานการศึกษาการออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง 

ชนิดพืช ชิ้นสวน  สูตรอาหาร  

และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

อางอิง 

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 ยาย

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 ชิ้นสวน  สูตรอาหาร  

และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

อางอิง 

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 ยายตนกลาเลี้ยง

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 ยาย 

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 ชิ้นสวน  สูตรอาหาร  

และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

อางอิง 

Phalaenopsis spp.   nodes Hy+BAP 22 µM Duan and 

Yazawa 

(1995) 

Psygmorchis pusilla 

Dodson and Dressler 

seedling อาหารดัดแปลงสูตร KC  

กลวยบด 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 การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนการชกันําดอก  

 

การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนการวางเลี้ยงบนอาหารชักนําดอก มีความสําคัญ

ตอความสําเร็จในการเกิดดอกในหลอดทดลองของกลวยไม ซึ่งมีวิธีการทําไดหลายวิธี เชน การตัดราก 

Kostenyuk และคณะ (1999) รายงานวา การเลี้ยงไรโซม Cymbidium niveo-marginatum Mak 

บนอาหารเติม BA เพียงอยางเดียว ชักนําดอกในหลอดทดลองได 40 เปอรเซ็นต แตเม่ือตัดรากตน

กลา กอนยายปลูกบนอาหารสูตรชักนําดอก หลังการวางเลี้ยง เปนเวลา 90 วัน พบวา เกิดชอดอก

เกือบ 100 เปอรเซ็นต มีรายงานการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนพืชหรือตนกลาบนอาหารที่เติมสารอินทรียบาง

ชนิดหรือสารชะลอการเจริญเติบโตเปนระยะเวลาหนึ่ง กอนยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําดอก 

พบวา สามารถกระตุนการสรางดอกกลวยไมสกุลหวาย Wang และคณะ (1997) รายงานวา การเลี้ยง

โพรโทคอรม D. candidium บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 

เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําชอดอกได 27 เปอรเซ็นต แตเม่ือเลี้ยงโพรโทคอรมบน

อาหารสูตร MS เติม ABA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 15 วัน แลวยายเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ภายในเวลา 5 เดือน สามารถชักนําชอดอก 84 

เปอรเซ็นต แตการวางเลี้ยงโพรโทคอรมอยางตอเนื่องบนอาหารเติม ABA หรือวางเลี้ยงเปนเวลานาน

ขึ้น (30 วัน) กอนยายเลี้ยงบนอาหารชักนําดอกไมพบการสรางดอก  Wang และคณะ (2009) การ

วางเลี้ยงตนกลา D. nobile อายุ 2-3 เดือน หลังจากการเพาะเมล็ด บนอาหารสูตร ½MS เติม PP333 
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เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 90 วัน กอนยาย

เลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เติม PP333 เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับการวางเลี้ยงที่อุณหภูมิต่ํา คือ กลางวัน 23 องศาเซลเซียส กลางคืน 18 องศาเซลเซียส ชวย

เพ่ิมเปอรเซ็นตการเกิดชอดอก และดอกบานปกติ Deb (2009) นําตนกลาหวาย D. Primulinum  สูง 

5-7 เซนติเมตร ท่ีไดจากการเพาะเมล็ดยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมน้ําแอปเปล 10 เปอรเซ็นต 

เปนเวลา 4 สัปดาห แลวยายเลี้ยงบนอาหารท่ีปราศจากน้ําแอปเปล เติม NAA เขมขน 3 ไมโครโมลาร 

และ BA เขมขน 12  ไมโครโมลาร  พบวา เกิดดอกในหลอดทดลอง 4-5 ดอกตอชอ Sim และคณะ 

(2007) พบวา มีกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากตายอดเปนตาดอก เมื่อเลี้ยงโพรโทคอรมหวาย D. 

Madame Thong-In ในอาหารเหลวสูตร KC ในขณะที่โพรโทคอรมที่เลี้ยงบนอาหารแข็งเติมเจลไรต

สรางกลุมยอดและราก อยางไรก็ตาม การเลี้ยงในอาหารเหลวทําใหไดดอกที่มีลักษณะผิดปกติ แตดอก

จะบานปกติเม่ือยายไปเลี้ยงบนอาหาร 2 ชั้น (เททับอาหารเหลวบนอาหารแข็ง) ภายใตสภาพแวดลอม

ที่เหมาะสม สามารถชักนําดอกในหลอดทดลองไดภายในระยะเวลา 5 เดือน หลังจากเพาะเมล็ด 

 

3.2.3 อัตราสวนของธาตุอาหารตอการออกดอกของกลวยไมในหลอดทดลอง 

 

อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประกอบดวยธาตุอาหาร น้ําตาล สารควบคุมการเจริญ 

เติบโตและสารอินทรียอ่ืนๆ อัตราสวนของคารโบไฮเดรต ธาตุอาหาร และฮอรโมนพืช เปนปจจัยสําคัญ

ตอการเกิดดอกในหลอดทดลอง อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS มีองคประกอบของไนโตรเจนใน

ปริมาณสูง สงเสริมการเจริญเติบโตทางลําตน และยับยั้งการสรางตาดอก (Sudhakaran et al., 2006) 

Tee และคณะ (2008) รายงานวา การเพ่ิมปริมาณฟอสฟอรัสในอาหารมากขึ้น ลดไนโตรเจนใหนอยลง 

ชวยเพ่ิมปริมาณการสรางชอดอกในหลอดทดลองของกลวยไมหวาย D. Sonia 17 ดีกวาการเลี้ยงบน

อาหารสูตร ½MS ที่ไมไดปรับอัตราสวนฟอสฟอรัสและไนโตรเจน ทํานองเดียวกับ การชักนําดอกใน

หลอดทดลองของ Doriella ฟาแลนนอปซิส และหวายบางชนิด พบวา การเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี

ไนโตรเจนสูง ทําใหการสรางดอกลดลงหรือไมมีการสรางตาดอก (Duan and Yazawa, 1994) 

Kostenyuk และคณะ (1999) รายงานวา การปรับลดปริมาณไนโตรเจน และเพ่ิมฟอสฟอรัสในอาหาร

สงเสริมการสรางดอกซิมบิเดียมไดดีกวาการวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS มาตรฐาน 
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3.2.4 ปจจัยภายในหลอดทดลอง 

 

ขอไดเปรียบของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ สามารถควบคุมสภาพแวดลอมทั้งภายใน

และภายนอกหลอดทดลองได สภาพแวดลอมภายในหลอดทดลอง เชน องคประกอบและสถานะของ

อาหาร การเลือกชิ้นสวนพืชจากชวงระยะการเจริญเติบโตและแหลงที่เหมาะสม การเพาะเลี้ยงบน

อาหารสองชั้น (Hee et al., 2007; Sim et al., 2007) เปนอีกเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการชักนํา

ดอกกลวยไมสกุลหวายที่ไมประสบผลสําเร็จจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งเติมเจลไรต Hee และ

คณะ (2007) ศึกษาผลของการเติม BA ความเขมขนตางๆ ในอาหารเหลวสตูร KC แลวเททับบนอาหาร

แข็งสูตร KC เติมเจลไรต และถานกัมมันต พบวา BA สงเสริมการเกิดชอดอกจาก 38 เปอรเซ็นต เม่ือ

เลี้ยงบนอาหารแข็ง และการออกดอกเพิ่มเปน 87 เปอรเซ็นต เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารเติม BA 4.4  

ไมโครโมลาร การเติม BA ในอาหารเหลวชั้นบนสงเสริมใหดอกมีลักษณะปกติ นอกจากนี้ พบวา การ

คัดเลือกตนกลาที่มีลักษณะปกติ สมบูรณ แข็งแรง ชวยเพ่ิมเปอรเซน็ตการสรางดอกในหลอดทดลอง 

จาก 45 เปน 72 เปอรเซ็นต  

 

3.2.5 ปจจัยภายนอกหลอดทดลอง 

 

ปจจัยภายนอกหลอดทดลองที่มีความสําคัญตอการออกดอกของพืช เชน ชวงเวลาที่

พืชไดรบัแสง และความเขมแสง หรือการออกดอกของพืชบางชนิดขึ้นอยูกับอุณหภูมิ กลาวคือ จะออก

ดอกตอเมื่อไดรับการกระตุนดวยอุณหภูมิต่ําเสียกอน เรียกลักษณะเชนนี้ วา การใชความเย็นกระตุน

ใหออกดอก (vernalization) ซึ่งเปนลักษณะของพืชในเขตหนาว Vaz และคณะ (2004) พบวา 

ระยะเวลาการใหแสงมีผลตอการเจริญเติบโตและการสรางดอก ของ Psygmorchis pusilla Dodson 

and Dresser ชวงแสงท่ีเหมาะสม คือ 12-14 ชั่วโมงตอวัน สงเสริมการสรางชอดอกในหลอดทดลอง

และดอกบานปกติ ในขณะที่การใหแสงนอยกวานี้ทําใหดอกไมบานหรือชวงเวลาบานสั้นลง สวน

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและสรางชอดอก คือ 27 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ต่ําหรือสูง

กวานี้ (22 และ 32 องศาเซลเซียส) ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต และไมพบการสรางดอกในหลอด

ทดลอง  

 

4. การชักนําพอลิพลอยด 

 

การชักนําพืชใหเกิดพอลิพลอยด หรือการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมเปนเทคนิคในการปรับปรุง

พันธุพืชใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมมากขึ้น มักมีผลใหพืชเพ่ิมหรือขยายขนาดเซลล สงผล
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ใหลักษณะของสวนรางกายและสวนสืบพันธุใหญขึ้น ลักษณะเหลานี้แตกตางจากพืชพอลิพลอยดที่

พัฒนาจากการผสมเกสรตามธรรมชาติซึ่งพืชสามารถเกิดพอลิพลอยดไดแตมีนอย  

การชักนําพืชใหเกิดพืชพอลิพลอยด ทําไดโดยการใชสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งการสราง 

เสนใยสปนเดิล ซึ่งเปนโครงสรางที่ชวยในการแยกตัวของโครโมโซมในระยะแอนาเฟส เชน โคลชิซิน 

ออริซาลิน ไตรฟลูราลิน อะมิโพรฟอสเมธิล และไนตรัสออกไซด สารเคมีที่นิยมใชกันทั่วไป คือ  

โคลชิซิน ซึ่งเปนสารประเภทอะโรมาติกอัลคาลอยดมีคุณสมบัติละลายน้ําได โคลชิซินมีผลตอ 

ไมโครทิวบูล เนื่องจากโคลชิซินไปจับกับโปรตีนทูบูลิน ซึ่งเปนหนวยยอยของไมโครทิวบูล ทําให 

ไมโครทิวบูลไมสามารถสรางเปนเสนใยยาวที่เรียกวาเสนใยสปนเดิลในขณะที่มีการแบงเซลล ดังนั้นใน

ระยะแอนาเฟสโครมาทิดจึงไมสามารถถูกดึงไปที่ข้ัวเซลล ทําใหเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมจาก 2n เปน 

4n หรือเปนพอลิพลอยด (Starr and Taggart, 1995)  

การปรับปรุงพันธุกลวยไมโดยการใชโคลชิซินชักนําใหเกิดพอลิพลอยด เปนเครื่องมือสําคัญใน

การปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มขนาดดอก ลําลูกกลวย หรือลักษณะอ่ืนตามตองการ โดยทั่วไปความเขมขน

ของโคลชิซินที่ใชอยูในชวง 0.01–1.0 เปอรเซ็นต (w/v) สําหรับระยะเวลาที่ใหมีความแตกตางกัน

ขึ้นอยูกับชนิดของกลวยไมและชิ้นสวนที่ใช เชน Vichiato และคณะ (2007) รายงานการชักนํา 

เตตระพลอยดของ D. nobile Lindl. โดยการนําตนกลา สูงประมาณ 0.5 เซนติเมตร แชสารละลาย

โคลชิซิน เขมขน 0.05 และ 1.0 เปอรเซ็นต ในสภาพมืด เปนเวลา 24 48 72 และ 96 ชั่วโมง แลว 7 

เดือนตอมา บันทึกอัตรารอดชีวิต ความสูง เสนรอบวงลําลูกกลวย และระดับพลอยดี โดยนับจํานวน

โครโมโซมในระยะเมตาเฟส พบวา การใชโคลชิซินทั้งสองความเขมขน แชเปนเวลา 96 ชั่วโมง ไมมีผล

ทางสถิติตออัตรารอดชีวิต และโคลชิซินทั้งสองความเขมขนสามารถชักนําเตตระพลอยด (2n=4x=76 

โครโมโซม) หลังการแชเปนเวลา 72 และ 96 ชั่วโมง การแชตนกลาดวยสารละลายโคลชิซิน เขมขน 

0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 96 ชั่วโมง สามารถชักนําตนเตตระพลอยดไดเปนจํานวนมาก 

Atichart และ Bunnag (2007) รายงานวา การแชโพรโทคอรม D. secundum (Bl.) Lindl. 

ในสารละลายโคลชิซนิ เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 วัน สามารถชักนําตนพอลิพลอยดไดเปน

จํานวนมาก  Sarathum และคณะ (2010) รายงานวา การแชโพรโทคอรม D. scabrilingue L. ใน

สารละลายโคลชิซิน เขมขน 0.075 เปอรเซ็นต เปนเวลา 14 วัน โพรโทคอรมมีอัตรารอดชีวิต สูงสุด 

36.8 เปอรเซ็นต และสามารถชักนําตนเตตระพลอยดได 43.1 เปอรเซ็นต  สาริณี (2538) ศึกษา

จํานวนโครโมโซม ลักษณะดอกและความสมบูรณในการสืบพันธุของกลวยไมหวาย D. superbiens 

ตนดิพลอยด และอัลโลเตตระพลอยด ซึ่งเปนตนที่ไดมาจากการเพ่ิมจํานวนโครโมโซมแคลลัสที่เปน 

ดิพลอยด ดวยสารละลายโคลชิซิน เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต จากการศึกษา พบวา ตนดิพลอยด 

มีจํานวนโครโมโซมปกติ เทากับ 2n=2x=38 และตนอัลโลเตตระพลอยด มีจํานวนโครโมโซม 

2n=4x=76 จํานวนดอกในชอนอยกวาตนที่เปนดิพลอยด แตกลีบดอกของตนอัลโลเตตระพลอยดมี
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ขนาดกวาง ยาว และหนามากกวา การบานของดอกตนอัลโลเตตระพลอยดนานกวาดิพลอยดเปน

เวลา 8 วัน เมื่อเปรียบเทียบความสมบูรณในการสืบพันธุ พบวา ตนเตตระพลอยดมีความสมบูรณใน

การสืบพันธุสูงกวาตนดิพลอยด 

นอกจากนี้ ยังมีรายงานการศึกษาการเพ่ิมจํานวนโครโมโซมในกลวยไมชนิดอื่นๆ เชน Silva 

และคณะ (2000) ศึกษาผลของโคลชิซินตอการชักนําพอลิพลอยดจากโพรโทคอรมของกลวยไม 

Cattleya intermedia L. ในสภาพปลอดเชื้อ โดยใชโคลชิซิน เขมขน 0.00  0.05  0.1 และ 0.2 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 และ 8 วัน พบวา โคลชิซิน เขมขน 0.05 และ 0.1 เปอรเซ็นต สามารถ 

ชักนําใหเกิดตนที่เปนมิกโซพลอยด และตนเตตระพลอยด ที่มีขนาดปากใบและความหนาแนนของ

ปากใบเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับตนปกติ และสามารถใชความหนาแนนของปากใบเปน 

ตัวจําแนกความแตกตางระหวางตนปกตกัิบตนเตตระพลอยด  

Griesbach (1981) ศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมในกลวยไมสกุลฟาแลนอปซิส 3 ชนิด 

คือ Phalaenopsis equestris, P. fasciata และ P. Betty hauserman โดยนําฝกกลวยไมที่มีอายุ

ประมาณ 4–5 เดือน มาเพาะบนอาหารสูตร MS แลวยายโพรโทคอรมจํานวน 50 โพรโทคอรม ลงใน

อาหารเหลวเติมโคลชิซิน เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร วางบนเครื่องเขยา ความเร็ว 50 รอบตอนาที 

นาน 10 วัน จากนั้นยายโพรโทคอรมลงในอาหารปราศจากโคลชิซินและยายลงในอาหารใหมในเดือน 

ตอมา เมื่อพัฒนาเปนตนที่สมบูรณจึงยายออกปลูกและตรวจนับโครโมโซม พบวา สามารถชักนําการ

เพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมได 50 เปอรเซ็นต เปนตนเตตระพลอยดและออคตาพลอยด 46 และ 2  

เปอร เซ็นต  ตามลําดับ ตนท่ีได จากการเพ่ิมจํานวนโครโมโซมโดยโคลชิซินมีการปลดปลอย

สารประกอบฟโนลในอาหารจึงตองยายเปลี่ยนอาหารทุก 2 – 3 สัปดาห ตนมีการเจริญเติบโตชากวา 

ตนดิพลอยด ตนเตตระพลอยดในสภาพธรรมชาติสามารถออกดอกไดหลังเพาะเมล็ดนาน 3 ป แต 

ตนเตตระพลอยดที่ไดจากการชักนําสามารถออกดอกไดหลังเพาะเมล็ดนาน 5 ป  

Kim และคณะ (2003) ใชสวนของโพรโทคอรมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปลายยอดของ

ลูกผสมซิมบิเดียมที่เปนตนดิพลอยด แชสารละลายโคลชิซิน ความเขมขน 0.01 0.05 และ 0.1 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 2 และ 3 สัปดาห เพื่อชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมเปน 

สองเทา พบวา ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต สงผลใหโพรโทคอรมตายมากที่สุด สวนความเขมขน 

0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 สัปดาห ทําใหโพรโทคอรมตาย 50 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนความเขมขนและ

เวลาที่ดีที่สุด จํานวนโครโมโซมท่ีเกิดมีทั้งเปนเตตระพลอยด และทริพลอยด และพบวาระยะเวลาที่ได

รับสารละลายโคลชิซินไมมีผลแตกตางกันตอการเพ่ิมจํานวนชุดของโครโมโซม แตมีผลตออัตราการ

รอดชีวิตของโพรโทคอรม นอกจากการตรวจนับจํานวนโครโมโซมในเซลลปลายรากแลว ลักษณะของ 

ตนพอลิพลอยดยังมีความแตกตางจากตนดิพลอยดในดานรูปรางใบและความยาวใบ  
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วัตถุประสงค 

 

1. ศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร 

2. เพ่ือศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงและชักนําดอกลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในสภาพปลอดเชื้อ 

3. เพ่ือศึกษาความเขมขนของโคลชิซินและระยะเวลาที่เหมาะสมตอการชักนําพอลิพลอยด

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  



18 

บทที่ 2 

 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 

 

วัสดุ 

 

1. วัสดุพืช 

 

ในการศกึษานี้ใชตนกลากลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่

เพาะเมล็ดบนอาหารสูตร VW (Vacin and Went) 

 

2. สูตรอาหารที่ใชเลี้ยง 

 

สูตรอาหารที่ใชในการศึกษานี้ เปนสูตร VW และ MS เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด

และความเขมขนตางๆ  

 

3. วัสดุสารเคมี 

 

3.1 สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบของอาหารสูตร VW และ MS น้ําตาลซูโครส วุน ไฟตาเจล 

3.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต เชน ไคโตซาน BA  2,4-D  TDZ  PBZ  

3.3 สารละลายปรับ pH คือ HCl และ KOH 

3.4 สารเคมีที่ใชในการชักนําและตรวจสอบการกลายพันธุ เชน โคลชิซิน กรดอะซิติก และ

แอลกอฮอล 

3.5 สารเคมีที่ใชในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ ประกอบดวยสารละลายบัฟเฟอร [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 

และสียอมดีเอ็นเอ propidium iodide (PI)  
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 อุปกรณ 

 

1.   อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร 

 

1.1 เครื่องแกว เชน ไปเปต กระบอกตวง บีกเกอร ขวดปรับปริมาตร ฟลาสก 

1.2 กระดาษกรองจุลินทรีย ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

1.3 เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 

1.4 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  

1.5 ตูอบฆาเชื้อ หมอนึ่งความดันไอไมโครเวฟ และตูเยน็ 

 

2. อุปกรณสําหรับการยายเลี้ยงและวางเลี้ยง 

 

2.1 ตูยายเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

2.2 ชุดเครื่องมือยายเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดแก ปากคีบ ดามมีดพรอมใบมีดผาตัด 

2.3 เครื่องเขยาเลี้ยง 

2.4 ชั้นสําหรับวางขวดเพาะเลี้ยง ควบคุมอุณหภูมิ 26+2 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมง

ตอวัน ความเขมแสง 8.75 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาท ี

 

3. อุปกรณที่ใชในการศึกษาลักษณะของเซลลคุม 

 

3.1 อุปกรณที่ใชในการศกึษาเซลลคุม ไดแก ใบมีด ปากคีบ แผนสไลด แผนปดสไลด 

3.2 กลองจุลทรรศนใชแสงแบบเชิงประกอบ (compound light microscope) ยี่หอ 

Olympus รุน BH2-RFL-T2 

 

4. อุปกรณที่ใชในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ 

 

4.1 อุปกรณในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ ไดแก ใบมีด หลอดไมโครเซนตริฟวจ กระดาษ

กรอง ขนาด 20 ไมโครเมตร ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว 

4.2 อุปกรณชุดอิเลคโตรโฟรีซิส และการทําพีซีอาร ไดแก ตูแชแช็ง -20 และ -30 องศา

เซลเซียส เครื่องไมโครเซนตริฟวจ เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง ไมโครปเปต 

เครื่องนึ่งฆาเชื้อ เครื่องอิเลคโตรโฟรีซีส (LE Agarose, Promega, USA) เครื่อง XP 
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Thermal Cycler (บริษัท Bioer Technology จํากัด) รุน TC-XP ประเทศญี่ปุน 

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร รุน  Nano drop (ND-1000) เครื่องถายภาพเจล เครื่อง

เขยา (vortex) 

4.3 เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ FACScalibur Flow Cytometer รุน Becton-Dickinson 

Japan 
 

วิธีการ  

 

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสม 

 

การเตรียมดีเอ็นเอ 

 

 สกัดดีเอ็นเอจากใบออนกลวยไมหวายซานทานา เหลืองจันทบูร และลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูร โดยวิธี CTAB (hexadecyltrimetyammonium bromide) ที่

ดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1990) ใชตัวอยางใบออน ประมาณ 1 กรัมน้ําหนักสด ใสในโกรง

บดตัวอยางที่แชเย็น เติม CTAB buffer ซึ่งประกอบดวย PVP-40 เขมขน 1 เปอรเซ็นต NaCl เขมขน 

1.4 มิลลิโมลาร Na2EDTA  เขมขน 20 มิลลิโมลาร pH 8.0 CTAB เขมขน 2 เปอรเซ็นต และ –

mercaptoethanol เขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 750  ไมโครลิตร บดตัวอยางใหละเอียด เทใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

60 นาที กลับหลอดไปมาทุก 10 นาที เติมคลอโรฟอรม ปริมาตร 700  ไมโครลิตร  กลับหลอดไปมา

เบาๆ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายสวนใสดานบน

ใสหลอดใหม เติมสารละลายไอโซโพรพานอล ปริมาตร 650  ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ จน

เห็นสายดีเอ็นเอ จากนั้นทิ้งไวประมาณ 5 นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอตกตะกอนสูกนหลอด เทสารละลายทิ้ง

ใหเหลือแตตะกอนดีเอ็นเอ แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอลแชเย็น เขมขน 70 เปอรเซ็นต 2 

ครั้ง วางตะกอนดีเอ็นเอใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลาย TE 

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

โมลาร) ที่อุณหภูมิหอง เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนวุนอะกาโรส (agarose 

gel electrophoresis) โดยใชอะกาโรสเจล เขมขน 0.7 เปอรเซ็นต ละลายดวย 1x TE buffer ผสม

ตัวอยงดีเอ็นเอที่สกัดได ปริมาตร 2 ไมโครลิตร กับ loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยอดลงบน 

อะกาโรสเจล พรอมดีเอ็นเอมาตรฐาน ( DNA) ตรวจสอบภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต ดวย
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สารละลาย TBE buffer (Tris Base Boric acid Na2EDTA 0.5 โมลาร pH 8.0) เปนเวลา 20 นาที 

เปรียบเทียบความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน นําเจลมายอมสีดีเอ็นเอดวย 

เอธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Gel 

documentation แลวปรับความเขมขนของดีเอ็นเอ โดยการเจือจางดวย TE buffer ใหไดความ

เขมขน 2,300-2,800 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สําหรับการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 

 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

 

 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอร ขนาด 10 นิวคลิโอไทด จํานวน 12  

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

OPR11 และ OPT06 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมโดยปฏิกิริยาพีซีอาร ตามวิธีการของ ศิริญญา 

(2551) สวนผสมในปฏิกิริยาพีซีอาร 25 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอตนแบบ 60 นาโนกรัม 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10x Taq buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร เขมขน 0.2 ไมโครโมลาร 

ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร dNTPs (dCTP, dGTP, dTTP และ dATP) เขมขน 250 ไมโครโมลาร

ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร Taq polymerase เขมขน 5.0 ยูนิต ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร dH2O 

ปริมาตร 17.8 ไมโครลิตร สังเคราะหดีเอ็นเอดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (DNA Thermal 

Cycler) โดย denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 

denaturation ที่ อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  annealing ที่ อุณหภูมิ  37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 

จํานวน 2 รอบ ตามดวย denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วินาที annealing 

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 นาที จํานวน 2 รอบ ตามดวย  denaturation ที่อุณหภูมิ 93 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จํานวน 41 รอบ และตามดวย extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ เพื่อใหเกิดไพรเมอร extension สมบูรณ แลวเก็บท่ี 4 

องศาเซลเซียส ทําการตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยนําสารละลายดีเอ็นที่สังเคราะหได ปริมาตร 12  

ไมโครลิตร ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.5 

เปอรเซ็นต ละลายดวย TBE buffer ภายใตแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง 50 นาที 

นําเจลมายอมดวยเอธิเดียมโบรไมด เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที แลวลาง

ดวยน้ํากลั่น เปนเวลา 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 260 นาโนเมตร 

ถายรูปดวยเครื่อง gel documentation คัดเลือกไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแตละ
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ตัวอยาง วิเคราะหขอมูลดวยการตรวจดูจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ ตําแหนงการปรากฏและไม

ปรากฏแถบในลายพิมพดีเอ็นเอของตนพอ ตนแม และลูกผสมที่ไดจากแตละไพรเมอร 

 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  

 

2.1 ผลของชิ้นสวนและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

 

นําตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร จากการเพาะเมล็ดบน

อาหารสูตร VW ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 4 เดือน มาตัดแยกเปนชิ้นสวน 

ลําตน ขอ (ประกอบดวยลําตนและขอ 1 ขอ) และใบ (ภาพที่ 3) เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW เติม BA 

หรือ TDZ เขมขน 0 1.0  3.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือเติม 2,4-D เขมขน 0  0.5  2.5  5.0 

และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ BA รวมกับ 2,4-D เขมขน 0  1.0  3.0 และ 6.0 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมดวยน้ํามะพราว 150  มิลลิลิตรตอลิตร น้ําตาลซูโครส 20  กรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง 

5.3 หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน บันทึกผล การสรางยอดเปรียบเทียบกันระหวางสารควบคุมการ

เจริญเติบโตและชิ้นสวนพืช โดยใชแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) 

และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ Duncan’s multiple range test (DMRT) 

 

 
 

ภาพที่ 3   การเตรียมชิ้นสวนจากตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 
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2.2 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร  

 

นําตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร อายุ 6 เดือน นับจาก

เพาะเมล็ดและยายเลี้ยง 2 ครั้ง (ยายเลี้ยง 2 เดือนตอครั้ง) บนอาหารสูตร VW ที่ปราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต จากนั้นยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เติมไคโตซาน เขมขน 0  1.0  2.0  

3.0  และ 4.0 มิลลิกรัมตอลิตร ทุกสูตรเติมน้ําตาลซูโครส 20 กรัมตอลิตร มันฝรั่งบด 70 กรัมตอลิตร  

ผงถานกัมมันต 2 กรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง 5.6 วุน 6.7 กรัมตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 

3 เดือน  บันทึกผลจํานวนยอด น้ําหนักสด ความสูงตน จํานวนใบ ความยาวใบ จํานวนราก และความ

ยาวราก ในแตละความเขมขนของไคโตซานเปรียบเทียบกัน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT  

 

3. การชักนําดอกลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง 

 

นําตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร ที่ไดจากการเพาะเมล็ด

บนอาหารสูตร VW ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 3 เดือน ไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง

สูตร VW เติมฺ BAP เขมขน 0.5 1.0 1.5 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ PBZ เขมขน 0  0.25 0.5 

0.75 1.0 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ ความ

เขมขน 0 0.04  0.20  0.40  และ 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน  บันทึกผล

การสรางยอดรวม และดอก ในแตละความเขมขนของ BA PBZ และ PBZ รวมกับ TDZ โดยใชแผนการ

ทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT 

 

4. การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในหลอดทดลอง 

 

ตัดแยกชิ้นสวนลําตนท่ีประกอบดวยลําตนและขอ 1 ขอ ขนาด 1 เซนติเมตร จากตนกลา

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ แชสารโคลชิซิน 

เขมขน 0 0.01  0.05  และ 0.10 เปอรเซ็นต ซึ่งละลายในอาหารเหลวสูตร VW วางบนเครื่องเขยา

ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส สภาพมืด เปนเวลา 24  48 และ 72 

ชั่วโมง จากนั้นลางชิ้นสวนดวยอาหารเพาะเลี้ยงเพ่ือกําจัดสารละลายโคลชิซินจนหมด วางชิ้นสวนบน

กระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อแลวเพื่อซับใหแหง ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW ปราศจากสาร
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ควบคุมการเจริญเติบโต บันทึกอัตราการรอดชีวิตของชิ้นสวนและอัตราการรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต 

(LD50) หลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของโคลชิซิน ทําการ

ทดลองทั้งหมด 12 การทดลอง การทดลองละ 30 ชิ้นสวน โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ

เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT หลังจากเลี้ยงตนกลาท่ีผานการทรีตดวยโคลชิซิน เปนเวลา 3 

เดือน ตรวจสอบลักษณะทางสรีรวิทยาของตนที่ไดเปรียบเทียบกันโดยใชแผนการทดลองขางตน  

 

การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอโดยโฟลไซโทเมทรี 

 

 นําชิ้นสวนใบตนกลาลูกผสมที่คาดวาเปนตนพอลิพลอยด และตนควบคุม จากการศึกษาที่

ผานมา อยางละ 10 ตน แตละตนใช 1 ใบ มาวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบการเกิด 

พอลิพลอยด ตามวิธีการ ดังนี้ คือ ตัดใบออน ขนาด 1-2 เซนติเมตร (ตัดเสนกลางใบออก) ใสในจาน

เพาะเลี้ยงขนาดเล็ก หั่นเปนชิ้นเล็กๆ เติมสารละลาย PVP ปริมาตร 700 ไมโครลิตร สับดวยใบมีดโกน

ประมาณ 100 ครั้ง กรองดวยกรวยกรองขนาด 20 ไมโครเมตร ใสหลอดเซนตริฟวจ เติมสารละลาย 

PI ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมดวยการคว่ําหลอดเบาๆ 2-3 ครั้ง จากนั้นนําไปบมในกลองน้ําแข็ง  

เปนเวลา 10 นาที จึงนําตัวอยางวิเคราะหดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร Beckman Coulter Flow 

Cytometry บันทึกผลการนับนิวเคลียส วิเคราะหผลที่ได และเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของ 

ตนตัวอยางและตนควบคุม เพ่ือหาระดับพลอยดี โดยใชดีเอ็นเอของขาวญ่ีปุนสายพันธุ  Nipponbare 

[Oryza sativa (cv. ‘Nipponbare’)] ซึ่งทราบระดับพลอยดีแนนอนแลว เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน 

คํานวณปริมาณดีเอ็นเอ ดังสมการตอไปนี้ 

 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. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสม 

 

 จากการใชไพรเมอรอารเอพีดี ขนาด 10 นิวคลิโอไทด จํานวน 12 ไพรเมอร เขาสุมจับกับ

แถบดีเอ็นเอตนแบบของกลวยไมหวายซานทานา เหลืองจันทบูร และลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร  สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 334 แถบ เปนพอลิมอรฟค 

จํานวน 42 แถบ และมีลักษณะโมโนมอรฟคที่ตรงกับตนเหลืองจันทบูร จํานวน 133 แถบ ในขณะท่ี 

ปรากฏแถบโมโนมอรฟคตรงกับกลวยไมหวายซานทานา จํานวน 159 แถบ (ตารางท่ี 2)  

 
 

ตารางที่ 2 ชนิดของไพรเมอรอารเอพีดีที่ใชในการตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูรตอรูปแบบ ขนาด และคุณภาพของดีเอ็นที่เพ่ิมปริมาณได 

ไพรเมอร 
ลําดับเบส 

(5’ – 3’) 

จํานวน

แถบ

ทั้งหมด 

จํานวนแถบโมโนมอรฟค จํานวน

แถบพอลิ

มอรฟค 

ขนาดของ

ชิ้นสวน 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  

++++  เพ่ิมปริมาณไดทุกตัวอยาง ใหแถบชัดเจน +++ เพ่ิมปริมาณไดทุกตัวอยางใหแถบไมชัดเจน 

++ ไมสามารถเพ่ิมปรมิาณไดทุกตวัอยาง ใหแถบชัดเจน + ไมสามารถเพ่ิมปริมาณไดทุกตัวอยาง ใหแถบไมชัดเจน 
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จากการตรวจสอบลูกผสมดวยเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดี จํานวน 12 ไพรเมอร พบวา มี 6 

ไพรเมอร คือ OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได

ทุกตัวอยางและใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน (ภาพท่ี 4-9) สามารถนําไปใชตรวจสอบความสัมพันธทาง

พันธุกรรมระหวางลูกผสมกับกลวยไมหวายซานทานา และเหลืองจันทบูรได โดยลูกผสมท่ีไดมีรูปแบบ

ของดีเอ็นจากทั้งฝายพอและแม ท่ี 350 800 และ 900 คูเบส (ภาพที่ 4) 230  260 350 1,050 และ 

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

และ 1,250 bp (ภาพที่ 8) และ 280 คูเบส (ภาพที่ 9) ตามลําดับ รวมทั้งมีรูปแบบดีเอ็นเอที่แตกตาง

ไปจากพอและแม ที่ 560 และ 650 คูเบส (ภาพที่ 4)  580 900 และ 1,000 (ภาพที่ 6)  600 และ 730 

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

ตามลําดับ 

 

 

ภาพที่  4  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีด ี

ดวยไพรเมอร OPA03  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

OPA03 
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ภาพที่  5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีด ี

ดวยไพรเมอร OPB07  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

  

OPB07 
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ภาพที่  6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPJ04  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

 

  

OPJ04 
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ภาพที่  7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPT06 

M คอื ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

 

 

  

100 bp 

M        1          2         3          4          5         6          7          8          9 

1,000 bp 

OPR11 

OPT06 
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ภาพที่  8  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPR11  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส  

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

 

 

 M 

OPR11 
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ภาพที่  9  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของกลวยไมเหลืองจันทบูร (lane 1) ซานทานา (lane 2) และลูกผสม

ระหวางซานทานากับเหลืองจันทบูร (lane 3-7) เมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคอารเอพีดี ดวย 

ไพรเมอร OPB18 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คูเบส  

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูร 

แถบตรงกับกลวยไมหวายซานทานา 

แถบตรงกับกลวยไมเหลืองจันทบูรและหวายซานทานา 

     

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  

 

2.1 ผลของชิ้นสวนและสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมตอการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

 

หลังจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนบนอาหารแข็งสูตร VW เติม BA และ TDZ ความเขมขนตางๆ 

เปนเวลา 2 เดือน พบวา ชิ้นสวนขอมีการสรางยอดดีที่สุด รองลงมา คือ ชิ้นสวนลําตน สําหรับวาง

เลี้ยงชิ้นสวนใบ  ไมพบการสรางยอดจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบทั้งบนอาหารเติมและไมเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต สูตรอาหารปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และเติม TDZ เขมขน 5 

มิลลิกรัมตอลิตร ใหการสรางยอดจากชิ้นสวนขอสูงสุด 33.33 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 3) แตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับการวางเลี้ยงชิ้นสวนขอบนอาหารสูตรเติม BA เขมขน 1-3 มิลลิกรัม

ตอลิตร ซึ่งใหการสรางยอด 6.67 เปอรเซน็ต  

M 

OPB18 
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ตารางที่ 3 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมในอาหารสูตร VW และชิ้นสวนพืชตอการสราง 

ยอดของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 45 วัน 

ความเขมขน (มก/ล)  การสรางยอด (%)  จํานวนยอดตอชิ้นสวน 

BA TDZ  ใบ ลําตน ขอ  ใบ ลําตน ขอ 

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 ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ   

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

จากการศึกษาผลของ BA และ 2,4-D ตอการสรางยอดจากชิ้นสวนใบและชิ้นสวนขอของ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน พบการ

สรางยอดใหมจากชิ้นสวนขอเทานั้น (ตารางท่ี 4) การเติม BA รวมกับ 2,4-D มีผลตอการสรางยอด

ของกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร โดยพบการสรางยอด สูงสุด 

55 เปอรเซ็นต 1.27 ยอดตอชิ้นสวน จากชิ้นสวนขอท่ีวางเลี้ยงบนอาหารเติม 2,4-D เขมขน 0.5 

มิลลิกรัมตอลิตร แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับการเลี้ยงชิ้นสวนบนสารควบคุม 

การเจริญเติบโตความเขมขนอ่ืนๆ  
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ตารางที่ 4 ผลของ BA  2,4-D ที่เติมในอาหารสูตร VW และชิ้นสวนพืชตอการสรางยอดของลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 2 เดือน 

ความเขมขน (มก/ล)  การสรางยอด (%)  จํานวนยอดตอชิ้นสวน 

BA 2,4-D  ใบ ขอ  ใบ ขอ 

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 

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

2.2 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของตนกลาลูกผสมกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร  

 

จากการศึกษาผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลามีน้ําหนักสด ระหวาง 1,061.00-

1,782.67 มิลลิกรัม ตนกลาที่เลี้ยงบนอาหารเติมไคโตซานทุกความเขมขนมีน้ําหนักสดแตกตางกันทาง

สถิติ โดยตนกลามีน้ําหนักสดมากที่สุด 1,782.67 มิลลิกรัม บนอาหารเติมไคโตซาน 2 มิลลิลิตรตอ

ลิตร เมื่อพิจารณาการสรางยอดจากชิ้นสวนที่เพาะเลี้ยง พบวา ไคโตซานทุกความเขมขนที่ใชใหการ

สรางยอดรวมสูงกวาการไมเติมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) ไคโตซาน เขมขน 2 



34 

มิลลิลิตรตอลิตร ใหจํานวนยอดมากท่ีสุด 9.92 ยอด แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) เมื่อ

เปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนอาหารที่ปราศจากไคโตซาน นอกจากนี้ยัง พบวา การเติมไคโตซานความ

เขมขนสูงข้ึน ชวยเพิ่มจํานวนรากมากขึ้น อยางไรก็ตามการเติมไคโตซานไมมีผลทางสถิติตอความยาว

ราก และความสูงตน (ตารางท่ี 5 ภาพที่ 10) 

 

ตารางที่ 5 ผลของไคโตซานที่เติมในอาหารสูตร VW ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

ไคโตซาน  

(มล/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวนยอด 

(ยอด) 

จํานวนราก  

(ราก) 

ความยาวราก 

(ซม) 

ความสูงตน 

(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 ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอกัษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 
 

 

ภาพที่  10 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงบนอาหาร

แข็งเติมไคโตซานความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

chitosan 0       1.0   2.0  3.0  4.0 ml/l 
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3. การชักนําดอกลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง 

 

จากการศึกษาผลของ BA ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร หลังเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร มีน้ําหนักสดมากที่สุด 1,008.33 มิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA เขมขน 3.0 

มิลลิกรัมตอลิตร แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) กับการเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความ

เขมขนอ่ืนๆ (ตารางที่ 6) อยางไรก็ตาม จํานวนยอดและความสูงยอดไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 

เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความเขมขนตางกัน สูตรอาหารเติม BA ใหความยาวของราก สูงสุด 2.79 

เซนติเมตร รองลงมาคือ การเติม BA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารปราศจาก BA แตกตางทาง

สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) กับการวางเลี้ยงบนอาหารเติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ 

ไมพบการสรางดอกจากการวางเลี้ยงบนอาหารที่เติมและไมเติม BA ทุกความเขมขน ลักษณะตนที่

ปรากฏดังแสดงในภาพที่ 11 

 

ตารางที่ 6  ผลของ BA ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

BA  

(มก/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวนยอด 

(ยอด) 

จํานวนราก 

(ราก) 

ความยาว

ราก (ซม) 

ความสูงตน 

(ซม) 

การสราง

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 ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ   

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 
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ภาพที่  11 ตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยงบนอาหาร

เติม BA ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 3 เดือน 

 

 จากการศึกษาผลของ PBZ ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 3 เดือน พบวา การเติม PBZ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติตอน้ําหนัก

สดและจํานวนยอด แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตอจํานวนใบและความยาวใบ PBZ 

ความเขมขนสูงข้ึน สงผลใหจํานวนใบ และความยาวใบลดลง (ตารางท่ี 7) แตการเติม PBZ สงเสริม

การเพ่ิมจํานวนรากและความยาวราก อยางไรก็ตาม พบการสรางดอก 13.90 เปอรเซ็นต เฉพาะบน

อาหารเติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร แตดอกมีสีซีด ดอกไมบาน และเหี่ยวไปในที่สุด (ภาพที่ 

12) จึงมีการเติม TDZ เพ่ือชักนําการเกิดดอกในหลอดทดลองในการศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 7  ผลของ PBZ ตอการเจริญเติบโตและการสรางดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน 

PBZ  

(มก/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวน

ยอด (ยอด) 

จํานวน

ราก (ราก)  

ความยาว

ราก (ซม) 

จํานวน

ใบ (ใบ) 

ความยาว

ใบ (ซม) 

การสราง

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 ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

 

 

ภาพที่ 12 ดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่พัฒนาหลังวางเลี้ยงบน

อาหารสูตร VW เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 เดือน มีสีซีดและ 

ไมบาน (ศรชี้) 
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การศึกษาผลของ PBZ รวมกับ TDZ ตอการเจริญเติบโตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย 

ซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยง 3 เดือน พบวา การเติม PBZ รวมกับ TDZ ไมมีความ

แตกตางทางสถิติตอน้ําหนักสด (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) ตนกลากลวยไมลูกผสมมี

ความสูงมากที่สุด (6.08 เซนติเมตร) เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 มิลลิกรัมตอลิตร แตกตางทางสถิติกับการเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ รวมกับ 

TDZ ความเขมขนอ่ืนๆ การเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ เพียงอยางเดียว สงเสริมการเปอรเซน็ตการสราง

ดอกหลังวางเลี้ยง 45 วัน ดีที่สุด 3.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 8) แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญเม่ือ

เปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ รวมกับ TDZ เขมขน 0.04 และ 0.40 มิลลิกรัมตอลิตร 

อยางไรก็ตาม ดอกสวนใหญไมบาน เมื่อวางเลี้ยงตอไป ดอกกลายเปนสีขาวซีดโดยไมมีการบานของ

ดอก (ภาพท่ี 13ก) จากการศึกษานี้ พบดอกที่บานเพียง 1 ดอก (ภาพที่ 13ข) และเปนดอกผิดปกติ 

คือ มีกลีบเลี้ยง 3 กลีบ กลีบดอก 2 กลีบ เกสรตัวผูและเกสรตัวเมีย แตไมมีกลีบปาก  

 

ตารางที่ 8 ผลของ TDZ รวมกับ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเจริญเติบโตของลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรหลังวางเลี้ยง 3 เดือน 

TDZ  

(มก/ล) 

น้ําหนักสด 

(มก) 

จํานวนยอด 

(ยอด) 

จํานวนราก 

(ราก)  

ความยาว

ราก (ซม) 

ความสูง 

(ซม) 

การสรางดอก 

(%)  

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 ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 
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ภาพที่ 13  การออกดอกในหลอดทดลอง (ศรชี้) ของลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

หลังวางเลี้ยง เปนเวลา 3 เดือน (บาร 1 เซนติเมตร) 

(ก) เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  

(ข) เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

4. การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในหลอดทดลอง 

การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร ทําโดยการ

ตัดตนกลาที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ ประกอบดวยลําตนและ 1 ขอ ขนาดประมาณ 1.0 เซนติเมตร แช

สารโคลชิซิน เขมขน 0.01  0.05  และ 0.10 เปอรเซน็ต วางบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส สภาพมืด เปนเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง แลวยายไปเลี้ยง

บนอาหารแข็งสูตร VW ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา ชิ้นสวนที่ไดรับสารโคลชิซิน 

เขมขน 0.01 0.05 และ 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิต 60.00 60.00 และ 

13.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการแชโคลชิซินความเขมขนเดียวกันเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใหอัตรา

การรอดชีวิต 76.67 16.67 และ 6.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อแชสารโคลชิซินเปนเวลานาน

ขึ้น 72 ชั่วโมง พบวา ชิ้นสวนมีอัตรารอดชีวิตโดยเฉลี่ยลดลง คอื 13.33 6.67 และ 16.67 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ (ตารางท่ี 9) 
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ตารางที่ 9 ผลของความเขมขนโคลชิซินและระยะเวลาตางๆ ตออัตรารอดชีวิต และการสรางยอด 

หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร VW เปนเวลา 30 วัน 

โคลชิซิน ระยะเวลา จํานวน 

ชิ้นสวน 

อัตรารอดชีวิต 

(%) 

การสรางยอด 

(%) (%) (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 ไมมีความแตกตางทางสถิต ิ  *แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

 เม่ือวิเคราะหคา LD50 ของการจุมแชโคลชิซินแตละความเขมขน และเวลาตางๆ พบวา คา 

LD50 จากการจุมแชโคลชิซิน เปนเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง คือ 0.052  0.041 และ 0.011 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที่ 14) และตนกลาที่พัฒนาจากชิ้นสวนขอลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร (ภาพที่ 15)  
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ภาพที่  14 อัตราการรอดชีวิต 50 เปอรเซ็นต (LD50) ของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร ที่จุมแชดวยโคลชิซินความเขมขน และระยะเวลาตางๆ หลังจากยายเลี้ยง

เปนเวลา 30 วัน 
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ภาพที่ 15  ตนกลาที่พัฒนามาจากชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร ที่ไดรับโคลชิซิน 0.1 เปอรเซ็นต 48 ชั่วโมง หลังวางเลี้ยงบนอาหารสูตร 

VW เปนเวลา 60 วัน  (บาร 1 เซนติเมตร) 

 

จากการศึกษาผลของโคลชิซนิความเขมขนตางๆ ตอขนาดของเซลลคมุ พบวา ลูกผสมที่ไดรับ 

โคลชิซิน ความเขมขนสูงเปนเวลานานขึ้น ทําใหเซลลคุมมีขนาดใหญขึ้น เมื่อตรวจสอบความหนาแนน

ของเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุม พบวา ลูกผสมท่ีไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 

ชั่วโมง มีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุมมากที่สุด 68.68 คลอโรพลาสตตอเซลลคุม รองลงมา คือ 

ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.01 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 48.33 เม็ด สูงกวาชุดควบคุมที่

ไมไดรับโคลชิซิน มีเม็ดคลอโรพลาสตในเซลลคุม 32.56 เม็ด และลูกผสมท่ีไดรับโคลชิซินความเขมขน

และระยะเวลาอื่น แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) นอกจากนี้ การใหสารโคลชิซินความ

เขมขน และระยะเวลาแตกตางกัน สงผลใหลักษณะของคลอโรพลาสตและเซลลคุมที่แตกตางกันดวย 

(ภาพที่ 16) เมื่อพิจารณาความหนาแนนของปากใบ พบวา เม่ือโคลชิซินความเขมขนสูงขึ้น ทําใหความ

หนาแนนของปากใบลดลง (ตารางที่ 10) 
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ตารางที่ 10 ผลของความเขมขนโคลชิซินและระยะเวลาตางๆ ตอขนาดและความหนาแนนของ 

เซลลคมุและจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร 

โคลชิซิน 
 

ขนาดเซลลคุม (m) จํานวน 

เม็ดคลอโรพลาสต 

(เม็ด/เซลล) 

ความหนาแนน

ของปากใบ  

(เซลล/มม2) 

ความเขมขน 

(%) 

ระยะเวลา 

(ชม) 

ความ

ยาว 

ความ 

กวาง 

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 

* แตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (p≤0.05)    

คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดวย 

DMRT 

 

 

 

 

 

  

ก 

1 

µm 
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ภาพที่  16 เซลลคุมของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังเลี้ยงบน

อาหารแข็งสูตร VW เปนเวลา 8 เดือน (บาร 1 ไมโครเมตร) 

ก. ชุดควบคุม 

ข. ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.05 เปอรเซน็ต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

ค. ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

 

จากการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอของตนลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ 

เหลืองจันทบูร โดยใชดีเอ็นเอของขาว ซึ่งมีขอมูลระดับพลอยดีแนนอนแลวเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน 

พบวา ตนลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร มีระดับพลอยดีเปนดิพลอยด มี

ปริมาณดีเอ็นเอ เทากับ 3.07 พิโคกรัม เมื่อเปรียบเทียบขนาดของคูเบส คิดเปน 1.48x109  คูเบส 

สวนที่ผานการแชสารโคลชิซินทุกความเขมขนและระยะเวลา พบวา มีประมาณดีเอ็นเอ เปน 

2.98±0.04 ถึง 3.64±0.09 พิโคกรัม เม่ือเปรียบเทียบขนาดของคูเบส คิดเปน 1.44x109 คูเบส ถึง 

1.76x109 คูเบส (ตารางท่ี 11 ภาพที่ 17) เปนมิกโซพลอยด 

  

ก ค ข 
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ตารางที่ 11  คาเฉลี่ยปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร ไดรับโคลชิซนิความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

โคลชิซิน  ปริมาณดีเอ็นเอ 

±SE (pg 2C-1) 

Mbp* 

(bpx109) ความเขมขน 

(%) 

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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ก 

Control 

 

 

 

 

 

ข 

0.1% 24 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 ค 

0.05% 72 ชั่วโมง 

 

 

 

 

ภาพที่  17 ฮีสโตแกรมแสดงระดับพลอยดีของขาว (aa) และลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา

กับเหลืองจันทบูร (3) ไดรับโคลชิซนิความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

ก. ชุดควบคุม 

ข. 0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ค. 0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

 

  

800 

600 

850-900 
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บทที่ 4 

 

วิจารณ 

 

1. การศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีตรวจสอบลูกผสม 

 

 จากการตรวจสอบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรดวยเทคนิค 

อารเอพีดี พบวา มี 6 ไพรเมอร คือ OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 สามารถ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดทุกตัวอยาง และใหแถบดีเอ็นเอชัดเจน ในการจําแนกลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูรนั้น แถบดีเอ็นเอลูกผสมสามารถเกิดได คือ แถบดีเอ็นเอที่เหมือน 

ตนแม แถบดีเอ็นเอที่เหมือนตนพอ แถบดีเอ็นเอที่เหมือนทั้งพอและแม และแถบดีเอ็นเอที่ตางจาก 

ตนพอและแม แถบดังกลาวอาจเกิดจากการผสมขามพันธุ ทําใหมีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรก

เขามา หรือหายไปบริเวณเดิมที่ไพรเมอรเคยจับได ทําใหแถบของดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนเปลี่ยนแปลงไป 

(สุรินทร,  2552) 

ศิริลักษณ และคณะ (2547) จําแนกกลวยไมไทยสกุลหวายโดยใชเทคนิคอารเอพีดี พบวา 

ไพรเมอร OPD03  สามารถสังเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ ไดทั้งหมด 59 แถบ ทั้งหมดเปนพอลิมอรฟค 

แสดงถึงความแตกตางของกลวยไมหวายทั้ง 12 ชนิด แตเมื่อนําขอมูลการปรากฏแถบดีเอ็นเอ

วิเคราะหเพ่ือหาความสัมพันธดวยวิธี cluster analysis พบวา ไมสามารถจัดกลุมกลวยไมออกตามหมู

ได Inthawong และคณะ (2006) ตรวจสอบพอ แม และลูกผสมกลวยไมสกุลหวาย 5 คูผสม ดวย

เทคนิคอารเอพีดี พบวา ลูกผสมมีลักษณะพันธุกรรมจากพอและแม โดยไพรเมอร OPF03 ท่ี 736 

และ 1,014 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D017 x D022  ไพรเมอร OPF03 ที่ 1,219  

และ 1,239 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D037 x D022 ไพรเมอร OPF14 ท่ี 831 และ 

1,182 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D030 x D031 และไพรเมอร OPF0 ที่ 273  476 

490 และ 564 คูเบส เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอของคูผสม D037 x D034 ทํานองเดียวกับรายงาน

กลวยไมชนิดอ่ืน เชน แคทลียา (Benner et al., 1995) และฟาแลนอปซิส (Chen et al., 2009)    

ในขณะที่ นฤมล และคณะ (2556) ศึกษาการจําแนกพันธุและความสัมพันธทางพันธุกรรม

ของกลวยไมชางและลูกผสมดวยเครื่องหมาย high annealing temperature-random amplified 

polymorphic DNA (HAT-RAPD) พบวา เทคนิค HAT-RAPD ไดปรับอุณหภูมิขั้นตอนการเขาจับของ

ไพรเมอรในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหสูงข้ึน เปน 46-62 องศาเซลเซียส จากทั่วไปเทคนิคอารเอพีดี

จะใชอุณหภูมิการเขาจับของไพรเมอร ประมาณ 35-42 องศาเซลเซียส ซึ่งจะชวยใหไพรเมอรแบบสุม

เขาจับที่ตําแหนงจําเพาะมากยิ่งข้ึน ลดการกระจายตัวในการเกาะใหนอยลงและใหแถบดีเอ็นเอที่
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ชัดเจนกวา ในขณะที่ Poobathy และคณะ (2013) ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ

กลวยไมหวาย D. Sonia 28 ภายหลังการทําเมล็ดเทียมและเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําเปนระยะเวลาหนึ่ง 

ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบวา ไมมีการกลายพันธุ 

 

2. การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร  

 

2.1 ผลของชิ้นสวนและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

 

จากการศึกษาชิ้นสวนท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไม

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูร จากการทดลองวางเลี้ยงชิ้นสวนบนอาหารแข็งสูตร VW เติม BA 

หรือ TDZ ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 2 เดือน พบวา ไมมีการสรางยอดจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบ 

แตกตางจาก Martin และ Madassery (2006) สามารถชักนํายอดไดมากกวา 7 ยอดตอชิ้นสวน จาก

การวางเลี้ยงชิ้นสวนใบ D. Sonia 17 และ D. Sonia 18 บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 44.4  

ไมโครโมลาร Puchooa (2004) รายงานวา สามารถชักนําโพรโทคอรมไลคบอดีสจากชิ้นสวนใบ D. 

Sonia ที่เลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 1.0 

มิลลิกรัมตอลิตร และน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต Chung และคณะ (2007) สามารถชักนําโซมาติค

เอ็มบริโอไดจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบ D. Chiengmai Pink เปนเวลา 30 วัน บนอาหารสูตร ½ MS 

เติม TDZ เขมขน 1 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร และรายงานวา ผิวใบบริเวณใกลรอยตัดและชิ้นสวน

ปลายใบมีความสามารถเกิดเอ็มบริโอเจเนซิสไดมากที่สุด ในขณะที่ การศึกษานี้ ไมสามารถชักนํา 

โซมาติกเอ็มบริโอหรือยอดไดจากชิ้นสวนใบจากทุกตําแหนง ท้ังนี้อาจเนื่องจากชนิดของกลวยไมท่ี

แตกตางกัน และสูตรอาหาร VW ที่มีองคประกอบของแรธาตุและสารอาหารนอยกวาอาหารสูตร MS 

หรืออาจเนื่องจากลักษณะการวางเลี้ยงชิ้นสวน Tee และคณะ (2010) รายงานวา สามารถชักนํา 

โพรโทคอรมไลคบอดีสจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบของ D. Bobby Mesina Red ในแนวตั้ง บนอาหาร

สูตร MS เติม BAP เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร แตไมสามารถ

ชักนําโพรโทคอรมไลคบอดีสหรือยอดใหมจากการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบแบบนอนบนทุกสูตรอาหาร 

ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงใบลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในการศึกษานี้ควร

มีการดัดแปลงโดยการวางเลี้ยงชิ้นสวนใบในแนวตั้ง หรือเติมสารควบคมุการเจริญเติบโตอ่ืน เพ่ือชักนํา

โพรโทคอรมไลคบอดีสและยอด 

จากการศึกษาเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อชิ้นสวนลําตน และขอของกลวยไมลูกผสม

ระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร พบวา ชิ้นสวนขอใหการสรางยอดมากกวาชิ้นสวน
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ลําตน เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และอาหารเติม TDZ เขมขน 5 

มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งนี้เพราะ TDZ เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโทไคนินที่มีผลตอการ

แบงเซลล ชวยในการเจริญเติบโตทางลําตน และเนื้อเยื่อเจริญตาขาง พรอมทั้งชักนําการเพ่ิมจํานวน

ยอดของพืช (Taji and Williams, 1996) 

 

2.2 ผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของตนกลาลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานา 

กับเหลืองจันทบูร  

 

จากการศึกษาผลของไคโตซานตอการเจริญของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับ

เหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลามีน้ําหนักสดและจํานวนยอดมากที่สุด 

เมื่อเติมไคโตซาน 2 มิลลิลิตรตอลิตร เปรียบเทียบกับการเลี้ยงบนอาหารปราศจากไคโตซาน พบวา มี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)  การเติมไคโตซานความเขมขนสูงข้ึน ชวยเพิ่ม

จํานวนรากมากขึ้น แตไมมีผลแตกตางทางสถิติตอความยาวราก และความสูงตน จากผลการศึกษานี้

แสดงใหเห็นวาไคโตซานมีผลในการสงเสริมการเจริญเติบโตและการสรางยอดรวมของกลวยไมชนิดนี้ 

สอดคลองกับ กุลนาถ และกรกช (2553) รายงานวา ตนกลากลวยไมหวาย D. Queen Pink มีน้ําหนัก

สด น้ําหนักแหง ความสูง และพ้ืนที่ใบมากที่สุด เม่ือเลี้ยงบนอาหารเติมไคโตซาน เขมขน 20 มิลลิกรัม

ตอลิตร และรายงานเพ่ิมเติมอีกวา ไคโตซานไมมีผลในการชักนําใหเกิดกานชอดอก D. Queen Pink 

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเกิดชอดอกของกลวยไมนั้นเก่ียวของกับหลายปจจัยรวมไปถึงระยะเวลาและ

ความสมบูรณของตนมาเก่ียวของดวย ซึ่งระยะเวลาที่ใชในการทดลองนี้อาจยังไมเพียงพอ และปจจัย

อ่ืน ๆ อาจยังไมเหมาะสม 

 

3. การชักนําดอกกลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง 

 

จากการศึกษาผลของ BA ตอการเจริญเติบโตและการออกดอกของกลวยไมลูกผสมซานทานา

กับเหลืองจันทบูร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน พบวา ตนกลากลวยไมลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานากับเหลืองจันทบูร มีน้ําหนักสดมากที่สุด เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA เขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอ

ลิตร แตกตางทางสถิติ (p≤0.05) กับการเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความเขมขนอื่นๆ อยางไรก็ตาม 

จํานวนยอดและความสูงของยอดไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเลี้ยงบนอาหารเติม BA ความ

เขมขนตางกัน และไมพบการสรางดอกจากการวางเลี้ยงบนอาหารทุกสูตร ในขณะที่ ปรัชพรรณ และ

สมปอง (2550) รายงานวาการเพาะเลี้ยงตนกลวยไมเหลืองจันทบูรบนอาหารเติม NAA เขมขน 0.2 

มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนยอดรวมตอชิ้นสวนพืชเฉลี่ย 2.75 



50 

ยอดตอชิ้นสวน ภายในเวลา 30 วัน และสามารถชักนําการออกดอกได 87.50 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 

60 วันหลังการเพาะเลี้ยง อยางไรก็ตาม ดอกมีอาการผิดปกติ คือ มีสีซีดขาว และเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล

ในเวลาตอมา และไมสามารถบานไดเต็มที่ การศึกษาครั้งนี้ใชสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เพียง

อยางเดียว ไมไดใชรวมกับ NAA ดังนั้นการศึกษาการชักนําดอกในกลวยไมลูกผสมระหวางหวายซาน

ทานากับเหลืองจันทบูรในครั้งตอไปควรทดสอบผลของความเขมขนของ NAA เพ่ือวัตถุประสงค

ดังกลาว 

PBZ เปนสารชะลอการเจริญเติบโตท่ีมีรายงานชักนําดอกในหลอดทดลองของพืชหลายชนิด 

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

et al., 2009; Sujjaritthurakarn and Kanchanapoom, 2012) จากการศึกษาผลของ PBZ ตอการ

เจริญเติบโตและการออกดอกของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร หลังวาง

เลี้ยง 5 เดือนในการศึกษานี้ พบวา การเติม PBZ ไมมีผลทางสถิติตอน้ําหนักสดและจํานวนยอด แต

การเติม PBZ ความเขมขนสูงขึ้น ทําใหจํานวนใบ และความยาวใบลดลง การเติม PBZ สงเสริมการ

เพ่ิมจํานวนราก ทํานองเดียวกับรายงานของ สุลัคน (2546) พบวา PBZ เขมขน 1 พีพีเอ็ม ทําใหตน

กลากลวยไม D. sulcatum Lindl. มีคาเฉลี่ยของน้ําหนักสด ความยาวใบและจํานวนรากสูงสุด 

รายงานเพ่ิมเติมวาไมพบการสรางดอกจากการวางเลี้ยงทุกสูตรอาหาร Wen และคณะ (2013) 

รายงานวา รากของตนกลา D. nobile ท่ีเลี้ยงบนอาหารเติม PBZ มีขนาดใหญและอวบหนากวาราก

ของตนกลาท่ีเลี้ยงบนอาหารปราศจาก PBZ และมีรายงานวา PBZ สงเสริมการเจริญเติบโตของ 

ตนกลาในหลอดทดลองของกลวยไมหลายชนิด และเพ่ิมอัตรารอดชีวิตหลังยายปลูกในสภาพโรงเรือน  

ปรัชพรรณ และสมปอง (2550) รายงานวาการเพิ่มความเขมขนของมายโออินโนซิตอล 

วิตามินบี 1 บี 6 ไกลซีนในสารอินทรียของอาหารสูตร MS ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของกลวยไม

เหลืองจันทบูรในหลอดทดลอง อยางไรก็ตาม ไมสามารถชักนําการออกดอกในหลอดทดลองได

นอกจากสารควบคุมการเจริญเติบโตมีผลตอการออกดอกในหลอดทดลองแลวยังข้ึนอยูกับปจจัยอ่ืนๆ 

เชน การเตรียมชิ้นสวนหรือตนกลากอนชักนําดอก อัตราสวนของธาตุอาหาร ปจจัยแวดลอมภายใน

และภายนอกหลอดทดลอง เปนตน 

จากการศึกษาผลของ PBZ และ TDZ ตอการเจริญเติบโตและออกดอกในหลอดทดลองของ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรครั้งนี้ พบวา PBZ รวมกับ TDZ ไมมีผลทาง

สถิติตอน้ําหนักสด จํานวนยอด จํานวนรากและความยาวราก แตพบวา การเติม PBZ เขมขน 0.25 

มิลลิกรัมตอลิตร หรือ PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.20 มิลลิกรัมตอ

ลิตร มีการสรางดอกมากที่สุดหลังวางเลี้ยง 45 วัน อยางไรก็ตาม พบวา ดอกที่พัฒนาสวนใหญไมบาน 

มีสีซีดและเหี่ยวไปในท่ีสุด ทํานองเดียวกับ   Zhao และคณะ (2013) สามารถชักนําดอก D. 

wangliangii 2 ดอกตอชอ บนอาหารสูตร ½ MS เติม TDZ เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ใหดอก 2-8 
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ดอกตอชอ แตดอกที่ชักนําไดมีลักษณะผิดปกติทางสัญฐานวิทยา ในขณะท่ี อาหารเติม PP333 เขมขน 

0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหดอกมีลักษณะปกติ ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 15 มิลลิเมตร   การศึกษาครั้งนี้ใชอาหารสูตร VW และสารควบคุมการเจริญเติบโต PBZ 

เพียงอยางเดียว ไมไดใชรวมกับ NAA ดังนั้นการศึกษาการชักนําดอกของกลวยไมลูกผสมระหวาง

หวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในครั้งตอไป ควรทดสอบผลของสูตรอาหาร และความเขมขนของ 

NAA เพื่อวัตถุประสงคดังกลาว 

 

4. การชักนําพอลิพลอยดลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในหลอดทดลอง 

 

จากการแชชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร ใน

สารละลายโคลชิซิน ความเขมขนและระยะเวลาตางๆ แลวเปรียบเทียบอัตรารอดชีวิตหลังวางเลี้ยง

เปนเวลา 30 วัน พบวา การแชโคลชิซินความเขมขนสูงขึ้น นานขึ้น ทําใหอัตรารอดชีวิตของชิ้นสวน

ลดลง เชนเดียวกับ เอ้ืองแซะหอม (สุพัตรา, 2551) เอื้องเงินหลวง (รัชนี, 2553) ทั้งนี้เนื่องจากสาร

โคลชิซินที่มากเกินไปจะเปนพิษตอเซลลพืช ทําใหเซลลเสียสมดุล สงผลใหกระบวนการตางๆ ภายใน

เซลลผิดปกติและตายในที่สุด อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการชักนําพอลิพลอยดจากชิ้นสวนลําตนใน

กลวยไมสกุลหวาย แตมีรายงานการเพิ่มระดับพลอยดีของกลวยไมหวายโดยการใชชิ้นสวน 

โพรโทคอรมและโพรโทคอรมไลคบอดีส เชน Sanguthai และคณะ (1973) สามารถชักนํากลวยไม

หวายเฮกซาพลอยดและมิกโซพลอยดไดเปนจํานวนมากโดยการแชโพรโทคอรมไลคบอดีส ใน

สารละลายโคลซิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ในขณะที่ กลวยไมหวายเอ้ืองแซะหอม (D. scabrilligue) 

ที่แชในโคลชิซินที่ความเขมขน 0.075 เปอรเซ็นต ระยะเวลา 14 วัน ใหโพรโทคอรมรอดชีวิต 36.8 

เปอรเซ็นต เม่ือตรวจสอบการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมดวยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร พบวา สามารถ 

ชักนําตนพอลิพลอยดได 43.1 เปอรเซ็นต (Sarathum et al., 2010) ในขณะท่ี Watrous และ 

Wimber (1988) ประสบผลสําเร็จในการชักนําตนรองเทานารีเตตระพลอยด ไดมากกวา 50 

เปอรเซ็นต เมื่อแชโพรโทคอรมในสารละลายโคลซิชิน เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3-10 วัน 

สําหรับกลวยไมชนิดอื่น เชน Silva และคณะ (2000) รายงานวา การแชโพรโทรคอรมไลคบอดีสของ

กลวยไมแคทลียาดวยโคลชิซิน เขมขน 0.05-0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 วัน เหมาะสมตอการเพ่ิม

ระดับพลอยดี ในขณะท่ีกลวยไมฟาแลนอปซิส ตองใชเวลานานขึ้น เปน 10-14 วัน (Griesbach, 

1981) สําหรับการศึกษานี้ การจุมแชชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร

ดวยโคลชิซินเขมขน 0.05-0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24-72 ชั่วโมง สงผลใหปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น 

33-50 เปอรเซ็นต ของปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคโฟลไซโตมิเตอร คาดวาตนที่ได
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มีลักษณะเปนมิกโซพลอยดโดยบางตนอาจเปนทริพลอยด เพราะมีปริมาณดีอ็นเอเพิ่มขึ้นมากกวาชุด

ควบคุมถึง 50 เปอรเซ็นต    

 เมื่อศึกษาเปรียบเทียบขนาดและความหนาแนนของปากใบ จํานวนเม็ดคลอโรพลาสต ของ

กลวยไมลูกผสมระหวางหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรที่ไดรับโคลชิซินความเขมขน และระยะเวลา

ตางๆ พบวา การเพ่ิมความเขมขนของโคลชิซินและระยะเวลาการจุมแชเปนเวลานานข้ึน ทําใหขนาด

ของเซลลคุมและจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตเพ่ิมขึ้น ทํานองเดียวกับขนาดของเซลลคุมกลวยไมมาวิ่งที่

ผานการชักนําใหเกิดพอลิพลอยดดวยสารโคลชิซิน พบวา ตนออกตะพลอยด มีขนาดเซลลคมุยาวที่สุด 

รองลงมา คือตนเตตระพลอยด สวนตนดิพลอยดมีขนาดเซลลคุมสั้นที่สุด (วชิรพัฒน, 2552) ผล

ดังกลาวสอดคลองกับกลวยไมหวาย D. secuntum (Atichart and Bunnag, 2007) แคทลียา 

Cattleya intermedia (Silva et al., 2000) ฟาแลนอปซิส (Chen et al., 2009) อยางไรก็ตาม ใน

กลวยไมลูกผสมซิมบิเดียม พบวา เซลลคุมของตนดิพลอยด ทริพลอยด และเตตระพลอยดมีความยาว

ไมแตกตางกัน (Kim et al., 2003) เมื่อศึกษาเปรียบเทียบความหนาแนนของปากใบตอพื้นที่ของ

ลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร พบวา การเพ่ิมความเขมขนของโคลชิซิน

และระยะเวลาการจุมแชเปนเวลานานข้ึน ทําใหความหนาแนนของปากใบตอพ้ืนท่ีลดลง ทํานอง

เดียวกับ ความหนาแนนของปากใบกลวยไมมาวิ่งที่ลดลงเมื่อระดับพลอยดีเพ่ิมขึ้น (วชิรพัฒน, 2552) 

แตแตกตางจาก  ความหนาแนนของปากใบกลวยไมชางแดง ที่เพ่ิมข้ึนตามความเขมขนของโคลชิซินที่

สูงข้ึน (ณัฐพร, 2553)  
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บทที่ 5 

 

สรุป 

 

 เครื่องหมายโมเลกุลอารเอดีพีดี สามารถนํามาใชในการจําแนกลูกผสมระหวางกลวยไมหวาย

ซานทานานากับเหลืองจันทบูร ไดโดยไพรเมอร OPA03 OPB07 OPB18 OPJ04 OPR11 และ OPT06 

และมีแถบที่เฉพาะขนาด 200-800 คูเบส  

ชิ้นสวนขอของลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรใหการตอบสนองตอ

การขยายพันธุในหลอดทดลองไดดีที่สุดโดยสรางยอดสูงสุด บนอาหารสูตร VW ที่ปราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต หรือสูตร VW เติม TDZ เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร การเติม 2,4-D เขมขน 

0.5 มิลลิกรัมตอลิตร การเติมไคโตซาน เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหตนกลามีน้ําหนักสดมาก

ที่สุด  

การชักนําดอกลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูรในสภาพปลอดเชื้อ 

ใหผลดีในอาหารสูตร VW เติม PBZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดียวใช PBZ รวมกับ 

TDZ เขมขน 0.20 และ 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน สามารถ 

ชักนําดอกได 3.67 และ 3.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ อยางไรก็ตาม เม่ือวางเลี้ยงตอไปสวนใหญดอก 

มีสีซีด และเหี่ยวโดยไมมีการบานของดอก   

โคลชิซินชักนํามิกโซพลอยดในลูกผสมระหวางกลวยไมหวายซานทานากับเหลืองจันทบูร 

ในสภาพปลอดเชื้อได ความเขมขนท่ีเหมาะสม คือ 0.05-0.1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24-72 ชั่วโมง 

ความเขมขน และระยะเวลาดังกลาวสงผลใหปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มขึ้น 33-50 เปอรเซ็นต ของปริมาณ 

ดีเอ็นเอตั้งตนเมื่อตรวจสอบดวยเทคนิคโฟลไซโตมิทรี  นอกจากนี้ลูกผสมที่ไดรับโคลชิซินความเขมขน

สูงขึ้นเปนเวลานานข้ึนมีเซลลคุมขนาดใหญข้ึน และมีจํานวนเม็ดคลอโรพลาสตเพ่ิมขึ้น แตความ

หนาแนนของปากใบลดลง  
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