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บทน า 
 
 กล้วยไม้หวาย (genus Dendrobium in Family Orchidaceae) เป็นกลุ่มที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมและเป็นชนิดที่ได้รับความสนใจเนื่องจากสามารถกระจายพันธุกรรมได้ในพ้ืนที่หลากหลายและ
ลูกผสมมีมูลค่าสูงส าหรับการส่งออกเป็นไม้ดอกไม้ประดับ (Jones et al., 1998)  
 มีงานวิจัยมากมายที่ศึกษาการขยายพันธุ์ของกล้วยไม้หวายทั้งการใช้เอ็มบริโออ่อนและแก่ โปรโต
คอร์ม เมล็ด ชิ้นส่วนปลายยอด ข้อ ล าต้นเทียม และการใช้ชิ้นส่วนอ่ืน ๆ ของพืช (Alam et al., 2002; 
Khentry et al., 2007; Lium et al., 1988; Shiau et al., 2005; Sunitibala and Kishor, 2009; Zhang 
et al., 1993) กล่าวได้มีการน าเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้ประโยชน์ในการศึกษาและขยายพันธุ์กล้วยไม้
หวายอย่างกว้างขวาง แต่ในกล้วยไม้สกุลอื่น เช่น กล้วยไม้สกุลช้าง ซึ่งเป็นกล้วยไม้สกุลหนึ่งที่พบตามธรรมชาติ
ที่มีถ่ินก าเนิดในทวีปเอเชียมีความโดดเด่นของรูปลักษณะที่มีล าต้น ใบ ราก ช่อดอก และดอกใหญ่กว่ากล้วยไม้
ชนิดอื่น และอีกลักษณะคือการมีดอกตูมและมีลักษณะรูปร่างคล้ายหัวช้างและมีเดือยดอกคล้ายงวงช้างแต่เป็น
สกุลที่มีความเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์เนื่องจากการลดลงของพ้ืนที่ป่าไม้ (Le et al., 1999) พบการศึกษากล้วยไม้
สกุลช้างโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีรายงานให้เห็นค่อนข้างน้อย ซึ่งส่วนหนึ่งอาจเป็นเพราะไม่พบกระจายอยู่
ทั่วโลกหรืออาจกล่าวได้ว่าเป็นกล้วยไม้พ้ืนเมืองซึ่งมีการออกดอกเพียงปีละ 1 ครั้งท าให้การใช้ประโยชน์ยังไม่
แพร่หลาย  
 จากงานวิจัยเกี่ยวกับกล้วยไม้สกุลช้างที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่ายังมีการศึกษาค่อนข้างน้อย รวมถึง
ข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับสารควบคุมการเจริญเติบโต ได้แก่สารในกลุ่มออกซิน ( auxin) และ ไซโตไคนิน 
(cytokinin) ซึ่งเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เก่ียวข้องกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เนื่องจากไซโตไคนินมีการ
น ามาใช้เพื่อการชักน าให้เกิดการเพิ่มปริมาณของยอดโดยการไปหยุดการพักตัวของตาข้าง  หรือจุดเจริญอ่ืน ๆ 
โดยสารในกลุ่มนี้ ได้แก่ 6 – benzylaminopurine (BA) (Nayak et al., 2002; Tokuhara and Mii, 1993; 
Tokuhara and Mii, 2001) thidiazuron (TDZ) (Chen and Piluck, 1995; Roy and Banerjee, 2003) 
เป็นต้น ขณะที่สารในกลุ่ม ออกซินมีบทบาทหลักสองประการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช นั้นคือช่วยในการชัก
น าราก ได้แก่ idol acetic acid (IAA) (Dai et al., 1987; Srivastava et al., 1985), indole butaric acid 
(IBA) (James, 1983) และบทบาทอย่างที่สองในการชักน าให้เกิดแคลลัส ได้แก่ 2,4-dichlorophenoxy 
acetic acid (2,4-D) (Dunlap et al., 1986) และ naphthalene acetic acid (NAA) (Nissen and Sutter, 
1990) 
 ดังนั้นในการศึกษาข้อมูลระดับการใช้ออกซินและไซโตไคนินที่เหมาะสมในกล้วยไม้สกุลหวายและช้าง
จะช่วยในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงกล้วยไม้ตระกูลช้าง ส าหรับการศึกษาผลของสารเหล่านี้ที่เกี่ยวข้องในการ
ชักน าให้เกิดแคลลัส ทั้งนี้เป็นเพราะแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอเป็นรูปแบบการเจริญอีกรูปแบบหนึ่งของพืช
ที่สามารถน ามาเป็นวัตถุดิบตั้งต้นในงานพัฒนาและปรับปรุงพันธุ์ ซึ่งในอนาคตจะมีส่วนช่วยในการพัฒนาพันธุ์
กล้วยไม้ทั้งสองสกุลซึ่งมีรูปแบบการขยายพันธุ์ และท าการปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีการธรรมชาติที่ต้องใช้
ระยะเวลายาวนาน 
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กล้วยไม้ในประเทศไทย 
 กล้วยไม้เป็นพืชที่พบอยู่ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ของกลุ่มพืชมีดอก (angiosperms) ซึ่งนับว่าเป็นชนิด
พืชที่มีขนาดใหญ่ มีความหลากหลาย และมีความส าคัญทางพฤกษศาสตร์ รวมทั้งเป็นไม้ดอกที่มีความส าคัญ
ทางเศรษฐกิจ กล้วยไม้เป็นพืชที่จัดอยู่ในอันดับ Orchidales ซึ่งในอันดับนี้มีเพียง 4 ตระกูล ส าหรับกล้วยไม้
จัดอยู่ในตระกูล Orchidaceae พืชในตระกูลนี้มีอยู่ประมาณ 753 สกุล ในแต่ละสกุลยังแบ่งออกเป็นชนิด
ต่างๆ รวมแล้วมีประมาณ 30,000 สปีชีส์ (Cronquist, 1981; Dressler, 1981) ส าหรับในประเทศไทยซึ่งมี
สภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของกล้วยไม้เขตร้อนชื้น พบว่ากล้วยไม้ต่าง ๆ มีการ
เจริญเติบโตในสภาพพ้ืนที่แตกต่างกันตั้งแต่สภาพป่าเขาไปจนถึงพ้ืนที่ระดับน้ าทะเล รวมกล้วยไม้ทั้งสิ้นกว่า 1, 
125 สปีชีส์ (Thaithong, 1990) โดยจ านวนกว่า 80 เปอร์เซ็นต์เป็นพวกรากอากาศ (epiphytic orchids) 
และที่เหลือเป็นกลุ่มกล้วยไม้ดิน (terrestrial orchids) ขณะที่พบไม่กี่สปีชีส์ที่ช่วยในการย่อยสลาย 
(saprophytic orchids) (Nanakorn and Indhamusika, 1999) โดยกล้วยไม้สกุลที่ส าคัญ ได้แก่ 
Dendrobium spp., Bulbophyllum spp., Eria spp., Habenaria spp., Coelogvne spp., Cymbidium 
spp., Paphiopedilum spp., Vanda spp., Aerides spp., Rhynchostylis spp. and Spathoglottis 
spp. 
 กล้วยไม้สกุลช้างที่พบตามธรรมชาติมี 4 ชนิด ได้แก่ ช้าง (ช้างกระ, Rhynchostylis gigantean; ช้าง
แดง, R. gigantea var. rubrum; ช้างเผือก, R. gigantea var. harrisonianum) ไอยเรศหรือพวงมาลัย 
(Rhynchostylis retusa) เขาแกะ (Rhynchostylis coelestis) และช้างฟิลิปปินส์ (Rhynchostylis 
violacea) โดย 3 ชนิดแรกมีถิ่นก าเนิดในประเทศไทยและประเทศใกล้เคียง ส่วนช้างฟิลิปปินส์มีถิ่นก าเนิดอยู่
ในประเทศฟิลิปปินส์ ส าหรับกล้วยไม้ช้าง ในประเทศไทย พบกระจายพันธุ์ตามธรรมชาติในแถบภาคเหนือ เช่น 
เชียงใหม่ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น หนองคาย มุกดาหาร สกลนคร เลย นคราชสีมา ต่ าลงมาถึงตอน
เหนือของภาคกลาง เช่น นครสวรรค์ ชัยนาท และภาคตะวันออก เช่น ปราจีนบุรี และแถบจังหวัดกาญจนบุรี 
และพบขึ้นกระจายทั่วไปในป่าที่มีระดับความสูงประมาณ 260-350 เมตรจากระดับน้ าทะเล (นิรนาม, 2552) 
 ลักษณะของกล้วยไม้ช้างมีความเหมือนเทียบกับกล้วยไม้ในสกุลเดียวกันคือมีการขยายพันธุ์โดยใช้ล า
ลูกกล้วยหรือหัวเทียม (pseudobulbs) แต่โดยธรรมชาติแล้วการขยายพันธุ์ด้วยวิธีการนี้เป็นไปได้ช้าเนื่องจาก
เมล็ดของกล้วยไม้นั้นมีขนาดเล็กและไม่มีเอ็นโดเสปริ์มและในธรรมชาติสามารถด ารงชีวิตแบบพ่ึงพาอาศัย 
(symbiotic) กับเชื้อราบางชนิดในการงอก (Thomas and Michael, 2007) นอกจากนี้ยังพบการแบ่งตัวเพ่ือ
สร้างล าลูกกล้วยช้า ท าให้ต้องใช้เวลามาก ดังนั้นเทคนิคการงอกแบบไม่พ่ึงพา (asymbiotic) โดยการ
เพาะเลี้ยงแบบปลอดเชื้อจึงน่าจะเข้ามามีบทบาทในการขยายพันธุ์กล้วยไม้สกุลช้าง เช่นเดียวกับพืชชนิดอ่ืน ๆ 
ที่เริ่มมีการใช้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกันอย่างกว้างขวางภายหลังจาก Knudson (1946) ได้น าเสนอเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นต้นมา  
 อย่างไรก็ตามการศึกษากล้วยไม้สกุลช้างโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีรายงานให้เห็นค่อนข้างน้อย ซึ่ง
ส่วนหนึ่งอาจเป็นเพราะเป็นสกุลที่ไม่พบกระจายอยู่ทั่วโลกหรืออาจกล่าวได้ว่าเป็นกล้วยไม้พ้ืนเมืองซึ่งมีการ
ออกดอกเพียงปีละ 1 ครั้งท าให้การใช้ประโยชน์ยังไม่แพร่หลาย  ตัวอย่างงานวิจัยเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยง
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กล้วยไม้สกุลช้าง เช่น การศึกษาการแยกและเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ของกล้วยไม้ช้างแดง (วุฒิชัย และ 
สมปอง, 2551) การศึกษาการขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อโดยใช้ชิ้นส่วนของใบและรากของกล้วยไม้ช้างกลุ่ม
ไอยเรศ (Vij et al., 1984, 1987) และการศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผลต่อการงอกของเมล็ดและ
การชักน าให้เกิดหลายยอดในกล้วยไม้ช้างกลุ่มไอยเรศโดยใช้ immature seeds (Thomas and Michael, 
2007) เป็นต้น  
 
การสร้างแคลลัส 
 แคลลัส (callus) หมายถึงเซลล์ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม และยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงพัฒนาไปเป็น
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิดต่างๆ ประกอบด้วยเซลล์พาเรนไคมาแต่เพียงอย่างเดียว มีขนาดไม่แน่นอน ภายใน
เซลล์มีแวคิวโอลจ านวนมาก ส่วนใหญ่ไม่มีรงควัตถุ แต่อาจมีสีเขียวเนื่องจากมีคลอโรฟิวส์ สีเหลืองจากแคโรที
นอยด์ และฟลาโวทีนอยด์ หรือสีม่วงจากแอนโทไซยานิน โดยปริมาณและชนิดของรงควัตถุเหล่านี้ขึ้นอยู่กับ
ชนิดพืช ธาตุอาหาร สภาพในการเพาะเลี้ยง แสง โดยเซลล์ที่เกาะกันแน่น เรียกว่า compact callus แต่ถ้า
เกาะกันอย่างหลวม ๆ เรียกว่า friable callus โดยประโยชน์ของการเพาะเลี้ยงแคลลัสมีมากมาย ทั้งเพ่ือการ
ขยายพันธุ์ การผลิตโปรโตพลาสต์ เพ่ือการผลิตสารเคมีที่ได้จากกระบวนการเมตาโบลิซึม การผลิตพืชที่ มี
โครโมโซมหลายชุด การผลิตพืชเพ่ือให้ทนทานหรือพืชต้านทาน และการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมเป็นต้น 
(รังสฤษดิ์, 2541) โดยเนื้อเยื่อที่เหมาะส าหรับการชักน าแคลลัส ควรเป็นเนื้อเยื่อที่มีอายุน้อย ซึ่งในทางปฏิบัติ
นิยมใช้เนื้อเยื่อจากเมล็ด โดยการชักน าให้เกิดแคลลัสโดยตรง หรือโดยการชักน าให้เกิดส่วนของราก ยอด และ
ใบในที่ปลอดเชื้อ เพ่ือน ามาชักน าแคลลัส หรือการแยกเอาเนื้อเยื่อจากส่วนของรากและปลายยอด ออกมา
เพาะเลี้ยงเพ่ือชักน าแคลลัสโดยตรง เช่น การชักน าให้เกิดแคลลัสในกล้วยไม้มีการศึกษาจากหลายแหล่ง ได้แก่ 
ใบ ปลายราก และ ล าต้น (Chen and Chang, 2000b; Wu et al., 2004) แต่ไม่พบการศึกษาในสกุลช้าง ซึ่ง
แต่ละวัตถุดิบที่น ามาท าการเพาะเลี้ยงต้องอาศัยปัจจัยหลายด้าน ทั้งในส่วนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ซึ่ง
พบว่าหากสัดส่วนของฮอร์โมนออกซิน มีความสมดุลกับฮอร์โมนไซโตไคนินแล้วจะมีการพัฒนาไปเป็นแคลลั ส 
โดยที่ความเข้มข้นที่ใช้เลี้ยงเนื้อเยื่อพืชต่าง ๆ นั้นพบว่า ออกซินจะอยู่ในช่วง 0.01-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
ไคเนตินซึ่งเป็นไซโตไคนินสังเคราะห์จะอยู่ในช่วง 0.1-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ขึ้นกับชนิดพืช ชนิดชิ้นส่วน และ
ระยะการเจริญเติบโตของชิ้นส่วนพืชที่น ามาใช้ประโยชน์  (รังสฤษดิ์, 2541)  
 
การศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตในกล้วยไม้เพ่ือชักน าแคลลัส 
 ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ฮอร์โมนหรือสารเร่งการเจริญเติบโต (growth regulator) ที่นิยมใช้กันมาก 
มี 2 กลุ่ม ได้แก่ ออกซิน และไซโตไคนิน  ออกซินช่วยให้เซลล์ยืดตัวและเกิดราก ส่วนไซโตไคนินช่วยให้เกิดการ
แบ่งเซลล์และเกิดยอด โดยท าหน้าที่ในการไปท าให้พืชหลุดจากการพักตัวของตาข้าง หรือเนื้อเยื่อเจริญที่เกิด
ภายหลัง ความจริงแล้วสารทั้งสองกลุ่มนี้จะมีปฏิกิริยาร่วมกันและยังได้รับอิทธิพลจากปัจจัยทาง
สภาพแวดล้อมอีกด้วย เช่น แสงและอุณภูมิ ไม่ว่าจะเป็นกรณีใดก็ตามสิ่งที่ส าคัญที่สุดคือ อาหารจะต้องมี
อัตราส่วนและชนิดของฮอร์โมนที่เหมาะสมที่สุด ส าหรับพืชแต่ละชนิดที่น ามาเพาะเลี้ยง ชิ้นพืชที่น ามาเลี้ยง
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อาจมีออกซินหรือไซโตไคนินอยู่ในเนื้อเยื่ออยู่แล้วจ านวนหนึ่ง หรือเนื้อเยื่อเหล่านั้นสามารถสังเคราะห์ฮอร์โมน
ขึ้นมาเองก็ได้ การเจริญของชิ้นพืชในอาหารเพาะเลี้ยง อาจจะเจริญขึ้นมาโดยที่ไม่จ าเป็นต้องมีออกซินหรือไซ
โตไคนิน หรืออาจจะต้องการออกซินหรือไซโตไคนินอย่างใดอย่างหนึ่ง หรืออาจจะต้องการทั้งออกซินและไซโต
ไคนินก็ได้ (ศิวพงศ,์ 2546)   
 Nasiruddin et al. (2003) รายงานว่าการชักน าแคลลัสจากใบของกล้วยไม้ Dendrobium 
formosum จะเกิดได้เร็วที่สุด เมื่อท าการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) ที่มีการเติม 
BA 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนกล้วยไม้ Cymbidium พบว่าในการเพาะเลี้ยง
ด้วยสูตร VW (Vacin and Went, 1949) ที่มีการเติมด้วย NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 0.01 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Thidiazuron) จะสามารถชักน าให้กล้วยไม้สร้างแคลลัสได้ดีที่สุด (Huan et al., 2004) 
เช่นเดียวกัน พบว่าการใช้ TDZ ร่วมกับ 2,4-D มีความจ าเป็นส าหรับการสร้างแคลลัสในกล้วยไม้ Cymbidium 
และ Oncidium (Chang and Chang, 1998; Chen and Change, 2000b) โดย TDZ เป็นสารเคมีที่มีการ
แทนที่กลุ่ม phenyl urea ด้วยการท างานที่คล้ายกับไซโตไคนิน ใช้ในการชักน าต้นพืชหลาย ๆ ชนิด รวมไปถึง
การสร้างอวัยวะ (organogenesis) และการส่งเสริมให้เกิดการสร้างยอดในการเพาะเลี้ยงแบบปลอดเชื้อใน
กล้วยไม้หลายสปีชีส์ (Huetteman and Preece, 1993) 
 แต่อย่างไรก็ตามหากมีการศึกษาในพืชต่างพันธุ์จะตอบสนองต่อสารควบคุมการเจริญเติบโตแตกต่าง
กันเมื่อมีการใช้ระยะการเจริญของพืชที่ต่างกันมาเป็นชิ้นส่วนในการเพาะเลี้ยง (Chen et al., 2004) จากผล
การศึกษาในกล้วยไม้สกุลต่าง ๆ พบว่าการเพาะเลี้ยงแคลลัสเองสามารถท าได้ในสูตรอาหารได้หลากหลาย เช่น 
MS, VW, Kundson’s C (KC) (Knudson, 1946), New Dogashima (ND) (Tokuhara and Mii, 1993) ซึ่ง
แต่ละสูตรอาหารก็มีองค์ประกอบทางเคมีที่แตกต่างกัน  ซึ่งองค์ประกอบของสูตรอาหารที่เหมาะสมมี
ความส าคัญต่อการเพ่ิมปริมาณ และปรับคุณภาพของการเลี้ยงแคลลัสได้ (Jitsopakol, 2008) 
 
โซมาติกเอ็มบริโอ 
 โซมาติกเอ็มบริโอคือเอ็มบริโอที่พัฒนามาจากเซลล์ร่างกาย ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายเอ็มบริโอที่เกิดจาก
การผสมพันธุ์ระหว่างเพศผู้และเพศเมีย (รวมทั้งเอ็มบริโอที่เกิดโดยไม่มีการผสมพันธุ์) นั่นคือมีส่วนที่จะ
กลายเป็นรากและเป็นยอด อันเป็นลักษณะของไซโกติกเอ็มบริโอ ภายในเมล็ดพืชนั่นเอง ซึ่งการเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนใด ๆ ของพืชเพ่ือให้เกิดไซโกติกเอ็มบริโอโดยตรง โดยไม่ต้องผ่านเนื้อเยื่อชนิดอ่ืนก่อน นอกจากจะ
สามารถลดขั้นตอนการได้มาซึ่งต้นพืชอันเป็นเป้าหมายสุดท้ายแล้ว ยังลดโอกาสการเกิดการกลายพันธุ์ได้ด้วย 
ดังนั้นหากวัตถุประสงค์ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพ่ือการขยายพันธุ์ให้ตรงตามพันธุ์แล้ว การชักน าให้เกิดโซ
มาติกเอ็มบริโอ ก็เป็นอีกแนวทางหนึ่งของการขยายพันธุ์พืชในห้องปฏิบัติการ โซมาติกเอ็มบริโอมักจะพัฒนา
มาจากเซลล์เพียงเซลล์เดียว โดยสามารถแบ่งตามชนิดของการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้ 2 ชนิด คือ การเกิดโซ
มาติกเอ็มบริโอโดยตรง (direct somatic embryogenesis) ที่เป็นการพัฒนาของคัพภะมาจากเนื้อเยื่อพืช
โดยตรง และการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอทางอ้อม (indirect somatic embryogenesis) ที่เป็นการพัฒนามา
จากแคลลัสก่อนแล้วจึงเกิด nonzygotic embryo อีกทีหนึ่ง (ปิยะดา และอารีย์, 2552) 
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การศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตในกล้วยไม้เพ่ือชักน าให้สร้างโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรง 
 จากผลการศึกษาพบบทบาทของ TDZ ในการชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอมากมาย (Chen et al., 
1999) โดยเฉพาะการส่งเสริมให้โซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนของใบ แต่พบว่าไม่มีประสิทธิภาพในการ
ชักน าจากรากของกล้วยไม้ Oncidium (Chen and Chang, 2000a; Chen and Chang, 2000b; Chen 
and Chang, 2001) โดยจากผลการศึกษา พบว่า TDZ ความเข้มข้น 0.23-11.35 ไมโครโมลาร์ นั้นมีผลต่อ
การชักน าให้เกิดการเพ่ิมปริมาณต้นพืชได้ในกล้วยไม้ Doritaenopsis และ Phalaenopsis (Jitsopakul, 
2008) ส่วนการใช้ TDZ เพียงอย่างเดียวพบว่ามีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้ BA หรือ kinetin ในกล้วยไม้ เมื่อ
ใช้ในความเข้มข้นต่ า (Ernst, 1994; Huetteman and Preece, 1993) การใช้ TDZ 0.1-3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร จะส่งเสริมการสร้างเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงแคลลัส (Chen and 
Chang, 2000a) แต่อย่างไรก็ตามโซมาติกเอ็มบริโอเพ่ิงเริ่มมีการศึกษามากขึ้นในกล้วยไม้ โดย Chen and 
Chang (2000b) ได้ศึกษาการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากแคลลัสของกล้วยไม้ โดยใช้แคลลัสที่ชักน าจากใบ 
เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร ½ MS ที่เติม NAA และ TDZ ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ พบว่าสูตรอาหารที่เติม NAA 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ชักน าโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีที่สุด หรือจากการชักน าให้
เกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนใบขนาด 1 เซนติเมตร พบว่าเมื่อวางเลี้ยงชิ้นส่วนปลายยอดของใบ
กล้วยไม้สกุล Oncidium ‘Grower Ramsey’ จะให้ผลดีที่สุด รองลงมาคือการหงายแผ่นใบซึ่งเป็นการวาง
ด้านหลังใบ (adaxial side หรือ upper surface) ให้สัมผัสอาหาร  และวางคว่ าแผ่นใบซึ่งเป็นการวางด้าน
ท้องใบ (abaxial side หรือ lower surface) ให้สัมผัสอาหาร ตามล าดับ และอาหารสูตร ½ MS ที่มีการเติม 
TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลในการชักน าดีที่สุด รองลงมาคือการเติม N6-[2-isopentenyl]-adenine (2iP) 
2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และการเติม kinetin 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ (Chen and Chang, 2001)  
 ส าหรับการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้สกุลหวายโดยใช้ส่วนของใบเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร 
½ MS ที่เติมไซโตไคนินชนิดต่าง ๆ (2iP, BA, Kinetin, TDZ และ Zeatin) ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่าสูตร
อาหารที่เติม TDZ 18.16 ไมโครโมลาร์ชักน าโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีที่สุดเช่นเดียวกัน (Chung et al., 2005) 
ซ่ึง Chen et al. (1999) พบว่าการใช้ TDZ อย่างเดียว (1/2 MS + TDZ 1 หรือ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให้ผลใน
การชักน าให้เกิดเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนใบได้ดีกว่าการใช้ 2,4-D หรือดีกว่าการใช้ TDZ ร่วมกับ 2, 4-D 
เนื่องจากผลของไซโตไคนินทั้งสองชนิดอาจเกิดการหักล้างกัน และในการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตอาจ
ส่งผลต่อการกลายพันธุ์ที่เรียกว่าการเกิดความแปรปรวนของส่วนขยายที่มาจากเซลล์โซมาติก (somaclonal 
variation) ซึ่งเกิดได้ในพืชหลายชนิด และการใช้ TDZ ที่ความเข้มข้นสูง ๆ บางครั้งจะให้ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาผิดปกติรวมทั้งไปมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของยอดด้วยเช่นเดียวกัน (Hutteman and Preece, 1993) 
 นอกจากนี้พบว่ามีสารอินทรีย์ในกลุ่มที่ไม่สามารถบ่งชี้องค์ประกอบได้และมีความแปรปรวน ที่มีการ
น ามาใช้ในกล้วยไม้และพืชชนิดอื่น ๆ  เช่น yeast extract น้ ามะพร้าว กล้วย (Decruse et al., 2003; Ernst, 
1994) และมันฝรั่งบด (Chuang et al., 1978; McGregor and McHughen, 1990; Sopory et al., 1978)
โดยน้ ามะพร้าวจะมีทั้งส่วนของออกซินและไซโตไคนินและประสบความส าเร็จในการน ามาใช้เพาะเลี้ยง
กล้วยไม้ ได้แก่ Cymbidium (Huan et al., 2004), Aerdes crispum (Sheelavanthmath et al., 2005), 
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Dendrobium fimbriatum (Roy and Banerjee, 2003) and Aranda Deborah (Lakshmanan et al., 
1995) 

 
ค าส าคัญ  
ภาษาไทย : กล้วยไม้หวาย กล้วยไม้ช้างเผือก โซมาติกเอ็มบริโอ สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
ภาษาอังกฤษ : Dendrobium spp., Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum, somatic embryo, 
         plant growth regulator,  

 
ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย (List of Symbols and Abbreviations) 
 

ANOVA Analysis of variance 
BA 6 – benzylaminopurine; N6-benzyladenine 
CRD Completely Randomized Design 
CW Coconut water 
2,4-D 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 
DMRT Duncan’s New Multiple Range Test 
IAA Idol acetic acid 
IBA Indole - 3 - butyric acid 
MS Murashige and Skoog medium 
NAA Naphthalene acetic acid 
NDM New Dogashima Medium 
TDZ Thidiazuron  
VM Vacin and Went medium 
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อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 
 
 ศึกษาการชักน าแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอทั้งในกล้วยไม้สกุลหวายและกล้วยไม้ตระกูลช้างซึ่งทั้ง
สองสกุลแม้จะมีความแตกต่างและอาจไม่สามารถน ามาเทียบผลของการใช้ฮอร์โมนได้โดยตรงเนื่องจากการมี
พันธุกรรมที่ห่างไกลกันแต่ข้อมูลที่ได้จะมีประโยชน์เช่นเดียวกัน โดยส าหรับกล้วยไม้สกุลหวายเป็นตัวแทน
กล้วยไม้ที่มีการใช้ประโยชน์มากและมีการศึกษาโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออย่างกว้างขวาง ขณะที่ผลการศึกษา
กับกล้วยไม้สกุลช้างอาจมีส่วนช่วยในการขยายพันธุ์กล้วยไม้สกุลนี้ซึ่งมีการขยายพันธุ์และเจริญเติบโตได้ช้าเมื่อ
เทียบกับกล้วยไม้ชนิดอ่ืน ด้วยเหตุนี้ในการศึกษาจึงใช้ต้นอ่อนกล้วยไม้จากบริษัทที่มีความสม่ าเสมอทาง
พันธุกรรมแต่ท าให้ต้นทุนค่อนข้างสูง ดังนั้นการทดลองจึงประกอบด้วย 2 การทดลอง ได้แก่ การทดลองใน
กล้วยไม้สกุลหวายเอียสกุล และการทดลองในกล้วยไม้สกุลช้าง  
 
การทดลองที่ 1  

ผลของไซโตไคนินต่อการชักน าแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงในกล้วยไม้หวายเอียสกุล 
   
  1. พืชที่ใช้ในการศึกษา 
   1.1 โปรโตคอรม์กล้วยไม้สกุลหวายเอียสกุล NO. BIG – 193 (น้ าเงิน – ชมพู) (วางเลี้ยงบน

อาหารสูตร VW ที่ไม่มีฮอร์โมน ประมาณ 2 อาทิตย์ก่อนการศึกษา) 
   1.2 ต้นอ่อนกล้วยไม้สกุลหวายเอียสกุล NO. BIN – 11 (ชมพูเข้ม) (วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 

VW ที่ไม่มีฮอร์โมน ประมาณ 2 อาทิตย์ก่อนการศึกษา) 
 2. สูตรอาหาร 

สูตรอาหารในการชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนใบ ได้แก่ 
สูตรอาหารที่ 1 ½ MS 
สูตรอาหารที่ 2 ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 3 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 4 ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 5 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 6 ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
สูตรอาหารชักน าแคลลัสจากโปรโตคอรม์ ได้แก่ 
สูตรอาหารที่ 1 ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 2 ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 3 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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สูตรอาหารที่ 4 ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร
สูตรอาหารที่ 5 ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 6 ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สูตรอาหารที่ 7 ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  

 
3. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 จัดแบ่งกลุ่มอาหารเพ่ือเตรียมเป็นสารละลายเข้มข้นตามตารางภาคผนวกท่ี 1  ในระดับความ 
เข้มข้น (stock) ที่เหมาะสมแล้วการเตรียมอาหารมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. ดูดสารละลาย stock solutions ต่างๆ มารวมกัน โดยใช้ปริมาตรในแต่ละ stock ตามท่ี   
ค านวณไว้ 

2. เติมสารที่เป็นแหล่งคาร์บอน คือ น้ าตาลซูโครส 
3. เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต หรือสารเคมีอ่ืนๆ ตามความต้องการของสูตรอาหาร 
4. ปรับปริมาณสารละลายอาหารให้ได้ครบตามที่ต้องการ เติมวุ้นในกรณีเตรียมอาหารกึ่งแข็งหรือ

แข็ง 
5. เคี่ยวอาหารเพ่ือนให้วุ้นละลายโดยใช้ใช้เตาไฟฟ้า 
6. ปรับค่าความเป็นกรดและด่างด้วยกรดเกลือ (1 M HCl) และโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ (1 M 

NaOH) ให้ได้ pH = 5.5 
7. เทอาหารลงในภาชนะที่จะใช้เลี้ยงโดยในการทดลองนี้ใช้ขวดขนาด 4 ออนซ์ และ จานเพาะเลี้ยง 
8. น าภาชนะอาหารไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 psi (ปอนด์/ตารางนิ้ว) 

อุณหภูมิ 121 ๐C นาน 15 นาที แล้วทิ้งให้เย็น 
 
 4. สถานที่ท าการวิจัย ทดลอง หรือเก็บข้อมูล 

ห้องปฏิบัติการชีววิทยาและเคมี ตึกปฏิบัติการคณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี 
 

 5. ระยะเวลาการท าวิจัย และแผนการด าเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
 เริ่มท าการวิจัย เดือน  มีนาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือน กันยายน พ.ศ. 2552  ระยะเวลาด าเนินงานวิจัย 

7 เดือน 
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การทดลองที่ 1.1 การศึกษาต าแหน่งใบและลักษณะการวางเลี้ยงแผ่นใบต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
ในกล้วยไม้หวายเอียสกุล  

 1. การทดลองและสูตรอาหาร 
ท าการศึกษาต าแหน่งของใบและลักษณะการวางเลี้ยงที่มีผลต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ  

โดยท าการศึกษาและวิเคราะห์แยกใน 2 การทดลอง ได้แก่ การคว่ าแผ่นใบซึ่งเป็นการวางด้านท้องใบ (abaxial 
side หรือ lower surface) ให้สัมผัสอาหาร และการหงายแผ่นใบซึ่งเป็นการวางด้านหลังใบ (adaxial side 
หรือ upper surface) ให้สัมผัสอาหาร  ตามล าดับ  โดยวางชิ้นส่วนที่ได้จากการตัดลงบนอาหารจ านวน 8 ชิ้น
ต่อขวด 4 ออนซ์ ในสภาพที่ได้รับแสงและอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 สัปดาห์ จากนั้นท าการ
บันทึกผล เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอและลักษณะอื่นๆ 

การชักน าให้เกิดเอ็มบริโอจากชิ้นส่วนร่างกายของพืชหรือโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนใบ 
ศึกษาจากการตัดแบ่งใบของกล้วยไม้หวายเอียสกุลที่มีขนาดความยาวประมาณ 1.0 เซนติเมตร แยกส่วนของ
โคน และปลายใบให้มีขนาดอย่างละประมาณ 0.5 เซนติเมตร เพ่ือน าไปชักน าให้เกิดเอ็มบริโอโดยตรงบน
อาหาร 6 สูตร ได้แก่ 

 สูตรอาหารที่ 1 ½ MS 
 สูตรอาหารที่ 2 ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 สูตรอาหารที่ 3 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 สูตรอาหารที่ 4 ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 สูตรอาหารที่ 5 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 สูตรอาหารที่ 6 ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
การวิเคราะห์ข้อมูล 
แต่ละการทดลองท าการศึกษา 1 ปัจจัย คือ สูตรอาหารแบ่งเป็น 6 กลุ่มทดลอง โดยวางแผนการ

ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design; CRD) ศึกษาทรีตเมนต์ละ 14 ซ้ า ส าหรับชัก
น าโซมาติกเอ็มบริโอ จากชิ้นส่วนใบในการวางแบบลักษณะต่าง ๆ  

  
การทดลองที่ 1.2 การชักน าให้เกิดแคลลัสของกล้วยไม้หวายเอียสกุล 
1. สูตรอาหาร 
การชักน าแคลลัสกล้วยไม้จากโปรโตคอร์ม โดยน าโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายเอียสกุลไปชักน าให้

เกิดแคลลัสลงบนอาหาร 7 สูตร ได้แก่ 
 สูตรอาหารที่ 1 ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 สูตรอาหารที่ 2 ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 สูตรอาหารที่ 3 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 สูตรอาหารที่ 4 ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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 สูตรอาหารที่ 5 ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร
  สูตรอาหารที่ 6 ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
  สูตรอาหารที่ 7 ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  

โดยวางโปรโตรคอร์มบนอาหาร 18 ชิ้นต่อ 1 จานเพาะเลี้ยงในสภาพที่ไม่ได้รับแสง อุณหภูมิ 25±2 
องศาเซลเซียล เป็นเวลา 8 สัปดาห์ จากนั้นท าการบันทึกผลเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส น้ าหนักสด 
สี และขนาดของแคลลัส 
 2. การวิเคราะห์ข้อมูล 
          ท าการศึกษา 1 ปัจจัย คือ สูตรอาหารแบ่งเป็น 7 กลุ่มทดลอง โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ หรือ CRD ศึกษาทรีตเมนต์ละ 12 ซ้ า ส าหรับชักน าแคลลัสจากโปรโตคอรม์  
 ข้อมูลของทั้งสามการทดลองน ามาวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และการทดลองที่พบความ
แตกต่างระหว่างทรีตเมนต์ จะมีการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของกลุ่มทดลองด้วยวิธีดันแคน 
(Duncan’s New Multiple Range Test; DMRT) จากโปรแกรม R 
 
การทดลองที่ 2  

ผลของออกซินและไซโตไคนินต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงในกล้วยไม้ช้างเผือก 
1. พืชทดลอง 
            โปรโตคอรม์กล้วยไม้ช้างเผือก (เลี้ยงในอาหารสูตร VW ทีไ่ม่มีฮอร์โมน) 
            ต้นอ่อนกล้วยไม้ช้างเผือก (เลี้ยงในอาหารสูตร VW ทีไ่ม่มีฮอร์โมน) 
2. อาหารสูตรพื้นฐาน  ได้แก่ สูตร ½ MS  
3. สารควบคุมการเจริญเติบโต 
    สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน ได้แก่ NAA  
    สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนิน ได้แก่ TDZ  
 สูตรอาหารที่ 1 ½ MS 
 สูตรอาหารที่ 2 ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 สูตรอาหารที่ 3 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 สูตรอาหารที่ 4 ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 สูตรอาหารที่ 5 ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 สูตรอาหารที่ 6 ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
4. ลักษณะที่ท าการศึกษา 

เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบ/ปลายใบ/โคนใบ ที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ  
จ านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอบริเวณปลายใบ/โคนใบ 
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5. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ทุกการทดลองน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และน า

ลักษณะที่พบความแปรปรวนเนื่องจากปัจจัยที่ศึกษามาเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของกลุ่มทดลอง
โดยวิธีดันแคน (DMRT) จากโปรแกรม R 
 6. สถานที่ท าการวิจัย ทดลอง หรือเก็บข้อมูล 

ห้องปฏิบัติการชีววิทยาและเคมี ตึกปฏิบัติการคณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี 

 7. ระยะเวลาการท าวิจัย และแผนการด าเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
 เริ่มท าการวิจัย เดือน  ตุลาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2554   

 
การทดลองที่ 3  

ผลของน้ ามะพร้าวร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการลดอาการสีน้ าตาลในการเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือก 

1. พืชทดลอง 
            โปรโตคอรม์กล้วยไม้ช้างเผือก (วางเลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่ไม่มีฮอร์โมน ประมาณ 2 อาทิตย์ก่อน

การศึกษา) 
             ต้นอ่อนกล้วยไม้ช้างเผือก (วางเลี้ยงบนอาหารสูตร VW ที่ไม่มีฮอร์โมน ประมาณ 2 อาทิตย์ก่อน

การศึกษา) 
2. อาหารสูตรพื้นฐาน ได้แก่ ½MS  
3. สารควบคุมการเจริญเติบโต 
    สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน ได้แก่ NAA  
    สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนิน ได้แก่ TDZ  
    สารควบคุมการเจริญเติบโตที่ได้จากธรรมชาติ ได้แก่ น้ ามะพร้าว 
4. วางแผนการทดลอง 

  จากการศึกษาที่พบว่าสูตรอาหาร พันธุกรรม ชนิดของชิ้นส่วนพืชและอายุ มีผลต่อการสร้าง
สารประกอบฟีนอล (Ozyigit et al., 2007; Gupta et al., 2000; Kumria et al., 2003; Lorenzo and 
Angeles, 2001) อย่างไรก็ตามแม้ว่าการลดการเกิดสีน้ าตาลจะเป็นวัตถุประสงค์หนึ่งของการศึกษาแต่
ประสิทธิภาพของการชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอก็เป็นวัตถุประสงค์หลักอีกประการหนึ่ง ดังนั้นการศึกษาที่
ผ่านมาพบว่ามีการใช้สาร BA และ IBA ที่พบการเกิดสีน้ าตาล ประกอบกับการศึกษาการชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอ ของกล้วยไม้สกุลหวายโดยใช้ส่วนของใบที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร ½ MS ที่เติมไซโตไคนินชนิด
ต่างๆ (2iP, BA, Kinetin, TDZ และ Zeatin) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่าสูตรอาหารที่เติม TDZ สามารถชัก
น าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีที่สุด (Chen et al., 1999; Chung et al., 2005) นอกจากนี้พบว่ามี
สารอินทรีย์ในกลุ่มที่ไม่สามารถบ่งชี้องค์ประกอบได้และมีความแปรปรวน ที่มีการน ามาใช้ในกล้วยไม้และพืช
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ชนิดอ่ืน ๆ เช่น น้ ามะพร้าว (Decruse et al., 2003; Ernst, 1994) ซึ่งมีทั้งส่วนของออกซินและไซโตไคนิน
และประสบความส าเร็จในการน ามาใช้เพาะเลี้ยงกล้วยไม้หลายชนิด (Lakshmanan et al., 1995; Roy and 
Banerjee, 2003; Huan et al., 2004; Sheelavanthmath et al., 2005) ดังนั้นการศึกษานี้จึง
ประกอบด้วยสูตรอาหารที่มีการเติมและไม่เติมสาร 3 ปัจจัย ได้แก่ น้ ามะพร้าว NAA และ TDZ และเพ่ือ
ป้องกันการเกิดสีน้ าตาล ภายหลังการเพาะในอาหารสูตรปกติแล้ว 1 เดือน จะท าการย้ายลงอาหารสูตรเดิมที่
เติมผงถ่านเป็นตัวดูดซับอีกครั้งและท าการวัดผลอีกครั้งหนึ่ง 

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 2 x 4 Factorial in Completely Randomized Design (CRD) 
จ านวน 10 ซ้ า (จ านวนชิ้นสว่นพืช 20 ชิ้นต่อ 1 จานเพาะเลี้ยง คือ 1 ซ้ า) ดังนั้นจึงมีทั้งหมด 16 ทรีตเม้นต์ 
ส าหรับ 3 ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ 

ปัจจัยที่ 1 ความเข้มข้นของน้ ามะพร้าว (% Coconut Water; CW) ได้แก่ 
 0 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (%) 
ปัจจัยที่ 2 ความเข้มข้นของ NAA ได้แก่  
 0 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปัจจัยที่ 3 ความเข้มข้นของ TDZ ได้แก่ 
 0, 0.1, 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
ดังนั้น 16 ทรีตเม้นต์ ได้แก่ 
 1. ½MS  
 2. ½MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 3. ½MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 4. ½MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 5. ½MS เติม NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 6. ½MS เติม NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 7. ½MS เติม NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 8. ½MS เติม NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 9. ½MS เติม 10 % CW  
 10. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 11. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 12. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 13. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 14. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 15. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 16. ½MS เติม 10 % CW ร่วมกับ NAA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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 โดยน าชิ้นส่วนกล้วยไม้วางเลี้ยงในอาหารชักน าโซมาติกเอ็มบริโอทั้ง 16 สูตร โดยไม่ได้มีการเติมผง
ถ่าน วันที่ 7 มิถุนายน 2553 โดยแยกเป็นปลายใบ และโคนใบ โดยการวางแบบคว่ าใบ จากนั้นท าการบันทึก
ผลการทดลองลักษณะปรากฏต่าง ๆ ของชิ้นส่วนใบ เมื่อวันที่ 10 กรกฎาคม 2553 หรือประมาณ 4 อาทิตย์
หลังการเพาะเลี้ยง  
 จากนั้นน าชิ้นส่วนปลายใบและโคนใบย้ายลงอาหารทั้ง 16 สูตรอีกครั้งแต่มีการเติม 2 เปอร์เซ็นต์ ผง
ถ่าน ในวันที่ 13 กรกฎาคม 2553 จากนั้นท าการเก็บข้อมูลการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอในวันที่ 1 สิงหาคม 2553 
หรืออีกประมาณ 2 สัปดาห์หลังจากการเดิมผงถ่าน 

5. ลักษณะที่ท าการศึกษา 
   เปอร์เซ็นต์การเกิดสีน้ าตาลบนชิ้นส่วนพืช 
   เปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
   การเกิดสีเขียวของชิ้นส่วนพืช 
6. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ทุกการทดลองน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และน า

ลักษณะที่พบความแปรปรวนเนื่องจากปัจจัยที่ศึกษามาเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของกลุ่มทดลอง
โดยวิธีดันแคน (DMRT) จากโปรแกรม R 
 7. สถานที่ท าการวิจัย ทดลอง หรือเก็บข้อมูล 

ห้องปฏิบัติการชีววิทยาและเคมี ตึกปฏิบัติการคณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี 

 8. ระยะเวลาการท าวิจัย และแผนการด าเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
 เริ่มท าการวิจัย เดือน  ตุลาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2554   
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 

 การทดลองที่ 1  
ผลของไซโตไคนินต่อการชักน าแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงในกล้วยไม้หวายเอียสกุล 
 

การทดลองที่ 1.1 การศึกษาต าแหน่งใบและลักษณะการวางเลี้ยงแผ่นใบต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
ในกล้วยไม้หวายเอียสกุล  

 
การชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนปลายใบและโคนใบของกล้วยไม้หวายเอียสกุล

ในลักษณะการวางคว่ าและหงายชิ้นส่วนใบบนอาหารชักน าโซมาติกเอ็มบริโอเป็นเวลา 8 และ 10 สัปดาห์ 
ตามล าดับ แสดงในตารางที่ 1-12 และภาพท่ี 1-2   

การวางในลักษณะคว่ าใบ 
ผลการศึกษา พบว่าเปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิตเมื่อมีการวางในลักษณะคว่ าใบในอาหารชักน า

เพ่ือให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ ทั้ง 6 สูตร ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์พบว่าชิ้นส่วนใบมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) (ตารางที่ 1) โดยพบว่าการเติม TDZ ใน
ทุกความเข้มข้นทั้งที่มีหรือไม่มีการเติมร่วมกับ NAA พบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของใบสูงกว่าการไม่เติม TDZ 
แสดงว่าการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ มีผลท าให้เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของชิ้นส่วนใบสูงกว่าการ
เติม NAA และการเติมฮอร์โมนทั้งสองชนิดร่วมกันไม่ได้มีผลส่งเสริมกันในแง่การเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด
เพ่ิมข้ึนจากการเติม TDZ เพียงอย่างเดียว  

เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอภายหลังการชักน าในอาหารทั้ง 6 สูตรพบค่าต่ า คือ
อยู่ระหว่าง 0.89-8.04 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 2) เมื่อท าการศึกษาแยกระหว่างปลาย
ใบและโคนใบ พบว่าเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนของปลายใบและโคนใบไม่มีความแตกต่างระหว่างสูตรอาหารทั้ง 6 สูตร
เช่นเดียวกันกัน (ตารางที่ 3 และ 4 ตามล าดับ) แต่จากผลการศึกษาพบว่า การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอบนชิ้นใบ
เป็นผลมาจากความสามารถในการเกิดโซมาติกของชิ้นส่วนโคนใบเป็นส่วนใหญ่ ในขณะที่โดยที่อาหารสูตรที่ 4 
คือ ½ MS ที่มีการเติม TDZ 3 มิลลิกรัม มีโน้มการเกิดจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอต่อชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิตมีค่าสูง
ทั้งส่วนบริเวณปลายใบ (0.30 โซมาติกเอ็มบริโอ) และโคนใบ (0.85 โซมาติกเอ็มบริโอ) เมื่อท าการวางเลี้ยง
แบบคว่ าใบ (ตารางที่ 5 และ ตารางที่ 6) ส าหรับชิ้นส่วนโคนใบ พบว่ามีอาหารชักน าหลายสูตรที่สามารถพบ
การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูง ได้แก่ สูตรที่ 3 และ 6 ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ร่วมกับการพบเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนโคนใบที่
เกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงในอาหารสูตรที่ 4 แล้วอาจกล่าวได้ว่าอาหารสูตรที่มีการเติม TDZ มีผลต่อการชักน า
โซมาติกเอ็มบริโอ โดยเฉพาะที่ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  

เมื่อพิจารณาร่วมกันระหว่างจ านวนชิ้นส่วนโคนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอร่วมกับจ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอที่เกิดต่อชิ้นส่วนโคนใบจะเห็นได้ว่าการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจะเกิดกับชิ้นพืชจ านวนน้อย แต่เมื่อมี
ความพร้อมในการเกิดในชิ้นส่วนใดแล้วจะสามารถสร้างโซมาติกเอ็มบริโอต่อชิ้นได้จ านวนมาก โดยการสร้าง  
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โซมาติกเอ็มบริโอได้มากน้อยเพียงใดขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายชนิด เช่น ต าแหน่งและระยะการเจริญเติบโตของ
ชิ้นส่วนใบที่น ามาใช้เริ่มต้น และปริมาณสัดส่วนฮอร์โมนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของโซมาติก เอ็มบริโอ 
(ค านูณ, 2542; รังสฤษฏ์, 2540) โดยชิ้นส่วนใบที่ใช้ในการศึกษานี้ มีขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร ซึ่งเป็น
ชิ้นส่วนของใบอ่อนที่มีเซลล์ที่ก าลังเจริญเติบโตอยู่มาก และบริเวณโคนของชิ้นส่วนใบที่สามารถชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอได้มากนั้น อาจเนื่องมาจากชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ที่น ามาใช้ท าการศึกษานั้น ซึ่งมีความเยาว์วัยอยู่
ประกอบกับชิ้นส่วนโคนใบมีการสร้างรอยตัด 2 ทาง ซึ่งพบการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอตรงบริเวณรอยตัด
ดังกล่าว ขณะที่ชิ้นส่วนปลายใบ จะเกิดรอยตัด 1 รอย ด้านในโอกาสในการเกิดโซมาติกเอ็มบริโออาจจะน้อย
กว่าโคนใบ 
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ตารางท่ี 1 เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิตเมื่อวางแบบคว่ าใบในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ที่รอดชีวิต 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนใบที่รอด
ชีวิต+ (ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS  104 80 1.87ab±0.10 (76.92) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 96 71 1.79b±0.33 (73.95) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 112 105 1.97a±0.03 (93.75) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 112 105 1.97a±0.03 (93.75) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 112 105 1.97a±0.04 (93.75) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA 112 90 1.93a±0.06 (80.35) 

F-test   ** 
หมายเหตุ ** แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % (P<0.01) 

a, b และ c ตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % (P<0.01) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
(ผลการทดลองน าข้อมูลที่ได้มาท าการ take log เนื่องจากเมื่อท าการทดสอบความเท่ากัน (homogeneity) ของข้อมูลแล้วพบว่ามีความแปรปรวนไม่
เท่ากันในทั้ง 6 สูตรอาหาร โดยการแปลงเป็นค่าลอการิทึก (log x) ใช้ในกรณีที่วาเรียนซ์มีค่าเป็นสัดส่วนกับก าลังสองของค่าเฉลี่ยของทรีตเมนต์ เช่น 
ข้อมูลที่เก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตหรือข้อมูลจากการวัดอื่น ๆ) 
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ตารางท่ี 2 เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อวางแบบคว่ าใบในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนใบที่
เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนใบที่เกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอ+ 

(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS  104 2 0.16±0.41 (1.92) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 96 2 0.18±0.42 (2.08) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 112 6 0.35±0.59 (5.36) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 112 5 0.31±0.63 (4.46) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 112 1 0.07±0.29 (0.89) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA 112 9 0.51±0.64 (8.04) 

F-test   ns 
 
หมายเหตุ          ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 % (P>0.05) 

 + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 3  เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนปลายใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอในเมื่อวางแบบคว่ าในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
 

สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วน
ใบทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วน 
ปลายใบที่เกิด 

โซมาติก 
เอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนปลายใบที่
เกิด 

โซมาติก 
เอ็มบริโอ+ 

(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS  52 0 0.00±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 48 0 0.00±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 0 0.00±0.00 (0.00) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 1 0.10±0.37 (1.78) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 0 0.00±0.00 (0.00) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร NAA 56 0 0.00±0.00 (0.00) 

F-test   Ns 
 

หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 4  เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนโคนใบท่ีเกิดโซมาติกเอ็มบริโอในเมื่อวางแบบคว่ าในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนโคนใบท่ี
เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนโคนใบท่ีเกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอ+  

(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS 52 2 0.21±0.52 (3.85) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  48 2 0.23±0.54 (4.17) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  56 6 0.44±0.73 (10.71) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  56 4 0.58±0.60 (7.14) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 1 0.10±0.37 (1.79) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 9 0.64±0.79 (16.07) 

F-test   Ns 
 

หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 5 จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เกิดขึ้นบนชิ้นส่วนปลายใบต่อชิ้นส่วนใบในลักษณะการวางแบบคว่ าใบเมื่อเพาะเลี้ยงใบลงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอที่เกิด 

จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอบริเวณปลายใบต่อ
ชิ้นส่วนใบ+ (ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS  52 0 0.00±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 48 0 0.00±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 6 0.01±0.04 (0.11) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  56 17 0.04±0.16 (0.30) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 0 0.00±0.00 (0.00) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 0 0.00±0.00 (0.00) 

F-test   Ns 
 
หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
   + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 6 จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เกิดบนชิ้นส่วนโคนใบในลักษณะการวางแบบคว่ าใบเมื่อเพาะเลี้ยงลงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วน
ใบทั้งหมด 

จ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอที่เกิด 

จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอบริเวณโคนใบต่อ
ชิ้นส่วนใบ+ (ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS  52 28 0.06a±0.21 (0.53) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 48 14 0.03a±0.30 (0.29) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  56 28 0.04a±0.31 (0.50) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 56 48 0.10a±0.27 (0.85) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  56 16 0.04a±0.16 (0.28) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  56 11 0.01b±0.26 (0.20) 

F-test   * 
 
หมายเหตุ * แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 % (P<0.05) 

a, b และ c ตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (P<0.05) 
   + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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การวางในลักษณะหงายใบ 
การชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้หวายเอียสกุลในลักษณะการวาง

หงายใบบนอาหารชักน าโซมาติกเอ็มบริโอเป็นเวลา 10 สัปดาห์ พบการรอดชีวิตของชิ้นส่วนใบเมื่อวางเลี้ยงใน
ลักษณะหงายใบในอาหารชักน าโซมาติกเอ็มบริโอทั้ง 6 สูตร  ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
โดยพบว่าอาหารสูตร ½ MS ที่มกีารเติม TDZ ความเข้มข้น 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตสูงสุด (ยกเว้นสูตร ½ MS ที่เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ระหว่าง 82.50-86.25 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 7) หรือการเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต คือ TDZ และ NAA ร่วมกันไม่ได้มีผลส่งเสริมกันในแง่ของการเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด ซึ่ง
สอดคล้องกับผลของเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิ้นส่วนใบที่วางเลี้ยงแบบคว่ าใบบนอาหารชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอของกล้วยไม้หวายเอียสกุล (ตารางที่ 1)   

ในขณะที่เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบ ที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ ในสูตรอาหารพบความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) (ตารางที่ 8) โดยอาหารที่มีการเติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีจ านวนชิ้นส่วน
ใบที่พบการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยสูงที่สุด รองลงมาได้แก่สูตรอาหารที่มีการเติม TDZ ร่วมกับ NAA 
ขณะที่สูตรอาหารที่ไม่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต และที่มีการเติมเฉพาะ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร
มีค่าต่ าที่สุด  

เมื่อท าการศึกษาแยกลงไปถึงชิ้นส่วนปลายใบและโคนใบที่สามารถชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอพบ
ทั้งชิ้นส่วนปลายใบและโคนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ (ตารางที่ 9 และ 10) โดยพบค่าสูงสุดในอาหาร 3 สูตร 
ได้แก่ ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (17.50 เปอร์เซ็นต์) สูตร ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (12.50 เปอร์เซ็นต์) และสูตร ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (18.75 เปอร์เซ็นต์) (ตารางที่ 9) โดยผลของส่วนโคนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
ให้ผลคล้ายกับส่วนปลายใบที่อาหารทั้ง 3 สูตร สามารถชักน าให้มีเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนโคนใบที่เกิ ดโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุดและใกล้เคียงกับชิ้นส่วนปลายใบ คือ 12.50 15.62 และ 18.75 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แม้จะไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ขณะที่อาหารสูตร ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบเปอร์เซ็นต์
ชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเช่นกันแต่พบในเปอร์เซ็นต์ต่ า (5 เปอร์เซ็นต์) (ตารางที่ 10) ขณะที่การไม่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโตหรือการเติมเฉพาะ NAA อย่างเดียวไม่พบการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ (ตารางที่ 9 
และ 10) ผลการศึกษาให้ผลซึ่งสอดคล้องกับรายงานผลของ Chen et al. (1999) ที่พบว่าการชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอในกล้วยไม้ Oncidium  ในอาหาร MS ที่มีการเติม TDZ  ความเข้มข้น 0.3 – 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  
สามารถชักน าโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วนใบได้เพ่ิมข้ึน  

อย่างไรก็ตามพบจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เกิดขึ้นต่อชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิตมีค่าต่ ามากในทั้ง 3 สูตร 
คือเท่ากับ 0.65 1.09 และ 1.59 โซมาติกเอ็มบริโอ ส าหรับชิ้นส่วนปลายใบ (ตารางที่ 11) และ 0.58 0.66 
และ 0.56 โซมาติกเอ็มบริโอ ส าหรับชิ้นส่วนโคนใบ (ตารางที่ 12) ส าหรับอาหารสูตร ½ MS เติม TDZ 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร สูตร ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และสูตร ½ 
MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ขณะที่สูตร ½ MS เติม TDZ 
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3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ เท่ากับ 0.15 ต่อชิ้นส่วนโคนใบที่รอดชีวิต (ตารางที่ 12) แต่
ไม่พบความแตกต่างเมื่อทดสอบความแปรปรวนของข้อมูลส าหรับลักษณะดังกล่าวนี้ทั้งจากส่วนปลายใบและ
โคนใบ แสดงให้เห็นถึงความแปรปรวนของการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้หวายเอียสกุล 
หรืออาจกล่าวได้ว่าอาจมีปัจจัยอ่ืน ๆ ที่ส่งผลต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ ซึ่งปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้อาจพบ
แตกต่างกันแม้ในระยะทีช่ิ้นส่วนพืชยังมีความเยาว์วัย 
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ตารางท่ี 7 เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิตเมื่อวางแบบหงายใบในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 10 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนใบที่รอด
ชีวิต 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิต+ 
(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS  48 17 1.49c±0.25 (35.41) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 72 36 1.60bc±0.33 (50.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  80 69 1.92a±0.09 (86.25) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 80 66 1.91a±0.09 (82.50) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  64 54 1.92a±0.07 (84.37) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  64 38 1.75 ab±0.14 (59.37) 

F-test   ** 
  

หมายเหตุ ** แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % (P<0.01) 
a, b และ c ตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % (P<0.01) 

  + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 8 เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อวางแบบหงายใบในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 10 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วน
ใบทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนใบที่เกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติก 
เอ็มบริโอ+ (ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS  48 0 0.00c±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 72 0 0.00c ±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  80 12 1.00a±0.54 (15.00) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 80 2 0.22bc±0.46 (2.50) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  64 9 0.70ab±0.76 (14.06) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  64 12 0.77ab±0.83 (18.75) 

F-test   ** 
 
หมายเหตุ **แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 99 % (P<0.01) 

a, b และ c ตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % (P<0.01) 
  + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 

 
  ทรีตเม้นต์ 3 มีเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอที่ค านวณจากการนับรวมเท่ากับ 15 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งต่ ากว่าค่าในทรีตเม้นต์ที่ 6 แต่พบการ 
  ปรากฏชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอจ านวนซ้ าที่สูงกว่าท าให้เมื่อศึกษาค่าเฉลี่ยในทุกซ้ าแล้วพบว่ามีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1 ซึ่งสูงสุด (จากการแปลงข้อมูล) 
  และสูงกว่าทรีตเม้นต์ที่ 6  
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ตารางท่ี 9 เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนปลายใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อวางแบบหงายใบในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 10 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนปลายใบ
ที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนปลายใบที่เกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอ+  

(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS  24 0 0.00b±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 36 0 0.00b±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  40 7 0.76a±0.80 (17.50) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 40 0 0.00b±0.00 (0.00) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 4 0.56ab±0.78 (12.50) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 6 0.62ab±0.86 (18.75) 

F-test   * 
 
หมายเหตุ * แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (P<0.05) 

a, b และ c ตัวอักษรต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (P<0.05) 
  + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
   
  ทรีตเม้นต์ 3 มีเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนปลายใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอที่ค านวณจากการนับรวมเท่ากับ 17.50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งต่ ากว่าค่าในทรีตเม้นต์ที่ 6 แต่พบ
  การปรากฏชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอจ านวนซ้ าที่สูงกว่าท าให้เมื่อศึกษาค่าเฉลี่ยในทุกซ้ าแล้วพบว่ามีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.76 ซึ่งสูงสุด (จากการแปลง
  ข้อมูล) และสูงกว่าทรีตเม้นต์ที่ 6  
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ตารางท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนโคนใบท่ีเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อวางแบบหงายใบในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 10 สัปดาห์ 
 

 
 

สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวนชิ้นส่วนโคนใบท่ี
เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนโคนใบท่ีเกิดโซ
มาติกเอ็มบริโอ+ 

(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS  24 0 0.00±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 36 0 0.00±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  40 5 0.70±0.73 (12.50) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 40 2 0.28±0.59 (5.00) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 5 0.74±0.74 (15.62) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 6 0.64±0.87 (18.75) 

F-test   ns 
 

หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 

 
  ทรีตเม้นต์ 3 มีเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนโคนใบท่ีเกิดโซมาติกเอ็มบริโอที่ค านวณจากการนับรวมเท่ากับ 12.50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งต่ ากว่าค่าในทรีตเม้นต์ที่ 6 แต่พบ
  การปรากฏชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอจ านวนซ้ าที่สูงกว่าท าให้เมื่อศึกษาค่าเฉลี่ยในทุกซ้ าแล้วพบว่ามีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.70 ซึ่งสูงสุด (จากการแปลง
  ข้อมูล) และสูงกว่าทรีตเม้นต์ที่ 6  
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ตารางท่ี 11 จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เกิดบนชิ้นส่วนปลายใบในลักษณะการวางแบบหงายใบเมื่อเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบลงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 10 สัปดาห์ 
 

 
สูตรอาหาร 

จ านวนชิ้นส่วนใบ
ทั้งหมด 

จ านวน 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอบริเวณปลายใบ
ต่อชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิต+  
(ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS  24 0 0.00±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 36 0 0.00±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  40 26 0.08±0.25 (0.65) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 40 0 0.00±0.00 (0.00) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 35 0.17±0.18 (1.09) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 51 0.22±0.32 (1.59) 

F-test   Ns 
 
หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
   + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 12 จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เกิดบนชิ้นส่วนโคนใบในลักษณะการวางแบบหงายใบเมื่อเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบลงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 10 สัปดาห์ 
 

สูตรอาหาร จ านวนชิ้นส่วน
ใบทั้งหมด 

จ านวน 
โซมาติกเอ็มบริโอที่เกิด 

จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอบริเวณโคนใบต่อ
ชิ้นส่วนใบ+ 

 (ค่าจริงก่อนแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS  24 0 0.00±0.00 (0.00) 
2. ½ MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 36 0 0.00±0.00 (0.00) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  40 23 0.04±0.24 (0.58) 
4. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 40 6 0.01±0.09 (0.15) 
5. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 21 0.09±0.37 (0.66) 
6. ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร  32 18 0.06±0.16 (0.56) 

F-test   ns 
 
หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
   + ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 

 
  ทรีตเม้นต์ 6 มีจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วนโคนใบที่ค านวณจากการนับรวมเท่ากับ 0.56 ซึ่งต่ ากว่าค่าในทรีตเม้นต์ที่ 3 แต่พบการปรากฏโซมาติก
  เอ็มบริโอในจ านวนซ้ าที่สูงกว่าท าให้เมื่อศึกษาค่าเฉลี่ยในทุกซ้ าแล้วพบว่ามีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.06 (จากการแปลงข้อมูล) และสูงกว่าทรีตเม้นต์ที่ 3  
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ภาพที่ 1 การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอจากโปรโตคอร์มจากกล้วยไม้หวายเอียสกุล (Dendrobium ‘Earsakul’) 
ที่อายุการชักน า 8 สัปดาห์ โดยการให้ค่าคะแนนตามการเปลี่ยนแปลงของโปรโตคอร์ม มีค่าคะแนน ดังนี้  0 = 
โปรโตคอร์มไม่มีการเปลี่ยนแปลง (A), 1 = มีการตอบสนองของโปรโตคอร์มในอาหารแต่ไม่เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ (B), 2 = ปรากฏ 4-6 โซมาติกเอ็มบริโอ (C), 3 = ปรากฏ 7-9 โซมาติกเอ็มบริโอ (D), 4 = ปรากฏ 
12 โซมาติกเอ็มบริโอ (E) และ 5 = ปรากฏมากกว่า 12 โซมาติกเอ็มบริโอ (F) 

 

 
ภาพที่ 2 การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้หวายเอียสกุล (Dendrobium ‘Earsakul’) 
(A) กล้วยไม้ขนาดใบอ่อน 1.0-2.0 เซนติเมตร ที่ใช้ในการศึกษาการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ     (B) การตัด
ชิ้นส่วนใบออกเป็นสองส่วนคือส่วนปลายใบ (ซ้าย) และส่วนโคนใบ (ขวา) และ (C-D) การเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอที่ชิ้นส่วนใบ 
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การทดลองที่ 1.2 การชักน าให้เกิดแคลลัสของกล้วยไม้หวายเอียสกุล 
ผลการชักน าให้เกิดแคลลัสจากโปรโตคอรม์กล้วยไม้หวายเอียสกุลบนอาหารชักน าแคลลัสเป็นเวลา 9 

สัปดาห์ แสดงในตารางที่ 13-15 และภาพที่ 3 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของโปรโตคอรม์และเปอร์เซ็นต์การตอบสนองของโปรโตคอร์มในอาหารชักน า

แคลลัสทั้ง 7 สูตร (การตอบสนองคือการที่โปรโตคอร์มที่รอดชีวิตมีการแสดงลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม
รูปแบบต่าง ๆ) ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 9 สัปดาห์ พบว่าไม่แตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 13 และ 14 
ตามล าดับ โดยมีเปอร์เซ็นต์โปรโตคอร์มที่รอดชีวิตในอาหารชักน าสูงในทุกสูตร คือ เกิน 90 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง
ที่ 13) และโปรโตคอร์มตอบสนองต่อการเพาะเลี้ยงเกิน 90 เปอร์เซ็นต์ในทุกสูตร (ตารางที่ 14) แต่ภายใน
ระยะเวลาศึกษา คือ 9 สัปดาห์นั้นพบเปอร์เซ็นต์โปรโตคอร์มที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอมีค่าลดต่ าลงมา คือ อยู่
ระหว่าง 38.18-49.00 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 15)  

ส าหรับการเกิดของแคลลัสจากโปรโตคอร์ม พบว่ามีเปอร์เซ็นต์ที่ค่อนข้างต่ ามาก โดยอาหารชักน า
แคลลัสสูตรที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 7 มีเปอร์เซ็นต์การเกิดของแคลลัสประมาณ 0 – 5 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 3) แต่
อาหารชักน าแคลลัสสูตรที่ 6 คือ ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสประมาณสูงสุดอยู่ระหว่าง 5 – 10 เปอร์เซ็นต์ (ไม่ได้น าผลมาวิเคราะห์ความ
แปรปรวน) โดยพบว่าลักษณะของแคลลัสที่ได้เป็นกลุ่มเซลล์ที่เกาะกันค่อนข้างแน่น มีสีขาวอมเหลืองและสี
เขียวอ่อน การเกิดแคลลัสบนอาหารสูตรดังกล่าวอาจเป็นเพราะเป็นสูตรที่มีทั้งสารควบคุมการเจริญเติบโตใน
กลุ่มออกซินและไซโตไคนิน โดยฮอร์โมนในกลุ่มไซโตไคนินมีบทบาทในการกระตุ้นให้พืชเจริญเติบโต ส่งเสริม
การแบ่งเซลล์ กระตุ้นการเกิดยอด และกระตุ้นให้เกิดแคลลัสเมื่อให้ร่วมกับออกซิน (ดนัย , 2547) โดยหาก
สัดส่วนระหว่างไซโตไคนินมากกว่าออกซินจะกระตุ้นให้เกิดยอด แต่ถ้าสัดส่วนของออกซินมากกว่าไซโตไคนิน 
จะกระตุ้นให้เกิดราก และหากสัดส่วนนี้สมดุลจะพัฒนาไปแคลลัสต่อไป (รังสฤษฏ์ , 2540) ส่วนมากการชักน า
แคลลัสจะท าการชักน าจากชิ้นส่วนของพืชในอาหารเพาะเลี้ยงโดยใช้ฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนินและกลุ่มออกซินที่
สมดุลกัน (Chen and Chang, 2006) ขณะที่อาหารสูตรอ่ืน ๆ ที่มีทั้ง TDZ และ NAA หรือ 2.4-D กลับไม่พบ
การเกิดแคลลัส ซึ่งอาจเป็นผลมาจากระดับการใช้สารควบคุมการเจริญที่แตกต่างกันและสิ่งที่น่าสนใจ คือ ใน
การน าโปรโตคอรม์มาชักน าเพ่ือให้เกิดแคลลัสนั้น โปรโตคอร์มยังอยู่ในช่วงที่เซลล์ก าลังเจริญเติบโตอยู่มากและ
มีสัดส่วนของออกซินและไซโตไคนินอยู่ระดับหนึ่ง ซึ่งอาจจะมีความแตกต่างกับชิ้นส่วนพืชทั่ว ๆ ไปที่มีการ
น ามาใช้เพ่ือชักน าแคลลัส  จึงท าให้ระดับสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใช้ในการทดลองนี้ที่เคยใช้ได้ผลและ
ประสบความส าเร็จในการทดลองอ่ืน ๆ กลับไม่พบการเกิดแคลลัสในการทดลองนี้ จากการศึกษากลับพบการ
เกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงจากโปรโตคอรม์ตามการให้คะแนนในภาพที่ 1 ได้แสดงผลการวิเคราะห์ในตาราง
ที่ 15 แต่อย่างไรก็ตามไม่พบความแตกต่างระหว่างการเพาะเลี้ยงในอาหารทั้ง 7 สูตร ซึ่งมี TDZ เป็น
ส่วนประกอบทั้งหมด 
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ตารางท่ี 13 เปอร์เซ็นต์โปรโตคอรม์ที่รอดชีวิตเมื่อเพาะเลี้ยงลงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 9 สัปดาห์ 
 

สูตรอาหาร จ านวนชิ้นส่วนทั้งหมด จ านวนชิ้นส่วนที่
รอดชีวิต 

เปอร์เซ็นต์โปรโตคอร์มที่รอดชีวิต
(ค่าก่อนการแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 225 209 1.97±0.03 (92.89) 
2. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 245 226 1.96±0.04 (92.88) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 265 251 1.97±0.04 (94.72) 
4. ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 233 221 1.98±0.03 (94.85) 
5. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 253 245 1.99±0.01 (96.84) 
6.  ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   251 242 1.98±0.01 (96.41) 
7. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   221 218 1.99±0.01 (98.64) 

F-test   ns 
 

หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 14 เปอร์เซ็นต์โปรโตคอรม์ที่ตอบสนองต่อการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 9 สัปดาห์ 
 

สูตรอาหาร จ านวน 
โปรโตคอร์มที่ 

รอดชีวิต 

จ านวนชิ้นโปรโตคอร์ม
ที่ตอบสนอง 

เปอร์เซ็นต์โปรโตคอร์มที่ตอบสนอง
ต่อการเพาะเลี้ยง 

(ค่าก่อนการแปลงข้อมูล) 
1. ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 209 180 1.93±0.04 (86.12) 
2. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 226 203 1.95±0.03 (89.82) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 251 214 1.93±0.04 (85.26) 
4. ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 221 195 1.94±0.05 (88.24) 
5. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 245 216 1.94±0.15 (88.16) 
6.  ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   242 216 1.95±0.04 (89.26) 
7. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   218 196 1.95±0.04 (89.91) 

F-test   ns 
 

หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ตารางท่ี 15 เปอร์เซ็นต์โปรโตคอรม์ที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นเวลา 9 สัปดาห์ 
 

สูตรอาหาร จ านวน 
โปรโตคอร์มที่ 

รอดชีวิต 

จ านวนชิ้นโปรโตคอรม์
ที่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 

เปอร์เซ็นต์โปรโตคอร์มที่เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ (ค่าก่อนการแปลงข้อมูล) 

1. ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 209 97 1.63±0.15 (46.41) 
2. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 226 103 1.64±0.12 (45.58) 
3. ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 251 123 1.68±0.13 (49.00) 
4. ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 221 92 1.60±0.15 (41.63) 
5. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 245 96 1.57±0.12 (38.18) 
6.  ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   242 109 1.64±0.09 (45.04) 
7. ½ MS เติม TDZ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   218 98 1.62±0.15 (44.95) 

F-test   ns 
 

หมายเหตุ ns แสดงค่าท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % (P>0.05) 
+ ข้อมูลผลการวิเคราะห์ได้จากการแปลงข้อมูลโดยการ take log 
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ภาพที่ 3 (A-B) การชักน าแคลลัสจากโปรโตคอร์มของกล้วยไม้ Dendrobium ‘Earsakul’ ที่อายุการเลี้ยง  
8 สัปดาห์ 
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การทดลองที่ 2  
 ผลของออกซินและไซโตไคนินต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงในกล้วยไม้ช้างเผือก 
   
 พบปัญหาการเกิดสีน้ าตาล (browning) บริเวณรอยตัดของชิ้นส่วนใบในการทดลองที่ 2 ส่งผลให้เกิดการ
ตายของชิ้นส่วนใบ (ภาพที่ 4) ซึ่งอาจเป็นเพราะกล้วยไม้ช้างเผือกยังไม่มีการศึกษาการตัดชิ้นส่วนใบในการชัก
น าโซมาติกเอ็มบริโอดังนั้นจึงไม่มีรายงานการเกิดสีน้ าตาลดังกล่าว ขณะที่ในกล้วยไม้สกุลหวายไม่เกิดปัญหา
ดังกล่าว โดยปัญหาการเกิดสีน้ าตาลและก่อให้เกิดการตายพบในพืชหลายชนิดและเป็นปัญหาส าคัญในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งผลที่ตามมาของการเกิดสีน้ าตาลคือเกิดการตายของชิ้นส่วนพืชซึ่งเป็นผลมาจาก
สารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) รวมทั้งปริมาณของฟีนอลที่เกิดขึ้น (Ozyigit, 2008) เช่น 
กล้วยเป็นต้น ซึ่งค าแนะน าส าหรับการแก้ปัญหาการเกิดสีน้ าตาลในพืชต่าง ๆ ได้โดยการใช้ตัวดูดซับ 
(adsorptive material) หรือสารต่อต้านการเกิดความเป็นพิษ (antioxidant material) เป็นต้น 
  สารประกอบฟีนอลที่เกิดขึ้นเป็นสารล าดับที่ 2 (secondary metabolites) ที่พบได้ในพืชหลาย ๆ 
ชนิดซึ่งมีคุณลักษณะที่ประกอบไปด้วยวงแหวนเบนซีน (benzene ring) และกลุ่มของไฮดรอกซิล (hydroxyl 
group) (Antolovich et al., 2000; Kefeli et al., 2003) แต่ก็อาจพบในรูปแบบอ่ืน ๆ ได้อีกหลากหลายเช่น
ที่พบได้ในพวกพืชสมุนไพรและพืชที่ฟีนอลเป็นหลัก ได้แก่ isoflavone glycosides และอีกหลายๆ กรดฟีนอล 
เช่น ferulic, calleic และ chlorogenic acid ที่พบในถั่วเหลือง (Robards et al., 1999) พบว่าองค์ประกอบ
และการสังเคราะห์ฟีนอลในเนื้อเยื่อพืชขึ้นกับพันธุกรรมและสภาพแวดล้อม เช่น การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ระหว่างการปลูก เก็บเกี่ยว หรือการเก็บรักษา (Lux-Endrich et al., 2000) ซึ่งการเกิดสีน้ าตาลในอาหารเป็น
ความสัมพันธ์ระหว่างองค์ประกอบทางเคมีของอาหารเพาะเลี้ยงและการปลดปล่อยสารฟีนอล สีของอาหาร 
การไม่มีการเกิดราก และการเกิดสีน้ าตาลของชิ้นส่วนพืชและการตายของพืช ตัวอย่างเช่น ฟีนอลของพืชจะท า
ให้กระบวนการแคทาบอลิซึมของ Indole Acetic Acid (IAA) ลดน้อยลง ส าหรับส่วนของ monophenols 
เช่น synaptic acid และ ferulic acid ที่ความเข้มข้นต่ า ๆ จะยับยั้งกระบวนการออกซิเดชันของเอนไซม์ของ 
IAA ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการยืดยาวของเซลล์และเกิดการแบ่งเซลล์ตามมาด้วยการที่พืชมีการเจริญเติบโตและมี
การพัฒนา (Volpert et al., 1995; Arnaldos et al., 2001) พบว่าการท่ีสารฟีนอลของพืชจะท าให้ผนังเซลล์
พืชแข็ง (Ozyigit, 2008)  เป็นที่ทราบกันดีว่าสารประกอบฟีนอลมีการสังเคราะห์ที่ใบและจากนั้นจะมีการ
ส่งผ่านไปยังเนื้อเยื่อและอวัยวะต่าง ๆ ดังนั้นจึงพบสารประกอลฟีนอลที่ใบมากกว่าส่วนอ่ืน ๆ (Ozyigit, 2008) 
แต่ก็มีการศึกษาท่ีพบมากที่ส่วนรากมากกว่าส่วนอื่น ๆ รวมทั้งส่วนของใบด้วย (Chamandoosti, 2010) 
  มีการศึกษาท่ีพบว่าสูตรอาหารและชิ้นส่วนพืชมีผลต่อการสร้างสารประกอบฟีนอล เช่น การศึกษาของ 
Chamandoosti (2010) ในฝ้าย (cotton) พบว่าชิ้นส่วน hypocotyl ที่เลี้ยงในอาหาร 27.12 μM 2,4-D + 
8.8 μM BA มีการผลิตสารฟีนอลน้อยมาก แต่พบมากขึ้นในอาหารสูตร 0.492 μM IBA + 0.929 μM KIN 
แต่ส าหรับส่วนของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่มีการเพาะเลี้ยงในอาหาร MS ที่มีการเติม 0.492 IBA μM + 
0.929 μM KIN เพ่ือชักน าให้เกิดต้นพบสารประกอบฟีนอลน้อยมาก (Chamandoosti; 2010) ซึ่งแสดงให้
เห็นได้ว่าปัจจัยที่มีส่วนส าคัญในการลดสารประกอบฟีนอลในอาหารเพาะเลี้ยงนั้นขึ้นกับหลายปัจจัย ทั้งส่วน
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ของอาหาร ชิ้นส่วนพืช อาจรวมไปถึงอายุของชิ้นส่วนพืช และพันธุกรรม (genotype) (Ozyigit et al., 2007; 
Gupta et al., 2000; Kumria et al., 2003; Lorenzo and Angeles, 2001)  
 การแก้ปัญหาการหลั่งสารประกอบฟีนอลในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อคือการเลือกใช้ชิ้นส่วนพืชรวมทั้งสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต เช่นเดียวกันกับการใช้ผงถ่าน (activated charcoal) ในการชักน าให้เกิดแคลลัสและ
ชักน าอวัยวะ (organogenesis) (Wang and Huang, 2009) 
 

  
A. ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือกขณะเริ่มเพาะเลี้ยงใน
อาหาร 

B. ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือกมีการตัดส่วนโคน
ใบและปลายใบเพ่ือท าการเพาะเลี้ยง 

  
C. ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือกเริ่มเกิดอาการสีน้ าตาล
และเริ่มตาย (1) 

D. ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือกเริ่มเกิดอาการสี
น้ าตาลและเริ่มตาย (2) 

 
ภาพที่ 4 การเกิดสีน้ าตาล (browning) ของชิ้นส่วนกล้วยไม้ช้างเผือกที่วางเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยง 
 
 
 
 
 



38 
 
การทดลองที่ 3  

ผลของน้ ามะพร้าวร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการลดอาการสีน้ าตาลในการเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือก 

  
 จากการศึกษาผลของออกซิน ได้แก่ NAA และไซโตไคนิน ได้แก่ น้ ามะพร้าวและสาร TDZ ต่อการเกิด
นี้น้ าตาลบนชิ้นส่วนกล้วยไม้ช้างเผือกและความสามารถชักน้ าโซมาติกเอ็มบริโอ แสดงในตารางที่ 16-23 และ
ภาพที่ 5  
 พบอิทธิพลของ NAA และ TDZ ต่อการเกิดสีน้ าตาล เช่นเดียวกันที่พบปฏิกิริยาร่วมระหว่างทั้ง 2 
ปัจจัย ได้แก่ ปฏิกิริยาร่วมระหว่างน้ ามะพร้าวร่วมกับ TDZ และปฏิกิริยาร่วมระหว่าง NAA ร่วมกับ TDZ และ
ระหว่างทั้ง 3 ปัจจัย คือ น้ ามะพร้าว NAA และ TDZ  (ตารางท่ี 16 และ ตารางที่ 17) ดังนี้ 
 การเติม NAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเพาะเลี้ยง ท าให้สีน้ าตาลลดลดอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งทางสถิติ โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดสีน้ าตาลลดลงจาก 10.85 เป็น 6.55 เปอร์เซ็นต์  
 ตรงข้ามกับผลของ TDZ ทีพ่บว่าเติม TDZ ที่ความเข้มข้นสูงพบชิ้นส่วนกล้วยไม้ช้างเผือกเกิดสีน้ าตาล
สูง ขณะที่การลดความเข้มข้นของ TDZ ลงจะมเีปอร์เซ็นต์การเกิดสีน้ าตาลลดต่ าลงไปด้วยเช่นเดียวกัน 
 อย่างไรก็ตามพบปฏิกิริยาร่วมระหว่างปัจจัย ได้แก่ น้ ามะพร้าว และ TDZ ที่พบว่าการไม่เติมทั้งน้ า
มะพร้าวและ TDZ จะมีการเกิดสีน้ าตาลน้อยที่สุด ขณะที่การเติม TDZ ไม่ว่าจะมีน้ ามะพร้าวหรือไม่ต่างก็
ก่อให้เกิดสีน้ าตาลสูงเช่นเดียวกัน 
 ปฏิกิริยาร่วมระหว่างปัจจัย ได้แก่ NAA ร่วมกับ TDZ พบว่าการเติม TDZ ทั้งที่มีการเติมและไม่เติม 
NAA มีการเกิดสีน้ าตาลค่อนข้างสูงกว่าทรีตเม้นต์อ่ืน ๆ 
 ส าหรับปฏิกิริยาร่วมระหว่าง 3 ปัจจัย ได้แก่ น้ ามะพร้าว NAA และ TDZ พบว่าการเติม TDZ พบว่ามี
การเกิดสีน้ าตาลสูง แต่เมื่อมีการเติม NAA พบว่าการเกิดสีน้ าตาลมีเปอร์เซ็นต์ลดลง นอกจากนี้การเติมน้ า
มะพร้าวยังระดับ 10 เปอร์เซ็นต์ ยังท าให้พบการเกิดสีน้ าตาลลดลงด้วยเช่นเดียวกัน แต่ที่ความเข้มข้นของ 
TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระดับที่พบว่าการเกิดสีน้ าตาลสูงในทุกทรีตเม้นต์ที่มีการเติมอีก 2 ปัจจัยที่เหลือ 
ยกเว้นเมื่อมีการเติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับการเติม NAA 0.1 เปอร์เซ็นต ์
 จากผลการทดลองนี้อาจกล่าวได้ว่าทั้ง NAA และ TDZ มีผลจากการเป็นปัจจัยเดี่ยวแต่ในทิศทางที่
ตรงข้ามกัน คือ การเติม NAA จะท าให้การเกิดสีน้ าตาลลดลง ขณะที่การเติม TDZ กลับพบว่ามีการเกิดสี
น้ าตาลเพ่ิมขึ้น แต่จากการศึกษาของกล้วยไม้หวายเอียสกุลที่พบว่าการเติม TDZ ซึ่งเป็นสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินในอาหารเพาะเลี้ยงจะสามารถชักน าโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีนั้น ในกล้วยไม้ช้างเผือก
พบการเกิดสีน้ าตาล ดังนั้นอาจจ าเป็นต้องใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินชนิดอ่ืนเพ่ือศึกษา
การเกิดสีน้ าตาลเพราะชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตก็อาจเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการเกิดสีน้ าตาล
ในชิ้นส่วนกล้วยไม้ช้างเผือก แต่เมื่อมีการใช้ร่วมกับน้ ามะพร้าว10 เปอร์เซ็นต์ จะท าให้สีน้ าตาลลดลงแต่ทั้งนี้จะ
ลดลงมากเมื่ออาหารสูตรดังกล่าวมีการเติม NAA ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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 เมื่อท าการศึกษาเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอภายหลังการเลี้ยงในอาหารนาน 4 สัปดาห์ จาก
สารทั้ง 3 ปัจจัย (ตารางที่ 18 และตารางที่ 19) ไม่พบว่ามีปัจจัยใด หรือปฏิกิริยาร่วมของทั้ง 3 ปัจจัยที่มีผล
อย่างมีนัยส าคัญต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ และพบการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอในเปอร์เซ็นต์ต่ ามาก และพบ
เพียงใน 2 ทรีตเม้นต์ ได้แก่ ที่อาหารสูตร ½MS และ ½MS เติม  CW 10 เปอร์เซ็นต์ ที่พบการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอเพียง 0.31 และ 0.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งในการศึกษานี้วัดผลเร็วกว่าการทดลองในกล้วยไม้
หวายเอียสกุลเนื่องจากพบปัญหาการเกิดสีน้ าตาล 
 ส าหรับที่อายุการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชที่ 4 สัปดาห์หลังการเพาะเลี้ยงและพบปัญหาการเกิดสีน้ าตาล 
จึงได้เปลี่ยนชิ้นส่วนพืชที่รอดชีวิตทั้งหมดลงในอาหารสูตรเดิมแต่มีการเติมตัวดูซับได้แก่ผลถ่านอีก 2 สัปดาห์
เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการรอดชีวิตหรือลดการเกิดสีน้ าตาล (Ozyigit, 2008) หรืออาจมีโอกาสเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
ได้อีก ขณะที่ชิ้นส่วนพืชที่แม้จะไม่เกิดสีน้ าตาลแต่เมื่อพบการตายโดยชิ้นส่วนพืชเปลี่ยนเป็นสีสีด ขาว แล้วจะ
ไม่มีโอกาสเกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้อีก   
 การศึกษาชิ้นส่วนที่ยังมีชีวิตหรือคงลักษณะชิ้นใบมีสีเขียวซึ่งอาจเป็นผลมาจากการได้รับผลกระทบ
เนื่องจากการเกิดสีน้ าตาลน้อยกว่าชิ้นใบอ่ืน ๆ โดยวัดผลเป็นเปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 20 และตารางที่ 21) พบว่า 
ปัจจัยน้ ามะพร้าว และปัจจัย TDZ มีผลต่อการที่ชิ้นส่วนยังสามารถคงสีเขียวได้ ขณะที่พบอิทธิพลร่วมหรือ
ปฏิกิริยาร่วมระหว่างทั้งสามปัจจัยที่มีผลต่อลักษณะดังกล่าวนี้ ดังนี้ 
 การเติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต ์ในการเพาะเลี้ยงกล้วยไม้ช้างเผือก จะพบชิ้นส่วนที่เป็นสีเขียวของ
พืชสูงกว่าการไม่เติม และแม้จะพบว่าที่ความเข้มข้น TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระดับที่พบการเกิดสีน้ าตาล
สูงสุด แต่พบว่าเป็นระดับที่พบว่ามีชิ้นส่วนพืชที่ยังคงสีเขียวสูงที่สุดด้วยเช่นเดียวกันภายหลังการเพาะเลี้ยง  
 แตอ่ย่างไรก็ตามพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัย ได้แก่ ระหว่างการใช้น้ ามะพร้าวร่วมกับ TDZ ที่พบว่า 
ทุกทรีตเม้นต์ที่มีน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ มีการเกิดสีเขียวของชิ้นส่วนพืชสูงกว่า โดยไล่ระดับคือยิ่งมีความ
เข้มข้น TDZ สูงจะสามารถพบการคงสีเขียวของชิ้นส่วนใบกล้วยไม้ช้างเผือกสูงตามไปด้วย ขณะที่แม้จะมี
อิทธิพลร่วมระหว่างการเติม NAA  และ TDZ แต่อิทธิพลของ TDZ สูงกว่าเนื่องจากพบว่าที่ความเข้มข้น TDZ 
3 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งที่เติมและไม่เติม NAA พบสีเขียวของชิ้นส่วนกล้วยไม้มีเปอร์เซ็นต์สูงกว่าขณะที่ความ
เข้มข้นของ TDZ ระดับอ่ืน ๆ ที่ให้ผลไม่แตกต่างกัน   
 เมื่อท าการแยกศึกษาผลของโคนใบ (base of leaf) และปลายใบ (tip of leaf) ต่อการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอจากการใช้ปัจจัย 3 ปัจจัย ได้แก่ น้ ามะพร้าว NAA และ TDZ ภายหลังการเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ 
(ตารางท่ี 22 และ ตารางที่ 23) พบว่าปัจจัยต าแหน่งบนชิ้นใบไม่มีผลต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรง และ
ไม่มีผลเมื่อศึกษาร่วมกับอีก 2 ปัจจัยที่เหลือ  
 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอพบทั้งบนชิ้นส่วนโคนและปลายใบ โดยพบการเกิดโซ
มาติกเอ็มบริโอที่โคนใบเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS (สูตรที่ 1) เพียงสูตรเดียว แต่พบการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอของชิ้นส่วนปลายใบเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เติม CW 10 เปอร์เซ็นต์ (สูตรที่ 9) ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าการตอบสนองต่ออาหารเพาะเลี้ยงขึ้นกับต าแหน่งของชิ้นส่วนใบด้วยเช่นกัน 



40 
 
 อย่างไรก็ตามภายหลัง การเพาะเลี้ยงเพ่ิมอีกจนอายุการเพาะเลี้ยงนาน  8 สัปดาห์ พบชิ้นส่วนพืชส่วน
ใหญ่เกิดสีน้ าตาล และบางส่วนซีดตาย ส าหรับกล้วยไม้ที่รอดชีวิตและเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเฉพาะในอาหารที่
เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต ์ได้แก่  
 ทรีตเม้นต์ที่ 9 สูตร ½MS เติม น้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ 
 ทรีตเม้นต์ที่ 10 สูตร ½MS เติม น้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร   
 ทรีตเม้นต์ที่ 11 สูตร ½MS เติม น้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร   
 ทรีตเม้นต์ที่ 12 สูตร ½MS เติม น้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร   
 ทรีตเม้นต์ที่ 13 สูตร ½MS เติม น้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร   
 ทรีตเม้นต์ที่ 15 สูตร ½MS เติม น้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
          TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร   
 ซึ่งจากผลที่สังเกตได้นี้อาจกล่าวได้ว่าการเติมน้ ามะพร้าวร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหาร
ชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้ช้างเผือกนอกจากจะช่วยในการลดการเกิดสีน้ าตาลแล้ว ยังน่าจะสามารถ
ส่งเสริมให้มีการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอได้  
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ตารางที่ 16 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดสีน้ าตาลของชิ้นส่วนใบในกล้วยไม้ช้างเผือก (Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum) 

CW (%) NAA (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
                                    TDZ (มิลลิกรัมต่อลิตร) (AxBxC) (**)   

0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C1) 

0.1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (C2) 

1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C3) 

3 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
(C4) 

Mean (AxB) (ns) Mean (A) 
(ns) 

0% (A1) 
0 มิลลิกรัมต่อลิตร (B1) 1.24 ± 1.32 e 17.36 ± 7.89 a 3.56 ± 5.66 de 16.12 ± 10.98 a 10.00 ± 10.22 

8.70 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (B2) 0.28 ± 0.83 e 0.50 ± 1.05 e 17.36 ± 9.41 a 12.76 ± 14.15 abc 7.40 ± 11.12     

10% (A2) 
0 มิลลิกรัมต่อลิตร (B1) 11.22 ± 11.48 abcd 3.71 ± 4.45 de 13.77 ± 9.09 ab 18.82 ± 5.21 a 11.75 ± 9.48 

8.61 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (B2) 7.02 ± 4.86 bcde 4.74 ± 5.80 cde 3.56 ± 4.92 de 5.88 ± 5.50 bcde 5.42 ±5.15 

 Mean (C) (**) 4.73 c      6.65 bc     9.92 ab      13.14 a       
Mean  B = **             Mean  B1 = 10.85 a        
      Mean  B2 = 6.55 b      
Mean (AxC) (**)     Mean  A1 C1 = 0.73 ± 1.16 c  Mean (BxC) (**) Mean  B1 C1 = 6.23 ± 9.43 bcd 
 Mean  A1 C2 = 8.49 ± 10.15 ab   Mean  B1 C2 = 10.93 ± 9.44 b  
 Mean  A1 C3 = 10.92 ± 10.43 ab   Mean  B1 C3 = 8.27 ± 8.86 bcd 
 Mean  A1 C4 = 14.25 ± 12.59 a   Mean  B1 C4 = 17.47 ± 8.42 a  
 Mean  A2 C1 = 9.26 ± 8.99 ab   Mean  B2 C1 = 3.23 ± 4.66 cd  
 Mean  A2 C2 = 4.15 ± 4.89 bc   Mean  B2 C2 = 2.09 ± 4.04 d  
 Mean  A2 C3 = 8.67 ± 8.78 ab   Mean  B2 C3 = 11.45 ± 10.35 ab 
 Mean  A2 C4 = 11.97 ± 8.44 a   Mean  B2 C4 = 9.50 ± 11.22 bc 
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ตารางที่ 17 ผลวิเคราะห์ทางสถิติของเปอร์เซ็นต์การเกิดชิ้นส่วนเป็นสีน้ าตาลของกล้วยไม้ช้างเผือก (Rhynchostylis  igantean var. harrisonianum) 
 

Source df Sum of square Mean square F Value Pr>F 
A 1 0.257846 0.257846 0.00 0.9465 
B 1 586.127401 586.127401 10.29 0.0017 
C 3 1452.292394 484.097465 8.50 <0.0001 

A*B 1 128.763020 128.763020 2.26 0.1355 
A*C 3 809.592324 269.864108 4.74 0.0038 
B*C 3 723.461781 241.153927 4.24 0.0071 

A*B*C 3 1687.734149 562.578050 9.88 <0.0001 
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ตารางที่ 18 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้ช้างเผือก (Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum) 

CW (%) NAA (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
TDZ (มิลลิกรัมต่อลิตร) (AxBxC) (ns)   

0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C1) 

0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C2) 

1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C3) 

3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C4) 

Mean (AxB) 
(ns) 

Mean (A) (ns) 

0% (A1) 
0 มิลลิกรัมต่อลิตร (B1) 0.31 ± 0.88 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.08 ± 0.44 

0.04 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (B2) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

10% (A2) 
0 มิลลิกรัมต่อลิตร (B1) 0.33 ± 0.93 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.09 ± 0.48 

0.05 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (B2) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

 Mean (C) (ns) 0.16 0.00 0.00 0.00   
Mean B = ns             Mean  B1 = 0.08      
 Mean  B2 = 0.00      
Mean (AxC) (ns)      Mean  A1C1 = 0.15 ± 0.61  Mean (BxC) (ns) Mean  B1 C1 = 0.32 ± 0.88  
 Mean  A1 C2 = 0.00 ± 0.00   Mean  B1 C2 = 0.00 ± 0.00  
 Mean  A1 C3 = 0.00 ± 0.00   Mean  B1 C3 = 0.00 ± 0.00  
 Mean  A1 C4 = 0.00 ± 0.00   Mean  B1 C4 = 0.00 ± 0.00  
 Mean  A2 C1 = 0.18 ± 0.68   Mean  B2 C1 = 0.00 ± 0.00  
 Mean  A2 C2 = 0.00 ± 0.00   Mean  B2 C2 = 0.00 ± 0.00  
 Mean  A2 C3 = 0.00 ± 0.00   Mean  B2 C3 = 0.00 ± 0.00  
 Mean  A2 C4 = 0.00 ± 0.00   Mean  B2 C4 = 0.00 ± 0.00  
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ตารางที่ 19 ผลวิเคราะห์ทางสถิติของเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้ช้างเผือก (Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum) 
 

Source df Sum of square Mean square F Value Pr>F 
A 1 0.00261692 0.00261692 0.03 0.8741 
B 1 0.21532418 0.21532418 2.07 0.1526 
C 3 0.60522058 0.20174019 1.94 0.1267 

A*B 1 0.00052118 0.00052118 0.01 0.9436 
A*C 3 0.00464118 0.00154706 0.01 0.9975 
B*C 3 0.60992801 0.20330934 1.96 0.1243 

A*B*C 3 0.00039076 0.00013025 0.00 0.9999 
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ตารางที่ 20 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนที่เป็นสีเขียวของกล้วยไม้ช้างเผือก (Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum) 
 

CW (%) NAA (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
TDZ (มิลลิกรัมต่อลิตร) (AxBxC) (*)   

0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C1) 

0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C2) 

1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C3) 

3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(C4) 

Mean (AxB) 
(ns) 

Mean (A) (**) 

0% (A1) 
0 มิลลิกรัมต่อลิตร (B1) 1.52 ± 2.54 c 1.78 ± 3.65 c 2.86 ± 1.73 c 1.94 ± 1.85 c 1.99 ± 2.55 

2.90 b 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (B2) 6.08 ± 3.74 c 1.26 ± 1.78 c 2.19 ± 1.78 c 5.15 ± 4.24 c 3.69 ± 3.75 

10% (A2) 
0 มิลลิกรัมต่อลิตร (B1) 6.48 ± 4.84 c 15.20 ± 9.64 b 16.33 ± 3.42 b 21.87 ± 9.90 b 14.88 ± 9.34 

16.56 a 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (B2) 15.35 ± 10.48 b 14.69 ± 2.98 b 0.76 ± 1.86 c 34.89 ± 19.56 a 18.36 ± 17.47 

 Mean (C) (**) 7.07 b 7.22 b 5.19 b 15.89 a   
Mean  B = ns             Mean  B1 =  8.23      
 Mean  B2 = 10.01      
Mean (AxC) (**)     Mean  A1 C1 = 3.93 ± 3.91 de  Mean (BxC) (**) Mean  B1 C1 = 4.00 ± 4.53 bc 
 Mean A1 C2 = 1.51 ± 2.75 e   Mean  B1 C2 = 8.09 ± 9.75 bc 
 Mean  A1 C3 = 2.50 ± 2.31 de   Mean  B1 C3 = 9.08 ± 7.43 bc 
 Mean  A1 C4 = 3.72 ± 3.69 de   Mean  B1 C4 = 11.90 ± 12.38 ab 
 Mean  A2 C1 = 10.62 ± 8.93 bc  Mean  B2 C1 = 10.14 ± 8.60 bc 
 Mean  A2 C2 = 14.98 ± 7.32 b   Mean  B2 C2 = 6.30 ± 7.07 bc 
 Mean  A2 C3 = 8.55 ± 8.55 cd   Mean  B2 C3 = 1.58 ± 2.48 c  
 Mean  A2 C4 = 28.76 ± 16.70 a  Mean  B2 C4 = 19.24 ± 20.29 a 
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ตารางที่ 21 ผลวิเคราะห์ทางสถิติของเปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนที่เป็นสีเขียวของกล้วยไม้ช้างเผือก (Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum) 
 

Source df Sum of square Mean square F Value Pr>F 
A 1 58882.127421 58882.127421 110.85 <0.0001 
B 1 200.165972 200.165972 3.77 0.0547 
C 3 1990.841508 663.613836 12.51 <0.0001 

A*B 1 19.048828 19.048828 0.36 0.5503 
A*C 3 1884.477436 628.159145 11.84 <0.0001 
B*C 3 1108.003276 369.334425 6.96 0.0002 

A*B*C 3 612.198553 204.066184 3.85 0.0116 
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ตารางที่ 22 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้ช้างเผือกแยกส่วนโคนและปลายใบ (Rhynchostylis gigantea var. harrisonianum). 
 

CW (%) 
NAA (มิลลิกรัม

ต่อลิตร) 

TDZ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
Mean 
(A) (ns) 

0 มิลลิกรัมต่อลิตร (C1) 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (C2) 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (C3) 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (C4) 
Tip (D1) Base (D2) Tip (D1) Base (D2) Tip (D1) Base (D2) Tip (D1) Base (D2) 

0% (A1) 

0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (B1) 

0.00  ± 0.0 0.62 ± 1.77 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 

0.04 
0.1 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร (B2) 
0.00  ± 0.0 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 

10% (A2) 

0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (B1) 

0.66 ± 1.86 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 

0.05 
0.1 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร (B2) 
0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 0.00  ± 0.00 

 Mean C = ns 0.16 0.00 0.00 0.00  
Mean D (ns)  Mean  D1 =  0.04 

     Mean  D2 =  0.04 
Mean  B   (ns) Mean  B1 =  0.08 
     Mean  B2 = 0.00 
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ตารางที่ 23 ผลวิเคราะห์ทางสถิติของเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้ช้างเผือกแยกส่วนโคนและปลายใบ (Rhynchostylis gigantea var. 
harrisonianum). 
 

Source df Sum of square Mean square F Value Pr>F 
A 1 0.00612909 0.00612909 0.03 0.8643 
B 1 0.42647861 0.42647861 2.04 0.1550 
C 3 1.21307492 0.40435831 1.93 0.1256 
D 1 0.00044405 0.00044405 0.00 0.9633 

A*B 1 0.00142917 0.00142917 0.01 0.9342 
A*C 3 0.00975693 0.00325231 0.02 0.9974 
A*D 1 0.43179693 0.43179693 2.06 0.1525 
B*C 3 1.20859877 0.40286626 1.92 0.1267 
B*D 1 0.00061068 0.00061068 0.00 0.9570 
C*D 3 0.00072066 0.00024022 0.00 0.9999 

A*B*C 3 0.00067903 0.00022634 0.00 1.0000 
A*B*D 1 0.42658599 0.42658599 2.04 0.1550 
B*C*D 3 0.00059915 0.00019972 0.00 1.0000 

A*B*C*D 6 2.43881746 0.40646958 1.94 0.0755 
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A. ชิ้นส่วนปลายยอดของกล้วยไม้ช้างเผือกส่วนปลายใบ B. การเริ่มเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของชิ้นส่วนใบกล้วยไม้

ช้างเผือก 
 

  
C. ½MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ทรีตเม้นต์ที่ 3) 
(ชิ้นส่วนใบมีขนาด 4 มิลลิเมตร)  

D. ½MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ทรีตเม้นต์ที่ 4) 
(ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของชิ้นส่วนใบขนาด 6 มิลลิเมตร) 
 

  
E. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ (ทรีตเม้นต์ที่ 9) 
(ขนาดโซมาติกเอ็มบริโอประมาณ 4 มิลลิเมตร) 

F. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ทรีตเม้นต์ที่ 10) (ขนาดโซมาติก
เอ็มบริโอประมาณ 2 มิลลิเมตร)  
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G. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ และ TDZ 
 1 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ (ทรีตเม้นต์ที่ 11) (ขนาด 
โซมาติกเอ็มบริโอ 2 มิลลิเมตร) (a) 

H. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ และ TDZ  
1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ทรีตเมน้ต์ที่ 11) (ขนาดโซมาติก
เอ็มบริโอ 2 มิลลิเมตร) (b) 

  
I. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ TDZ 
3 มิลลิกรัมต่อลิตร (ทรีตเม้นต์ที่ 12) (ขนาดโซมาติก
เอ็มบริโอ 2 มิลลิเมตร)  

J. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ทรีตเม้นต์ที่ 13) (ขนาดโซมาติก
เอ็มบริโอ 1.5 มิลลิเมตร)  

  
K. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(ทรีตเม้นต์ที่ 15) (ขนาดโซมาติกเอ็มบริโอ 1 มิลลิเมตร) 
(a) 

L. ½MS เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ NAA 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(ทรีตเม้นต์ที่ 15) (ขนาดโซมาติกเอ็มบริโอ 1 มิลลิเมตร) 
(b) 

ภาพที่ 5 การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอในกล้วยไม้ช้างเผือก 
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 จากผลการศึกษาในกล้วยไม้ช้างเผือกจะพบว่าอุปสรรคส าคัญอยู่ที่การไม่สามารถรอดชีวิตได้นานใน
อาหารเพาะเลี้ยงซึ่งมีส่วนมาจากการเกิดสีน้ าตาลของชิ้นส่วนใบที่เกิดจากการตัดชิ้นใบอ่อนของกล้วยไม้
ช้างเผือก ซึ่งการเกิดสีน้ าตาลมีรายงานสาเหตุว่าเกิดจากสารประกอลฟีนอลในระดับทางเคมี (Xu et al., 
1997; Li and Qiao, 2001) โดยสารสีน้ าตาลนี้สามารถกระตุ้นโพลิฟีนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase; 
PPO) ในชิ้นส่วนของพืชและเปลี่ยนแปลงกระบวนการแมทาบอลิซึมในเซลล์เนื้อเยื่อท าให้เกิดสีน้ าตาลซึ่งมา
จากสารประกอบพวก quinine ซึ่งเกิดจากการออกซิเดชัน (Chen, 2004; Chen et al., 2005) โดย
สารประกอบฟีนอลมีความเกี่ยวข้องกับการเพ่ิมความต้านทานของพืชต่อเชื้อโรค (Nicholson and 
Hammerschmidt 1992) หรือกล่าวได้ว่ามีบทบาททั้งต่อต้านการเกิดความเครียดทั้งจากสิ่งมีชีวิตและไม่มี
ชีวิตของพืช (Kefeli et al., 2003; Conceicao et al., 2006; Fan et al., 2006) ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ซึ่งสารสีน้ าตาลนี้สามารถเข้าไปในเนื้อเยื่อพืชได้อย่างช้า ๆ ระหว่างการเพาะเลี้ยงในอาหารและไปยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ต่าง ๆ ท าให้เกิดความเป็นพิษทั้งในเนื้อเยื่อและในอาหาร  (Feng-jie et al., 2007) การใส่
สารยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน (anti-oxidants) จะไปยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลโดยการ
ไปเปลี่ยนแปลงศักยภาพในการเกิดออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลที่อยู่รอบ ๆ ชิ้นส่วนพืช และผลที่ตามมา
คือการเกิดสีน้ าตาลจะลดลง การใช้ตัวดูดซับ (absorbents) คือเพ่ือการดูดซับ quinines ดังนั้นการใช้สารยั้ง
ยั้งการเกิดออกซิเดชันและตัวดูดซับ (absorbents) ก่อน (pretreatment) จึงเป็นวิธีการหนึ่งในการลดการเกิด
สีน้ าตาล (Feng-jie et al., 2007) ตัวอย่างของตัวยับยั้งการเกิดออกซิเดชันที่เกิดจากฟีนอล ได้แก่ MC, 8-
hydroxyquinoline, sulfate, argent, nitras (Zhong et al., 2002), VC, cysteine, globulariacitrin, 
ovalbumin เป็นต้น (Feng-jie et al., 2007) ขณะที่ตัวดูดซับได้แก่ ผงถ่าน และ polyvinylpyrrolidone 
(PVP) (Han et al., 1995; Park et al., 2000; Chen, 2004) แต่ต้องใช้ในระดับที่เหมาะสม (Park et al., 
2000; Qin and Sun, 2002; Zhou et al., 2002) ในการศึกษาครั้งนี้ใส่ผงถ่าน 2 กรัมต่อลิตรในอาหาร  ทั้งนี้
เพราะผงถ่านมีผลข้างเคียงเนื่องด้วยการยับยั้งการเกิดสีน้ าตาลเกิดโดยการไปดูดซับสารควบคุมการ
เจริญเติบโตเพราะเป็นตัวที่ก่อให้เกิดความเป็นพิษของฟีนอลในเวลาเดียวกัน ดังนั้นการจะใช้ผงถ่านต้องมี
ความระมัดระวัง ซึ่งการใช้ผงถ่าน 2 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ PVP 1.5 กรัมต่อลิตร พบว่าเป็นระดับที่มีความ
เหมาะสม (Park et al., 2000; Qin and Sun, 2002; Zhou et al., 2002) ขณะเดียวกันการปรับสัดส่วน
ของสารควบคุมการเจริญเติบโตก็มีส่วนส าคัญ เช่น พบว่าการเพ่ิมความเข้มข้น BA จะท าส่งผลต่อการเกิดสี
น้ าตาลและอัตราการเปลี่ยนแปลงของพืช (differentiating rate) เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้พืชเป็นสีน้ าตาล แต่การมี 
BA เข้มข้นต่ าก็พบว่าช่วยกระตุ้นการสังเคราะห์ฟีนอลเช่นกัน (Yao et al., 1999) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการท างาน
ของเอนไซม์ฟีนอลออกซิเดส (Qiu and Cao, 1989) พบได้ในหลายพืช เช่น walnuts (Zhang et al., 2003) 
และมันฝรั่ง (Zhang et al., 2004) และกล้วย (Ko et al., 2009)  
 มีงานวิจัยที่ศึกษาเก่ียวกับการลดการเกิดสีน้ าตาลของพืชระหว่างการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ทั้งโดยการแช่
เนื้อเยื่อในสารต่อต้านการเกิดออกซิเดชันและช่วยในการดูดซับในเวลาเดียวกัน โดยพบว่าใน Platanus 
occidentalis การเติมวิตามินซีความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร สามารถการเกิดสีน้ าตาลได้ หรือการใช้สัดส่วน
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ของสารควบคุมการเจริญเติบโตร่วมกับการใช้ผงถ่านและ PVP (BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA ร่วมกับผงถ่าน 2 
กรัมต่อลิตร และ PVP 1.5 กรัมต่อลิตร) ก็สามารถลดการเกิดสีน้ าตาลได้เช่นเดียวกัน (Feng-jie et al., 2007) 
  อย่างไรก็ตามอาจพบว่าผงถ่านสามารถลดการเกิดสีน้ าตาลในพืชบางชนิดได้แต่อาจไม่สามารถใช้ได้กับ
ทุกพืช เช่น พบว่าผงถ่านและ PVP ไม่สามารถลดการเกิดสีน้ าตาลในกล้วยได้ แต่การเติม ascorbic acid 
0.005 เปอร์เซ็นต์ ช่วยลดการเกิดสีน้ าตาลได้ 60 เปอร์เซ็นต์ และสามารถเพ่ิมจ านวนต้นอ่อนได้ (Ko et al., 
2009) แม้ว่าการปลดปล่อยสารฟีนอลจะมีพิษต่อเนื้อพืช แต่การสะสมสารดังกล่าวในอาหารอาจไม่ใช่สาเหตุที่
ท าให้เกิดสีน้ าตาลในต้นอ่อนของกล้วยเพราะเมื่อท าการเติมสารดูดซับในอาหารก็ไม่สามารถลดปัญหาดังกล่าว
ได้ ขณะที่ ascorbic acid จะมีการส่งผ่านไปยังใบและยับยั้งการสร้างสารฟีนอลในใบพืช (Ko et al., 2009) 
ซึ่ง ascorbic acid เป็นที่รู้จักกันในว่ามีการใช้ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Elmore et al., 1990) ซึ่ง
สามารถแก้ปัญหาการเกดิสีน้ าตาลได้ในพืชหลายชนิด (Matin et al., 2007) 
  จากการศึกษาการเพาะเลี้ยง faba bean เพ่ือป้องกันการเกิดสีน้ าตาลมีการทดสอบเบื้องต้นก่อนด้วย 
PVA จากนั้นท าการเลี้ยงในอาหารที่แตกต่างซึ่งประกอบด้วยสารดูดซับ ได้แก่ ผงถ่าน และสารยับยั้งการเกิด 
antioxidants ได้แก่ ascorbic acid, cysteine และ silver nitrate  พบว่าการทดสอบเบื้องต้นโดยการแช่
ด้วยสารละลาย PVP (1000 มิลลิกรัมต่อลิตร) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามด้วยการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 
Murashige and Skoog medium (MS medium) ร่วมกับน้ าตาล 3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และผงวุ้น 0.8 
เปอร์เซ็นต์ และ 6-benzylaminopurine 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ thidiazuron 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หรืออาจ
มีการเติม ascorbic acid 1 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือผงถ่าน 10 กรัมต่อลิตร จะช่วยลดการเกิดสีน้ าตาลและช่วย
ในการสร้างยอดได้ (Abdelwahd et al., 2008) 
 ด้วยเหตุที่สูตรอาหารเพ่ือการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอจากการศึกษาในครั้งนี้ยังคงพบการเกิดสีน้ าตาล
ในชิ้นส่วนกล้วยไม้ช้างเผือกในระดับท่ีสูงในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรต่าง ๆ และอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้พบการเกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอต่ าด้วยเช่นกัน ดังนั้นการศึกษาท่ีเกี่ยวข้องกับการเติมสาร ได้แก่ PVP หรือการเติม ascorbic 
acid อาจเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่สามารถน ามาศึกษาต่อยอดเพ่ือลดการเกิดอาการสีน้ าตาลในกล้วยไม้ช้างเผือกได้
ต่อไป 
 ในการศึกษาเกี่ยวกับกล้วยไม้ช้างเผือกมีความยุ่งยากพอสมควรเนื่องจากมีการเจริญเติบโตช้า ใน
อาหารสูตรต่าง ๆ ท าให้การขยายพันธุ์เองท าได้ช้า และจากข้อจ ากัดดังกล่าวนี้ท าให้เป็นพืชชนิดที่มีราคาสูง 
อย่างไรก็ตามผู้วิจัยได้พยายามเพาะเลี้ยงเพ่ือการเพ่ิมปริมาณเพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบในการทดลองพบว่าท าได้ช้า
มาก (ภาพท่ี 6-10) ท าให้ไม่อาจท าการทดลองซ้ าใหม่ในทุกการทดลองได้ 
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ภาพที่ 6 กล้วยไม้ช้างเผือกที่วางเลี้ยงโปรโตคอร์มเพ่ือเพ่ิมปริมาณในอาหารสูตร ½MS ร่วมกับ TDZ  
           0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และผงถ่าน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 เดือน แล้วน ามาวางเลี้ยงต่อใน 
           อาหารสูตร VW เป็นเวลา 7 เดือน   
 

 
 

ภาพที่ 7 แคลลัสที่เกิดจากวางเลี้ยงในอาหารสูตร ½MS ร่วมกับ TDZ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และผงถ่าน  
          1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 9 เดือน 
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ภาพที่ 8 กล้วยไม้ช้างเผือกที่วางเลี้ยงโปรโตคอร์มเพ่ือเพ่ิมปริมาณโดยอาหารสูตร ½MS ร่วมกับ TDZ  
           0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และผงถ่าน 1 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 เดือนแล้วน ามาวางเลี้ยงต่อในอาหาร 
           สูตร VW เป็นเวลา 5 เดือน 
 

 
 

ภาพที่ 9 กล้วยไม้ช้างเผือกที่วางเลี้ยงโปรโตคอร์มเพ่ือเพ่ิมปริมาณโดยอาหารสูตร ½MS ร่วมกับ TDZ 
           0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และผงถ่าน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 เดือนแล้วน ามาวางเลี้ยงต่อใน 
           อาหารสูตร ½MS รว่มกับ peptone 2 กรัมต่อลิตร และผงถ่าน 1 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 5 เดือน 
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ภาพที่ 10 ต้นกล้วยไม้ช้างเผือกท่ีวางเลี้ยงโปรโตคอร์มในอาหารสูตร VW (ขวามือ) และ อาหารสูตร ½MS 
ร่วมกับ peptone 2 กรัมต่อลิตร และผงถ่าน 1 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 เดือน 
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สรุปผลการวิจัย 
  
 การทดลองที่ 1  

ผลของไซโตไคนินต่อการชักน าแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงในกล้วยไม้หวายเอียสกุล 
โดยพบว่าผลของการเติม TDZ ในอาหารเพาะเลี้ยงท าให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิ้นส่วนใบสูงขึ้น

และมีอิทธิพลสูงกว่าการเติม NAA โดยการเติมฮอร์โมนทั้งสองชนิดร่วมกันไม่ได้มีผลส่งเสริมกันในแง่การเพ่ิม
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดทั้งการวางในลักษณะคว่ าและหงายใบ เปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วนใบที่เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอภายหลังการชักน าในอาหารทั้ง 6 สูตรพบค่าต่ าทั้งการคว่ าใบและหงายใบ แต่พบว่าการหงายใบมีค่า
สูงกว่า คืออยู่ระหว่าง 0.89-8.04 เปอร์เซ็นต์ และ 0-18.75 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และในการคว่ าใบพบว่า
ความสามารถของต าแหน่งชิ้นส่วนใบต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอต่างกัน โดยความสามารถในการเกิดโซมาติก
ของชิ้นส่วนโคนใบมากกว่าชิ้นส่วนปลายใบ โดยที่อาหารสูตร ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบการเกิด
จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอต่อชิ้นส่วนใบที่รอดชีวิตสูงสุดทั้งส่วนบริเวณปลายใบและโคนใบ ขณะที่เมื่อท าการวาง
เลี้ยงลักษณะหงายใบแล้วผลของการใช้ส่วนปลายใบและโคนใบไม่ต่างกัน โดยพบการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูง
ในอาหาร 3 สูตร ได้แก่ สูตร ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สูตร ½ MS เติม TDZ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และสูตร ½ MS เติม TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร 

จากผลการศึกษาในการทดลองนี้อาจสรุปได้ว่าสาร TDZ ส่งผลต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของ
กล้วยไม้หวายเอียสกุลสูงกว่าปัจจัยของ NAA อย่างไรก็ตามการวางเลี้ยงที่ต่างกันส่งผลต่อการชักน า  โดย
ภาพรวมการวางหงายใบสามารถชักน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้สูงกว่าการคว่ าใบ และลักษณะการวางเลี้ยง
ส่งผลต่อความสามารถของชิ้นส่วนในการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ คือ เมื่อวางเลี้ยงแบบคว่ าใบนั้นส่วนโคนใบ
พบการเกิดโซมาติกเอ็มบฺริโอสูงกว่าส่วนของปลายใบ แต่ส าหรับการวางเลี้ยงแบบหงายใบนั้นทั้งส่วนโคนใบ
และปลายใบให้ผลใกล้เคียงกัน นอกจากนี้ลักษณะการวางเลี้ยงแบบคว่ าและหงายใบยังพบสูตรอาหารที่
เหมาะสมต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอต่างกัน คือ 1 สูตรและ 3 สูตรอาหาร ตามล าดับ แต่อย่างไรก็ตามทุก
สูตรมีการเติม TDZ  
 ส าหรับการเกิดของแคลลัสจากโปรโตคอร์ม พบว่ามเีปอร์เซ็นต์ที่ค่อนข้างต่ ามาก โดยสูตรอาหารชักน า
แคลลัสที่ 6 คือ ½ MS เติม TDZ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นต์การเกิด
แคลลัสประมาณสูงสุดอยู่ระหว่าง 5 – 10 เปอร์เซ็นต ์

 
การทดลองที่ 2 
ผลของออกซินและไซโตไคนินต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอโดยตรงในกล้วยไม้ช้างเผือก 

  พบปัญหาการเกิดสีน้ าตาลบริเวณรอยตัดของชิ้นส่วนใบซึ่งมีสาเหตุมาจากการสร้างสารประกอบ      
ฟีนอลและเป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้เกิดการตายของชิ้นส่วนใบ  
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การทดลองที่ 3 
ผลของน้ ามะพร้าวร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการลดอาการสีน้ าตาลในการเพาะเลี้ยง

ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ช้างเผือก 

 จากการพิจารณาในแต่ละปัจจัยที่ศึกษา พบว่าการเติม NAA จะท าให้การเกิดสีน้ าตาลของชิ้นส่วนใบ
กล้วยให้ช้างเผือกลดลง ขณะที่การเติม TDZ กลับพบว่ามีการเกิดสีน้ าตาลเพ่ิมขึ้น แต่เมื่ออาหารสูตรที่มีการ
เติมน้ ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับปัจจัยอ่ืน ๆ จะท าให้สีน้ าตาลลดลง โดยเฉพาะสูตรที่มีการเติมทั้งน้ า
มะพร้าวและ NAA อย่างไรก็ตามแม้ว่าที่ความเข้มข้น TDZ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นระดับความเข้มข้นที่สูง
ที่สุดจะพบการเกิดสีน้ าตาลสูงสุด แต่พบว่าเป็นความเข้มข้นที่ชิ้นส่วนพืชที่ยังคงสีเขียวสูงที่สุดด้วยเช่นเดียวกัน
ในระหว่างการเพาะเลี้ยงท าให้อาจมีโอกาสในการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอพบทั้งบนชิ้นส่วนโคนและปลายใบ โดยพบการเกิด      
โซมาติกเอ็มบริโอที่โคนใบเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS (สูตรที่ 1) เพียงสูตรเดียว แต่พบการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอของชิ้นส่วนปลายใบเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS เติม CW 10 เปอร์เซ็นต์ (สูตรที่ 9) ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าการตอบสนองต่ออาหารเพาะเลี้ยงขึ้นกับต าแหน่งของชิ้นส่วนใบด้วยเช่นกัน  อาจกล่าวได้ว่าการเติมน้ า
มะพร้าวร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหารชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของกล้วยไม้ช้างเผือกนอกจากจะ
ช่วยในการลดการเกิดสีน้ าตาลแล้ว ยังน่าจะสามารถส่งเสริมให้มีการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอได้  
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