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บทคัดยอ
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดโปรโตคอรมของกลวยไมหวายลูกผสมสายพันธุแอน
นา โดยใชสารไคโตซานและพิวเทรสซิน จากการศึกษาอิทธพิลของสารไคโตซานท่ีระดับความเขมขนตางกัน (0, 10, 15, 20 และ 
25 มลิลกิรมัตอลติร) ตอการเพ่ิมจาํนวนโปรโตคอรม พบวาการเติมไคโตซานทุกระดับความเขมขนในสูตรอาหาร VW ทีม่มีนัฝร่ัง
บด สามารถสงเสริมใหเกิดโปรโตคอรมที่มีลักษณะสีเขียวและเจริญดี แตจํานวนโปรโตคอรมที่ไดมีจํานวนนอยกวาสูตรอาหารท่ี
ไมเติมไคโตซานแตเติมมันฝรั่งบดเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ยังไดศึกษาอิทธิพลของการเติมพิวเทรสซินที่ระดับความเขมขน
ตางกัน (0.2, 0.4 และ 0.6 มิลลิโมลาร) ในอาหารทั้งที่เติมและไมเติมรวมกับมันฝรั่งบด ตอการเพิ่มจํานวนโปรโตคอรม พบวา
การเตมิพวิเทรสซินทีร่ะดบัความเขมขนสงูกวา 0.2 มลิลโิมลาร สงเสรมิการชกันาํใหเกดิโปรโตคอรมไดนอย ในขณะท่ีสตูรอาหาร
ที่เติมสารพิวเทรสซินที่ระดับความเขมขน 0.2 มิลลิโมลารรวมกับมันฝรั่งบด สงเสริมการเพิ่มจํานวนโปรโตคอรมและลักษณะ
โปรโตคอรมท่ีไดมีสีเขียว แตจํานวนโปรโตคอรมที่ไดนอยกวาสูตรอาหารที่ไมเติมสารพิวเทรสซิน แตเติมมันฝรั่งบดเพียงอยางเดียว

ดงันัน้วธิกีารท่ีเหมาะสมในการชักนาํใหเกดิโปรโตคอรมของกลวยไมลกูผสมสกุลหวายคือ การเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร VW 
ที่เติม BAP ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร และมันฝรั่งบดความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 8 สัปดาห ซึ่งใหจํานวน
โปรโตคอรมสูงสุดโดยเฉล่ียประมาณ 85 เปอรเซ็นต โปรโตคอรมที่ไดสามารถพัฒนาเปนตนใหมไดเมื่อเพาะเล้ียงตอในอาหารแข็ง

สูตรเดิม เปนเวลา 4 สัปดาห 

คําสําคัญ: ไคโตซาน พิวเทรสซิน โปรโตคอรม การชักนํา กลวยไมหวายลูกผสม 

Abstract
The purpose of this study was to investigate the cultivation methods that were suitable for protocorm induction of 
Dendrobium hybrid cultivar Anna by using chitosan and putrescine. The effect of chitosan concentrations (0, 10, 15, 
20 and 25 mg/l) on the protocorm proliferation was determined. Although the number of protocorm was less than that 
of medium containing potato homogenate without chitosan supplementation, addition of chitosan at all concentrations 
could induced the greenish and healthy protocorm. VW medium supplemented with potato homogenate and without 

chitosan supplementation gave the highest number of protocorm as compared to other media. In addition, the effect 
of putrescine concentrations (0, 0.2, 0. 4 and 0.6 mM) with or without potato homogenate on the protocorm 
proliferation was also evaluated and it was found that putrescine at concentration higher than 0.2 mM gave less 

number of protocorm. However, addition of putrescine at 0.2 mM in combination with potato homogenate could induced 
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the greenish and healthy protocorm as compared to another concentration, although the number of protocorm was 
not comparable to that of medium containing potato homogenate without putrescine supplementation. Therefore, the 
suitable method for protocorm induction of Dendrobium hybrid was VW medium supplemented with 10% w/v potato 
homogenate, 0.2 mg/l BAP and culturing for 8 weeks. This protocol gave the highest protocorm number with the 
value of 85%. The resulting protocorms can be generated into plantlets when they were cultured in the same solid 
medium and cultured for 4 weeks. 

Keywords: chitosan, putrescine, protocorm, induction, Dendrobium hybrid orchid

บทนํา 
กลวยไมเปนพชืในวงศ Orchidaceae มคีวามหลากหลายของ
ชนดิพนัธุมากอกีวงศหนึง่ โดยพบวาทัว่โลกมมีากกวา 25,000 
ชนิด ปจจุบันจัดเปนไมดอกที่คนทั่วโลกชื่นชอบและเปนพืช
เศรษฐกิจที่สําคัญอันดับหน่ึงของประเทศไทย จากขอมูลทาง
สถิติ พบวาการสงออกกลวยไมของประเทศมีแนวโนมเพิ่มสูง
ขึน้ทุกป สวนใหญเปนดอกกลวยไมประมาณ 1,653 ลานบาท 
และตนกลวยไมประมาณ 332.5 ลานบาท1 เนื่องจากความ
สวยงามและความหลากหลายของรูปรางและสีสนัของดอกจึง
ทําใหกลวยไมเปนที่นิยมไปทั่วโลก นอกจากนี้ยังมีการ
ปรบัปรุงสายพนัธุอยางตอเนือ่ง พบวามีการผสมขามชนดิขาม
สกุลมากกวา 30,000 คูผสม2 ทําใหกลวยไมมีความสวยงาม
และหลากหลายของชนดิมากยิง่ขึน้ สาํหรบักลวยไมสกลุหวาย
เปนอีกหนึ่งสกุลท่ีไดรับความนิยมอยางแพรหลาย เนื่องจาก
มีรูปทรงดอกและการจัดเรียงภายในชอดอกที่สวยงาม มีอายุ
การปกแจกนันาน3 กลวยไมสกุลนีม้จีาํนวนมากเปนอนัดับสอง
ของวงศ Orchidaceae พบประมาณ 1,500 ชนิด จากทั่วโลก 

และมีราคาสงูในตลาดการคากลวยไม4 ดงันัน้จงึมีการปรบัปรงุ
สายพนัธุลกูผสมสกลุหวายมากขึน้ สาํหรบัในประเทศไทย พบ
วามีการสงออกของกลวยไมสกุลหวายไปที่ยุโรปและประเทศ
เยอรมันมากกวา 12 ลานเหรียญยูโร และประมาณ 70 
เปอรเซ็นตของกลวยไมทัง้หมดท่ีสงไปยังประเทศสิงคโปรเปน

กลวยไมสกุลหวาย5 สําหรับกลวยไมหวายลูกผสมสายพันธุ
แอนนา (Dendrobium cv. Anna) เปนอีกหนึ่งสายพันธุที่มี
ความสาํคญัตออตุสาหกรรมการสงออกกลวยไมในประเทศไทย

เนื่องจากมีลักษณะดอกฟอรมกลมและมีสีชมพู และยังเปนท่ี
ตองการของตลาดญีปุ่น6 อยางไรกต็ามการขยายพนัธุกลวยไม

หวายลูกผสมสายพันธุนี้ในธรรมชาติไดตนใหมจํานวนนอย
มากประมาณ 2-4 ตนตอป เทาน้ัน ดงันัน้จงึไดมกีารนําเทคนคิ
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาประยุกตใชในการขยายพันธุ แต
เนื่องจากปญหาของกลวยไมลูกผสมสกุลหวายบางสายพันธุ
ชักนําใหเกิดโปรโตคอรมและเพ่ิมจํานวนไดยาก และบางสาย

พันธุสามารถชักนําโปรโตคอรมไดมากแตไมสามารถเจริญ

พัฒนาเปนตนใหมได ที่ผานมามีรายงานการวิจัยที่ศึกษาการ
พัฒนาหรือปรับปรุงเทคนิคในการชักนําโปรโตคอรมและตน
ใหม รวมท้ังการขยายพันธุเพือ่เพ่ิมจาํนวนกลวยไมสกุลหวาย
สายพันธุลูกผสมดวยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ เชน 
การศึกษาผลของสารอินทรียเสริมและแหลงคารโบไฮเดรตท่ี
แตกตางกนัตอการเพิม่จาํนวนของ protocorm like bodies ใน
กลวยไม Dendrobium Alya Pink7 การศึกษาผลของคุณภาพ
แสงตอการเจริญและการพัฒนา protocorm like bodies ของ
กลวยไม Dendrobium offi cinale ดวยการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ8

การศึกษาการเจริญเติบโต และการพัฒนาของกลวยไมลกูผสม
สกุลหวายดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ5 การศึกษาการ
ตอบสนองของ Protocorm like bodies ของกลวยไมลูกผสม
สกลุหวายชนิดตางๆบนอาหารสูตร MS ทีเ่ติมไซโตไคนิน และ
ออกซนิทีร่ะดับความเขมขนแตกตางกนั9 จากขอมลูขางตนจะ
เห็นวามีหลากหลายแนวทางในการเพิ่มจํานวนโปรโตคอรม 

แตอกีวธิทีีก่าํลงัไดรบัความสนใจคือ การเตมิสารกระตุน (elicitor) 
เชน ไคโตซาน (chitosan) และพิวเทรสซิน (putrescine) 
มรีายงานพบวาการเตมิไคโตซานสามารถชวยใหพชืบางชนดิ 
รวมท้ังกลวยไมมกีารเจริญเติบโตไดด ีและมีความตานทานโรค
ไดมากขึ้น10 นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการเติมไคโตซานมีผล
ตอการพฒันาใหเปนตนใหมในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่กลวยไม
หวายลกูผสม Dendrobium Earsakul11 และสาํหรบัการศกึษา

การเติมสารโพลีเอมีนในกลุมสเปอรมีนและสเปอรมิดีน 
มีรายงานพบวา สามารถเพ่ิมอัตราการชักนําใหเกิดหนอของ
กลวยไมสกุลหวายทางการคา ไดแก สายพันธุ Rungnappa 
Red, Miss Snow White และ Earsakul12 และเนื่องจากวายัง
ไมมกีารรายงานการใชสารกระตุนในการชักนาํและเพ่ิมจํานวน

โปรโตคอรมของกลวยไมหวายลูกผสมสายพนัธุแอนนา ดงัน้ัน
งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาผลของสารกระตุน ไดแก 
ไคโตซาน และพิวเทรสซิน ตอการชักนําและเพิ่มจํานวน
โปรโตคอรม เพื่อเปนแนวทางในการเพ่ิมจํานวนตนใหมให
เพียงพอตอการผลิตกลวยไมตอไป
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วัสดุอุปกรณและวิธีการศึกษา
ตวัอยางพชืทีน่าํมาศกึษาและการเตรยีมโปรโตคอรม

 โปรโตคอรมของกลวยไมหวายลกูผสมสายพนัธุแอน
นา อาย ุ3 สปัดาห ซีง่ไดรบัความอนเุคราะหจากบริษทับางกอ
กกรีน จํากัด ที่มีขนาด 2-5 มิลลิเมตร มาเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลวสูตรดัดแปลง VW13 ที่เติม BAP ความเขมขน 0.2 
มลิลิกรมัตอลติรรวมกับมันฝร่ังบดความเขมขน 10 เปอรเซน็ต 
จากน้ันเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร วัดคา
ความเปนกรด-ดาง เทากบั 5.2 แลวนาํไปเพาะเลีย้งบนเครือ่ง
เขยาทีค่วามเรว็รอบ 120 รอบตอนาที ภายใตการควบคมุชวง
แสง 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส ทําการ
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 12 สัปดาห เพื่อนําไปใชในการทดลอง
ตอไป

การศึกษาผลของสารกระตุนตอการชักนําและ
เพิ่มจํานวนโปรโตคอรม

นาํสวนของโปรโตคอรมขนาดประมาณ 2-5 มลิลเิมตร 

ที่ไดจากการเตรียมโปรโตคอรมจากวิธีการขางตน มาเพาะ
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW ที่เติม BAP ความเขม
ขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับมันฝรั่งบดความเขมขน
10 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนชุดควบคุมโดยเปรียบเทียบกับการเติม
สารไคโตซาน ที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ 0,10, 15, 
20 และ 25 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และเปรียบเทียบกับ
การเติมสารพิวเทรสซิน ที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ 
0, 0.2, 0.4 และ 0.6 มิลลิโมลาร ตามลําดับ จากนั้นแตละชุด
การทดลองเตมินํา้ตาลซโูครสความเขมขน 20 กรมัตอลติร วดั
คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.2 แลวนําไปเพาะเลี้ยงบน

เคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที ภายใตการ
ควบคุมชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25-27 องศา
เซลเซียส โดยทําการทดลองทั้งหมด 5 ซํ้า ทําการเพาะเลี้ยง

เปนเวลา 8 สัปดาห บันทึกผลการทดลองโดยเปรียบเทียบ
จํานวนโปรโตคอรมที่เพ่ิมขึ้นตอชิ้นเนื้อเยื่อ

การพัฒนาโปรโตคอรมใหเจริญเปนตนใหม
นําสวนของโปรโตคอรมท่ีไดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

แข็งสูตรดัดแปลง VW ที่เติม BAP ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม

ตอลติรรวมกับมนัฝรัง่บดความเขมขน 10 เปอรเซน็ต จากนัน้

เติมนํ้าตาลซูโครสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร และวุนผง
ความเขมขน 8 กรัมตอลิตร ภายใตการควบคุมชวงแสง 16 
ชัว่โมงตอวนั อณุหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส ทาํการเพาะเล้ียง
เปนเวลา 4 สัปดาห 

การวิเคราะหผลทางสถิติ
 ในแตละการทดลองเปนการทดลองแบบ complete 
randomized design (CRD) นําขอมูลที่บันทึกไดไปวิเคราะห
ความแปรปรวน (ANOVA) และตรวจสอบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

ผลการวิจัยและวิเคราะหผล
 ผลของไคโตซานตอการชักนาํจาํนวนโปรโตคอรม

 การศกึษาการเตมิไคโตซานทีร่ะดบัความเขมขนแตก
ตางกันคือ 0, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหาร
สูตร VW ที่เติม BAP ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร และ
มันฝร่ังบด 10 เปอรเซ็นต พบวาการเติมไคโตซานทุกความ
เขมขนสามารถสงเสริมการเพิ่มจํานวนโปรโตคอรมได โดย
ลักษณะโปรโตคอรมที่ไดจะมีสีเขียว ที่พรอมจะพัฒนาเปนตน
ใหมตอไป อยางไรกต็ามพบวาในสตูรอาหารทีไ่มเตมิไคโตซาน
ซึ่งเปนชุดควบคุม แตเติมมันฝรั่งบดความเขมขน 10 
เปอรเซ็นตเพียงอยางเดียว สามารถสงเสริมการเพิ่มจํานวน
โปรโตคอรมไดสูงที่สุด (94.5 ±4.91 โปรโตคอรม) แตกตาง
อยางมีนัยสําคัญที่ระ ดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต เม่ือ
เปรียบเทียบกับการเติมไคโตซาน ทีค่วามเขมขน 15 มลิลิกรมั

ตอลิตร (72.5±3.55 โปรโตคอรม) ความเขมขน 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร (71.2 ± 2.33 โปรโตคอรม) ความเขมขน 10 มิลลิกรัม
ตอลิตร (70.0±4.60 โปรโตคอรม) และความเขมขน 25 
มลิลิกรมัตอลติร (65.3±6.40 โปรโตคอรม) ตามลําดบั นอกจาก
นี้ยังพบวาการเติมไคโตซานที่ความเขมขนท่ีแตกตางกันใน

สูตรอาหารที่ เ ติมมันฝรั่ งบดส ง เสริมการเพิ่มจํ านวน
โปรโตคอรมไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สําหรับจํานวน
โปรโตคอรมตอชิ้นเน้ือเย่ือใหผลเชนเดียวกับการเพิ่มจํานวน
โปรโตคอรม ดังแสดงใน Figure ที่ 1 
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Figure 1.  Effect of chitosan concentration on protocorm 
number per explant during 8 weeks of ap-
plication of Dendrobium cv. Anna. (PH= 
potato homogenate, 10Chi= 10 mg/l chito-
san, 15Chi= 15 mg/l chitosan, 20Chi= 20 
mg/l chitosan, 25Chi= 25 mg/l chitosan)

 เมือ่นําผลการศึกษาขางตนไปคํานวณเปอรเซน็ตการ
เพิ่มจํานวนโปรโตคอรม พบวาสูตรอาหารที่ไมเติมไคโตซาน
แตเตมิเฉพาะมนัฝร่ังบด 10 เปอรเซ็นต ใหเปอรเซ็นตการเพิม่
จํานวนโปโตคอรม สูงที่สุด 78.8 เปอรเซ็นต รองลงมา ไดแก 
สูตรอาหารท่ีเติมไคโตซานความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร
( 60.4 เปอรเซ็นต) สตูรอาหารท่ีเตมิไคโตซานความเขมขน 20 
มลิลกิรมัตอลติร (59.3 เปอรเซน็ต) สตูรอาหารท่ีเตมิไคโตซาน
ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร (58.3 เปอรเซ็นต) และสูตร

อาหารที่เติมไคโตซานความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตรให
เปอรเซ็นตการเพ่ิมจํานวนโปรโตคอรมนอยท่ีสุด 54.4 
เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาพประกอบที 2
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Figure 2.  Percentage of protocorm induction of D.cv. 
Anna. in different chitosan concentration 
(PH= potato homogenate, 10Chi= 10 mg/l 
chitosan, 15Chi= 15 mg/l chitosan, 20Chi= 
20 mg/l chitosan, 25Chi= 25 mg/l chitosan)

 ผลของพิว เทรสซินตอการชักนํา จํานวน
โปรโตคอรม
 การศึกษาการเติมสารกระตุนกลุมโพลีเอมีน คือพิว
เทรสซนิท่ีมคีวามเขมขนระดบัแตกตางกันไดแก 0.2, 0.4 และ 
0.6 มลิลโิมลาร ในอาหารเหลวสูตร VW ทีเ่ติม BAP ความเขม
ขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับการเติมและไมเติมมันฝรั่งบด 

10 เปอรเซน็ต จากผลการทดลองพบวาสูตรอาหาร VW ทีเ่ตมิ 
BAP ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับมันฝรั่งบด 10 
เปอรเซ็นต มีการเพิ่มจํานวนโปรโตคอรมมากที่สุดเทากับ 

83.6±5.46 โปรโตคอรม และมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบ
กับสูตรอาหารอ่ืนๆ รองลงมาไดแก สูตรอาหารท่ีเติมมันฝร่ัง
บดรวมกับสารพิวเทรสซินความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 
(69±6.75 โปรโตคอรม) สูตรอาหารที่เติมสารพิวเทรสซิน
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 ความเขมขน 0.2 มลิลโิมลาร (62.5±1.16 โปรโตคอรม)

สตูรอาหารท่ีเตมิมนัฝร่ังบดรวมกับสารพิวเทรสซินความเขมขน 
0.6 มิลลิโมลาร (31.8±4.83 โปรโตคอรม) สูตรอาหารท่ีไมเติม
ทั้งพิวเทรสซินและมันฝร่ังบด 10 เปอรเซ็นต (23.6±0.75 

โปรโตคอรม) สตูรทีเ่ตมิสารพวิเทรสซนิความเขมขน 0.4 มลิลโิมลาร 
(23.4±1.03 โปรโตคอรม) สตูรท่ีเตมิสารพิวเทรสซินความเขมขน 
0.6 มลิลโิมลาร (21.4±0.68 โปรโตคอรม) และสตูรทีเ่ติมทัง้มนั
ฝรั่งบดและสารพิวเทรสซินความเขมขน 0.4 มิลลิโมลาร 
(20.8±0.80 โปรโตคอรม) สําหรับจํานวนโปรโตคอรมตอชิ้น
เน้ือเยื่อใหผลเชนเดียวกัน ดังแสดงใน Figure 3 
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Figure 3.  Effect of various putrescine concentration 

during 8 weeks in VW liquid medium with or 
without potato homogenate on protocorm 
induct ion of Dendrobium cv. Anna. 

(PH=potato homogenate, 0.2Pu=0.2 mM 
putrescine, 0.4Pu= 0.4 mM putrescine, 
0.6Pu=0.6 mM putrescine)

 เมือ่นาํผลการศกึษาทีไ่ดคาํนวณหาคาเปอรเซน็ตการ
เพิ่มจํานวนโปรโตคอรม พบวาสูตรอาหารท่ีไมเติมสาร
พิวเทรสซินแตเติมมันฝรั่งบด 10 เปอรเซ็นตเพียงอยางเดียว
ใหจํานวนโปรโตคอรมมากที่สุด มีคาเทากับ 84 เปอรเซ็นต 
รองลงมา ไดแก สูตรอาหารที่เติมมันฝรั่งบดรวมสารพิวเทรส
ซินความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร ( 69 เปอรเซ็นต) สูตรอาหาร
ที่เติมสารพิวเทรสซินความเขมขน 0.2 มิลลิโมลารเพียงอยาง
เดียว ( 62 เปอรเซ็นต) สูตรอาหารที่เติมมันฝรั่งบดรวมสาร
พวิเทรสซนิความเขมขน 0.6 มลิลิโมลาร (32 เปอรเซน็ต) สตูร

อาหารทีไ่มเตมิทัง้สารพวิเทรสซนิและมนัฝรัง่บด (24 เปอรเซน็ต) 
สตูรอาหารท่ีเตมิสารพิวเทรสซินความเขมขน 0.4 มลิลโิมลาร 
(23 เปอรเซ็นต) และสูตรอาหารท่ีเติมสารพิวเทรสซิน 
ความเขมขน 0.6 มิลลิโมลาร (21 เปอรเซ็นต) ซึ่งมีคาเทากับ
สตูรอาหารท่ีเตมิทัง้มนัฝร่ังบดและสารพิวเทรสซิน ความเขมขน 

0.4 มลิลโิมลาร (ภาพประกอบท่ี 4) โดยลักษณะของโปรโตคอรม
ที่ไดจากการศึกษา พบวา การเติมมันฝรั่งบดเพียงอยางเดียว 
โปรโตคอรมทีไ่ดมลีกัษณะทีด่ ีมสีเีขยีว เหมาะสมตอการนาํไป
พฒันาเพ่ือเพิม่จาํนวนหรือพฒันาใหเปนตนใหมตอไป ในขณะ
ทีก่ารเตมิสารพวิเทรสซนิทกุความเขมขนทัง้สตูรท่ีเตมิและไม
เติมมนัฝรัง่บด โปรโตคอรมจะมสีขีาวซดีจนถงึสนีํา้ตาลและไม
สามารถเจริญเติบโตหรือเพิ่มจํานวนตอไปได ดังแสดงใน 
Figure 5
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Figure 4.  Percentage of protocorm induction of D.cv. 
Anna. in different putrescine concentration  
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Figure 5.  Protocorm of Dendrobium cv. Anna culti-
vated in VW liquid media supplemented with 
or without putrescine concentration. A= 0.0 
mM putrescine+10% potato homogenate, B= 
0.2 mM putrescine 

 
 การพัฒนาโปรโตคอรมใหเกิดเปนตนใหม
 จากการศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนโปรโตคอรมได
สาํเร็จแลว ดงันัน้ขัน้ตอนตอไป จงึเปนการพัฒนาโปรโตคอรม
ใหเปนตนใหม โดยนาํโปรโตคอรมทีไ่ดเพาะเลีย้งในอาหารแขง็
สูตรเดิม คือ สูตร VW ที่เติม BAP ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม
ตอลิตรและมันฝรั่งบดความเขมขน 10 เปอรเซ็นต จากการ
ศึกษา พบวาเมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลาประมาณ 2 สัปดาห โปร
โตคอรมเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะคลายใบขนาดเล็ก
จํานวนมาก (Figure 6 A-B ) และประมาณสัปดาหที่ 4 จะเริ่ม
มรีากเกดิขึน้และพรอมทีจ่ะมกีารพัฒนาเปนตนใหมทีส่มบรูณ
ได และเม่ือทาํการยายตนใหมนีล้งในอาหารแข็งสตูรเดิมทกุๆ 
4 สัปดาห เปนเวลา 3 - 6 เดือน ตนใหมที่ไดจะสามารถยาย
ออกไปปลูกในแปลงปลูกธรรมชาติไดตอไป ดังแสดงใน 
Figure 6 C-D

   A B 

   C D 

Figure 6.  Shoot development in protocorm-shoot 
differentiation VW solid medium supplemented 
with 0.2 mg/L BAP and potato homogenate 
(10%)(A), and after 2 weeks of culture (B).
The mature shoot of Dendrobium cv. Anna 
grown in the same medium for 3 (C) and 6 
(D) months of culture.

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
สารออกฤทธิเ์ปนตัวกระตุน ทัง้ไคโตซานและพวิเทรสซนิ เมือ่
เติมในอาหารเหลวสูตร VW ที่มี BAP ความเขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติมและไมเติมมันฝรั่งบดความเขมขน 10 
เปอรเซน็ต ไมสามารถเพิม่จาํนวนโปรโตคอรมไดดเีทากบัการ
เติมมันฝรั่งบดเพียงอยางเดียว ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารอาหาร
ที่มีอยูในมันฝร่ังบดเพียงอยางเดียวอาจเพียงพอตอการสง
เสริมการเพ่ิมจาํนวนโปรโตคอรม ทาํใหการเติมไคโตซานเพ่ิม
ลงไปในอาหาร ไมไดชวยสงเสริมใหเกิดการเพิ่มจํานวน
โปรโตคอรมมากแมวาเปนการเติมในระดับความเขมขนที่ตํ่า
กต็าม ซึง่งานวิจยันีไ้มสอดคลองกบังานวิจยั14 ทีศ่กึษาผลของ
ไคโตซานที่ไดจากแกนหมึกความเขมขน 5, 10, 15, 20 และ 
25 มิลลิกรัมตอลิตรตอการเพ่ิมจํานวนโปรโตคอรมของเอื้อง
เขากวางออน เมือ่เปรียบเทียบกับสูตรท่ีไมเตมิไคโตซาน โดย
เฉพาะอยางย่ิงที่ความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตรใหจํานวน
ใบ จาํนวนราก และจาํนวนหนอเฉลีย่สูงท่ีสดุ เชนเดียวกันกบั15

รายงานวาความเขมขนท่ี เหมาะสมตอการเจริญของ
โปรโตคอรมไลคบอดีของกลวยไมสกุลหวาย “เอียสกุล” คือ 
ไคโตซานที่ระดับความเขมขนตํ่าไดแก 10 และ 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร ถาไคโตซานที่ความเขมขนสูง (160 มิลลิกรัมตอลิตร) 
มีผลทําใหเนื้อเยื่อซีดขาวและเซลลตาย สวนที่ความเขมขน

80 มลิลกิรมัตอลติร มผีลยบัยัง้การเติบโตของ โปรโตคอรมไลคบอดี
นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่ศึกษาผลของไคโตซานตอการงอก
ของเมล็ดและการพัฒนาของโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวาย 
2 สายพันธุ ไดแก Dendrobium bigibbum var. compactum 
และ Dendrobium formosum โดยใชทั้งไคโตซานที่เปน

พอลิเมอร และโอลิโกเมอรดวยการกําจดัหมูอะซตีลิรอยละ 70, 
80 และ 90 ตามลําดับ ที่มีความเขมขน 10, 20, 40 และ 80 

มิลลิกรัมตอลิตร โดยเติมไคโตซานลงในอาหารสูตรดัดแปลง 
VW พบวาไคโตซานทุกชนดิสามารถสงเสรมิการงอกของเมล็ด
ในกลวยไม Dendrobium formosum แตไมมีผลตออัตราการ
งอกของเมล็ดในกลวยไม Dendrobium bigibbum var. 

compactum นอกจากนี้ยังพบวาไคโตซานทุกชนิดที่ระดับ
ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวน O90 สงเสริมการ
เจริญเติบโตของโปรโตคอรมในกลวยไมสายพันธุนี้และ

ไคโตซานชนิด P70 ที่ระดับความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
สงเสริมใหอัตราการเจริญเติบโตของโปรโตคอรมในกลวยไม 

Dendrobium formosum เพิ่มมากขึ้น เชนเดียวกันกับงาน
วจิยั16ทีศ่กึษาผลของไคโตซานตอการเจริญเติบโตของโปรโตคอรม 
และตนออนของกลวยไมเอื้องจําปาในสภาพปลอดเชื้อโดยวิธี
การเพาะเล้ียงเนือ้เยือ่บนอาหารสูตร VW ทีเ่ตมิไคโตซานความ
เขมขน 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, และ 1.0 เปอรเซ็นต เปนเวลา 
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12 สัปดาห พบวา อาหารสูตร VW ที่เติมไคโตซานทุกความ
เขมขนสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของโปรโตคอรม และ
ตนออนของกลวยไมเอือ้งจาํปา เมือ่เปรยีบเทยีบกบัอาหารสูตร 
VW ที่ไมไดเติมไคโตซาน และยังพบวาอาหารสูตร VW ที่เติม
ไคโตซาน 0.8 เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการกระตุนการ
เจริญเติบโตของโปรโตคอรมและตนออนของกลวยไมเอื้องจํา
ปาไดดีที่สุด นอกจากน้ียังมีการประยุกตใชไคโตซานในพืช
ชนิดอื่นดวย เชน การใชไคโตซานที่ระดับความเขมขน 0, 10, 
20 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับสารควบคุมการเจริญ
เติบโต TDZ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ
ขาวหอมมะลิ 105 ในอาหารสูตร MS จากการทดลองพบ
วาการเติมไคโตซานความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 
TDZ ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิด
การแตกกอของขาวไดดีที่สุด17 ซึ่งจากงานวิจัยที่กลาวมาจะ
เห็นไดวาไคโตซานสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชได 
อยางไรกต็ามเม่ือจะนําไคโตซานมาประยุกตใช สิง่ทีค่วรคํานงึ
คือขนาดโมเลกุลของไคโตซาน และความเขมขนที่เหมาะสม
กับพืชนั้นๆ รวมทั้งปจจัยท่ีเกี่ยวกับพืชเชน อายุพืช ชิ้นสวน
พืช อาหารที่จะใชเพาะเลี้ยง และสภาวะแวดลอมที่ใชในการ
เพาะเล้ียงดวย18สําหรับการเติมสารพิวเทรสซินที่ระดับความ
เขมขนตางๆ ไดแก 0.2, 0.4 และ 0.6 มิลลิโมลาร ทุกความ
เขมขนสงเสริมการเพ่ิมจาํนวนโปรโตคอรมไดนอยมาก อกีทัง้
ลักษณะโปรโตคอรมที่ไดยังมีสีขาวซีด ไมเหมาะตอการนําไป

พฒันาเปนตนใหม ในขณะท่ีสตูรอาหารท่ีไมเตมิสารพิวเทรสซิน
แตเตมิมนัฝร่ังบด 10 เปอรเซน็ตเพยีงอยางเดยีว ยงัคงสงเสรมิ
การเพ่ิมจาํนวนโปรโตคอรมไดดทีีส่ดุ และโปรโตคอรมทีไ่ดมสีี

เขียวเหมาะสมตอการพัฒนาเปนตนใหมตอไป ทั้งนี้อาจ
เน่ืองจากในอาหารสูตรที่เติมมันฝรั่งบด 10 เปอรเซ็นต เพียง

อยางเดยีวนัน้ อาจมีปรมิาณสารอาหารทีเ่พยีงพออกีทัง้ในเนือ้

มนัฝรัง่ก็มสีารในกลุมโพลเีอมนีท่ีชวยในการแบงเซลลและการ
พฒันาของเน้ือเยือ่กลวยไมไดเชนเดยีวกบัสารพิวเทรสซินซึง่
เปนสารในกลุมโพลีเอมีนเชนเดียวกัน ดังนั้นเมื่อมีการเติม
พิวเทรสซินเพิ่มลงไปจึงอาจทําใหในอาหารเพาะเลี้ยงมีความ
เขมขนของสารโพลเีอมนีมากเกนิไปจนอาจไปยบัยัง้การเจรญิ

เติบโตของกลวยไมได ซึ่งงานวิจัยท่ีผานมาไดรายงานผลของ
สารโพลีเอมีนตอการเพิ่มจํานวนของหนอกลวยไม พบวาการ
เติมสารโพลีเอมีน สเปอรมีน สเปอรมิดีน และพิวเทรสซิน จะ

ไปยับยั้งการพัฒนาของเอ็มบริโอของกลวยไม Phalaenopsis 
amabilis (L.) Blume และ Phalaenopsis nebula Bl. ที่ชักนํา
มาจากชิ้นสวนใบพืช19 

ขอเสนอแนะ
 ควรมกีารตรวจสอบความแปรผนัทางพนัธกุรรมของ
ตนใหมกลวยไมทีไ่ดจากการชักนาํและเพ่ิมจาํนวนโปรโตคอรม
โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เนื่องจากผลิตเปนจํานวนมาก
 การใชมันฝร่ังบดเปนสารอินทรียเสริมเพ่ือเพ่ิม
จาํนวนโปรโตคอรมของกลวยไมใหมปีระสทิธภิาพ ควรใชเวลา
ในการปอกเปลือกมันฝรั่งใหสั้น แลวหั่นเน้ือมันฝร่ังลง ในน้ํา
รอนเพือ่ยับย้ังการปลอยสารประกอบฟนอรลกิกอนปนรวมกนั
แลวนําไปเติมในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงตอไป
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