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การพฒันาสตูรอาหารทีเ่หมาะสมตอการงอกของเมลด็และการเจรญิเตบิโตของตนกลา
กลวยไมฟาแลนนอพซสิในสภาพปลอดเชือ้

Development of In Vitro Culture Media for Seed Germination and Seedling
Growth  of  Phalaenopsis  Orchids

คํ านํ า

กลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส (Phalaenopsis) ที่สํ ารวจพบทั่วโลกมีประมาณ  50  ชนิด
จากกลวยไมทั้งหมดที่มีประมาณ  19,500  ชนิด  (Dressler, 1993)  จัดไดวาเปนกลวยไมกลุมหนึ่งที่
มีความสํ าคัญทางการคาของโลกอยางมาก โดยในแตละปตลาดขายตนกลวยไมมีความตองการ
ฟาแลนนอพซิสในรูปไมกระถางที่ติดดอก  (Flowering  pot  plant)  มากกวา  1  ลานตน  (Tanaka,
1992; Bilton, 1998; David, 1999) พันธุที่นิยมปลูกเลี้ยงเปนการคาสวนใหญมีดอกขนาดใหญ  เปน
ลูกผสมจาก  Phalaenopsis  amabilis, P.  aphodite, P.  schillerana  และ  P.  stuartiana  (Tanaka,
1992) การขยายพันธุกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิสโดยการเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อจึงเปนวิธีที่
เหมาะสมตอการผลิตในเชิงการคา  เพราะสามารถผลิตตนใหมไดเปนจํ านวนมาก  และสนองตอ
ความตองการของตลาดไดในเวลาอันรวดเร็ว  (Tanaka, 1992; Bilton, 1998)

การขยายพันธุกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิสในสภาพปลอดเชื้อสามารถใชชิ้นสวนตางๆ มา
ทํ าการเพาะเลี้ยงไดหลายชนิด   เชน   เมล็ด   เนื้อเยื่อเจริญสวนปลายยอด (meristem)  ใบ  ปลายราก
ตาจากกานชอดอก  สวนตาที่ขอกานชอดอกและสวนปลายยอดของกานชอดอก  งานวิจัยสวนใหญ
จะเนนศึกษาเกี่ยวกับการเพิ่มปริมาณ protocorm-like  bodies (PLBs) จากชิ้นสวนตาง ๆ แตหลังจาก
ที่ไดปริมาณ  PLBs  ตามที่ตองการและชักนํ าให  PLBs  พัฒนาเปนตนแลว ปญหาอีกอยางหนึ่งที่
พบเสมอคือหลังจากนํ าตนกลาออกปลูกในสภาพโรงเรือน มักพบวามีเปอรเซ็นตการตายหลังการ
ยายปลูกสูง  อาจเนื่องมาจากตนกลามีลักษณะอวบนํ้ าและไมแข็งแรงพอ  จึงไมสามารถปรับตัวให
เขากับสภาพแวดลอมภายนอกที่เปลี่ยนแปลงไปได จึงสงผลใหตนทุนในการผลิตสูงขึ้น

ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาหาสูตรอาหารและสภาพแวดลอมที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต
ของตนกลากลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิสในสภาพปลอดเชื้อ  เพื่อใหไดตนที่แข็งแรง  มีเปอรเซ็นต
การรอดชีวิตหลังการยายปลูกที่สูงขึ้นเมื่อนํ าออกปลูกในสภาพโรงเรือน
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วตัถุประสงค

1.  เพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการงอกและการพัฒนาของตนกลาที่ไดจากการเพาะ
เมล็ดกลวยไมฟาแลนนอพซิสลูกผสมในสภาพปลอดเชื้อ

2.  เพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของตนกลากลวยไมฟาแลนนอพซิส
ลูกผสมในสภาพปลอดเชื้อ

3.  เพื่อหาสภาพการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของตนกลากลวยไม
ฟาแลนนอพซิสลูกผสมในสภาพปลอดเชื้อ
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การตรวจเอกสาร

กลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส เปนกลวยไมที่อยูใน Tribe Vandeae    Subtribe Sarcanthinae
สํ ารวจพบกลวยไมสกุลน้ีประมาณ 50  ชนิด  สวนใหญเปนกลวยไมอากาศ  (epiphyte)  และบาง
ชนิดขึ้นอยูตามหิน (liphophyte) พบกระจายอยูในแถบเอเชียเขตรอน ทางตอนใตของอินเดีย เนปาล
ปารปวนิวกินี  ทางตอนเหนือของจีน  ไตหวัน  และทางตอนใตของออสเตรเลีย  นอกจากนี้ยังพบ
ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต   มาเลเซีย  ประเทศไทย  และฟลิปปนส   ซึง่ถือวามีกลวยไมสกุล
ฟาแลนนอพซสิอยูมาก (Pridgeon, 1995; Bilton, 1998) เปนกลวยไมที่มีลักษณะการเจริญเติบโตทาง
ยอด  (monopodial  growth) มีลํ าตนคอนขางสั้น ใบหนาและฉํ่ านํ้ า  มีรากขนาดใหญ  ยาวและอวบ
อวน  ชอดอกเกิดจากตาขางที่บริเวณซอกใบ  อาจเกิดประมาณ  2 – 3  ชอ  หรือมากกวา  (Pridgeon,
1995) ชอดอกยาวและมีแขนง  ดอกมีหลายรูปแบบและหลายสี  เชน  ขาว  มวง  ชมพู  เหลือง บาง
ชนิดมีลวดลายเปนจุดหรือขีดตามกลีบดอก  บางดอกบานพรอมกันทั้งหมด  แตบางชนิดทยอยกัน
บาน  (อรดี, 2521)   นิสัยการเจริญเติบโต  มักชอบอยูในที่มีความชื้น  ซึ่งกลวยไมชนิดนี้สามารถ
เก็บรักษาความชื้นไดดีระหวางการใหน้ํ า  ในสภาพธรรมชาติสามารถปรับตัวใหอยูไดในสภาพที่มี
แสงนอย  ดังนั้นจึงควรปลูกในที่มีแสงปานกลาง  ซึ่งจะชวยเพิ่มการออกดอกและตานทานโรคได
(Pridgeon, 1995)

ลักษณะของเมล็ดกลวยไม

โดยทั่วไปเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กมาก (exceedingly  small)  คลายผงฝุนอยูในฝกซึ่งมี
ลกัษณะกลมยาว หรือปองกลาง ฝกออนมสีเีขยีว เมือ่ฝกแกจะมสีเีหลอืงและเปลี่ยนไปเปนสีน้ํ าตาล
ตอมาฝกจะแหงและแตกตามยาวเปน 3  แนว    ทํ าใหเมล็ดรวงจากฝก  เมล็ดกลวยไมแตละชนิดจะมี
ลักษณะแตกตางกันตามสี  และรูปราง  เชน  รี  กลม   แบน   หรือรูปกระสวยเปนตน  ขนาดกวาง
ประมาณ  0.08-0.27  มิลลิเมตร  ความยาวประมาณ  0.4-1.25  มิลลิเมตร  น้ํ าหนักประมาณ  3-14
ไมโครกรัม  และมีจํ านวนเมล็ดต้ังแต  1,300-4,000,000  เมล็ดตอฝก  เปลือกของเมล็ดมีหลายแบบ
เชน  เปลือกบาง (เซลลชั้นเดียว) และเปนรางแห เชน เมล็ดกลวยไมสกุลรองเทานารี  (จิตราพรรณ,
2536)  ภายในเมล็ดกลวยไมจะมีเอ็มบริโอขนาดเล็ก  (tiny  embryo)  เปลือกเมล็ดชั้นนอก  (testa)
เหนียว  หุมเอ็มบริโอซึ่งมีขนาดเล็ก  มีจํ านวนเซลลประมาณ  100  เซลล  เปลือกเมล็ดชั้นนอกมี
ลักษณะเปนรางแห  (reticulate)  หรือตาขาย  (netlike)  ซึ่งมีความจํ าเพาะในแตละชนิด  เปลือก
เมล็ดชั้นนอกเปนเนื้อที่ตายแลว ซึ่งสวนใหญจะประกอบดวยชองอากาศ  98 เปอรเซ็นต  อยูกัน



4

อยางหลวม ๆ  มองดูคลาย  balloon  ลักษณะเชนนี้ทํ าใหความถวงจํ าเพาะของเมล็ดลดลง สามารถ
ลอยไดในอากาศเปนเวลานาน  และแพรกระจายไปไดไกล  (Pierik, 1987)

การงอกของเมล็ดกลวยไม

Arditti (1967) รายงานวา การงอกของเมล็ดกลวยไมตางจากการงอกของเมล็ดพืชชนิดอ่ืน
โดยการงอกของเมล็ดกลวยไมคลายกับการพัฒนาของตา  (bud)  ที่พักตัวอยู  เมื่อเมล็ดไดรับสภาพที่
เหมาะสมจะมีการสะสมอาหาร เอ็มบริโอมีการแบงเซลลเพิ่มจํ านวน มีขนาดใหญขึ้น เมล็ดกลวยไม
ไมสามารถงอกไดเอง  เนื่องจากภายในเมล็ดไมมีอาหารสะสม    ดังนั้นจึงจํ าเปนตองอาศัยอาหาร
จากภายนอกมาชวยในการพัฒนา  การงอกของเมล็ดอาจเกิดไดทั้งในสภาพธรรมชาติ  และใน
อาหารสังเคราะห  ดังนี้

1.  Symbiotic germination  เปนการงอกของเมลด็ตามธรรมชาตซิึง่ตองอาศัยเชื้อราบางชนิด
(mycorrhiza)  ที่อยูบริเวณรากของกลวยไม  ที่จะชวยนํ าธาตุอาหารจากสิ่งแวดลอมภายนอกเขาไป
ในเซลลของรากโดยเชื้อราเหลานี้จะงอกเสนใยแทงเขาไปในเมล็ดกลวยไมในเสนใยจะมีธาตุอาหาร
ที่จํ าเปนตอการงอกของเมล็ดและเมล็ดจะยอยสลายเสนใยนี้เพื่อนํ าธาตุอาหารไปใชประโยชนใน
การงอก

2.  Asymbiotic germination  เปนการงอกของเมลด็ทีไ่มทีต่องอาศยัเชือ้ราประเภท  mycorrhiza
เมล็ดสามารถงอกไดดีเมื่อเพาะบนอาหารสังเคราะหที่มีสภาพเหมาะสมตอการงอกของเมล็ด

Knudson  (1922)  รายงานวา  เมล็ดกลวยไมสามารถงอกไดในสภาพปลอดเชื้อโดยไมตอง
อาศัยเชื้อรา mycorrhiza มาชวยในการงอก  เพียงแตในสูตรอาหารที่ใชเพาะตองมีน้ํ าตาลและแรธาตุ
ที่จํ าเปนตอการงอกและการเจริญของตนออนจึงทํ าใหมีการพัฒนาสูตรอาหารสํ าหรับเพาะเมล็ด
กลวยไม

Pierik  (1987)  ใหขอคิดวา  สาเหตุและความจํ าเปนของการนํ าเมล็ดกลวยไมมาเพาะเลี้ยง
ในสภาพปลอดเชื้อ  มีหลายสาเหตุ  ดังนี้
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1. เนื่องจากเมล็ดกลวยไมมีขนาดเล็กมาก  อาหารสะสมภายในเมล็ดไมมี  หรืออาจมีแต
นอยมาก  ทํ าใหมีโอกาสรอดชีวิตยาก

2. การงอกของเมล็ดกลวยไมในสภาพธรรมชาติตองพึ่งพาอาศัยเชื้อรา mycorrhiza  ซึ่งมี
ความสัมพันธแบบ  symbiotic germination  สวนการงอกของเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อน้ันเมล็ด
ตองการเพียงแรธาตุและนํ้ าตาลในอาหารสังเคราะหเทานั้น

3. หากจํ านวนของเมล็ดตอฝกมีจํ านวนจํ ากัดก็สามารถเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการ
งอกของเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อได

4.   สามารถเพาะเมล็ดที่เอ็มบริโอยังออนไดเพื่อลดระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ

5.   การงอกของเมล็ดและระยะพัฒนาการของเมล็ดเปนไปอยางรวดเร็วในสภาพปลอด
เชื้อ  ซึ่งมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมและไมมีการแขงขันกับเชื้อราและแบคทีเรีย

กระบวนการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของตนออน

การงอกของเมล็ดกลวยไมตางจากการงอกของเมล็ดพืชนิดอ่ืน  โดยเมื่อเมล็ดไดรับนํ้ าตาล
และแรธาตุที่จํ าเปนตอการเจริญเติบโต  และสภาพแวดลอมที่เหมาะสม  จะนํ าธาตุอาหารเขาไปใช
ในการงอกและการเจริญเติบโต  ซึง่มลีกัษณะการงอกและการพฒันาของตนออนแบงเปนระยะตาง ๆ
ไดดังนี้  1. เมล็ดสมบูรณ แตยังไมงอก  2.  เมล็ดขยายขนาดจากเดิม 5 – 10  เทา โดยเอ็มบริโอมี
ขนาดใหญขึ้น อาจมีสีขาว (กลวยไมดิน) หรือสีเขียว (กลวยไมอากาศ) และจะดันเปลือกเมล็ดแตก
ออก  3 .เอ็มบริโอมีลักษณะเปนกอนกลมปลายแหลม และมีรากขนออน  หรือ rhizoid  เกิดขึ้นโดย
รอบ  เรียกวา  โปรโตคอรม  (protocorm)  4.  โปรโตคอรมผลิใบยอดแหลม  1  ใบทางดานบน
พัฒนาเปนตนออน  5. ตนออนมีใบยอด  2  ใบ   6. ตนออนมีใบยอด  3 – 4  ใบ  และมีรากอยางนอย
1  ราก   7. ตนออนสูงประมาณ  7 – 10  เซนติเมตร  มีระบบรากที่แข็งแรง  นํ าออกปลูกภายนอกได
(จิตราพรรณ, 2545)
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องคประกอบของสูตรอาหารในการเพาะเลี้ยงกลวยไม

1.  เกลือแรอนินทรีย

     Arditti  and  Ernst  (1993)  ไดจํ าแนกไวเปน  2  กลุมคือ

1.1  มหธาตุ  คือ  ธาตุที่จํ าเปนตอพืชในการเจริญเติบโต  พืชตองการในปริมาณมาก  ได
แก  ไนโตรเจน (N)  จะใชในรูปของ NH4

+  หรือ  NO3
-  ฟอสฟอรัส  (P)  ใชในรูป  PO4

+

โพแทสเซียม  (K)  ใชในรูปเกลือที่มี  K+  แคลเซียม  (Ca)  ใชในรูปของ  Ca3(PO4)2  แมกนีเซียม
(Mg)  ใชในรูป  MgCl2  หรือ  MgSO4

1.2  จุลธาตุ  คือ  ธาตุที่มีความจํ าเปนตอพืช  แตพืชตองการในปริมาณนอยมาก  ไดแก
แมงกานีส  (Mn)  ใชในรูปของ  MnCl2   Mn(NO3)2  หรือ   MnSO4   ทองแดง  (Cu)  ใชในรูป
CuSO4  สังกะสี  (Zn)  ใชในรูปของ  ZnCl2  และ  ZnSO4.H2O  โบรอน  (B)  ใชในรูป  H3BO3

คลอรีน (Cl)  ใชในรูปเกลือคลอไรดทั่วไป  โมลิปดิน่ัม (Mo)  ใชในรูป  Na2MoO4  หรือ  MoO3

กํ ามะถัน (S)   ถูกใชในรูปของเกลือซัลเฟตทั่วไป  เหล็กเปนจุลธาตุที่จํ าเปนตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
กลวยไม โดยมากจะใชในรูปของเกลือ EDTA (Ethylene diamine tetraacetic acid) เชน
NaFeEDTA  หรืออาจใชในรูป  FeSO4.7H2O  นอกจากนี้ยังมีเกลือแรอนินทรียอ่ืนที่ใชในสูตร
อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอีก  ไดแก  อลูมิน่ัม (Al)  โคบอลท (Co)  ไอโอดีน (I)  และ นิเกิล  (Ni)

2.  สารประกอบอินทรีย

     เปนสารประกอบที่ประกอบดวย  คารบอน  ไฮโดรเจน  และ ออกซิเจน  เปนหลัก  รวม
ถึงสารที่เปนแหลงไนโตรเจนอินทรียดวย  เชน  วิตามิน กรดอะมิโนตาง ๆ  น้ํ ามะพราวออน  กลวย
มันฝร่ัง  ถานกัมมันต  และรวมถึงสารควบคุมการเจริญเติบโตตาง ๆ ดวย เชน   auxin  cytokinin
และ  gibberellin  เปนตน  (Arditti, 1977; Arditti and Ernst, 1993; Ernst, 1967a,b; Knudson, 1946;
จิตราพรรณ, 2536)
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       2.1  น้ํ ามะพราวออน  (coconut  water  or  coconut  milk)

ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่กลวยไมมักมีการใชน้ํ ามะพราวเปนสวนประกอบในอาหาร
กนัอยางแพรหลาย  เนื่องจากนํ้ ามะพราวมีสารควบคุมการเจริญเติบโต  และมีสารตาง ๆ ไดแก
purine   indole  acetic  acid  รวมทั้งคารโบไฮเดรตหลายชนิด  เชน  erythritol  metezitose  และ
turanose  และยังพบ  myo-inositol  และ  sorbitol  รวมทั้งมีไซโตไคนิน   เชน  zeatin  และ  zeatin
riboside   ในปริมาณมาก  (Lethame, 1974)  น้ํ ามะพราวมีผลทํ าใหคารโบไฮเดรตแตกตัว  และยังทํ า
ใหเกิดการแตกพันธะของสาร ทํ าใหไดพลังงานที่นํ าไปใชประโยชนในกระบวนการหายใจ  และมี
ผลตอการกระตุนใหเกิดการแบงเซลลของเซลลผิว (Morel, 1974)

Niimoto  and  Sagawa (1961)  พบวา  การเพิ่มนํ้ ามะพราว  25 เปอรเซ็นต  ใน
อาหารสูตร  VW  ที่มีน้ํ าตาล  2 เปอรเซ็นต  และวุน  0.8 เปอรเซ็นต  เหมาะแกการเพาะเมล็ด
กลวยไมสกุลหวาย จากฝกอายุ  45  วัน  หรือมากกวานี้ และอาหารสูตรเดียวกันนี้ยังใชไดดีกับการ
เพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของกลวยไมสกุลฟาแลน นอปซิสอีกดวย

Withner (1974) รายงานวา  การเติมนํ้ ามะพราวจะชวยใหเมล็ดกลวยไมหลายชนิด
งอกไดดีขึ้น และยังสงผลตอการเพาะเลี้ยงปลายยอดของกลวยไมหลายชนิด โดยจะสงเสริมการแบง
เซลลผิว และสงเสริมการเกิดและการพัฒนาของโปรโตคอรมไดดี นอกจากนี้ตนที่ไดก็จะพบอาการ
necrotic  ลดลงดวย

Intuwong and Sagawa  (1973)  พบวา  การใสน้ํ ามะพราว 15 เปอรเซ็นต  ใน
อาหารสูตร  VW พบวา ทํ าใหชอดอกของกลวยไมฟาแลนนอพซิสเกิด PLBs และพัฒนาเปนตนได
รวมถึง  Ichihashi and Hiraiwa (1996)  พบวา การเติมนํ้ ามะพราวรวมกับนํ้ าตาลมีผลกระตุนการ
เจริญเติบโตของ  PLBs

       2.2  มันฝร่ัง

ในมันฝร่ังมีสารโพลีเอมีน (polyamine) เชน putresine  spermine และ  spermidine
กระจายอยูในสวนตาง ๆ ของเนื้อเยื่อ  และในระยะที่หัวมันฝร่ังเกิดการงอก  จะพบสารเหลานี้ได
มากที่บริเวณยอด  สารกลุมนี้มีผลตอการเพิ่มกรดนิวคลีอิก (nucleic  acid)  ทํ าใหเกิดการแบงเซลล
แบบ  mitosis  มากขึ้นในเนื้อเยื่อพืช  และยังปองกันการสลายตัวของคลอโรพลาสต  และโปรตีน
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(Kaur-Sawhney et al., 1982)  และการใสมันฝร่ังในอาหารหลายสูตรมีรายงานวา  ชวยใหเมล็ด
กลวยไมงอกไดดีขึ้น  และตนออนจะมีความแข็งแรงมากขึ้น  (Arditti  and  Ernst, 1993)   Tsai et al.
(1994)  พบวา  การเติมมันฝร่ังในอาหารเพาะเมล็ด  Phalaenopsis  ทํ าใหตนกลามีชีวิตรอดมากกวา
ในอาหารที่ไมเติมมันฝร่ัง

       2.3  กลวย

เมื่อป  1946  Knudson  พบวา  เนื้อกลวยมีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอรที่ทํ าให  pH  ไม
เปลี่ยนแปลงมากนัก  Arditti and Ernst  (1993) รายงานวา  ในป ค.ศ. 1950  Graeflinger   เปนคน
แรกทีใ่ชผงแปงกลวยในการเพาะเลีย้งเมลด็กลวยไม เพราะในกลวยมีสารอาหารตาง ๆ มากมาย  โดย
Khalifah  (1966)  พบวา  ในกลวยมีสารเรงการเจริญเติบโตพืชบางชนิด  เชน  GA7 , GAx  เปนตน
และ  Barnell  (1940)  รายงานวา  ธาตุเหล็กที่อยูในผลกลวยจะอยูในรูปที่พืชนํ าไปใชได  และลูก
กลวยไมสามารถนํ าไปใชในการเจริญเติบโตไดดี  Arditti  (1965)  พบวา  การนึ่งอาหารที่ใสกลวย
ภายใตความดันและความรอนสูงในสภาพเปนกรด  จะทํ าใหสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เปน
ประโยชนตอพืชหลายชนิดในกลวยละลายนํ้ าไดดีขึ้น ทํ าใหตนกลวยไมสามารถนํ าไปใชประโยชน
ไดมากขึ้น

Anderson  (1967)  ใสกลวยลงในอาหารสูตร  Knudson  C  พบวา  สามารถเรงการ
เจริญเติบโตของตนออนกลวยไมสกุล  Cattleya  ไดมากขึ้น  และ  Ernst  (1974)  เสนอวา  การใส
กลวยลงใน  อาหารถายขวด  Phalaenopsis  จะทํ าใหตนออนเจริญไดดีขึ้น  และควรหลีกเลี่ยงการ
ใสกลวยลงในอาหารที่ใชเพาะ    Paphiopedilum     เพราะจะทํ าใหตนออนที่งอกขึ้นมาหยุดการ
เจริญเติบโต  (Ernst, 1967b, 1974)  นอกจากนี้  Arditti  (1968)  ยังพบวา  การเติมกลวย  150  กรัม
ตอลิตร  ในอาหารสูตร Knudson  C  สามารถเรงการงอกของเมล็ด  และการเจริญเติบโตของเมล็ด
กลวยไม  Cymbidium  aurantiaca  ไดดีขึ้นอีกดวย

       2.4  น้ํ าตาล

Pierik (1997) รายงานวา น้ํ าตาลเปนสวนที่สํ าคัญที่สุดในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
เนื่องจากเปนปจจัยสํ าคัญในกระบวนการสังเคราะหดวยแสง  เพราะในสภาพปลอดเชื้อภายในขวด
เพาะเลี้ยงจะมีปริมาณคารบอนไดออกไซดจํ ากัด และการเจรญิเตบิโตของตนออนกลวยไมจํ าเปนตอง
ใชน้ํ าตาล  โดยนํ้ าตาล  sucrose  จะมีการเปลี่ยนรูปไปเปน  glucose  และ  fructose  เมื่อน่ึงฆาเชื้อ
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อัตราการเจริญเติบโตของตนพืชจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณนํ้ าตาลที่เพิ่มขึ้น  แตเมื่อเลยจุดสูงสุดที่เหมาะ
สมไปการเจริญเติบโตก็จะลดลง นอกจากนี้น้ํ าตาลยังเปนแหลงพลังงานที่สํ าคัญสํ าหรับการงอก
ของเมล็ดกลวยไม  โดยพบวาเมล็ดขอ     Paphiopedilum  ciliolare    และลูกผสมชนิดอ่ืน ๆ ใน
สกุลน้ีจะไมงอกเลยถาไมมีน้ํ าตาล  เพราะเมล็ดตองการแหลงคารโบไฮเดรตจากภายนอกเมล็ดเพื่อ
เปนแหลงพลังงานที่ใชสํ าหรับการงอก  (Lucke, 1971)  การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงกลวยไมใน
ปจจุบันนิยมใชน้ํ าตาลทรายหรือซูโครส  (table  sugar)  เพราะหาไดงายและราคาถูก  (จิตราพรรณ,
2536)

Ichihashi and Hiraiwa (1996)  พบวา  การเติมนํ้ าตาลลงในอาหารมีผลตอการเติบ
โตของ  PLBs ของกลวยไม  Phalaenopsis  และ  Doritaenopsis  โดยการเติมนํ้ าตาลซูโครสที่ความ
เขมขนสูงทํ าให  PLBs   มีสีเหลืองหรือสีเขียวออนและเจริญไดดี  สวนอาหารที่เติมนํ้ าตาล  sorbitol
หรือ  mannitol  หรือไมเติมนํ้ าตาล  มีผลทํ าให  PLBs  พัฒนาเปนตน   นอกจากนี้ยังพบวานํ้ าตาลที่
เปนแหลงพลังงานสํ าหรับการเจริญเติบโตของ  PLBs  ไดแก  mannitol   sorbitol   maltose   และ
trehalose  สวน  galactose  น้ัน  พบวา  บางครั้งมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของ  PLBs

Islam  and    Ichihashi  (1999b)  ไดศึกษาผลของนํ้ าตาลชนิดตาง ๆ ตอการเจริญ
เติบโตของ  PLBs  และการพัฒนาของตนออนกลวยไมสกุล  Phalaenopsis  Doritaenopsis  และ
Neofinetia  พบวา  น้ํ าตาลซูโครสชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุด  สวนนํ้ าตาล  maltose และ  sorbitol
สามารถเพิ่มปริมาณ  PLBs  และชักนํ าให  PLBs  พัฒนาเปนตนออนไดดี  แตในสกุล Phalaenopsis
และ  Neofinetia  บางชนิดไมสามารถเพิ่มปริมาณ  PLBs  และชักนํ าใหกลายเปนตนได  ยังคงเปน
PLBs  เชนเดิม

       2.5  ผงถานกัมมันต

ประกอบดวยคารบอนมากกวา 98 เปอรเซ็นต ที่เหลือเปนธาตุแคลเซียมและ
แมกนีเซียม  มีลักษณะเปนผง  รูปรางกลมหรือแบน ภายในอนุภาคของถานกัมมันตจะมีพื้นที่ผิว
จํ านวนมากและมีความพรุน  จึงสามารถดูดซับสารตาง ๆ ทั้งแกส  ของเหลว  หรือสารที่ละลายนํ้ า
ได  โดยดูดยึดไวที่พื้นผิวหนาของรูพรุนนั้น (Parker. 1992 ; Arditti and Ernst, 1993)  Pierik (1987)
พบวา  ผงถานกัมมันตสามารถดูดสารพิษสีดํ า  หรือสีน้ํ าตาล ซึ่งเปนสารพวก  phenol  อีกทั้งยังชวย
ดูดซับสารบางชนิดในกลวยบด  โดยพบวา  การเติมกลวยหอมบดเพียงอยางเดียวโดยไมเติมผงถาน
กัมมันตมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของกลวยไมฟาแลนนอพซิสในสภาพปลอดเชื้อ  แตเมื่อเติมผง
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ถานกัมมันตลงไปผลของการยับยั้งการเจริญเติบโตที่เกิดจากกลวยหอมบดหมดไปและยงัชวยดูดซบั
สารประกอบอินทรีย  เชน ออกซิน  ไซโตไคนิน  เอทิลีน วิตามิน  เหล็ก  สังกะสี  และ  abscissic
acid  นอกจากนี้การเติมผงถานยังทํ าใหอาหารมีสีดํ า  ซึ่งสงผลใหรากมีการเจริญเติบโตไดดีขึน้และ
ยงัชวยรักษาระดบัความเปนกรด-ดาง (pH) ในอาหารไมใหเปลีย่นแปลงมากนกั  นอกจากนี้  Arditti
and Ernst (1993)  ยังพบวา  ผงถานที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังชวยเพิ่มการระบายอากาศ
ในอาหารใหดีขึ้นอีกดวย

Ernst (1974) พบวา ตนออนของกลวยไมสกุลรองเทานารีและฟาแลนนอพซิส
เจริญเติบโตไดดีขึ้นเมื่อมีการเติมถานกัมมันตลงในอาหารรวมกับการใสกลวย

Wang and Huang  (1976)  พบวา  การเติมถาน 0.3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร
Knudson C มผีลท ําใหตนออนกลวยไมสกลุฟาแลนนอพซสิมกีารเจรญิเตบิโตของรากและยอดเพิม่ขึน้

Ernst  (1984)  พบวา  เมื่อนํ ายอดออนซึ่งไมมีราก  (numerous  vegetative  shoots)
ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงกานดอกของ  Phalaenopsis  Michelle  มาเลี้ยงในอาหารสูตร Knudson  C  ที่
เติมกลวยบด  10 เปอรเซ็นต  และถานกัมมันต  0.2  เปอรเซ็นต  ทํ าใหเกิดการพัฒนาของรากดีขึ้น

       2.6  ผงวุน

เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรด  (polysaccharide)  ที่ไดจากสาหรายทะเล  การ
ใสวุนในอาหารตองใสในปริมาณที่พอเหมาะ  ถาใสมากเกินไปจะทํ าใหอาหารแข็ง  พืชจะสัมผัส
กับอาหารไดนอย  และการดูดสารอาหารจะถูกจํ ากัดลง  ทํ าใหพืชไมเจริญเติบโต  (Pierik, 1997)
และปริมาณวุนที่เหมาะสมขึ้นอยูกับพื้นที่ผิวของอาหารในขวด โดยขวดขนาดเล็กที่มีพื้นที่ผิวของ
วุนอาหารนอย  จะใชปริมาณวุนนอยกวาขวดใหญที่มีพื้นที่ผิวมาก  (จิตราพรรณ, 2536)
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3.  องคประกอบอื่น ๆ

     3.1  สารควบคุมการเจริญเติบโต

เปนสารอินทรียที่ไมจํ ากัดวาพืชจะสรางขึ้นไดเองหรือมนุษยสังเคราะหขึ้น   และถา
ใชในปริมาณเพียงเล็กนอยก็จะสามารถกระตุน  ยับยั้ง  หรือเปลี่ยนแปลงสภาพทางสรีรวิทยาของ
พืชได  (พีรเดช, 2537)  ในการเพาะเลี้ยงกลวยไม  มีการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช  2  กลุม
ใหญ  คือ  auxin  และ  cytokinin  แตจะมีการใช  GA  บาง  ถึงแมวา  GA  จะสลายตัวไดถึง  90
เปอรเซ็นต  เมื่อผานการนึ่งฆาเชื้อ  (Arditti and Ernst, 1993)

 Auxin:  Morel  (1974)  รายงานวา  auxin  เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใชใน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม  มีบทบาทในเรื่องของการแบงเซลล  โดยเนื้อเยื่อพืชที่เพาะเลี้ยงจะไม
มีการเจริญเติบโตถาไมมี  auxin  ในอาหาร    และการใช  auxin  ในการเพาะเลี้ยงพืชตางชนิดกัน
ความเขมขนของ  auxin  ที่ใชก็จะตางกัน (Arditti and Ernst, 1993)  Koch  (1974)  พบวา  IAA,
NAA หรือ  2,4-D  ชวยเพิ่มความยาวของกานชอดอกกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส  ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร  Knudson  C  แตจะยับยั้งการพัฒนาในระยะตอไป

Cytokinin: เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใชในงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอยาง
กวางขวาง  โดยมากเปน  cytokinin  ที่ไดจากการสังเคราะห  การใช  cytokinin  มักใชรวมกับ
auxin  โดยถาจะชักนํ าใหเกิด  callus  จะใชในอัตราสวน  auxin ตอ cytokinin  สูง   แตเมื่อจะชักนํ า
ใหเกิดยอดจะใชอัตราสวน  auxin ตอ cytokinin  ต่ํ า  (Pierik, 1997)  Koch (1974)  เติม  BA  1 – 3
มลิลกิรัมตอลติร  ลงในอาหารสตูร Knudson C พบวา สามารถชกัน ําใหกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส
เกิดยอดจากตาขางของกานชอดอกที่เพาะเลี้ยงได

     3.2  วิตามิน

วิตามิน  คือ  กลุมของสารประกอบอินทรียที่ซับซอน  โดยอาจจะมีการใสลงไปใน
สูตรอาหารเพื่อเหตุผลบางประการ  การศึกษาเกี่ยวกับวิตามินและสารที่ใกลเคียงกับวิตามิน  พบวา
การตอบสนองของกลวยไมแตละชนดิจะแตกตางกนั เพราะสรรีวิทยาของการงอกและการเจรญิเตบิโต
ของกลวยไมแตละชนดิไมเหมือนกัน (Arditti, 1984) Schaffstein (1941) พบวาการเตมิ  Vandophytin
ซึ่งเปนสารที่เตรียมจาก nicotinic  acid  ลงในอาหารวุนใหผลดีตอการงอกของเมล็ด Dendrobium
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nobile, Vanda  และ Phalaenopsis   วิตามินที่มีผลตอการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของตน
ออนกลวยไม ไดแก  thiamine, niacin  และกลุมวิตามินบี (Withner, 1959)  การเติม  biotin  0.0001
เปอรเซ็นต  ลงในอาหารสูตร  Thomale  GD  ชวยเพิ่มปริมาณคลอโรฟลลในระยะโปรโตคอรม
ชวยสงเสริมการเกิดรากของตนกลากลวยไม  และชวยใหตนกลาแข็งแรงเร็วมากขึ้น  (Lucke, 1971)

3.3  ความเปนกรด-ดาง (pH)

ความเปนกรด-ดาง มีความสํ าคัญอยางมาก  เนื่องจากมีผลโดยตรงตอสภาพทาง
ฟสิกสของอาหาร  และการนํ าธาตุอาหารไปใชของพืช  โดย  Arditti (1984) รายงานวา  pH  ที่
เหมาะสมตอการงอกของเมล็ดกลวยไมสวนใหญอยูที่  4.8 – 5.2  และที่ชวงระดับ  pH  5.5 – 6.5  จะ
เปนชวงที่เหมาะที่สุดตอการเจริญเติบโตของพืชในสภาพปลอดเชื้อ  (Arditti and Ernst, 1993)  แต
ถาระดับ  pH   ต่ํ ากวา  4.5  หรือสูงกวา  7.0  จะไปยับยั้งการเจริญเติบโต  โดยที่  IAA  และ  GA  จะ
ไมคงรูป  วุนจะเหลว  เกลือโลหะจะตกตะกอน  วิตามิน  B1  และ  pentothenic  acid  ไมอยูตัว
และยับยั้งการดูดซับแอมโมเนียมไอออน  (Pierik, 1997)

สภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงกลวยไมในสภาพปลอดเชื้อ

แสงและอุณหภูมิ

แสงและอุณหภูมิมีความสํ าคัญตอการเจริญเติบโตของกลวยไมในสภาพปลอดเชื้อ โดย
Arditti  (1984) รายงานวา  การงอกของเมล็ดกลวยไมจะแตกตางกันตามความตองการและการตอบ
สนองตอแสง  กลวยไมอากาศสวนมากสามารถงอกไดทั้งในสภาพที่มีแสง  และในสภาพที่ไมมี
แสง โดยแสงจะเปนปจจัยในการพัฒนายอดและราก Arditti (1979) พบวากลวยไมสกุล
Paphiopadilum   Cymbidium  และ  Phalaenopsis  สามารถเจริญเติบโตไดดีเมื่อเพาะบนอาหารและ
เก็บไวในสภาพมืดหรืออาหารที่มีสีดํ า   โดยเฉพาะ Paphiopadilum  ciliolare  เมล็ดจะงอกเมื่อเก็บ
ขวดเพาะเลี้ยงไวในสภาพมืดนาน  3  เดือน  นอกจากนี้ยงัมีรายงานวา  ชวงแสงที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตของกลวยไมคือ  สภาพที่มืดไมมีแสง  จนถึงแสงที่มีความสวาง  2000  แรงเทียน  เปน
เวลานาน  12–18  ชั่วโมงตอวัน  และอุณหภูมิที่เหมาะตอการงอกของเมล็ดกลวยไมสวนมากอยูที่
20–25 องศาเซลเซียส  โดยจะมีกลวยไมบางชนิดตองการอุณหภูมิต่ํ ามากเพื่อทํ าลายการพักตัวของ
เมล็ดกอนจึงจะมีการงอก สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเกิดยอดและรากของกลวยไมอยูที่  22–26
องศาเซลเซียส  (Arditti, 1984; Arditti and Ernst, 1993)
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การเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือกลวยไมสกุล  Phalaenopsis

Ernst  (1967a)  ทดลองเพาะเมล็ด Phalaenopsis  ลูกผสม  Phalaenopsis  Elisa x Phal.
Best Girl  และ  Phal. Ruby Lips x Phal. New Era  จากฝกอายุ  5  เดือน  บนอาหารแข็งสูตร
Knudson C  ที่เติมอินทรียสารชนิดตาง ๆ  ไดแก  กลวย  สับปะรด  มะละกอ  มะเดื่อ มะมวง  มะเขือ
เทศ  raspberries องุน  กีวีฟรุต  เห็ด (Psalliota  campestris)  และนํ้ ามะพราว  พบวา  การเตมิกลวย
15  เปอรเซ็นต มผีลกระตุนการเจรญิเตบิโตและการพฒันาของตนกลากลวยไมฟาแลนนอพซิส โดยมี
น้ํ าหนักสด  ความยาวใบ ความกวางใบ  ความยาวรากและจํ านวนรากมากกวาการเติมอินทรียสาร
ชนิดอ่ืน ๆ

Intuwong and Sagawa (1974)   นํ าเอาสวนของปลายยอด  (shoot tip)   ของกลวยไมสกุล
ฟาแลนนอพซิสมาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW  ที่เติมนํ้ ามะพราว 15 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1  เดือน
พบวา  ที่ปลายยอดเกิด PLBs สีเหลือง  หลังจากนั้นยายลงในอาหารแข็งสูตรเดิมที่ไมเติมนํ้ าตาล
พบวา  PLBs  เปลี่ยนเปนสีเขียวและพัฒนาเปนตนออนไดภายใน  3-5  เดือน

Tanaka et al.  (1988)  ศึกษาสภาพที่เหมาะสมตอการเกิดยอดจากการเพาะเลี้ยงกานชอดอก
กลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส  โดยเลี้ยงบนอาหารสูตร  Vacin and Went (1949) ดัดแปลงโดยใช
ferrous  sulfate  แทน  ferric  tartrate  และเติมนํ้ ามะพราว  20 เปอรเซ็นต   ซูโครส  2.0 เปอรเซ็นต
และวุน  1 เปอรเซ็นต  ปรับ  pH  ใหได  5.3  จากนั้นนํ าไปเลี้ยงในหองที่มีความเขมแสงตางกัน  4
ระดับ คือ  2.34  0.95  0.59  และ  0.25  Wm-2  พบวา  การเกิดยอดเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมแสงลดลง
จาก  2.34  ถึง  0.25 Wm-2    นอกจากนี้ยังพบวาจํ านวนใบตอยอด  และความยาวใบก็มีแนวโนมเพิ่ม
ขึ้นเมื่อความเขมแสงลดลงเชนกัน

Wang  (1989)  พบวา  ปลายยอด  (shoot tip)   สวนของลํ าตน และใบออน  ของกลวยไม
สกุลฟาแลนนอพซิส   สามารถชักนํ าใหเกิด PLBs  ได  เมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS  ที่เติม  BA
0.5-5.0 มิลลิกรัมตอลิตร  และ PLBs สามารถพัฒนาตอไปเปนตนออนไดเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร
เดิมที่เติม BA  1.0  มิลลิกรัมตอลิตร

Tokuhara and Mii (1993) ศึกษาการขยายพันธุกลวยไมสกุล Phalaenopsis และ
Doritaenopsis  โดยใชปลายยอดของกานชอดอก  พบวา PLBs เกิดขึ้นมากถึง 60 เปอรเซ็นต เมื่อ
เลี้ยงบนอาหารสูตร New  Dogashima  Medium (NDM) ที่เติม NAA  1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP
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20 มิลลิกรัมตอลิตร  และ  PLBs  สามารถพัฒนาตอไปเปนตนไดเมื่อเลี้ยงบนอาหาร  NDM  ที่ไม
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตใด ๆ

Chen  and  Piluek  (1995)  พบวา  สามารถชักนํ าใหเกิดการสราง  adventitious  bud  จาก
ตาบนกานชอดอกของกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส    บนอาหารสูตร  VW  ที่เติมนํ้ ามะพราว  15
เปอรเซ็นต  (VWC)  และ  TDZ  5  ถึง  40  µM  หรือ  BAP  40  µM  โดย  TDZ  ที่ระดับ  5  หรือ
10  µM  ใหผลดีที่สุด   adventitious  bud  พัฒนาเปนตนหลายตนบนอาหารที่เติมนํ้ ามะพราว  15
เปอรเซ็นต  โดย  TDZ  ใหผลมากกวา  BAP  ในการกระตุนใหเกิด  axillary  bud  ที่พัฒนาเปนตน
หลายตนที่สมบูรณ  และการทํ าใหพัฒนาเปนตนที่สมบูรณตองนํ ามาเลี้ยงในอาหาร  VWC  ที่เติม
ซูโครส  1  เปอรเซ็นต

Islam and Ichihashi (1999a) ทดลองใช สารสกัดอินทรียชนิดตาง ๆ ไดแก  taro  extract
(TE)   potato  extract  (PE)  apple  extract (APE)  และนํ้ ามะพราว  เพื่อเพิ่มการเจริญเติบโตของ
แคลลัสของกลวยไมสกุล  Phalaenopsis    Doritaenopsis และ  Neofinetia  พบวา taro  extract ให
ผลดีที่สุดตอการเจริญเติบโตของ  callus  เมื่อใชในปริมาณตั้งแต  50 – 200   มิลลิลิตรตอลิตร โดย
น้ํ าหนักของแคลลัสเพิ่มขึ้นสูงสุด 15-20 เทาของนํ้ าหนักแคลลัสเดิม รองลงมาคือ potato extract,
apple extract และนํ้ ามะพราวปริมาณ 50 มิลลิลิตรตอลิตร ซึ่งใหผลใกลเคียงกัน

Young et al. (2000) ศึกษาการใชอาหารสูตรตาง ๆ ไดแก  MS, VW (Vacin, E. and Went,
F., 1949), KC (Knudson, 1946), LM (Lindemann et.al., 1970)  และ Hyponex® (6.5-6-19  ปริมาณ
1 กรัมตอลิตร + 20-20-20  ปริมาณ  1 กรัมตอลิตร)  ในการชักนํ าให PLBs กลวยไม Phalaenopsis
พัฒนาเปนตน พบวา อาหารสูตร Hyponex® สามารถชักนํ าให PLBs พัฒนาเปนตนไดดีที่สุด 83
เปอรเซ็นต  ภายในเวลา  8  สัปดาห  และมีเปอรเซ็นตการเกิดรากและนํ้ าหนักสดตนออนมากที่สุด

Islam et al. (2001) ศึกษาเรื่องผลของความเขมแสงและคุณภาพของแสงตอการเจริญเติบโต
ของตนออนกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิสที่เลี้ยงบนอาหารสูตร  New Phalaenopsis medium  โดย
หุมขวดทดลองดวยกระดาษ  cellophane  สีตาง ๆ  คือ สีแดง  เหลือง  เขียว  น้ํ าเงิน  และขาว  จาก
น้ันนํ าไปเลี้ยงในที่มีความเขมแสงตางกัน  3  ระดับ  คือ  25   50  และ  100  µmolm-2s-1  พบวา  ที่
ความเขมแสง  50  µmolm-2s-1  สงเสริมใหมีน้ํ าหนักสด  น้ํ าหนักแหง  ความยาวยอด  และความยาว
ความกวาง   และความหนาของใบมีมากขึ้น  และแสงสีแดงสงเสริมการเจริญเติบโตของตนออน
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มากทีส่ดุ โดยพบวา  น้ํ าหนกัสด  และนํ ้าหนกัแหงของตนออน  ความยาวยอด  เสนผาศนูยกลางลํ าตน
และราก  จํ านวนรากตอตน  มีมากกวาเมื่อเทียบกับแสงสีอ่ืน

Myint et al. (2001)  พบวา อาหารสูตร Tokuhara and Masahiro (ND) medium  ที่เติม
NAA  1.0  มิลลิกรัมตอลิตร  และ  BA   1.0  มิลลิกรัมตอลิตร   น้ํ าตมมันฝร่ัง   3  เปอรเซ็นต  และ
น้ํ าตาล  2  เปอรเซ็นต  ทํ าให PLBs ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงสวนของใบเกิดเปนตนไดดี  สวนอาหาร
สูตร  Hyponex®  ทํ าใหตนมีการเจริญเติบโตที่ดี  เมื่อเติม  NAA  และ  BA  ที่ระดับความเขมขน
เดียวกัน

Tokuhara and Mii (2001) ทดลองเล้ียงเนื้อเยื่อสวนปลายยอดของกานชอดอกกลวยไมสกุล
ฟาแลนนอพซิส   บนอาหารสูตร  NDM  ที่เติม  NAA  0.5  µM  BA  4.4  µM  และซูโครส  29.2
µM  พบวา  สามารถชักนํ าใหเกิด  embryogenic  calluses  ได 73 เปอรเซ็นต  ในเวลา  7  เดือน  จาก
น้ันยาย  callus  ลงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร  NDM   ที่เติม  NAA  5.4  µM   ซูโครส  58.4  µM เพื่อ
เพิ่มปริมาณ  และเมื่อลดความเขมขนของซูโครสลงเหลือ  29.2  µM  พบวาเซลลสามารถพัฒนา
เปนตนออนได และวิธีน้ีทํ าใหเกิด somaclonal variation  ไดนอยกวา  10  เปอรเซ็นต

อรดี (2521)  ศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ในการเพิ่มประสิทธิภาพการขยายพันธุกลวยไมฟาแลน
นอพซิสจากกานชอดอกในสภาพปลอดเชื้อ  พบวา เมื่อนํ ากานชอดอกเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร VW
ที่เติมนํ้ ามะพราว 15 เปอรเซ็นต  เปนเวลา 2 เดือน  ตาจะเจริญไปเปนตนที่มีรากที่แข็งแรงและ
สามารถยายปลูกตอไปได แตถาตาไมเจริญใหยายไปเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมที่เติม BA 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร  จะทํ าใหตาเจริญเปนตนไดและถาตองการใหเกิดรากควรเติม  NAA   5  มิลลิกรัมตอลิตร

นิภา (2541)  เพาะเลี้ยง  PLBs  ของกลวยไม  Phalaenopsis Adendrot ‘Kelvin’  ที่ไดจาก
การขยายพันธุชิ้นสวนใบบนอาหารวุนสูตรเกียวโตดัดแปลงที่เติม NAA ปริมาณ 1  มิลลิกรัมตอลิตร
adenine  10  มิลลิกรัมตอลิตร   BA  10  มิลลิกรัมตอลิตร  และซูโครส  20  มิลลิกรัมตอลิตร    ใน
สภาพไดรับแสงและสภาพมืด พบวา อัตราการเกิด PLBs สูงสุดของชิ้นสวนใบบนอาหารวุนใน
สภาพที่ไดรับแสง รวมกับการใช  purify agar  10  กรัมตอลิตร  ที่  pH 5.3  และเพิ่มปริมาณ PLBs
ไดดีในอาหารเหลวสูตร  KPS2  โดยสามารถชักนํ าให  PLBs  พัฒนาเปนตนไดดีที่สุดบนอาหาร
สูตร  WS  ซึ่งประกอบดวยมหธาตุจากสูตร  VW  รวมกับจุลธาตุจากสูตร  MS และนํ้ ามะพราวออน
15 เปอรเซ็นต
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ดวงพร (2546)  ทดลองเลี้ยงตนกลา Phalaenopsis  violaces  Witte  อายุ  6  เดือน  บน
อาหารสูตรที่ใชสารเคมีจากสูตร  VW  ปุยสูตร  21-21-21  ปริมาณ  1  กรัมตอลิตรรวมกับวิตามิน  1
แคปซูลตอลิตร  และปุย  Hyponex®  ปริมาณ  3  กรัมตอลิตร รวมกับการเพิ่มหรือไมเพิ่มกลวยหอม
บดและนํ้ าตมมันฝร่ังอยางละ  50  กรัมตอลิตร  พบวา  อาหารปุยสูตร  21-21-21  1  กรัมตอลิตรรวม
กับวิตามิน  1  แคปซูลตอลิตร  ที่มีการเพิ่มกลวยหอมบดและนํ้ าตมมันฝร่ัง  และสูตรปุย  Hyponex®

3  กรัมตอลิตร  มีผลใหตนกลามีการเจริญเติบโตดีที่สุด  โดยมีน้ํ าหนักสดตอตนเฉลี่ยสูงสุด  1.69
และ  1.66  กรัม  ตามลํ าดับ
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อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

1.  เคร่ืองมือและอุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร
                   1.1  เคร่ืองแกว  เชน  กระบอกตวง  แทงแกวคนสาร  และหลอดหยด  เปนตน

     1.2  ขวดแกวขนาด   250  และ  750   มิลลิลิตร  พรอมฝาปด
     1.3  หมอน่ึงความดนัไอนํ ้าทีค่วามดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

2.  สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสูตรดัดแปลง  Vacin-Went  (Vacin, E. and Went, F.,
1949)   สารเคมี  macroelement  จากสูตร  Knudson C  และ  สารเคมี  macroelement  จากสูตร  MS

3.  อินทรียสารที่ใชรวมกับการเตรียมอาหาร ไดแก  น้ํ ามะพราวออน  กลวยหอมบด         
มันฝร่ัง  น้ํ าตาลทราย  และผงถานกัมมันต

4.  สารอ่ืน ๆ
4.1  ผงวุน
4.2  ปุยกลวยไมกรีนลีฟส®  สตูร 21-21-21 , ปุย Grow  More® สูตร  20-10-20            

และปุย  Hyponex®  (6.5 - 6 - 19)
4.3  วิตามินไวเทอรา-เอ็ม® และวิตามินรวมชนิดนํ้ า นิวโตรเปลกซ®

4.4  amino  acid  จากแบนเนอรโปรตีน®

5.   เคร่ืองมือที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
5.1  ตูปลอดเชื้อ
5.2  อุปกรณที่ใชภายในตูปลอดเชื้อ  เชน  มีดผาตัด  ปากคีบ  หลอดหยด  จานแกว

ตะเกียงแอลกอฮอล  ไฟแช็ค  เปนตน
5.3 หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ต้ังอุณหภูมิ  26 + 1  องศาเซลเซียส  พรอมชั้นวางที่ติด

หลอดฟลูออเรสเซนตที่ใหความเขมแสง  42  µmolm-2s-1 เปนเวลา  12  ชั่วโมงตอวัน

6.  พืชทดลอง    เมล็ดและตนกลากลวยไมฟาแลนนอพซิสลูกผสม    Phalaenopsis  Minho
Valentine ‘Taisuco’  (ดอกสีชมพู)  และ  Phalaenopsis Happy Girl (ดอกสีขาวปากแดง)
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วิธีการ

การทดลองที่ 1   ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการงอกของเมล็ดกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส

การทดลองที่ 1.1 ศึกษาการงอกของเมล็ดกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส

นํ าฝกกลวยไม  Phalaenopsis  Minho  Valentine ‘Taisuco’  อายุ 5 เดือน  มาลางทํ าความ
สะอาดดวยสบูเหลว  เช็ดใหแหงกอนสเปรยดวยแอลกอฮอล  70 เปอรเซ็นต  จากนั้นนํ าเขาตูปลอด
เชื้อ  จุมฝกในแอลกอฮอล  95 เปอรเซ็นต  ลนไฟเพื่อฆาเชื้อที่ผิวฝก  จากนั้นผาฝกตามแนวขวาง
ออกเปน  2 สวน  นํ าเมล็ดที่ไดเพาะลงอาหารเหลวสูตร VW  (Vacin E. and Went F., 1949) จากนั้น
นํ าขวดที่ใสเมล็ดแลววางไวในหองที่มีอุณหภูมิเฉลี่ย 26 + 1   องศาเซลเซียส   ความเขมแสง  42  µ
molm-2s-1 เลี้ยงไวนาน  1  เดือน  บันทึกการเปลี่ยนแปลงของเมล็ด  โดยนํ าเมล็ดมาตรวจดูภายใต
กลองจุลทรรศน  นับจํ านวนเมล็ดที่พบในระยะการงอก  4  ระยะ แลวนํ ามาคํ านวณหาเปอรเซ็นต
ความงอก

ระยะที่ ลักษณะการงอกของเมล็ด

1 เมล็ดที่มีเอ็มบริโอแตไมงอก

2 เอ็มบริโอเพิ่มขนาดแตยังไมหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด

3 เอ็มบริโอขนาดใหญหลุดอออกจากเปลือกหุมเมล็ด

4 เอ็มบริโอเจริญพัฒนาเปนโปรโตคอรม (protocorm) มีขนาดประมาณ  1–3  มิลลิเมตร
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การทดลองที่ 1.2 ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของ
โปรโตคอรม

ผาฝกน ําเมล็ด Phalaenopsis Minho Valentine ‘Taisuco’ ใสลงในนํ ้ากลัน่ในสภาพปลอดเชื้อ
แลวนํ าไปพนบนอาหารแข็งขวดละ  3  มิลลิลิตร  ใชอาหารสูตร VW  ที่เติมนํ้ ามะพราวออน  150
มิลลิลิตรตอลิตร  น้ํ าตมมันฝร่ัง  100  กรัมตอลิตร  วุน  5  กรัมตอลิตร  (สูตรพื้นฐาน)  เปรียบเทียบ
ระหวางการใช  3  ปจจัย  รวม  8  สูตร  ดังนี้

ปจจัยที่  1 น้ํ าตาลทราย  5  และ  10  กรัมตอลิตร
ปจจัยที่ 2  กลวยหอมบด  0  และ  20  กรัมตอลิตร
ปจจัยที่  3 ผงถาน  0  และ  1  กรัมตอลิตร

จากนั้นนํ าขวดที่เพาะเมล็ดแลวไปวางไวบนชั้นในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ควบคุมอุณหภูมิ 
26 + 1   องศาเซลเซียส   ความเขมแสง  42  µmolm-2s-1  เปนเวลา  2  เดือน  บันทึกจํ านวนที่พบใน
แตละระยะการพัฒนา แลวใหเปนระดับคะแนน  ดังนี้

ลักษณะการเจริญของโปรโตคอรมและตนกลา ระดับคะแนน จํ านวนที่พบ

ระยะโปรโตคอรม
       -   เอ็มบริโอขนาด 0.5 - 1 มิลลิเมตร  ที่หลุดออก

จาก           เปลือกหุมเมล็ด
1 a

       -   เอ็มบริโอเจริญพัฒนาเปนโปรโตคอรมมีขนาด
           ประมาณ 1 - 3 มิลลิเมตร

2 b

       -   โปรโตคอรมมีขนาด 3  - 4  มิลลิเมตร 3 c

ระยะตนกลา
       -   ตนกลามีใบยอดที่เห็นชัดเจน  1  ใบ                     

ใบยาวประมาณ  1 เซนติเมตร
4 d

      -    ตนกลามีใบยอด  1 - 2  ใบ  ใบยาว  1 – 2     
เซนติเมตร  และมีรากอยางนอย  1  ราก

5 e
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นํ าตัวเลขที่ไดมาคํ านวณคาดัชนีการเจริญเติบโต (Pierik et al., 1988)   ดังนี้

ดัชนีการเจริญเติบโตของโปรโตคอรม   =      100 x (a + 2b + 3c) 

           a + b + c

วางแผนการทดลองแบบ  2 x 2 x 2  factorial  in  CRD   มี  7  ซํ้ า  ซํ้ าละ  1  ขวด

การทดลองที่  1.3  ผลของสูตรอาหารตอการพัฒนาของโปรโตคอรมไปเปนตนกลา

ยายโปรโตคอรมขนาดเสนผาศูนยกลาง  3 - 4 มิลลิเมตร  อายุ  2  เดือน  ที่ไดจากการ
ทดลองที่  1.2  ลงเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิม จํ านวน 20 ชิ้นตอขวด  เพื่อใหโปรโตคอรมพัฒนา
เปนตนกลา  และเลี้ยงตอไปอีก  2  เดือน  (อายุ 4  เดือน หลังเพาะเมล็ด)  บันทึกจํ านวนตนที่พบใน
แตละระดับคะแนนเชนเดียวกับการทดลองที่ 1.2 จากนั้นนํ าตัวเลขที่ไดมาคํ านวณคาดัชนีการเจริญ
เติบโต  ดังนี้

ดัชนีการเจริญเติบโตของตนกลา   =      100 x (4d + 5e)

d + e

วางแผนการทดลองแบบ  2 x 2 x 2  factorial  in  CRD   มี  7  ซํ้ า  ซํ้ าละ  1  ขวด

นํ าคาที่ไดไปคํ านวณหาคาความแตกตางของสูตรอาหารตอการงอกของเมล็ดและการ
พัฒนาเปนตนกลาดวยวิธี  Duncan's  Multiple  Range  Test  (DMRT)  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95
เปอรเซ็นต



21

การทดลองที่  2   การเลี้ยงตนกลาใหมีขนาดใหญในสภาพปลอดเชื้อ

การทดลองที่ 2.1 หาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงตนกลากลวยไมฟาแลนนอพซิส
ลูกผสม

นํ าตนกลากลวยไม Phalaenopsis Happy Girl  อายุ  4  เดือน  มีใบ 2 ใบ  มีรากอยางนอย  1
ราก  มาเลี้ยงในอาหารที่ใชสารเคมีที่แตกตางกัน  6  สูตร  คือ

1. สารเคมีจากสูตร  VW

2. สารเคมี Macroelement ของสูตร  MS

3. สารเคมี Macroelement ของสูตร Knudson  C

4. สารเคมีจากปุย  Hyponex®   3.5  กรัมตอลิตร

5. สารเคมีจากปุยกลวยไมกรีนลีฟส ® สูตร 21-21-21    1  กรัมตอลิตร  รวมกับ  วิตามิน
Viterra-M®  1 แคปซูลตอลิตร

6. สารเคมีจากปุยกลวยไม  Grow  More® สตูร 20-10-20  1  กรัมตอลิตร รวมกับ วิตามิน
Viterra-M® 1 แคปซูลตอลิตร

โดยทุกสูตรเติมนํ้ ามะพราว  150  มิลลิลิตรตอลิตร  น้ํ าตาลทราย  10  กรัมตอลิตร  กลวย
หอมบด  50  กรัมตอลิตร   น้ํ าตมมันฝร่ัง  100  กรัมตอลิตร   ผงถาน  2  กรัมตอลิตร  วุน  6 กรัมตอ
ลิตร  จากนั้นนํ าไปวางไวในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  เปนเวลา  5 เดือน

วางแผนการทดลองแบบ   CRD   ทํ า  4  ซํ้ า ๆ ละ  1  ขวด ๆ ละ 10  ตน
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การทดลองที่ 2.2  ผลของกลวยหอม  แบนเนอรโปรตีน®  และวิตามินตอการเจริญเติบโต
 ของตนกลากลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส

นํ าตนกลากลวยไม Phalaenopsis Minho Valentine ‘Taisuco’ ที่ไดจากการเพาะเมล็ดใน
สภาพปลอดเชื้อจากการทดลองที่  1.3   อายุ  5  เดือน   ที่มีใบ  2 ใบ   และมีรากอยางนอย  1  ราก
มาเลี้ยงในอาหารสูตรดัดแปลง  VW  เปนสูตรพื้นฐาน (ไมเติมนํ้ ามะพราวและ น้ํ าตมมันฝร่ัง)
เปรียบเทียบระหวางการใช  3 ปจจัย  รวม  24  สูตร  ดังนี้

ปจจัยที่  1  กลวยหอมบด   2  ระดับ คือ 0  และ  50  กรัมตอลิตร

ปจจัยที่  2  แบนเนอรโปรตีน®  3  ระดับ คือ  0  2  และ  4  มิลลิลิตรตอลิตร

ปจจัยที่  3  วิตามินรวม  4  ระดับ  คือ  ไมใสวิตามิน  ใสวิตามินไวเทอรา-เอ็ม®  1  แคปซูล
ตอลิตร  วิตามินนิวโตรเปลกซ ®  10  และ  15  มิลลิลิตรตอลิตร

จากนั้นนํ าขวดไปวางไวในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนเวลา  7  เดือน  วางแผนการทดลอง
แบบ   2 x 3 x 4   factorial  in  CRD   ทํ า  4 ซํ้ า ๆ ละ 1 ขวด ๆ ละ 10  ตน

การทดลองที่  2.3  ผลของชนิดแสงตอการเจริญเติบโตของตนกลากลวยไมฟาแลนนอพซิส

นํ าตนกลากลวยไม  Phalaenopsis Minho Valentine ‘Taisuco’  จากการทดลองที่  1.3  อายุ
5  เดือน  มีใบ  2  ใบ  มีรากอยางนอย  1  ราก   มาเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง  VW     ที่เติมนํ้ าตาล
ทราย  10  กรัมตอลิตร  กลวยหอมบด  50  กรัมตอลิตร  น้ํ าตมมันฝร่ัง  100  กรัมตอลิตร  น้ํ า
มะพราวออน  150  มิลลิลิตรตอลิตร  ผงถาน  2  กรัมตอลติร  และวุน  6  กรัมตอลติร ใหไดรับสภาพ
แสงทีแ่ตกตางกนั  2  แบบ

แบบที ่ 1  ไดรับแสงเทากนัตลอดการทดลองจากแหลงแสง  5  ชนิด

แบบที ่ 2  ไดรับสภาพแสงนอย  ความเขมแสง  1.21  µmolm-2s-1 นาน  1  เดอืน กอนไดรับ
แสงตามปกตเิชนเดยีวกบัแบบที ่ 1
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โดยไดรับแสงสวางจากแหลงแสง  5  ชนิด  คือ

1. แสงจากหลอด  Light Emitting Diodes (LEDs)  ที่ใหแสงสีแดง  90  เปอรเซ็นต + แสง
สีน้ํ าเงิน  10 เปอรเซ็นต      ความเขมแสง   5.52  µmolm-2s-1

2. แสงจากหลอด  LEDs  ที่ใหแสงสีแดง  80  เปอรเซ็นต + แสงสีน้ํ าเงิน  20 เปอรเซ็นต
ความเขมแสง   3.41 µmolm-2s-1

3. แสงจากหลอดโกรลักซ  (Grolux)    ความเขมแสง  36.4   µmolm-2s-1

4 .   แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต  (Fluorescent) ชนิด  Day  Light  36 วัตต
ความเขมแสง   32.87  µmolm-2s-1

5.    แสงธรรมชาติ    ความเขมแสง   6.78  µmolm-2s-1   (วัดความเขมแสงเวลา  14.00 น.
ซึ่งเปนชวงเวลาที่แสงเขามามากที่สุด)

จากนั้นนํ าขวดไปวางไวในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  เปนเวลา  4  เดือน  วางแผนการทดลอง
แบบ  2 x 5  factorial  in  CRD ท ํา  5  ซํ้ า ๆ  ละ 1  ขวด  ๆ  ละ 10  ตน

การบันทึกผล

การทดลองที่ 2.1 ถึง 2.3  นํ าตนกลามาบันทึกลักษณะการเจริญเติบโต  ดังนี้
1.  นํ าตนกลาออกจากสภาพปลอดเชื้อโดยการทุบขวด
2. นํ าตนกลามาลางวุนอาหารออกใหหมดแลวชั่งนํ้ าหนักสดของตนกลาดวยเคร่ืองชั่ง

ละเอียด  จํ านวน  10  ตนตอขวด
3.  นับจํ านวนใบ  วัดความยาวและความกวางใบ
4.  นับจํ านวนรากและวัดความยาวของรากที่ยาวที่สุด 5  ราก แลวนํ ามาหาคาเฉลี่ย

การวิเคราะหผล

การทดลองที่ 2.1 ถึง 2.3  วิเคราะหผลโดยเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี
Duncan's  Multiple  Range  Test  (DMRT)  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95  และ  99  เปอรเซ็นต
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สถานที่และระยะเวลาในการทํ าการทดลอง

สถานที่ทํ าการทดลอง

หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อภาควิชาพืชสวน   คณะเกษตร  และหองปฏิบัติการเพาะ
เลี้ยงเนื้อเยื่อสวนกลวยไมระพี  สาคริก  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขตบางเขน  กรุงเทพฯ

ระยะเวลาทํ าการทดลอง

เร่ิมทํ าการทดลองเดือนพฤษภาคม  2547   สิ้นสุดการทดลองเดือนกันยายน  2548
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ผลการทดลอง

การทดลองที่ 1  การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการงอกของเมล็ดกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส

การทดลองที่  1.1  ศึกษาการงอกของเมล็ดกลวยไมสกุลฟาแลนนอพซิส

หลังการนํ าเมล็ดจากฝกกลวยไม  Phalaenopsis  Minho  Valentine ‘Taisuco’ ไปเพาะใน
อาหารเหลวสูตร  VW  เปนเวลา  1  เดือน  ไดนํ าเมล็ดมาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  โดยบันทึก
ลักษณะของเมล็ดที่เร่ิมงอก ซึ่งพบระยะที่เอ็มบริโอขยายขนาดแตยังไมหลุดออกจากเปลือกหุม
เมล็ด  รอยละ 9.84  ระยะเอ็มบริโอขนาดใหญหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด รอยละ  13.11  และ
ระยะเอ็มบริโอเจริญพัฒนาเปนโปรโตคอรม  (protocorm)  มีขนาดประมาณ 1 – 3  มิลลิเมตร  รอย
ละ 60.66  ซึ่งเปนระยะที่พบมากที่สุด  นอกจากนี้ยังพบเมล็ดอีกรอยละ  16.39  ที่ไมแสดงอาการ
งอกโดยคงลักษณะและขนาดเทาเดิม คือ เอ็มบริโอมีสีเหลืองออนลอมรอบดวยเปลือกบาง ๆ เมื่อนํ า
มาคํ านวณอัตราการงอกของเมล็ดภายใน  1  เดือนหลังเพาะ  พบวา  เมล็ดมีเปอรเซ็นตความงอก
รอยละ  83.61  (ตารางที่  1)

ตารางที่ 1  จํ านวน (รอยละ) เมล็ดที่พบในระยะตาง ๆ ของการงอกหลังเพาะเมล็ดเปนเวลา  1  เดือน

จํ านวนที่พบ (รอยละ)
ลักษณะการงอกของเมล็ด

เมล็ดไมงอก เมล็ดงอก

เมล็ดที่มีเอ็มบริโอแตไมงอก 16.39 -

เอ็มบริโอเพิ่มขนาดแตยังไมหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด - 9.84

เอ็มบริโอขนาดใหญหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด - 13.11

เอ็มบริโอเจริญพัฒนาเปนโปรโตคอรม (protocorm)
มีขนาดประมาณ  1 – 3  มิลลิเมตร

- 60.66

รวม 16.39 83.61
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การทดลองที่  1.2  ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการงอกของเมล็ดและการพัฒนาของ
โปรโตคอรม

หลังการเพาะเมล็ดกลวยไม  Phalaenopsis  Minho  Valentine ‘Taisuco’  จากฝกอายุ  5
เดือน บนอาหารแข็งสูตรดัดแปลง  VW  โดยทุกสูตรอาหารในปริมาตร  1  ลิตร  ประกอบดวยน้ํ า
มะพราวออน  150  มิลลิลิตร  น้ํ าตมมันฝร่ัง  (จากมันฝร่ัง 100  กรัม)  และวุน  5  กรัม  เปรียบเทียบ
ปริมาณนํ้ าตาลทราย  5 และ  10 กรัมตอลิตร  กลวยหอมบด  0  และ  20  กรัมตอลิตร  ผงถาน  0
และ  1  กรัมตอลิตร  นาน  2  เดือน  พบการงอกของเมล็ดและการพัฒนาเปนโปรโตคอรมเปน  3
แบบ  และไดใหระดับคะแนนการพัฒนาเปน  3  ระดับ  คือ

ระดับคะแนน 1  เปนระยะที่เอ็มบริโอซึ่งมีสีเหลืองออนเปลี่ยนเปนสีเขียว และขยายขนาด
เพิ่มขึ้นจนหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด  พบรอยละ 0 – 61.68  พบจํ านวนมากกวาคร่ึงในอาหารที่
ใชน้ํ าตาล  5  กรัมตอลิตรและเติมผงถาน นอกจากนี้ยังพบการตายในระยะนี้มากเฉลี่ยรอยละ  37.16
ในอาหารที่เติมผงถาน  และตายมากที่สุดรอยละ  61.90  เมื่อใสผงถานรวมกับกลวยหอมบดใน
อาหารที่ใสน้ํ าตาล  5  กรัมตอลิตร  (ตารางที่ 2)

ระดับคะแนน 2 เอ็มบริโอพัฒนาเปนโปรโตคอรมขนาดเล็กที่มีเสนผาศูนยกลาง 1 - 3
มิลลิเมตร สวนใหญมีการพัฒนาอยูในระยะนี้  พบรอยละ  26.33-75.60  (ตารางที่ 3)

ระดับคะแนน  3    โปรโตคอรมมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 - 4  มิลลิเมตร  ซึ่งเปนระยะที่มี
การพัฒนามากที่สุด  พบรอยละ  11.99 – 24.4 0   โดยพบมากที่สุดในอาหารที่เติมนํ้ าตาลทราย  10
กรัมตอลิตร  ที่ไมใส กลวยหอมบดและผงถาน  ซึ่งเปนสูตรอาหารที่เมล็ดมีการพัฒนาหลังการงอก
มากที่สุด (ตารางที่ 3 และภาพที่ 1)

จากการคํ านวณหาคาดัชนีการเจริญเติบโตพบวาสูตรอาหารที่เติมนํ้ าตาลทราย  10  และ  5
กรัมตอลิตร ที่ไมใสกลวยหอมบดและผงถาน และสูตรอาหารที่เติมนํ้ าตาลทราย  10  กรัมตอลิตร
และกลวยหอมบด  20  กรัมตอลิตร  ใหคาดัชนีการเจริญเติบโตสูงสุดเทากับ  224.40   208.13  และ
201.82  ตามลํ าดับ  ตางจากสูตรอาหารอื่นอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ  (ตารางที่ 3)  เมื่อนํ าคาดัชนีการ
เจริญเติบโตมาวิเคราะหหาคาความแปรปรวน   ปรากฏวา  ไมมีอิทธิพลรวมกันระหวางปริมาณ
น้ํ าตาลทราย กลวยหอมบด และผงถาน แตอิทธิพลรวมระหวางปริมาณนํ้ าตาลทรายและผงถานมีผล
ตอคาดัชนีการเจริญเติบโต โดยอาหารที่ไมใสผงถานเมื่อปริมาณนํ้ าตาลเพิ่มขึ้นจะสงผลใหคาดัชนี
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การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นจาก  203.39  เปน  213.11 และอาหารที่ใสผงถานเมื่อปริมาณนํ้ าตาลเพิ่มขึ้น
คาดัชนีการเจริญเติบโตจะเพิ่มขึ้นจาก  157.33 เปน  194.66  นอกจากนี้ยังพบอีกวาภายใตอิทธิพล
ของนํ้ าตาลทรายและผงถาน อาหารที่ไมใสกลวยหอมบด มีคาดัชนีการเจริญเติบโตเทากับ 198.85
ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติกับอาหารที่ใสกลวยหอมบดที่มีคาดัชนีการเจริญเติบโตเพียง 
185.40   (ตารางที่ 4)  จากผลการทดลองนี้  พบวา สูตรอาหารที่ใสน้ํ าตาลทราย  10  กรัมตอลิตร  ไม
เพิ่มกลวยและผงถาน  โปรโตคอรมมีการพัฒนาดีที่สุด  และมีจํ านวนตายนอยที่สุด

ตารางที ่2   จํ านวน  (รอยละ)  ของเอ็มบริโอในระดบัคะแนน  1  ทีต่ายหลงัการเพาะเลีย้งนาน  2  เดอืน

น้ํ าตาลทราย กลวยหอมบด ผงถาน (กรัมตอลิตร) เฉลี่ย
(กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 0 1

5 0 8.89 34.72 21.81
20 13.51 61.90 37.71

10 0 0 18.07 9.04
20 15.56 33.96 24.76
เฉลี่ย 9.49 37.16
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ตารางที่ 3  จํ านวน  (รอยละ)  โปรโตคอรมที่พบในระดับคะแนนตางๆ และคาดัชนีการเจริญเติบโต
หลังการงอกของเมล็ดบนอาหาร  8  สูตร  นาน  2  เดือน

น้ํ าตาลทราย กลวยหอมบด ผงถาน คะแนนการพัฒนา คาดัชนีการ
(กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 1 2 3 เจริญเติบโต

5 0 0 8.56 74.20 16.70 208.13ab1/

1 51.64 32.35 16.01 164.36 c
20 0 14.66 72.00 13.33 198.67 b

1 61.68 26.33 11.99 150.31 c
10 0 0 0.00 75.60 24.40 224.40 a

1 18.28 64.89 16.82 198.53 b
20 0 15.66 66.87 17.47 201.82 ab

1 33.15 42.92 23.93 190.79 b
F-test *

C.V. (%) 5.20

หมายเหตุ
คะแนนการพัฒนา
1    :  เอ็มบริโอขนาดใหญหลุดออกจากเปลือกหุมเมล็ด
2    :  เอ็มบริโอเจริญพัฒนาเปนโปรโตคอรมมีขนาด 1 - 3  มิลลิเมตร
3    :  โปรโตคอรมมีขนาด 3  - 4  มิลลิเมตร
*    :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95  เปอรเซ็นต
1/              :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน  เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
                    โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95  เปอรเซ็นต
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ตารางที่ 4  ผลของนํ้ าตาลทราย  กลวยหอมบด  และผงถาน ตอคาดัชนีการเจริญเติบโตของ
    โปรโตคอรม  หลังการงอกของเมล็ดที่เลี้ยงบนอาหาร  8  สูตร  นาน  2  เดือน

ปจจัย คาดัชนีการเจริญเติบโต
น้ํ าตาลทราย           5     กรัมตอลิตร 180.37 b1/

                             10     กรัมตอลิตร 203.89 a
กลวยหอมบด         0     กรัมตอลิตร 198.85 a
                             20     กรัมตอลิตร 185.40 b
ผงถาน                    0     กรัมตอลิตร 208.25 a
                               1     กรัมตอลิตร 176.00 b
น้ํ าตาลทราย x ผงถาน
          น้ํ าตาลทราย  5 กรัม x ผงถาน 0 กรัม 203.39 ab
          น้ํ าตาลทราย  5 กรัม x ผงถาน 1 กรัม 157.33 c
          น้ํ าตาลทราย 10 กรัม x ผงถาน 0 กรัม 213.11 a
          น้ํ าตาลทราย 10 กรัม x ผงถาน 1 กรัม 194.66 b
F-test
น้ํ าตาล **
กลวย *
ผงถาน **
น้ํ าตาล x กลวย ns
น้ํ าตาล x ผงถาน *
กลวย x ผงถาน ns
น้ํ าตาล x กลวย x ผงถาน ns
C.V. (%) 5.20

ns :  ไมแตกตางทางสถิติ
* :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95  เปอรเซ็นต
** :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  99  เปอรเซ็นต
1/           :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน  เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
                โดยวิธี  DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  95  และ  99  เปอรเซ็นต
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ภาพที่ 1  จํ านวน  (รอยละ)  โปรโตคอรมที่พบในแตละระดับคะแนนหลังการงอกของเมล็ด  
 เมื่อเลี้ยงในอาหารแข็งสูตรตาง ๆ เปนเวลา  2  เดือน

หมายเหตุ     S5, S10  คือ   สูตรอาหารที่ใสน้ํ าตาลทราย  5  และ  10  กรัมตอลิตร
       B        คือ   สูตรอาหารที่ใสกลวยหอมบด  20  กรัมตอลิตร
       C        คือ   สูตรอาหารที่ใสถานกัมมันต  1  กรัมตอลิตร
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การทดลองที่  1.3  ผลของสูตรอาหารตอการพัฒนาของโปรโตคอรมไปเปนตนกลา

หลังจากยายโปรโตคอรมที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง  3 - 4  มิลลิเมตร   ลงเลี้ยงในอาหาร
ใหมสูตรเดิม  จํ านวน  20  ชิ้นตอขวด  เพื่อใหโปรโตคอรมมีการพัฒนาเปนตนกลา  และเลี้ยงตอไป
อีก  2  เดือน  (รวมอายุ  4  เดือน หลังเพาะเมล็ด)  พบวา  โปรโตคอรมมีการพัฒนาตอไปเปนตนกลา
จึงไดแบงขนาดตนโดยใหคะแนนการเจริญเติบโตเปน  2  ระดับคะแนน  คือ

ระดบัคะแนน  4  ตนกลามใีบยอดเหน็ชดัเจน 1 ใบ  ใบยาวประมาณ  1  เซนตเิมตร  พบรอยละ
21.67 – 61.67  โดยพบมากที่สุดในอาหารที่เติมนํ้ าตาลทราย 10 กรัมตอลิตร รวมกับกลวยหอมบด
และไมใสผงถาน  (ตารางที่ 5)

ระดับคะแนน  5  ตนกลามีใบ  1 - 2  ใบ  ใบยาวประมาณ 1 - 2  เซนติเมตร  และมีรากอยาง
นอย  1  ราก  พบรอยละ  38.33 – 78.33  โดยพบมากที่สุดในอาหารที่เติมนํ้ าตาลทราย  10  กรัมตอ
ลิตร  รวมกับการใสกลวยหอมบดและผงถาน  (ตารางที่ 5 และภาพที่ 2)

เมื่อนํ าจํ านวนตนกลาที่พบในระยะตาง ๆ มาคํ านวณหาคาดัชนีการเจริญเติบโต  พบวา ตน
กลาในอาหารสูตรที่ใสผงถาน  1  กรัมตอลิตร  มีคาดัชนีการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน  คือ  473.33
461.67   476.67   และ  478.33  ตามลํ าดับ (ตารางที่ 5) และมากกวาโดยแตกตางทางสถิติกับตนกลา
ในสูตรที่ไมใสผงถาน ยกเวนตนกลาในสูตรที่ใสน้ํ าตาลทราย  10  กรัมตอลิตร  และไมใสผงถาน
เมื่อนํ าคาดัชนีการเจริญเติบโตมาวิเคราะหหาคาความแปรปรวน ปรากฏวา ไมมีอิทธิพลรวมกัน
ระหวางปริมาณนํ้ าตาลทราย  กลวยหอมบด และผงถาน แสดงวา คาดัชนีการเจริญเติบโตเปนอิสระ
จากปจจัยรวมทั้ง  3  โดยพบวา  ภายใตอิทธิพลของกลวยหอมบดและผงถาน ปริมาณนํ้ าตาลทราย
ทั้ง 2 ระดับ  (5 และ 10 กรัมตอลิตร) ใหคาดัชนีการเจริญเติบโตไมแตกตางกันทางสถิติ เชนเดียวกับ
ภายใตอิทธิพลของปริมาณนํ้ าตาลทรายและผงถาน การใสและไมใสกลวยหอมบด ใหคาดัชนีการ
เจริญเติบโตไมแตกตางกันทางสถิติ ในขณะที่ภายใตอิทธิพลของนํ้ าตาลทรายและกลวยหอมบด
การใสและไมใสผงถาน ใหคาดัชนีการเจริญเติบโตแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบวา
อาหารที่ใสผงถานมีคาดัชนีการเจริญเติบโตมากกวาอาหารที่ไมใสผงถาน ( ตารางที่ 6)
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ตารางที่ 5  จํ านวน  (รอยละ)  ตนกลาที่พบในระดับคะแนนตาง ๆ และคาดัชนีการเจริญเติบโต
      หลังการงอกของเมล็ดบนอาหาร  8  สูตร  นาน  4  เดือน

น้ํ าตาลทราย กลวยหอมบด ผงถาน คะแนนการพัฒนา คาดัชนี
(กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) 4 5 การเจริญเติบโต

5 0 0 60.00 40.00 440.00 b1/

1 26.66 73.33 473.33 a
20 0 51.66 48.33 448.33 b

1 38.33 61.67 461.67 ab
10 0 0 41.67 58.33 458.33 ab

1 23.33 76.67 476.67 a
20 0 61.67 38.33 438.33 b

1 21.67 78.33 478.33 a
F-test **

C.V.(%) 2.93

หมายเหตุ
คะแนนการพัฒนา
4 :  ตนกลามีใบยอดเห็นชัดเจน  1  ใบ ใบยาวประมาณ  1  เซนติเมตร
5 :  ตนกลามีใบ  1-2 ใบ  ใบยาวประมาณ  1-2  เซนติเมตร และมีรากอยางนอย  1  ราก
** :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  99  เปอรเซ็นต
1/ :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน  เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
                 โดยวิธี  DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  99  เปอรเซ็นต
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ตารางที่ 6  ผลของนํ้ าตาลทราย  กลวยหอมบด  และผงถาน ตอคาดัชนีการเจริญเติบโตของ
    โปรโตคอรม  หลังการงอกของเมล็ดที่เลี้ยงบนอาหาร 8  สูตร  นาน 4  เดือน

ปจจัย คาดัชนีการเจริญเติบโต
น้ํ าตาลทราย           5     กรัมตอลิตร 455.83
                             10     กรัมตอลิตร 462.92

กลวยหอมบด         0     กรัมตอลิตร 462.08
                             20     กรัมตอลิตร 456.67

ผงถาน                    0     กรัมตอลิตร 446.25 b1/

                               1     กรัมตอลิตร 472.50 a

F-test
น้ํ าตาล ns
กลวย ns
ผงถาน **
น้ํ าตาล x กลวย ns
น้ํ าตาล x ผงถาน ns
กลวย x ผงถาน ns
น้ํ าตาล x กลวย x ผงถาน ns
C.V. (%) 2.93

ns :  ไมแตกตางทางสถิติ
** :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  99  เปอรเซ็นต
1/          :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน  เมื่อเปรียบเทียบ คาเฉลี่ย

  โดยวิธี  DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99  เปอรเซ็นต
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ภาพที่  2      จํ านวน  (รอยละ)  ตนกลาที่พบในแตละระดับคะแนนหลังการเพาะเลี้ยงบน
       อาหารแข็งสูตรตาง ๆ เปนเวลา  2  เดือน  (อายุ  4  เดือนหลังเพาะเมล็ด)

หมายเหตุ     S5, S10  คือ   สูตรอาหารที่ใสน้ํ าตาลทราย  5  และ  10  กรัมตอลิตร
       B        คือ   สูตรอาหารที่ใสกลวยหอมบด  20  กรัมตอลิตร

 C        คือ   สูตรอาหารที่ใสถานกัมมันต  1  กรัมตอลิตร
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การทดลองที่  2  การเลี้ยงตนกลาใหมีขนาดใหญในสภาพปลอดเชื้อ

การทดลองที่  2.1  ศกึษาสตูรอาหารทีเ่หมาะสมในการเลีย้งตนกลากลวยไมฟาแลนนอพซิส
ลูกผสม

นํ าตนกลากลวยไม Phalaenopsis Happy Girl (สีขาวปากแดง) ที่ไดจากการเพาะเมล็ดใน
สภาพปลอดเชื้อ อายุ  4  เดือน  ยายลงเลี้ยงในอาหารที่ใชสารเคมีที่แตกตางกัน คือ 1) สารเคมีจาก
สูตร  VW  2)  สารเคมี Macroelements ของสูตร MS  3) สารเคมี Macroelements ของสูตร
Knudson C   4)  สารเคมีจากปุย  Hyponex® 3.5  กรัมตอลิตร  5)  สารเคมีจากปุยกลวยไมสูตร  20-
10-20  1  กรัมตอลิตรรวมกับวิตามิน  Viterra-M®  1 แคปซูลตอลิตร  และ 6)  สารเคมีจากปุย
กลวยไม 21-21-21   1  กรัมตอลิตรรวมกับวิตามิน  Viterra-M®  1 แคปซูลตอลิตร  โดยในสูตรพื้น
ฐานปริมาตร  1  ลิตร  ประกอบดวยน้ํ าตาลทราย  10  กรัม  น้ํ ามะพราวออน  150  มิลลิลิตร   กลวย
หอมบด  50  กรัม  และนํ้ าตมมันฝร่ัง  100  กรัม  หลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา  5  เดือน ตนกลามีการ
เจริญเติบโตเปนตนเดี่ยวขนาดใหญ  จึงนํ าออกจากสภาพปลอดเชื้อมาวัดการเจริญเติบโตของตน
พบวา ทุกสูตรอาหารใหคานํ้ าหนักสด  จํ านวนใบ  ความกวาง-ความยาวใบที่ 2 และใบที่ 3 จากยอด
จํ านวนราก และความสูงทรงตน  ไมแตกตางกันทางสถิติ  ยกเวน  ความยาวราก มีความแตกตาง
อยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ  โดยอาหารสูตรปุยกลวยไม  20-10-20   1  กรัมตอลิตร รวมกับวิตามิน
Viterra-M®  1 แคปซูลตอลิตร   และอาหารสูตรปุยกลวยไม  21-21-21   1  กรัมตอลิตร รวมกับ
วิตามิน  Viterra-M®  1 แคปซูลตอลิตร รากมีความยาวมากที่สุด  4.09  และ  3.80  เซนติเมตร  ตาม
ลํ าดับ  มากกวาตนในอาหารสูตรอ่ืน(ตารางที่ 7  และ  ภาพที่ 3)  แสดงวาการใชปุยกลวยไมทั้ง  2
สูตร ซึ่งมีราคาถูกแทนการใชสารเคมีชวยใหตนกลามีการเจริญเติบโตดีเทากับการใชสารเคมีใน
สูตรอาหารอีก  4  สูตร
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