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เมื่อเพาะเลี้ยงช้ินสวนจากปลาย กลาง และโคนของชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมบนอาหารสูตร 

MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร หรืออาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0, 0.25, 0.5 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใต 
สภาพมืด แสงสีขาว แสงสีแดงหรือแสงสีน้ําเงิน นาน 12 สัปดาห เพื่อชักนําใหเกิดยอด พบวา เกิดตนมากที่สุดบน
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  ขณะที่
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.1-1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร ทําให
เกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นที่มีขนาดใหญไมแตกตางกัน  ทั้งนี้ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดงเกิดตนซึ่งสูง
มากที่สุด ในขณะที่สภาพแสงสีขาวมีผลใหเกิดขนาดของกลุมยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีขนาดใหญที่สุด โดยตําแหนง
ของชิ้นพืชบนชอดอกไมมีผลตอจํานวนตนและความสูงตน  

 
การชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนโคนตนของปทุมมาบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0, 

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 หรือ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0, 0.01 หรือ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใต
สภาพมืด แสงสีขาว แสงสีแดงหรือแสงสีน้ําเงิน นาน 4 สัปดาห พบวา อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 
เขมขน 1.0 - 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดไมแตกตางกัน ขณะที่สภาพแสงสีน้ําเงินและแสง
สีแดงสงเสริมใหเกิดแคลลัสดีกวาแสงสีขาวและสภาพมืด  โดยที่ช้ินพืชซึ่งเพาะเลี้ยงอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
2,4-D เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตแสงสีแดงมีอัตราการเกิด
แคลลัสสูงที่สุดเทากับ 91.67 เปอรเซ็นต เมื่อยายแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงซึ่งเติม 2,4-D 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหไดอัตราที่แคลลัสเกิดยอดไดสูงที่สุดคือ 14.54 เปอรเซ็นต  
 

การศึกษาอิทธิพลของสารปฏิชีวนะตอการเติบโตของแคลลัสปทุมมาเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา 
แคลลัสสามารถเติบโตไดบนอาหารที่เติมซีโฟแทกซีม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร ขณะที่ไฮโกรมัยซิน เขมขน 
150 มิลลิกรัมตอลิตร ยับยั้งการเติบโตของแคลลัสปทุมมา การทดลองถายยีน gus เขาสูแคลลัสของปทุมมาพันธุ
เชียงใหม โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ LBA 4404 (pCAMBIA1305.1) พบวา การบมแคลลัส
รวมกับ Agrobacterium นาน 30 นาที สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS assay  
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Distal, middle and proximal parts from young inflorescent of Patumma ‘Chiang Mai’ were 

cultured on modified MS medium supplemented with 10 mgl-1 BA and 0.1 mgl-1 IAA or supplemented 
with 0, 0.25, 0.5 or 1 mgl-1 TDZ with 4 mgl-1 IMA under dark, white light, red light or blue light 
condition. After 12 weeks, explants cultured on the medium containing 10 mgl-1 BA and 0.1 mgl-1 IAA 
gave the highest number of shoots.  The media supplemented with  0.1-1 mgl-1 TDZ and 4 mgl-1 IMA 
yielded clumps of retarded multiple shoot of non-significant different size.  Red light gave the tallest 
shoots while the white light gave the largest clumps of retarded multiple shoot.  There was no significant 
effects of difference parts of  inflorescent on number of shoots and shoot height. 

 
Callus of Patumma were induced from pseudostem-base explants by cultured on modified MS 

media supplemented with 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 or 3.0 mgl-1 2,4-D in combination with 0, 0.01 or 0.05  
mgl-1 TDZ  under dark, white light, red light or blue light condition.  After 4 weeks, percentages of callus 
formation from explants cultured on medium containing 1.0-2.5 mgl-1 2,4-D were no difference.  Blue 
and red light were more effective on callus induction than white light or dark condition. Explants cultured 
on the medium supplemented with 1.5 mgl-1 2,4-D and 0.05 mgl-1 TDZ under red light  were best for 
callus induction of  91.67 %.  When transferred the callus that initiaed on the medium supplemented with 
0.5 mgl-1 2,4-D and 0.01 mgl-1 TDZ  to the medium supplemented with 0.05 mgl-1 TDZ, the highest 
frequency of shoot formation  at 14.54 % was resulted. 

 
             A study on the effect of antibiotics on growth of the callus of Patumma was conducted for 4 
weeks.  The highest concentration of cefotaxime that callus could grow was 300 mgl-1, while 150 mgl-1 
hygromycin was sufficient for inhibition of callus growth.  A gus gene transformation into the callus of 
Patumma by using Agrobacterium tumefacience strain LBA4404 (pCAMBIA1305.1) revealed that 30 
minutes co-cultivation yield GUS-positive calli.  
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1 สภาพการเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสง 4 แบบ จากหลอดฟลูออเรสเซนต 3 
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สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 23

4 จํานวนตนที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม บน
อาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 24

5 จํานวนตนที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออน
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6 จํานวนตนที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม จาก 3 
ตําแหนงของชอดอกบนอาหาร 6 สูตร  ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 25

7 ความสูงตน (เซนติเมตร) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุ
เชียงใหม บนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 27

8 ความสูงตน (เซนติเมตร) ที่ไดจากชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออน
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นาน 12 สัปดาห 28

10 จํานวนรากที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพนัธุเชียงใหม บน
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ปทุมมาพันธุเชียงใหม บนอาหาร 6 สูตร นาน 12 สัปดาห 30
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14 ขนาดเสนผานศูนยกลางและความสูงกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่ได 
จากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมจาก 3 ตําแหนงของชอดอก 
บนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
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15 ขนาดของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนตเิมตร) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออน
ปทุมมาพันธุเชียงใหมจาก 3 ตําแหนงของชอดอก ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 
สัปดาห 35

16 ขนาดเสนผานศูนยกลางของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่เกดิจากการ
เพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมจาก 3 ตําแหนงของชอดอก บน
อาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 

 
 

36
17 ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่ไดจากการเพาะเลีย้งชอดอก

ออนปทุมมาพนัธุเชียงใหมบนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 38
18 ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่ไดจากการเพาะเลีย้งชอดอก

ออนปทุมมาพนัธุเชียงใหมจาก 3 ตําแหนงของชอดอก บนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 
สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 39

19 อัตราการเกดิแคลลัสของชิ้นพืชที่เพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 
และ TDZ ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ภายใตสภาพแสง 4 แบบ นาน 4 สัปดาห 44

20 อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทมุมาที่
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเติม 2,4-D และ TDZ ความเขมขนตาง ๆ 
ภายใตสภาพมดื นาน 4 สัปดาห 46

21 อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทมุมาที่
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเติม 2,4-D และ TDZ ความเขมขนตาง ๆ 
ภายใตแสงสีขาว นาน 4 สัปดาห 47



 
 

 

(4)

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

     ตารางที่     หนา
   

22 อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทมุมา
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเตมิ 2,4-D และ TDZ ความเขมขน
ตาง ๆ ภายใตสภาพแสงสีแดง นาน 4 สัปดาห 

 
 

48
23 อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทมุมา

ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเตมิ 2,4-D และ TDZ ความเขมขน
ตาง ๆ ภายใตแสงสีน้ําเงิน นาน 4 สัปดาห 49

24 อัตราการเกิดยอดและไรซอยด (เปอรเซ็นต) จากแคลลัสของปทุมมาพันธุ
เชียงใหม หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D และ TDZ นาน 5 สัปดาห 51

25 อัตราการเกิดยอดและไรซอยด (เปอรเซ็นต) ของแคลลัสของปทุมมาพันธุ
เชียงใหม หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ นาน 5 
สัปดาห 52

 



 
 

 

(5)

สารบัญภาพ 

 

  ภาพที ่  หนา
  

1 ชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมในระยะที่กลีบประดับยังหุมปดสนิท 16
2 ลักษณะของตนและ กลุมยอดที่แคระเกร็นของปทุมมาพันธุเชียงใหมทีเ่พาะเลี้ยง

บนอาหาร 6 สูตร ภายใตสภาพแสงตาง ๆ นาน 12 สัปดาห 40
3 ลักษณะของตนและ กลุมยอดที่แคระเกร็นที่เกิดจากชิ้นพชืจากตําแหนงตางๆ

ของชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงตาง ๆ นาน 
12 สัปดาห 41

4 การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาการของปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลีย้งบนอาหาร
ชักนําแคลลัส นาน 4 สัปดาห 45

5 การพัฒนาเปนยอดของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ นาน 1-5 สัปดาห 53

6 การพัฒนาเปนไรซอยดของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ นาน 1-5 สัปดาห 53

7 การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาเปนยอดและไรซอยดของแคลลัสปทุมมาพันธุ
เชียงใหมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรตาง ๆ นาน  1-5 สัปดาห 54

8 อัตราการรอดชีวิตของแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
2,4-D เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติมซีโฟแทกซีม
ระดับตาง ๆ นาน 4 สัปดาห 55

9 แคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
2,4-D เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติมซีโฟแทกซีม
ระดับตาง ๆ นาน 4 สัปดาห 56

10 อัตราการรอดชีวิตของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. 
ซ่ึงเติมไฮโกรมัยซินระดับตาง ๆ นาน 4 สัปดาห 57

11 แคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
2,4-D เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติมไฮโกรมัยซิน
ระดับตาง ๆ นาน 4 สัปดาห 58

12 การติดสีน้ําเงนิจากการแสดงออกยีน gus ของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 59



 
 

 

(6)

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
 

 

ภาพผนวกที ่ หนา
  

1 Spectrum ของแสงสีขาว จากหลอดฟลูออเรสเซนต PHILIPS TL-D36/54 
Day light 83

2 Spectrum ของแสงสีแดง จากหลอดฟลูออเรสเซนต TOSHIBA FL40S.RE 
40W  84

3 Spectrum ของแสงสีน้ําเงิน จากหลอดฟลูออเรสเซนต T.F.C. FL40 SBT8/38 
Blue 85



การพัฒนาระบบการเพาะเลี้ยงแคลลัสเพื่อการถายยีนในปทุมมา 
 

Development of Callus Culture System for Genetic Transformation in Patumma 
(Curcuma alismatifolia Gagnep.) 

 
คํานํา 

 
ปทุมมาเปนไมดอกประเภทหัวเขตรอนทีไ่ดรับความนยิมในตางประเทศซึ่งปลูกเปนไม

ตัดดอกและไมกระถาง โดยมีการสงออกหัวพนัธุปทุมมาไปยังหลายประเทศ ไดแก เนเธอรแลนด 
ญ่ีปุน โปรตุเกส เยอรมัน  ยโุรป ออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา จีน เกาหลี โดยมีปริมาณการสงออก
ในป 2541-2547 ไมต่ํากวา 2 ลานหัว มูลคาตั้งแต 16-29 ลานบาท ทั้งนี้แนวโนมความตองการหวั
พันธุเพิ่มขึ้นเรือ่ยๆ พื้นที่ปลูกปทุมมาในประเทศไทยมีประมาณ 400  ไร โดยมีแหลงผลิตหัวพันธุ
ที่สําคัญอยูในบริเวณจังหวัดเชียงใหม เชยีงราย ลําพูน และพะเยา (อรวรรณ, 2548) แตมีปญหาใน
การควบคุมปรมิาณและคณุภาพของผลผลิตเนื่องจากโรคเหี่ยวหรือโรคหวัเนาทีเ่กดิจากเชื้อแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum  (เบ็ญจรงค และคณะ, 2542; กรมวิชาการเกษตร, 2545) ซ่ึงเปนโรคที่
รายแรงที่สุดสําหรับพืชสกุลนี้ การใชพนัธุตานทานเปน แนวทางที่ดีทีสุ่ดในการแกไขปญหานี ้ 
 

การปรับปรุงพันธุปทุมมาโดยการผสมพันธุตองใชทั้งระยะเวลาและแรงงานสูงในการ
ปลูกและคัดเลอืก นอกจากนี้การขาดเชือ้พันธุที่ตานทานโรคเหี่ยวยังเปนอุปสรรคสําคัญในการ
ผสมพันธุปทุมมาใหตานทานโรค  ปจจุบนัไดมีการนําเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาใชถายยนีจาก
ส่ิงมีชีวิตอื่นๆ สูพืชเพื่อสรางพืชแปลงพันธุ (transgenic plant) กันอยางแพรหลาย เพื่อใหไดพืชที่มี
ลักษณะที่ดีเพิม่เติม 1-2 ลักษณะในเวลาอนัรวดเรว็ เชน การเพิ่มอายุการใชงานและความตานทาน
โรคเขาสู Alstoemeria, Gladiolus, Hyacinth และ Lily การสรางพืชใหมีสีและรูปแบบของพืชตาม
ตองการในพิทเูนียหรือการเพิม่อายุการใชงานของดอกใน Daylily  (Deroles et al., 2002) เปนตน  

 
สําหรับปทุมมายังไมมีขอมูลการศึกษาถึงการชักนําใหเกดิแคลลัสและวิธีการถายยนีที่

เหมาะสมซึ่งเปนพื้นฐานสําคัญในงานดานพันธุวิศวกรรม ดังนั้นจึงทาํการศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ที่
มีผลตอการชักนําใหเกิดแคลลัส ตลอดจนปจจัยทีม่ีผลตอการถายยีนเพื่อเปนแนวทางในการ
พัฒนาและปรบัปรุงสายพันธุปทุมมาตอไป 



 

 

2

วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อหาสูตรอาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการชักนําตนจากชอดอกออนปทุมมา
พันธุเชียงใหม 
 

2.  เพื่อหาสูตรอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในปทุมมาพันธุ
เชียงใหม 
 

3.  เพื่อเปรียบเทียบหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนํายอดจากแคลลัสของปทุมมา
พันธุเชียงใหม 
 

4.  เพื่อศึกษาเบื้องตนถึงเงื่อนไขและสภาวะที่เหมาะสมในการถายยนีเขาสูปทุมมาพันธุ
เชียงใหม 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
 

ปทุมมาเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวไมมีเนื้อไมอายุหลายป   อยูในสกุลขมิ้น  (Curcuma) ของวงศ
ขิง   (Zingiberaceae) พืชสกุลนี้มีลําตนใตดินทําหนาที่สะสมน้ําและอาหาร เรียกวา เหงา  
(rhizome) ตาขางของเหงาจะเจริญเติบโตเปนลําตนเทียม  (pseudostem) อยูเหนือดิน โดยลําตน
เทียมนั้นเกิดจากกาบใบที่หอตัวกันแนน  กานใบชูออกจากลําตนเทียม ใบเปนใบเดี่ยว มีลักษณะ
แผตั้งแข็งแรงรูปรางรีคอนขางกวาง  แผนใบสีเขียว  เสนกลางใบอาจมีสีมวงแดง  ชอดอกเกิดจาก
สวนปลายของลําตนเทียมโดยมีลักษณะชอดอกเปนแบบชอแนน (compact spike) ประกอบดวย
กลีบประดับ (bract) และดอกจริง โดยมีกลีบประดับโอบรอบโคนชอดอกยอย ทั้งนี้กลีบประดับ
เรียงซอนกันเกิดเปนชอทรงกระบอก เอกลักษณอยางหนึ่งของพืชสกุลนี้คือ สวนของโคนกลีบ
ประดับสวนลางเชื่อมติดกันเกิดเปนลักษณะคลายถวย  ปทมุมามกีลีบประดบัดานลางจาํนวน 7-10 
ใบ   มีสีเขียว โดยอาจมีสีชมพูแตมบริเวณดานขางเล็กนอย  สําหรับกลีบประดับสวนบนของชอ
นั้นจะไมมีชอดอกยอย มีสีขาว  ชมพู  มวงแดง  หรือ  มวงน้ําเงิน  ปลายกลีบประดับ มักมีสีเขียว 
มักจะยาวกวากลีบประดับสวนลางเล็กนอยมีจํานวน 6-15 กลีบ   และอาจจะปลายโคงเขาสูแกน
กานชอหรือปลายโคงออก   กลีบประดับสวนบนนี้มีช่ือวา coma bract หรือกลีบประดับชนิด  
coma  ชอดอกยอยที่อยูในซอกกลีบประดับมีดอกจริงอยูประมาณ  2-7 ดอก ซ่ึงเปนดอกที่ไมมีกาน
ดอก  ประกอบดวยกลีบเลี้ยง 3 กลีบ อยูเหนือรังไขเชื่อมกันเปนหลอดหุมสวนโคนของกลีบดอก
ไวซ่ึงกลีบดอกเองนั้นก็มีโคนที่เชื่อมกันเปนหลอดแตปลายแยกเปนกลีบ 3 กลีบ เกสรเพศผูวง
นอกเปนหมัน 3 อัน ถูกเปลี่ยนรูปเปนกลีบ 3 กลีบ เรียกวา  กลีบสเตมิโนด (petaloid staminode) 
โดยมี 1 กลีบเปลี่ยนรูปเปนปาก   เกสรเพศผูวงในมีกานชูเกสรเพศผู 3 อันเชื่อมรวมกันโอบหุม
กานชูเกสรเพศเมียไว เกสรเพศผูนี้ลดรูปไป 1 อัน  เหลืออับละอองเรณู 2 อันที่อยูดานเดียวกับปาก
เทานั้น ซ่ึงทําหนาที่ตามปกติ รังไขอยูใตกลีบเลี้ยง  ดอกในชอยอยเดียวกันจะบานหางกัน  2-6 วัน 
โดยดอกในกลีบประดับบริเวณโคนชอจะบานกอน ดอกบานเพียง 1  วัน จํานวนดอกที่บานในแต
ละชอ   อาจมีเพียงดอกเดียวหรือหลายดอกตอวัน ภายหลังการปฏิสนธิรังไขซ่ึงเกิดจากผนังรังไข  
3  ช้ินเชื่อมกันจะเจริญเปนผลที่มี 3 พู ภายในมีเมล็ดรูปรางและขนาดคลายเมล็ดองุน   ผลมีอายุ
ประมาณ  1-2  เดือน  ผลแกมีผนังบางและเมล็ดแกสีน้ําตาลเขม เมล็ดมักมีการพักตัวเหมือนกับ
การพักตัวของเหงา  หัวปทุมมามีสีน้ําตาล  ผิวเปลือกเปนรองชั้น   ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5-3 
เซนติเมตร   ยาว  3-4  เซนติเมตร   มีรากเปนระบบรากฝอย  ปลายรากสวนหนึ่งจะบวมพองออกมี
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ลักษณะเปนตุมทําหนาที่เก็บสะสมน้ําและอาหาร เพื่อใชในชวงพักตัวและชวยในการงอก  
(สุรวิช, 2539; อรวรรณ, 2548) 

 
ปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเปนพันธุการคาที่มีการปลูกและมีการสงออกมากที่สุด และนิยม

ใชเปนพอแมพันธุในงานปรับปรุงพันธุ  มีลําตนสูง 40-45 เซนติเมตร  แตกกอจํานวน 10-15 หนอ
ตอกอ ใบแผตั้งแข็งแรงใบรีคอนขางกวางขนาด 6x24 เซนติเมตร แผนใบสีเขียว เสนกลางใบสี
มวงแดง กานชอดอกตั้งตรงแข็งแรง ยาว 60-70 เซนติเมตร เสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร  กลีบ
ประดับสวนบนมีสี กลีบกวาง  จํานวน 13-15 กลีบ  เรียงเปนวงสลับกันคลายดอกบัวตมู  ดอกจริง
มีสีขาว ปากลางสีมวง จํานวนดอก 5-8 ดอกตอชอ (กรมวิชาการเกษตร, 2545)   
 
2.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  
 

2.1  การชักนําแคลลัสในพืชวงศ Zingiberaceae  
 

Malamug et al. (1991)  สามารถชักนําแคลลัสจากสวนยอดของขิง (Zingiber officinale 
Rosc.) พนัธุ Kintoki บนอาหารที่มีธาตุอาหารหลักจากสตูร MS และธาตุอาหารรองจากสูตร Ringe 
and Skoog (1968) ทีเ่ติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
และสามารถชกันําใหเปนตนไดในอาหารทีเ่ติม BA เขมขน 1 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกบั NAA 
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
Mello et al. (2001)   สามารถชักนําใหสวนของรากจากตนปลอดเชื้อของขมิ้นออย 

(Curcuma zedoris Roscoe) เกิดแคลลัสไดบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม NAA เขมขน 2.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพมืด และแคลลัสดังกลาว
สามารถพัฒนาเปนตาไดภายในระยะเวลา 70 วันในอาหารเหลวสูตรเดียวกัน และพัฒนาเปน 
nodular structure ภายใน 30 วัน เมื่อยายลงในอาหารแข็งที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  
ในสภาพที่มแีสงจึงเกิดตนทีส่มบูรณ 

 
Prakash et al. (2004) ชักนําแคลลัสจากกาบใบของ Curcuma amada Roxb.ขนาด 50 

ตร.มม. ดวยอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 0.1-4.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา เร่ิมเกิดแคลลัสที่
มีลักษณะเกาะกันอยางหลวมหลังเพาะเลีย้ง 7-10 วัน โดยเกิดแคลลัสจํานวนมากเมือ่ใช 2,4-D 
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เขมขน 2.0 มลิลิกรัมตอลิตร  และเกดิเปนตนไดประมาณ 8 ± 0.32 ยอดตอแคลลัสเมื่อยายลง
อาหารที่มี BA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
Rahman et al. (2004)   ชักนําใหเกิดแคลลัสจากสวน leaf base ของเปราะหอม 

(Kaempfer galangal L.) ดวยอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใน 7 สัปดาห  เมื่อยายแคลลัสลงในอาหารสูตร MS ที่เติม 
BA เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเกิดเปนตน
ไดภายใน 5 สัปดาห 

 
Gayatri et al. (2005)  สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสจากตาของขมิ้น (Curcuma longa L.) 

พันธุ Suguna  ที่มีขนาด 0.5-1 เซนติเมตร โดยใชอาหารสูตร Linsmaier and Skoog’s Basal 
Medium (LSBM) ที่เติม 2,4-D เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใน 15 วัน และสามารถชักนําใหเกิด
ยอดและรากไดในอาหารสูตร LSBM ที่เติม BA เขมขน 4  มิลลิกรัมตอลิตร ภายใน 35 วัน 

 
Malabadi et al. (2005)  เพาะเลี้ยงสวนของเหงาเอื้องหมายนา (Costus speciosus 

(Koen) Sm.)  ในอาหารสูตร B5 ที่เติมน้ําตาลทราย เขมขม 30 กรัมตอลิตร, p-aminobenzoic acid  
เขมขน 0.2 กรัมตอลิตร, biotin เขมขน 0.1 กรัมตอลิตร, folic acid เขมขน 0.1 กรัมตอลิตร, myo-
inosital เขมขน 0.1 กรัมตอลิตร, L-glutamine เขมขน 0.5 กรัมตอลิตร, casein hydrolysate เขมขน 
0.5 กรัมตอลิตร โดยใช Triacontanol (TRIA) เขมขน 0, 2, 5, 7, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัม
ตอลิตร พบวา TRIA เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหเกิดแคลลัสสีเขียวภายใน 3 สัปดาห และ
พัฒนาเปนโครงสรางคลายตาใน 3 สัปดาหตอมา และเมื่อเปลี่ยนอาหารใหมอีก 2 สัปดาหจึงเกิด
ตนที่มีใบ 2-3 ใบ 

 
2.2  ผลของแสงตอการเพาะเลี้ยงแคลลัส 
 

Muleo and Morini (1990)  เปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงแคลลัสของ  Actinidia 
deliciosa สายพันธุ Hayward ภายใตแสงสีน้ําเงิน แสงสีแดง แสงสีขาว ที่มีความเขมแสงเทากัน 
และแสงสีแดงที่มีความเขมแสงต่ําอีก 2 ระดับ พบวา แสงสีแดงที่ความเขมสูงสามารถชักนําให
เกิดยอดไดดีทีสุ่ด และเกดิรากไดทุกสภาพแสง โดยภายใตแสงสีแดงเกดิรากไดเร็วทีสุ่ด 

 



 

 

6

Morini et al. (2000)  ศึกษาผลของการใช 2,4-D และคุณภาพของแสงที่มีผลตอการชัก
นําใหเกิดแคลลัสจากใบ quince โดยเพาะเลี้ยงสวนของใบบนอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
เขมขม 2.5 หรือ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร และ ซิลเวอรไนเตรต  เขมขน 0.2  มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 2, 4  และ 6 วันกอนยายลงอาหารแข็งสูตรเดิมที่เติม NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ kinetin  เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร กอนนําไปเพาะเลี้ยงในสภาพแสงตางๆ กัน คือ แสงสี
แดง แสงสีแดงรวมกับแสงสีน้ําเงิน แสงสีขาว แสงสีน้ําเงิน แสงฟาร-เรดรวมกับแสงสีน้ําเงิน และ
สภาพมืด เปนเวลา 25 วันกอนนําไปเลี้ยงตอบนอาหารสูตรเดิมในสภาพแสงสีขาว พบวา สามารถ
ชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุดบนอาหารเหลวที่เติม 2,4-D เขมขน 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 6 
วัน โดยมีเพียงการใชแสงฟาร-เรดรวมกับแสงสีน้ําเงินเทานั้นที่ทําใหอัตราการเกิดแคลลัสตอพื้นที่
ใบต่ํา 

 
Islam et al. (2001)  ศึกษาคุณภาพแสง ความเขมแสงและแหลงคารโบไฮเดรตที่มีผล

ตอการเจริญเติบโตของแคลลัสและการชักนําใหเกิดตนของกลวยไมฟาแลนนอฟซีสลูกผสม  
พบวา แคลลัสเจริญเติบโตไดดีที่สุด ภายใตความเขมแสง 25 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
บนอาหารที่ใชซูโครสเปนแหลงคารโบไฮเดรต ซ่ึงใหผลแตกตางจากการใชมอลโทสและซอบิทอล 
แคลลัสจะมีการเจริญเติบโตไดดีในสภาพความเขมแสงสูง คือ 100 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาที  สวนการไดรับ แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีเหลือง แสงสีน้ําเงิน แสงสีเขียว พบวา แคลลัส
เจริญเติบโตไดดีภายใตแสงสีแดงและแสงสีเหลืองบนอาหารที่เติมซูโครส และพัฒนาเปน PLBs 
บนอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมมอลโทสหรือซอบิทอลภายใตแสงสีแดงหรือแสงสีเหลืองไดไมแตกตาง
กับการใชแสงสีขาว และพบวา ภายใตสภาพแสงสีน้ําเงินและแสงสีเขียวมีผลยับยั้งการเกิด PLBs 
และไมพบการพัฒนาเปน PLBs จากแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ใชซูโครส  

 
2.3  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปทุมมา  
 

Wannakrairoj (1992)  ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของปทุมมาบนอาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 0, 6.67, 13.32, 19.98 และ 26.64 ไมโครโมลาร หรือ kinetin เขมขน 
0.19, 0.56, 1.67 และ 5 ไมโครโมลาร พบวา การผาเหงาตามยาวกอนนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติม BA เขมขน 13.32 ไมโครโมลาร สามารถเพิ่มจํานวนตนไดสูงถึง 4.83 เทา  
 

พรรณธิดา (2542) พบวาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงชอดอกยอยของ
ปทุมมา คือ อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 
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0.1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยสามารถใหจํานวนตนมากที่สุดจากชิ้นสวนปลายชอดอกในอัตรา 8 ยอด
ตอช้ินสวน   

 
พรรณี (2542)  ศึกษาผลของสารชะลอการเจริญเติบโต 3 ชนิด คือ พาโคลบิวทาโซล 

(5, 10 และ 15 มิลลิกรัมตอลิตร) แอนซิมิดอล (1, 2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร) และดามิโนไซด (1, 2 
และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร) ที่มีตอการเจริญเติบโตของปทุมมา ในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA 
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร  หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 
12 สัปดาห พบวา พาโคลบิวทาโซลทุกความเขมขนทําใหจํานวนตนเพิ่มขึ้น โดยไดจํานวนตน
มากที่สุด 18.6 ตนตอกอ เมื่อใชความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนดามิโนไซดมีผลเสียตอการ
เจริญเติบโตดานจํานวนตนตอกอ และความสูงของตนลง  ทั้งนี้แอนซิมิดอลสามารถเพิ่มจํานวน
ตนตอกอไดเมื่อใชในความเขมขนที่สูงขึ้นโดยลดความสูงของตนเพียงเล็กนอย 

 
วิโรจน (2542)  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของชิ้นสวนตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออน

ปทุมมา ซ่ึงเพาะเลี้ยงในสภาพมืดและมีแสงในอาหารสูตร MS (1962) ดัดแปลงที่เติม Na-
FeEDTA เขมขน 35 มิลลิกรัมตอลิตร, myo-inositol เขมขน 100  มิลลิกรัมตอลิตร, น้ําตาลทราย 
เขมขน 30 กรัมตอลิตร และมีการเติม IAA เขมขน 0.1 หรือ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA 
เขมขน 1, 5 หรือ 10 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ช้ินสวนตั้งตนมีการพัฒนาออกเปน 3 ลักษณะ  ไดแก 
การเกิดเฉพาะตน, เกิดทั้งตนและชอดอกยอย และเกิดเฉพาะชอดอกยอย โดยที่ช้ินพืชจากสวน
โคนชอดอกพัฒนาเกิดเปนตนมากที่สุด  สวนกลางของชอดอกพัฒนาไดทั้งตนและชอดอกยอย 
ในขณะที่สวนปลายชอดอกพัฒนาเปนชอดอกยอย  และพบวา การเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA 
เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน  0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพมีแสงทําใหเกิดตน
มากที่สุดประมาณ 19 เปอรเซ็นต โดยมีพัฒนาเกิดทั้งตนและชอดอกยอยประมาณ 22 เปอรเซ็นต  

 
ศิริรัตน (2542)  ศึกษาการเกิดตนจากการเพาะเลี้ยงชอดอกปทุมมา ซ่ึงเพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS ที่เติม BA เขมขน 1, 5 หรือ 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 หรือ 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ตนพัฒนามาจากสวนของ floral primordia ซ่ึงสามารถผันกลับไดอยาง
สมบูรณเปน leaf primordia และเนื้อเยื่อเจริญของตน 

 
นพมณี และคณะ (2545)  รายงานการใชอาหารสูตร MS (1962) ดัดแปลงที่เติม BA 

เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA  เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําชอดอกยอยของปทมุมา
ใหเกิดเปนตนเล็กจํานวนมาก  เมื่อยายตนขนาดเล็กลงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
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Thidiazuron (TDZ) เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Imazalil (IMA)  เขมขน 4 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ทําใหเกิดตนที่มีลักษณะเฉพาะที่เรียกวา  retarded shoot  ซ่ึงเปนตนคลายยอดยอสวนลง 
จํานวน 30-40 ยอดตอช้ินสวน และเมื่อยายลงอาหารที่มี BA เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร จึงไดตนสมบูรณพรอมยายปลูก 

 
วิภาดา (2545)  พบวาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญ (meristem)  ของปทุมมาพันธุ

เชียงใหมใน อาหารสูตร ½ MS ที่เติม BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหแตกกอมากที่สุด และลดอาการ browning ได 

 
3.  การถายยีนเขาสูพืช 

 
การถายยีนเขาสูพืชแบงออกเปน 2 วิธีใหญๆ คือ การถายยีนเขาสูพืชโดยตรง และการถาย

ยีนโดยอาศัย Agrobacterium (Puddephat, 2003 ; Herrera-Estrella et al, 2005) 
 
3.1.  การถายยีนเขาสูพืชโดยตรง ซ่ึงอาศัยเทคนิคตางๆ ที่ถูกนํามาใชตามความเหมาะสม

ของพืชแตละชนิด ดังนี้ 
 

3.1.1  การถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค (Microprojectile bombardment) โดยใช
เครื่องมือสําหรับถายทอดดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตหนึ่งเขาสูละอองเกสร เซลล และอวัยวะหรือ
เนื้อเยื่อพืช โดยนําเอาดีเอ็นเอเคลือบบนอนุภาคทองหรือทังสแตนยิงเขาสูเซลลหรืออวัยวะของพืช
ดวยความเร็วสูงทําใหดีเอ็นเอผานผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลแลวสอดแทรกรวมตัวกับโครโมโซม
พืช  วิธีนี้ใชไดผลดีทั้งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและพืชใบเลี้ยงคู เชน ถ่ัวเหลือง ยาสูบ ขาวโพด ขาวและ
ขาวบารเลย เปนตน (Walden and Wingender, 1995; Ignacimuthu, 1997) 

  
3.1.2  การถายยีนดวยกระแสไฟฟา (Eletroporation) สามารถทําไดในระดับโพรโท-

พลาสตหรือเซลลของพืช โดยนําสารแขวนลอยของเซลลหรือโพรโทพลาสตของพืชและดีเอ็นเอ
ภายนอกที่ตองการถายเขาสูเซลลหรือโพรโทพลาสต  ไปผานสนามไฟฟาเพื่อเหนี่ยวนําใหเกิด
ประจุไฟฟาบริเวณผิวของเยื่อหุมเซลล ทําใหเซลลหรือโพรโทพลาสตและดีเอ็นเอมาเรียงตัวใกล
กัน  เมื่อกระตุนดวยไฟฟากระแสตรงแรงสูงและใชระยะเวลาที่ส้ันหรือกระแสตรงแรงต่ําแตใช
ระยะเวลายาว (สุรินทร, 2539)  สงผลใหบริเวณเยื่อหุมเซลลหรือโพรโทพลาสของพืชที่สัมผัสกับ
ดีเอ็นเอภายนอกเกิดชองเล็กๆ  ดีเอ็นเอจากภายนอกจึงเขาสูเซลลหรือโพรโทพลาสของพืชได  
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จากนั้นเยื่อหุมเซลลจะมีการซอมแซมตัวเองจนเปนปกติ (Puddephat, 2003)  เปนวิธีที่ใชไดดีกับ
เนื้อเยื่อของทั้งพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลี้ยงคู รายงานสวนมากพบวาทําในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เชน 
ขาวสาลี ขาวโพด ขาวบารเลย และขาว ในพืชใบเลี้ยงคู เชน แครอต  (นิตยศรี และสัมพันธ, 2548) 

 
3.1.3  การถายยีนดวยเข็มฉีด (Microinjection) โดยใชเข็มเล็กๆฉีดดีเอ็นเอเขาไปสู

นิวเคลียสของเซลลผูรับซึ่งถูกตรึงอยูกับที่ การฉีดตองระมัดระวังไมทําใหแวคิวโอลแตก เนื่องจาก 
แวคิวโอลเปนที่เก็บเอ็นไซมและสารพิษหลายชนิด อาจทําใหเซลลตายได (สุมนทิพย, 2540 ข)  
นอกจากนี้ยังสามารถใชเข็มฉีดยาฉีดดีเอ็นเอเขาสูตนพืช (Macroinjection) ซ่ึงเปนวิธีคอนขางงาย 
แตจะตองหาระยะที่เหมาะสมที่จะใสดีเอ็นเอเขาไป เชน การฉีดดีเอ็นเอเขาไปในชอดอกขาวไรย 
ระยะที่เหมาะสมคือ 14 วัน กอนที่จะมีการแบงเซลลแบบไมโอซีส ซ่ึงเซลลอยูในสภาพที่พรอมจะ
รับดีเอ็นเอเขาไปไดงาย นอกจากนี้ยังมีการฉีดดีเอ็นเอเขาไปในเอ็มบริโอของฝาย  และสวนอื่นๆ
ของพืช เชน ปลายยอด  (นิตยศรี และสัมพันธ, 2548)  

 
3.1.4  การถายยีนดวยคลื่นเสียงความถี่สูง (Sonication)  โดยใชความถี่ของคลื่น

เสียง 20 kHz กับโพรโทพลาสตของยาสูบ  และ sugarbeet (Hinchee et al, 1994) คล่ืนเสียงความถี่
สูงจะทําใหเกิดการสั่นสะเทือนเกิดขึ้นในสารละลายจนเกิดการเปลี่ยนแปลงในบริเวณของ 
boundary layer ผนังเซลล  เยื่อหุมเซลล และภายใน cytosol ซ่ึงมีผลตออัตราการแพรเขาสูเซลล 
การทํางานของเอ็นไซม การหมุนเวียนภายใน cytosol และออรแกนเนลตางๆ ภายในเซลลพืช ซ่ึง
ทําใหการผานเขาสูผนังเซลลและเมตาโบลิซึมของเซลลเพิ่มขึ้นชวยใหการถายยีนเกิดขึ้นไดอยางมี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น มีรายงานวา การใชคล่ืนเสียงความถี่สูงสามารถชวยกระตุนใหยีนเขาสู 
โพรโทพลาสต suspension cell และชิ้นสวนเนื้อเยื่อของพืชไดดียิ่งขึ้น (Liu et al, 2006) 

 
3.1.5  การถายยีนโดยใชสารเคมี (Chemical induced transformation) สามารถทําได

ระดับโพรโทพลาสต  สารเคมีที่นิยมใชคือ Polyethylene glycol (PEG) โดย PEG จะทําใหเยื่อหุม
เซลลของโพรโทพลาสตออนตัวลงจึงทําใหดีเอ็นเอจากภายนอกสามารถเขาไปในเซลลไดมากขึ้น 
(สุรินทร, 2539)  ความเขมขนที่พอเหมาะ คือ 15-25 เปอรเซ็นต  การใช PEG ความเขมขนสูง ๆ 
จะทําใหเซลลมีชีวิตรอดนอย  แตถาใช  PEG ความเขมขนต่ําจะมีผลทําใหประสิทธิภาพของการ
ถายยีนลดลง  วิธีนี้ใชไดทั้งพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลี้ยงคู (Puddephat, 2003) 

 
3.2.  การถายยีนโดยอาศัย Agrobacterium  ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ ที่พบในดิน เปน

เชื้อสาเหตุที่ทาํใหโคนตนเกดิโรคปม (crown gall) และโรครากเปนขน (hairy root)ในพืช 
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โดยเฉพาะพืชใบเลี้ยงคู Agrobacterium มีโครโมโซมและพลาสมิดของตัวเองซึ่งเปนรูปวงแหวน 
(circular DNA)  ชนิดที่ใชในการถายยนีสูพืช คือ Agrobacterium tumefaciens ซ่ึงมี tumor 
inducing (Ti) plasmid  เปนพลาสมิดที่อยูในไซโตพลาสซึมเปนสาเหตุทําใหพืชเกิดโรค crown 
gall และ Agrobacterium rhizogenes ที่มี root inducing (Ri) plasmid ทําใหพืชเกิดโรค hairy root 
พลาสมิดประกอบดวย transferred DNA (T-DNA) ซ่ึงสามารถเคลื่อนยายและสอดแทรกเขาไป
อยูรวมกับโครโมโซมของเซลลพืชไดเมื่อเนื้อเยื่อพืชถูกแบคทีเรียเขาทําลาย ทําใหเซลลพืชมี
พันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไป (transformed cell)  (Jeske, 1998; Lamp, 2000) ทั้งนี ้ host ของ 
Agrobacterium คือ พืชใบเลี้ยงคูแตมีรายงานวา Agrobacterium สามารถเขาทําลายพืชใบเลี้ยงเดี่ยว
บางชนิดได เชน ขาว (Dai et al., 2001; Terada et al., 2004)  กลวยไม (Belarmino and Mii, 2000; 
Chai et al,. 2002; Men et al., 2003) และขาวโพด ( Zhang et al., 2005) เปนตน  
 

การใช  Ti- plasmid เปนพาหะในการถายยีนใหกับพืชโดยการแทนที่ยีนซึ่งควบคุม
การสังเคราะหฮอรโมนพืชและสารโอปนดวยยีนที่ตองการ มีการสรางพาหะเพื่อถายยีนผาน 
Agrobacterium แบบ  Binary vector  เปนพาหะที่แยกเอาสวนของ Right border (RB) และ Left 
border (LB) มาไวในพลาสมิดขนาดเล็กประมาณ 10 กิโลเบสโดยสวนของ vir gene ยังคงอยูใน 
พลาสมิด Ti ที่มีขนาดใหญ  ซ่ึงระหวาง RB และLB จะเปนบริเวณที่มียีนตองการฝากถายและมยีนี
เครื่องหมาย สําหรับคัดเลือกในพืช ซ่ึงเปนยีนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะในกลุม aminoglycoside 
เชน neomycin phosphotransferase II (npt II) ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน, 
hygromycin phosphotransferase (hpt II)   ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน เปนตน 
(McElroy and Brettell, 1994; Walden and Wingender, 1995) 

 
การถายยีนดวย  Agrobacterium ไดรับความนิยมแพรหลายในการสรางพืชแปลง

พันธุเนื่องจากทําไดงายโดยไมตองใชเครื่องมือราคาแพงและมีประสิทธิภาพสูงในพืชใบเลี้ยงคู
โดยเฉพาะพืชอาศัยของแบคทีเรียพาหะ  อยางไรก็ตามยังไมสามารถประสบความสําเร็จในพืชใบ
เล้ียงเดี่ยวหลายชนิด  ซ่ึงมีการใชเทคนิคตาง ๆ นํามาใชเพื่อชวยในการถายยีนเขาสูที่ไมใชพืช
อาศัยของ Agrobacterium โดยปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการถายยีนดวย Agrobacterium คือ 
การเตรียมเนื้อเยื่อกอนการถายยีน  ความเขมขนของแบคทีเรียพาหะ สายพันธุของแบคทีเรียพาหะ 
สายพันธุพืช อุณหภูมิระหวางการเพาะเลี้ยงรวมกับแบคทีเรียพาหะ อายุและชนิดของเนื้อเยื่อที่ใช
ในการถายยีน สภาพอาหารในระหวางการเพาะเลี้ยงรวมกับแบคทีเรียพาหะ  (Cheng et al., 2004; 
Saharan et al., 2004; Kumar et al., 2005)   ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับแบคทีเรีย
พาหะ การใชสารลดแรงตึงผิว สารปฏิชีวนะที่สามารถควบคุมการเจริญเติบโตและฆาแบคทีเรีย
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พาหะโดยไมทําลายเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน  ระยะเวลาในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชทีไ่ดรับการ
ถายยีน  การเลือกใชยีนเครื่องหมายสําหรับการคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีน  
(อารีย, 2541; Mauro, 2000; Opabode, 2006)  การใชสาร Acetosyringone ซ่ึงเปนสารประกอบ 
ฟนอล เพื่อสงเสริมให vir genes ทําหนาที่ในการสง T-DNA เขาสูเซลลพืชไดดีขึ้น (Belarmino 
and Mii , 2000; Men et al., 2003)  เปนตน 

 
4.  การถายยีนเขาสูไมประดับและพืชใบเลี้ยงเดี่ยว  
 

มีรายงานการศึกษาการถายยีนสูไมประดับและพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลายชนิดทั้งวิธีการถาย
ยีนเขาสูพืชโดยตรง และการถายยีนโดยอาศัย Agrobacterium  ไดแก 

 
Yu et al. (1999)     ทําการถายยีนเขาสูโปรโตคอรมของกลวยไมสกุลหวายโดยวิธียิง

(Bombardment) พลาสมิดที่มียีนรายงานคือ uidA gene เพื่อศึกษาระดับไฮโกรมัยซินที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของโปรโตคอรม พบวา การใชไฮโกรมัยซิน เขมขน 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถคัดเลือกโปรโตคอรมที่ไมไดรับการถายยีนออกไดโดยไมเปนอุปสรรคตอการ
เจริญเติบโตของโปรโตคอรมที่ไดรับการถายยีน  

 
Belarmino and Mii (2000) ทําการถายยีนเขาสู Doritaenopsis Coral Fantasy x 

Phalaenopsis (Baby Hat x Ann Jessica)  โดยใช Agrobacterium 2 สายพันธุ คือ สายพันธุ 
EHA101 ที่มีเวคเตอร pIG121Hm  และสายพันธุ LBA4404  ที่มีเวคเตอร pTOK 233 ซ่ึงทั้งสอง
เวคเตอรนี้มียีน gus ซ่ึงควบคุมการสรางเอ็นไซม β-glucuronidase และยีนที่ตานทานไฮโกรมัยซิน 
ทําการเพาะเลี้ยงกลุมเซลลที่รวมกันเปนกอน (cell clumps) ของลูกผสมฟาแลนนอปซีสรวมกับ
เชื้อ Agrobacterium สองขั้นตอน คือ เร่ิมตนเลี้ยงในอาหารเหลวที่เติมสารกระตุนประสิทธิภาพ
การถายยีนคือ Acetosyringone เขมขน 200 ไมโครโมลาร กับ Agrobacterium ที่เจือจางในอาหาร
ประมาณ 1: 10 โดยปริมาตร นาน 10 ช่ัวโมงกอนยายไปเลี้ยงในอาหารแข็งที่เติม Acetosyringone 
เขมขน 500 ไมโครโมลาร เปนเวลา 3 วัน ในสภาพมืด พบวา Acetosyringone สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการถายยีน โดยกลุมเซลลที่เพาะเลี้ยงรวมกับ Agrobacterium ที่เติม 
Acetosyringone เขมขน 500 ไมโครโมลาร เกิดจุดสีน้ําเงินเฉลี่ยสูงสุด 42.4 จุดตอน้ําหนักกลุม
เซลล 100 กรัม และพบวาการใช Agrobacterium สายพันธุ LBA4404 (pTOK233) ให
ประสิทธิภาพในการถายยีนสูงกวาการใช Agrobacterium สายพันธุ EHA101 (pIG121Hm)  
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Lin et al. (2000)  ประสบความสําเร็จในการถายยีนเขาสูเอ็มบริโอแคลลัสของ 
Alstroemeria sp. สายพันธุ VV021C และ BT207C ดวยวิธีการยิงพลาสมิดที่มียีนรายงานคือ ยีน 
luciferase reporter (luc) หรือ gus และ bar โดยพบวายีน  bar ชวยในการตรวจสอบไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 

  
Dai et al. (2001) พบวา การถายยีนเขาสูขาว Oryza sativa japonica สายพันธุ Taipei 309 

โดยอาศัย Agrobacterium มีประสิทธิภาพในการถายยีนต่ํากวาการถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค
คือ 7  และ 22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  แตจํานวน copy numbers เฉลี่ยของ ตนแปลงพันธุที่ไดรับ
การถายยีนโดยอาศัย Agrobacterium และโดยใชเครื่องยิงอนุภาค เทากับ 1.8 และ 2.7 ตามลําดับ  
นอกจากนี้ ความคงตัวของยีนและความสมบูรณพันธุ (Fertility) ของตนแปลงพันธุจากวิธีการถาย
ยีนโดยอาศัย Agrobacterium มีมากกวาวิธีการถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค 

 
Chai et al. (2002)  ศึกษาความคงอยูของยีนหลังการถายยีนเขาสูกลวยไมฟาแลนนอปซีส 

4 พันธุ โดยอาศัย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ LBA4404 ที่มีเวคเตอร pTOK 233 โดย
ถายยีนผานเนื้อเยื่อ protocorm-like bodies (PLBs) พบวา ระดับความเขมขนของ Agrobacterium 
เหมาะสมอยูที่ OD600 เทากับ 0.2  ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการถายยีนสูงกวาที่ระดับ OD600 เทากับ 0.7 
เมื่อใชระยะเวลาการเลี้ยง PLBs รวมกับ Agrobacterium ที่เติม  Acetosyringone เขมขน 100  
ไมโครโมลาร นาน 30 นาที  นอกจากนี้ยังพบวา การใช PLBs ที่ทําใหเกิดบาดแผลดวยเข็มฉีดยามี
ประสิทธิภาพในการถายยีนสูงถึง 16.2 เปอรเซ็นต  ขณะที่วิธีการลอกผิวดานนอกออกมี
ประสิทธิภาพเพียง 8.4 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวา การคัดเลือกในอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน 
เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารใหมทุกเดือน จํานวน 4  คร้ังกอนนํามาตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน gus  พบวา สามารถตรวจสอบความคงอยูของการถายยีนโดยใหประสิทธิภาพ
สูงถึง 77.5 เปอรเซ็นต 

 
Men et al. (2003)  ศึกษาถึงปจจัยที่มีผลตอการถายยีนเขาสูโปรโตคอรมกลวยไม

Dendrobium nobile โดยใช Agrobacterium สองสายพันธุ คือ AGL1 และ EHA105 ซ่ึงทั้งสองสาย
พันธุมีเวคเตอร pCAMBIA1301 พบวา การเติม Acetosyringone เขมขน 100 ไมโครโมลาร ชวย
เพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีนใหสูงขึ้น 3 เทา และระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงโปรโต-
คอรมรวมกับ Agrobacterium คือ 30 นาที โดย Agrobacterium  สายพันธุ  AGL1 ใหประสิทธิภาพ
ในการถายยีนสูงกวาสายพันธุ EHA105 เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ใหประสิทธิภาพ
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การถายยีนไดสูงสุด คือ 18 เปอรเซ็นต ในอาหารคัดเลือกที่เติมซีโฟแทกซิม เขมขน 250 มิลลิกรัม
ตอลิตร และไฮโกรมัยซิน เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
Saharan et al. (2004)  ศึกษาการถายยีนเขาสูขาวสองสายพันธุ คือ HKR-46 และ HKR-

126 ดวย Agrobacterium สายพันธุ EHA105 ที่มีเวคเตอร pCAMBIA1301 พบวา การเติม 
Acetosyringone เขมขน 400 ไมโครโมลาร ระหวางเพาะเลี้ยงรวมกับ  Agrobacterium ในสภาพ
มืดชวยใหการถายยีนมีประสิทธิภาพสูงที่สุด และเมื่อทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus  
หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน นาน 3 วัน พบวา ขาวสายพันธุ HKR-126 มีการ
แสดงออกของยีน gus สูงถึง 44.46 เปอรเซ็นต ขณะที่ขาวสายพันธุ HKR-46 มีการแสดงออกของ
ยีน gus  เพียง 28.9 เปอรเซ็นต  

 
พิสิฐ (2546) ศึกษาวิธีการถายยีนChalcone reductase (chr) เขาสูกลวยไมหวายเอ้ืองแซะ 

(Dendrobium scabrilingue Lindl.) โดยใช Agrobacterium สายพนัธุ EHA105  ดวยระบบเวคเตอร 2 
ชนิด คือ พลาสมิด pCHR 312  ประกอบดวยยนี Chalcone reductase (chr) ที่กําหนดการสราง
เอ็นไซมในกระบวนการสังเคราะหไอโซฟลาโวนอยด และพลาสมดิ pCAMBIA1301  ประกอบดวย
ยีนรายงานผลคือ ยนี gusA โดยใชยนี hygromycin  phophotrasferase  ( hptII )   เปนยนีคัดเลือก  
ภายหลังการคดัเลือกบนอาหารที่มีไฮโกรมยัซิน เขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 5 เดือน พบตน
กลวยไมที่มีความตานทานตอไฮโกรมัยซินแสดงถึงประสิทธิภาพของการถายยีนสูงสุดคือ 17.9 
เปอรเซน็ต และสามารถตรวจพบยนี gusA และ hptII  แตไมสามารถตรวจพบยนี chr เมื่อตรวจสอบ
ดวยวิธี southern blot hybridization 

 
ปาริสัชชา (2547) ทําการถายยีน Ascorbate peroxidase (APX) เขาสูหญาเนเปยรแคระ 

(Pennisetum purpureum) โดยใช Agrobacterium สายพันธุ EHA105 ที่มีพลาสมิด pCAPX 
คัดเลือกตนซึ่งไดรับการถายยีนบนอาหารที่เติมไฮโกรมยัซิน เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา 
ยอดที่ไดรับการถายยีนทั้งหมด 750 ยอด มี 17 ตนที่มียีน APX แทรกอยูในจีโนม  

 
Kumar et al. (2005)  ชักนําใหเกิด embryogenic calli จากเมล็ดขาวอายุ 2 เดือน สองสาย

พันธุ คือ IR 64 และ IR 72 บนอาหารแข็งดัดแปลงสูตร MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 3 มิลลิกรัมตอ
ลิตร, มอลโทส เขมขน 30 กรัมตอลิตร,  Phytagel เขมขน 0.4 เปอรเซ็นต หรือวุน เขมขน 0.2 
เปอรเซ็นต และเมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสรวมกับ  Agrobacterium สายพันธุ EHA105 ที่มีพลาสมิด 
pCAMBIA1301 โดยเติม Acetosyringone เขมขน 100 ไมโครโมลาร นาน 3 วันในที่มืด  แลวทํา
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การคัดเลือกบนอาหารที่มีซีโฟแทกซิม เขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับคารเบนนิซิลลิน 
เขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อทําการตรวจสอบประสิทธิภาพของการถายยีนดวยวิธี southern 
blot hybridization และวิธี PCR พบวา ขาวสายพันธุ IR72  มีประสิทธิภาพของการถายยีน 6.4-7.3 
เปอรเซ็นต ขณะที่ขาวสายพันธุ IR 64  มีประสิทธิภาพของการถายยีน 4.6-5.5 เปอรเซ็นต   

 
Nandakumar et al. (2005) ศึกษาการถายยีนเขาสู Typha latifolia L. (Broadleaf cattail)  

ดวย Agrobacterium  สายพันธุ EHA105 ที่มีเวคเตอร pCAMBIA1301 และสายพันธุ LBA4404 ที่
มีเวคเตอร pTOK233 โดยใชเวลาบมรวมกับแคลลัสนาน  10 นาที บนอาหารที่ เติม 
Acetosyringone เขมขน 100 ไมโครโมลาร  พบวา  การเพาะเลี้ยงแคลลัสรวมกับ Agrobacterium
ในที่มืดใหประสิทธิภาพในการถายยีนสูงกวาสภาพมีแสง โดย Agrobacteriumสายพันธุ EHA105 
(pCAMBIA1301)  มีการแสดงออกของยีน gus 27.6-34.3  สวน Agrobacterium สายพันธุ  
LBA4404 (pTOK233) มีการแสดงออกของยีน gus  สูงถึง 30.6-36.4 เปอรเซ็นต  โดยที่สามารถ
คัดเลือกและชักนําใหเกิดตนไดดีในอาหารที่เติมไฮโกรมัยซิน เขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
Zhang et al. (2005)  ไดเปรียบเทียบวิธีการถายยีน Acetolactate synthase (als) เขาสู

ขาวโพด (Zea mays L.) สายพันธุ Qi319  พบวา  วิธีการถายยีนเขาสูหลอดละอองเรณูใหจํานวน
ตนแปลงพันธุที่มีลักษณะปกติสูงสุดแตมีความคงตัวของยีนนอยที่สุด  ขณะที่วิธีการถายยีนโดย
ใชเครื่องยิงอนุภาคมีอัตราการถายทอดเปนไปตามกฏของเมนเดลสูงกวา  แตใหจํานวนชุดของยีน
แทรกตัวในจีโนมขาวโพดมากชุด  สวนการถายยีนโดยอาศัย  Agrobacterium มีความคงตวัของยนี
มากที่สุด  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

การทดลองที่ 1  ผลของสภาพแสงและสูตรอาหารตอการเพิ่มปริมาณตนจากชิ้นสวนตําแหนงตาง 
ๆ ของชอดอกออนปทุมมาพนัธุเชียงใหม 

 
นําชอดอกออนของปทุมมาพันธุเชียงใหม จากแปลงปลูกของคุณพรสันติ พรสิริกาญจน 

ที่อําเภอทามวง จังหวัดกาญจนบุรี โดยคัดเลือกชอดอกซึง่อยูในระยะทีก่ลีบประดับยงัหุมปดสนิท 
ความยาวประมาณ 6 เซนติเมตร ทําการตัดแตงสวนของกลีบประดับออกใหเหลือสวนของกาน
ชอดอกและชอดอกยอย พนดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต กอนที่จะนําลงไปฟอกฆาเชื้อดวย
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต (เตรียมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรตเขมขน 6.5 เปอรเซ็นต 
โดยละลายโซเดียมไบคารบอเนต และแคลเซียมไฮโปคลอไรต เนื้อสาร 65 เปอรเซ็นต อยางละ 10 
กรัม ในน้ําอยางละ 50 มิลลิลิตร แลวนํามาผสมรวมกันตั้งทิ้งไวใหตกตะกอนแลวนาํสวนใสมาใช) 
เขมขน 0.98 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที  ตามดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรตที่เขมขน 0.65 
เปอรเซ็นต นาน 15 นาที  ลางน้ําที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง กอนตัดแตงชิน้สวนที่มีสีน้ําตาลทิ้ง  ตัด
ตามขวางใหช้ินสวนมีความยาว 1 เซนติเมตร กอนตัดแบงครึ่งตามยาวของชอดอกโดยแบงชอดอก
ตามตําแหนงตาง ๆ ดังนี้ ปลาย  กลาง  และโคนชอดอก (ภาพที่ 1) นําชิ้นพืชวางแนวนอนใหรอย
ตัดสัมผัสอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม Thidiazuron (TDZ) (Dropp 50% WP, บริษัท 
BayerCropScience) ใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.25, 0.5 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Imazalil 
(Fungaflor, บริษัท ไดนามิคอะโกรเซอวิส จํากัด) เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 
(บริษัท น้ําตาลมิตรผล จํากัด) เขมขน 30 กรัมตอลิตร วุน (บริษัท พัฒนาสินเอ็นเตอรไพส จํากัด) 
เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร ปรับความคาความเปนกรด-เบสเปน 5.8 โดยมอีาหารสูตร MS ดัดแปลงที่
เติม BA (บริษัท Fluka Biochemika) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA (บริษัท Sigma 
Chemical) เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนอาหารสูตรเปรียบเทียบ อาหารทั้งหมดผานการฆาเชือ้
ดวยหมอนึ่งอดัไอที่ความดนั 1.1 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
20 นาที 

 
วางแผนการทดลองแบบ 6x3x4 factorial in CRD ซ่ึงมี 3 ปจจัยที่ทําการศึกษา คือ สูตร

อาหาร ตําแหนงของชิ้นสวนของชอดอก และสภาพการเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสง 4 แบบ 
(ตารางที ่1) ใหแสงนาน 16 ช่ัวโมงตอวัน ทํา 20 ซํ้าๆ ละ 1 ช้ินสวน นําไปเพาะเลี้ยงในหองควบคมุ
อุณหภูมิที ่25±2 องศาเซลเซยีส 
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บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงหลังเพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห ดังนี้ 
 
1.  อัตราการปนเปอนเชื้อจุลินทรียของชิ้นพืชที่ตําแหนงตางๆ   
2.  จํานวนตนตอช้ินพืช   
3.  ความสูงทรงพุม วัดจากโคนตนถึงปลายใบ 
4.  ขนาดของกลุมยอดที่แคระเกร็น วัดเสนผานศูนยกลางของกลุมยอดที่แคระเกร็น 
5.  ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น วัดจากโคนกลุมยอดที่แคระเกร็นถึงปลายใบ 
6.  จํานวนราก   
  
นําขอมูลที่ไดไปวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) และทดสอบความ

แตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT ) 
 

          
(ก) (ข)  
 

ภาพที่ 1  ชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมในระยะทีก่ลีบประดับยังหุมปดสนิท  
 (ก)  กอนตัดแตงสวนของกลีบประดับ (ซาย) หลังตดัแตงสวนของกลบีประดับ (ขวา)  
 (ข)  ตําแหนงตาง ๆ บนชอดอก ไดแก ปลาย (บน) กลาง (กลาง) และโคน (ลาง)  
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ตารางที่ 1  สภาพการเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสง 4 แบบ จากหลอดฟลอูอเรสเซนต 3 ชนิดซึ่งมี 
                  ความเขมแสงที่ใชสังเคราะหแสงได (Photosynthetic Photron Flux) และความยาว 
                  คล่ืนแสงตางๆ 
 
สภาพแสง หลอดฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 

(µmolm-2s-1) 
ความยาวคลื่น 

(nm) 
มืด1/                     - - - 
แสงสีขาว PHILIPS TL-D 36/54 Day light 43 430-690   
แสงสีแดง TOSHIBA FL 40S.RE 40 W 42 630-710 
แสงสีน้ําเงิน T.F.C. FL 40 SBT8/38 Blue 45 450-550  
 

1/  : คลุมผาดํา 
  

 
การทดลองที่ 2  ผลของสภาพแสงและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําใหเกดิแคลลัสใน
ปทุมมาพันธุเชียงใหม 

 
นําตนปลอดเชื้อที่ไดจากการทดลองที่ 1 ตัดแตงใหมีความยาวจากสวนโคนของลําตน

ประมาณ 1 เซนติเมตร นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D (บริษัท Fluka 
Biochemika) เขมขน 0, 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5 หรือ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0, 
0.01 หรือ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเติม Casein hydrolysate (บริษัท Fluka Biochemika) เขมขน 
1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย เขมขน 30 กรัมตอลิตร วุน เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร ปรับความคาความ
เปนกรด-เบสเปน 5.8  นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งอัดไอ ภายใตอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
ความดัน 1.1 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 20 นาที   

 
วางแผนการทดลองแบบ 7 x 3 x 4 factorials in CRD โดยมีปจจัยที่ตองการศึกษา 3 ปจจัย 

คือ 2,4-D, TDZ  และ 4 สภาพแสงการเพาะเลี้ยงเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 ทํา 5 ซํ้าๆ ละ 3 
ช้ินสวน นําไปเพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25 ± 2  องศาเซลเซียส  

 
บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงหลังเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห ดังนี้ พัฒนาการของชิ้นสวน 6 

รูปแบบ ตามลําดับความสําคัญของพัฒนาการตามลักษณะที่ตองการ โดย  
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1  =  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอดเทานั้น (S) 
2  =  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอดพรอมราก ที่มีลักษณะเปนตนปกติ  (SR) 
3  =  ช้ินพืชพัฒนาเปนรากกอนและมีบางสวนของรากพัฒนาเกิดแคลลัส (RC) 
4  = ช้ินพืชพัฒนาเปนยอด ราก และแคลลัสพรอมกัน (SRC) 
5  =  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอด และแคลลัส (SC) 
6  =  ช้ินพืชพัฒนาเปนแคลลัสเทานั้น (C)  
 
นอกจากนี้บันทึกอัตราการเกิดแคลลัส  สีแคลลัส  และลักษณะของแคลลัส  แลวนําขอมูล

ที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน และทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี DMRT 
 

การทดลองที่ 3  ผลของ 2,4-D รวมกับ TDZ ตอการชักนาํแคลลัสใหพฒันาเปนตน 
 

นําแคลลัสที่ไดจากการทดลองที่ 2 มาเพิ่มปริมาณบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม Casein hydrolysate 
เขมขน 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย เขมขน 30 กรัมตอลิตร วุน เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร ปรับความ
คาความเปนกรด-เบสเปน 5.8  เพาะเลี้ยงจนเกิดกลุมแคลลัสที่มีลักษณะเกาะกันแนนขนาดเสน
ผานศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร  กอนยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
2,4-D เขมขน 0 หรือ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ  TDZ  เขมขน 0, 0.01 หรือ 0.05 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ที่เติม Casein hydrolysate เขมขน 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย เขมขน 30 กรัมตอลิตร วุน 
เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร ปรับความคาความเปนกรด-เบสเปน 5.8  นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งอัดไอ 
ภายใตอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.1 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 20 นาที   

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD ทํา 5 ซํ้าๆละ 3 กลุมแคลลัส  นําไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่มี

แสงสีขาวจากหลอดฟลูออเรสเซนท PHILIPS TL-D 36/54 Day light ที่ใหความเขมแสง 43  
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที  โดยมีความยาวคลื่น 430-690 นาโนเมตร นาน 16 ช่ัวโมงตอ
วัน  เล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิที่  25 ± 2  องศาเซลเซียส  บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงตางๆ หลัง
เพาะเลี้ยงนาน 5 สัปดาห ไดแก ลักษณะการเจริญเติบโตของแคลลัส อัตราการเกิดยอดตอกลุม
แคลลัส และอัตราการเกิดไรซอยดตอกลุมแคลลัส  นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน และ
ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี  DMRT 
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การทดลองที่ 4  ผลของสารปฏิชีวนะตอการเจริญเติบโตของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
 

การทดลองที่ 4.1  ผลของซีโฟแทกซิม  
 
เพาะเลี้ยงแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร 

บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D  เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร Casein hydrolysate เขมขน 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย เขมขน 30 กรัมตอลิตร 
วุน เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-เบสเปน 5.8 และเติมซีโฟแทกซิมที่ผานการกรอง
เชื้อดวยเมมเบรนที่มีรูขนาด 0.22 ไมครอน (Mimisart,  Sartorius) ลงในอาหารที่กําลังเย็นหลัง
นึ่งฆาเชื้อ โดยใชความเขมขน 0, 100, 200,  300, 400 หรือ 500  มิลลิกรัมตอลิตร ทํา 5 ซํ้าๆ ละ 3 
กอนแคลลัส  นําไปเพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25 ± 2  องศาเซลเซียส ในสภาพสีแสงขาว 
จากหลอดฟลูออเรสเซนท PHILIPS TL-D 36/54 Day light ความเขมแสง 43 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที  นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึกผลโดยสังเกตอัตราการ
เจริญเติบโต และพัฒนาการของแคลลัส 

 
การทดลองที่ 4.2  ผลของไฮโกรมัยซิน 
 
เพาะเลี้ยงแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร 

บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D  เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร Casein hydrolysate เขมขน 1 กรัมตอลิตร น้ําตาล เขมขน 30 กรัมตอลิตร วุน 
เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร ปรับความเปนกรด-เบสเปน 5.8 และเติมไฮโกรมัยซินที่ผานการกรองเชื้อ
ดวยเมมเบรนขนาด 0.22 ไมครอน (Mimisart,  Sartorius) ในอาหารที่กําลังเย็นหลังนึ่งฆาเชื้อ 
โดยใชความเขมขน 0, 50,100, 150, 200 หรือ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ทํา 5 ซํ้าๆ ละ 3  กอนแคลลัส  
นําไปเพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25 ± 2  องศาเซลเซียส ในสภาพแสงสีขาว จากหลอด
ฟลูออเรสเซนท PHILIPS TL-D 36/54 Day light ความเขมแสง 43 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาที  นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 4 สัปดาห บันทึกผลโดยสังเกตอัตราการเจริญเติบโต และ
พัฒนาการของแคลลัส 
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การทดลองที่ 5  การถายยีน gus สูแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
 

เพาะเลี้ยง  Agrobacterium  tumefaciens  สายพนัธุ LBA 4404 ( pCAMBIA1305.1 ที่มียีน 
gus) ในอาหารเหลว LB  ที่มีกานามยัซิน (Meiji บริษัท ไทยเมจฟิารมาซิวติคัล จาํกดั) 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร บนเครื่องเขยาแบบ orbital shaker ความเรว็ 120 รอบตอนาที อุณหภูม ิ28±2  องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 24  ช่ัวโมง หรือจนกระทัง่มีคา OD ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร เทากบั 0.5 – 0.8 แลว
เติม Acetosyringone (Aldrich) เขมขน 200 ไมโครโมลาร นาน 3 ช่ัวโมง กอนทาํการบมรวมกบั
แคลลัสของปทุมมาพนัธุเชยีงใหมเปนเวลา 15, 30, 45 หรือ 60 นาที ทาํ 5 ซํ้าๆ ละ 5 กอนแคลลัส  
จากนั้นซับเชื้อ A.  tumefaciens ออกดวยกระดาษทิชชูปลอดเชื้อ กอนยายลงอาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม  2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปนเวลา 2 วัน แลวจึงทําการกําจัด A.  tumefaciens โดยลางแคลลัสในน้ํากลั่นปลอดเชื้อที่เติม 
ซีโฟแทกซิม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร 3 คร้ังๆ ละ 15 นาที แลวซับใหแหงบนกระดาษทิชชู
ปลอดเชื้อ จากนั้นนําแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนลงอาหารสูตรเดิมที่เติมซโีฟแทกซิม เขมขน 300 
มิลลิกรัมตอลิตร แลวเพาะเลี้ยงที่อุณหภูม ิ25±2  องศาเซลเซียส  ในสภาพแสงสีขาว ความเขมแสง 
40 ไมโครโมลตอตารางเซนติเมตรตอวนิาที จากหลอดฟลูออเรสเซนท PHILIPS TL-D ชนิด Day 
light นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 7 วัน สุมแคลลัส 3 กอนแคลลัสตอซํ้ามาตรวจการแสดงออก
ของยีนดวยวิธี GUS assay โดยแชแคลลัสในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-
glucuronide, (X-gluc, บริษัทSigma Chemical) (ภาคผนวก) นําไปมาบมที่อุณหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 คืน (Jefferson, 1987)  บันทึกผลโดยตรวจดูสีฟาที่เกดิขึน้บนกอนแคลลัส  

 
สถานที่และระยะเวลาทําการทดลอง 

 
สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการพัฒนาพันธุพืช ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
และฝายเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  

 
ระยะเวลาทําการทดลอง 
 

เร่ิมทําการทดลอง  กรกฏาคม  2548     
ส้ินสุดการทดลอง  เมษายน  2550 
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ผลการทดลอง 
 

การทดลองที่ 1  ผลของสภาพแสงและสูตรอาหารตอการเพิ่มปริมาณตนจากชิ้นสวนตําแหนง
ตางๆ ของชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม 

 
การเพาะเลีย้งชิ้นสวนของชอดอกจากสวนปลาย กลาง และโคนชอดอก พบวา มีอัตรา

ปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียแตกตางกันตามระยะหางของชิ้นสวนนัน้จากพื้นดนิ กลาวคือ ช้ินพืช
จากปลายชอดอกมีอัตราการปนเปอนนอยที่สุด คือ 13.33 เปอรเซ็นต  รองลงมาไดแก สวนกลาง
ชอดอกที่ 22.92 เปอรเซ็นต และสวนโคนชอดอกมีการปนเปอนมากที่สุด คือ 32.08 เปอรเซ็นต 
โดยพบเชื้อแบคทีเรียที่มีสีขาวขุนเติบโตดานลางของชิ้นพืชที่สัมผัสอาหาร  

 
หลังจากเพาะเลี้ยงได 12 สัปดาห พบการตายของเนื้อเยื่อบริเวณกลีบดอกยอยและหรือ

บริเวณกานชอดอกกับชิ้นพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม IMA เขมขน 4 
มิลลิกรัมตอลิตร ในทุกสภาพแสงโดยพบมากที่สุด 61 เปอรเซ็นต ในสภาพแสงสีแดง ขณะทีพ่บ
การตายของเนือ้เยื่อ 32.91 เปอรเซ็นต ของชิ้นพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพมืด ทั้งนี ้ไม
พบการตายของเนื้อเยื่อของชิน้พืชที่เพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.5 
หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4  มิลลิกรัมตอลิตร ในทุกสภาพแสง (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2  อัตราการตายของเนื้อเยื่อ (เปอรเซ็นต) จากชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม หลัง

เพาะเลี้ยงบนอาหาร 6 สูตร ภายใตสภาพแสง 4 แบบ นาน 12 สัปดาห 
 

อาหาร มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
TDZ 0  +  IMA 4 52.41 27.31 61.11 16.67 
TDZ0.1 + IMA 4 14.29 6.06 0.00 5.56 

TDZ 0.25 + IMA 4 6.06 0.00 0.00 0.00 
TDZ 0.5 + IMA 4 0.00 0.00 0.00 0.00 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.00 0.00 0.00 0.00 
BA 10 +  IAA 0.1 32.91 0.00 0.00 5.56 

 



 

 

22

หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห ช้ินพชืสามารถพัฒนาเปนตน  กลุมยอดที่แคระเกร็น 
(retarded multiple shoot) และเกิดรากไดในปริมาณแตกตางกันขึ้นอยูกับ อิทธิพลของสูตรอาหาร  
สภาพแสง และตําแหนงบนชอดอก ดังนี้  
 

จํานวนตน  สูตรอาหารมีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติตอจํานวนตนที่เกิดขึ้นโดย
พบวา  ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ IAA  เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดตนมากที่สุด คือ 1.46 ตนตอช้ิน รองมาคืออาหาร
สูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.25 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4  
มิลลิกรัมตอลิตร เกิดตนเทากับ 0.85 และ 0.90  ตนตอช้ินพืช ตามลําดับ  สวนการใชอาหารสูตร 
MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0, 0.1 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัม
ตอลิตร เกิดจํานวนตนไมแตกตางกันคือ 0.44, 0.76 และ 0.66 ตนตอช้ินพืช ตามลําดับ  สําหรับ
สภาพแสงนั้น พบวา มีอิทธิพลตอจํานวนตนที่เกิดขึ้นเชนกัน โดยการเพาะเลี้ยงภายใตแสงสีแดง
ทําใหเกิดตนมากที่สุดคือ 1.40 ตนตอช้ินพืช  ขณะที่แสงสีขาว แสงสีน้ําเงิน และสภาพมืด ทําให
เกิดตนในจํานวนที่ไมแตกตางกันคือ 0.82, 0.74 และ 0.54  ตนตอช้ินพืช ตามลําดับ  สวนตําแหนง
ของชิ้นพืชบนชอดอกนั้นไมมีอิทธิพลทางสถิติตอจํานวนตนที่เกิดขึ้นโดยชิ้นสวนพืชจากสวน
ปลาย  สวนกลาง  และสวนโคนชอดอก  เกิดตนจํานวน 0.85, 0.77 และ 0.88 ตนตอช้ินพืช 
ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 

 
นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับสภาพแสงตอจํานวนตน โดยพบวา

ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA  
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาพแสงสีแดงมีจํานวนตนสูงสุดคือ 3.18 ตนตอช้ินพืช 
(ตารางที่ 4)  และพบอิทธิพลรวมระหวางสภาพแสงกับตําแหนงชิ้นพืชบนชอดอก โดยพบวา ช้ิน
พืชจากสวนโคนชอดอกที่เพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดงมีจํานวนตนมากที่สุด 1.83 ตนตอช้ิน
พืช (ตารางที่ 5) ทั้งนี้ ไมพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับตําแหนงของชิ้นสวนพืชบนชอ
ดอก และไมพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหาร สภาพแสง ตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอกตอ
จํานวนตน (ตารางที่ 3 และ ตารางที่ 6)  
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ตารางที่ 3  จํานวนตน ความสูงตนและจํานวนรากซึ่งเกดิจากชิ้นสวนตําแหนงตาง ๆ ของชอดอก
ออนปทุมมาพนัธุเชียงใหมทีเ่พาะเลี้ยงบนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 
สัปดาห 

 
ปจจัย จํานวนตน1/ ความสูงตน1/ (ซม.) จํานวนราก1/ 

อาหาร TDZ 0  +  IMA 4  0.44b 2/ 2.42b 0.47bc 
 TDZ0.1 + IMA 4 0.76b 1.66b 0.70b 
 TDZ 0.25 + IMA 4 0.85ab 1.69b 0.13cd 
 TDZ 0.5 + IMA 4 0.90ab 1.50b 0.23cd 
 TDZ 1.0 + IMA 4 0.66b 1.31b 0.01d 
 BA 10 +  IAA 0.1 1.46a 4.81a 4.55a 
สภาพแสง มืด 0.54b 1.02c 0.22b 
 แสงสีขาว 0.82b 2.57ab 0.87a 
 แสงสีแดง 1.40a 3.37a 1.20a 
 แสงสีน้ําเงิน 0.74b 2.24b 1.08a 
ตําแหนงบนชอดอก สวนปลาย 0.85 1.92 0.44b 
 สวนกลาง 0.77 2.17 0.92a 
 สวนโคน 0.88 2.28 0.97a 
F-test     
อาหาร ** ** ** 
สภาพแสง ** ** ** 
ตําแหนงบนชอดอก ns ns ** 
อาหาร x สภาพแสง ** ** ** 
อาหาร x ตําแหนงบนชอดอก ns ns ** 
สภาพ x ตําแหนงบนชอดอก * * ** 
อาหาร x สภาพแสง x ตําแหนงบนชอดอก ns ns ** 
                 C.V.(%) 39.64 46.24 43.77 
 
1/    :  มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
2     :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับ 
      :  ความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
ns  :  ไมแตกตางทางสถิติ 
*    :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
**  : แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 4  จํานวนตนที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมบนอาหาร 6 สูตร 
ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 

 
อาหาร มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงน้ําเงิน 

TDZ 0  +  IMA 4 0.30ef1/ 0.84def 0.19f 0.48ef 
TDZ0.1 + IMA 4 1.05b-f 0.67def 0.64def 0.62ef 

TDZ 0.25 + IMA 4 0.34ef 0.97c-f 2.19ab 0.49ef 
TDZ 0.5 + IMA 4 0.44ef 0.44ef 2.10abc 1.39b-e 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.91def 0.50ef 0.77def 0.48ef 
BA 10 +  IAA 0.1 0.43ef 1.78bcd 3.18a 1.10b-f 

C.V.(%)       40.07 
  

1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
      99  เปอรเซ็นต 

 
ตารางที่ 5  จํานวนตนที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออนปทุมมา

พันธุเชียงใหม ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

ตําแหนง มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
สวนปลาย     0.71bc1/    1.05abc 1.36ab 0.32c 
สวนกลาง 0.44c 0.77c    1.04abc    1.04abc 
สวนโคน 0.44c   0.62bc 1.83a  0.90bc 
C.V.(%)        41.60 

  
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 
      95 เปอรเซ็นต 

 



 
 
ตารางที่ 6  จํานวนตนที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม จาก 3 ตําแหนงของชอดอก บนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง  
                  นาน 12 สัปดาห 
 

มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
อาหาร 

ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน 
TDZ 0  +  IMA 4 0.181/ 0.49 0.22 0.94 1.10 0.55 0.14 0.14 0.29 0.26 0.62 0.58 
TDZ0.1 + IMA 4 2.16 0.74 0.22 1.37 0.36 0.25 0.45 0.42 1.10 0.84 0.90 0.14 

TDZ 0.25 + IMA 4 0.55 0.14 0.35 1.61 0.77 0.48 2.10 1.58 2.97 0.14 1.12 0.29 
TDZ 0.5 + IMA 4 1.03 0.27 0.00 0.28 0.37 0.82 2.20 0.72 3.77 0.26 1.71 2.51 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.56 0.47 2.31 0.81 0.26 0.42 0.00 1.52 0.96 0.00 0.80 0.72 
BA 10 +  IAA 0.1 0.31 0.74 0.14 1.73 2.71 1.20 4.74 2.23 2.75 0.53 1.24 1.61 

    C.V.(%)   39.64 
 
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
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ความสูงของตน  สูตรอาหารมีอิทธิตอความสูงตนอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบวา 
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA  เขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหไดตนสูงที่สุดคือ 4.81 เซนติเมตร สวนการใชอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่
เติม TDZ เขมขน 0, 0.1, 0.25, 0.5 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Imazalil  เขมขน 4 มิลลิกรัม
ตอลิตร ทําใหไดตนที่สูงไมแตกตางกันคือ 2.42, 1.66, 1.69, 1.50, 1.31 เซนติเมตร ตามลําดับ 
สําหรับสภาพแสงมีอิทธิพลตอความสูงของตนที่เกิดขึ้นโดยชิ้นพืชที่เพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสง 
สีแดงเกิดตนสูงที่สูงสุดคือ 3.37 เซนติเมตร  รองมาคือ แสงสีขาว  แสงสีน้ําเงิน และสภาพมืด คือ 
2.57, 2.24 และ 1.02 เซนติเมตร ตามลําดับ  แตไมพบอิทธิพลทางสถิติของตําแหนงชิ้นพืชบนชอ
ดอกตอความสูงของตนที่ไดโดยชิ้นพืชจากสวนปลาย สวนกลาง และสวนโคนชอดอกมีความสูง
ของตนคือ 1.92, 2.17 และ 2.28 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
 

นอกจากนี้ยงัพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับสภาพแสงตอความสงูของตน โดยช้ิน
พืชที่เพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกบั IAA 
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาพแสงสีแดงทําใหตนสูงที่สุดคือ 9.70 เซนตเิมตร (ตารางที ่7) 
และพบอิทธิพลรวมระหวางสภาพแสงกับตําแหนงของชิน้สวนพืชบนชอดอกตอความสูงตนโดย
พบวา การเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดงหรือแสงสีขาวกับสวนปลาย สวนกลางและสวนโคน
ของชอดอกทําใหไดตนที่สูงไมแตกตางกัน ซ่ึงใหผลเชนเดียวกับการเพาะเลีย้งภายใตสภาพแสง 
สีน้ําเงนิกับสวนกลางและสวนโคนชอดอก โดยทําใหตนมคีวามสูงอยูระหวาง 2.30-3.82 เซนตเิมตร 
(ตารางที ่ 8) ทั้งนี้ไมพบอทิธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอก และไม
พบอิทธิพลรวมระหวางสตูรอาหาร สภาพแสงและตําแหนงของชิน้สวนพืชบนชอดอกตอความสูง
ตน (ตารางที ่3 และ ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 7  ความสูงตน (เซนติเมตร) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมบน 
                   อาหาร 6  สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

อาหาร มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงน้ําเงิน 
TDZ 0  +  IMA 4  1.25ef1/  5.72bc 1.48ef  2.23def 
TDZ 0.1 + IMA 4 1.32ef 1.49ef   2.02def  2.05def 
TDZ 0.25 + IMA 4 0.91f   2.10def   3.28cde 1.14ef 
TDZ 0.5 + IMA 4 0.55f 1.10ef   3.91bcd   1.91def 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.97f 0.88f  1.74def   1.85def 
BA 10 +  IAA 0.1  1.11ef  6.38b 9.70a  4.64bc 

C.V.(%)       47.31 
  

1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
      99 เปอรเซ็นต 

 
ตารางที่ 8  ความสูงตน (เซนติเมตร) ที่ไดจากชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออนปทุมมา

พันธุเชียงใหม ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

ตําแหนง มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
สวนปลาย   1.12bc1/ 2.83a 3.30a 0.87c 
สวนกลาง  1.07bc 2.51a 2.97a 3.14a 
สวนโคน 0.75c  2.30ab 3.82a 2.90a 
C.V.(%)       51.46 

  
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  ที่ระดับความเชื่อมั่น  
      95 เปอรเซ็นต 



 

 

1
 
 
ตารางที่ 9  ความสูงตน (เซนติเมตร) ที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม จาก 3 ตําแหนงของชอดอก บนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4  
                  สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
อาหาร 

ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน 
TDZ 0  +  IMA 4  1.031/ 1.86 0.77 4.28 8.77 5.57 0.78 1.25 2.57 0.85 3.17 2.95 
TDZ0.1 + IMA 4 1.50 1.91 0.59 3.11 0.61 0.88 1.73 1.14 3.41 2.42 2.80 0.99 

TDZ 0.25 + IMA 4 1.41 0.38 1.07 3.14 1.85 1.23 4.76 3.47 1.86 0.46 1.78 1.30 
TDZ 0.5 + IMA 4 1.23 0.36 0.00 0.83 1.45 1.12 6.40 1.70 4.21 0.54 3.71 1.90 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.61 0.91 1.57 1.08 0.50 1.05 0.00 3.77 2.17 0.00 4.15 2.23 
BA 10 +  IAA 0.1 0.77 1.65 0.78 6.82 8.02 4.90 10.14 8.29 10.75 1.41 3.54 10.85 

    C.V.(%)      46.24 
 
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
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จํานวนราก  สูตรอาหารมีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติตอจํานวนรากที่เกิดขึน้ โดย
พบวา ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดรากมากที่สุดคือ 4.55 รากตอช้ินพืช สวนการใชอาหารสูตร 
MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0 หรือ 0.1  มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เกิดรากไมแตกตางกันคือ 0.47 และ 0.70 รากตอช้ินพืช ตามลําดับ ในขณะทีอ่าหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.25-1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4  มิลลิกรัมตอลิตร เกิด
รากลดลงตามความเขนขนของ TDZ ที่เพิ่มขึ้น  สําหรับสภาพแสงนั้นพบวา การเพาะเลี้ยงภายใต
สภาพแสงสีขาว แสงสแีดง แสงสีน้ําเงนิเกดิรากไมแตกตางกันคอื 0.87, 1.20 และ 1.08 รากตอช้ินพืช 
ตามลําดับ  สวนการเพาะเลี้ยงในสภาพมืดเกดิรากนอยทีสุ่ดคือ 0.22 รากตอช้ิน สวนตําแหนงชอดอก
นั้นพบวา สวนกลางและสวนโคนชอดอกเกิดรากไมแตกตางกนัคือ 0.92  และ 0.97 รากตอช้ิน  
ในขณะที่สวนปลายชอดอกเกิดรากนอยทีสุ่ดคือ 0.44  รากตอช้ินพืช (ตารางที่ 3) 

 
นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับสภาพแสงตอจํานวนราก โดยอาหาร

สูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซ่ึงเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดงมีจํานวนรากสูงสุดคือ 9.27 รากตอช้ินพืช (ตารางที่ 10)  พบ
อิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับตําแหนงชิ้นพืชบนชอดอกตอจํานวนรากโดยพบวา ช้ินพืชจาก
สวนโคนชอดอกซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกบั IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดรากมากที่สุดคือ 7.22  รากตอช้ินพืช (ตารางที ่11) และ
พบอิทธิพลรวมระหวางสภาพแสงกบัตําแหนงของชิน้พชืบนชอดอกตอจํานวนราก โดยพบวา ช้ินพืช
จากสวนโคนชอดอกที่เพาะเลี้ยงภายใตแสงสีน้ําเงินเกดิรากมากที่สุดคอื 2 รากตอช้ินพืช (ตารางที่ 
12)  นอกจากนี้ ยังพบอิทธิพลรวมของสูตรอาหาร สภาพแสงและตําแหนงชิ้นพืชบนชอดอกตอ
จํานวนราก โดยพบวา ช้ินพืชจากสวนโคนชอดอกซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ 
BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาพแสงน้ําเงิน
เกิดรากมากทีสุ่ดคือ 16.31 รากตอช้ินพืช  (ตารางที่ 13) 
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ตารางที่ 10  จํานวนรากที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมบนอาหาร 6 สูตร   
                    ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

อาหาร มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงน้ําเงิน 
     TDZ 0  +  IMA 4 0.10c1/ 1.19c 0.64c 0.02c 

TDZ0.1 + IMA 4 0.41c 1.12c 0.21c 1.01c 
  TDZ 0.25 + IMA 4 0.07c 0.07c 0.00c 0.53c 
TDZ 0.5 + IMA 4 0.00c 0.21c 0.36c 0.53c 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.00c 0.00c 0.00c 0.05c 
BA 10 +  IAA 0.1 1.10c 4.42b 9.27a 6.02b 

C.V.(%)        47.69 
 

1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
      99 เปอรเซ็นต 

 
ตารางที่ 11  จํานวนรากที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออนปทุมมา

พันธุเชียงใหม บนอาหาร 6 สูตร นาน 12 สัปดาห 
 

ตําแหนง อาหาร 
สวนปลาย สวนกลาง สวนโคน 

TDZ 0  +  IMA 4    0.37ed1/ 0.72ed 0.36ed 
TDZ0.1 + IMA 4  0.63ed 1.18ed  0.30ed 

TDZ 0.25 + IMA 4 0.06e 0.04e  0.34ed 
TDZ 0.5 + IMA 4 0.07e  0.37ed 0.14e 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.00e 0.00e 0.03e 
BA 10 +  IAA 0.1 2.29e 4.69b 7.22a 

                 C.V.(%)                              49.89 
 
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
      99 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 12  จํานวนรากที่เกดิจากการเพาะเลี้ยงชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของชอดอกออนปทุมมา
พันธุเชียงใหม ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 

 
ตําแหนง มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
สวนปลาย   0.10b1/ 0.71ab 1.08ab  0.08ab 
สวนกลาง 0.29b 1.29ab 1.13ab  1.43ab 
สวนโคน 0.30b 0.74ab 1.17ab 2.00a 
C.V.(%)          59.71 

     
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
       95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 13  จํานวนรากที่เกดิจากการเพาะเลีย้งชอดอกออนปทุมมาพันธุเชยีงใหมจาก 3 ตาํแหนงของชอดอกบนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
อาหาร 

ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน 
TDZ 0  +  IMA 4   0.00f1/ 0.12f 0.00f 1.33ef 1.55ef 0.79ef 0.00f 1.89def 0.29f 0.00f 0.26f 0.36f 
TDZ0.1 + IMA 4 0.53f 0.22f 0.46f 0.72f 2.14def 0.46f 0.70f 0.00f 0.00f 0.54f 2.59c-f 0.26f 

TDZ 0.25 + IMA 4 0.00f 0.14f 0.25f 0.19f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.26f 1.54ef 
TDZ 0.5 + IMA 4    0.00f 0.00f 0.00f 0.20f 0.40f 0.00f 0.00f 1.24ef 0.00f 0.00f 1.05ef 0.63f 
TDZ 1.0 + IMA 4 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.00f 0.14f 
BA 10 +  IAA 0.1    0.00f 2.02def 1.37ef 3.03c-f 6.68bc 4.16cde 10.22ab 5.59bcd 12.67ab 0.00f 6.78be 16.31a 

C.V.(%)     43.77 
 
1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
    : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
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ขนาดกลุมยอดที่แคระเกร็น ช้ินพืชพัฒนาเปนกลุมยอดที่แคระเกร็น (retarded multiple 
shoot) ซ่ึงเปนลักษณะของกลุมยอดขนาดเล็กจํานวนมากที่อัดตัวกนัแนน โดยสูตรอาหารมีอิทธิพล
อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติตอขนาดกลุมยอดที่แคระเกร็น โดยพบวา ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.1, 0.25, 0.5 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4  
มิลลิกรัมตอลิตร เกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีขนาดไมแตกตางกัน คือ เสนผานศูนยกลาง 2.41, 
2.61, 2.68 และ 2.66 เซนติเมตร ตามลําดับ แตกตางกับชิ้นพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA  เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม IMA เขมขน 4  มิลลิกรัมตอลิตร ที่มีขนาดเสนผานกลางศูนยกลาง
ของกลุมยอดที่แคระเกร็นเทากับ 1.53 และ 1.08 เซนติเมตร ตามลําดับ (ภาพที่ 2)  สําหรับสภาพแสง
มีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติตอขนาดกลุมยอดที่แคระเกร็น คือ สภาพแสงสีขาวเกิดกลุม
ยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีขนาดใหญที่สุด 2.53 เซนติเมตร รองมาคือแสงสีแดงและแสงสีน้ําเงินทําให
เกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีเสนผานศูนยกลาง 2.28 และ 2.07 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนสภาพมืด
เกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีขนาดเล็กที่สุด 2.02 เซนติเมตร สวนตําแหนงชิ้นสวนบนชอดอกมี
อิทธิพลอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติตอขนาดกลุมยอดที่แคระเกร็นโดยพบวา ช้ินพืชจากสวนปลาย
ชอดอกเกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีขนาดใหญที่สุดคือ 2.50 เซนติเมตร รองมาคือ สวนกลางชอ
ดอกคือ 2.20 เซนติเมตร และสวนโคนชอดอกเกดิกลุมยอดที่แคระเกร็นซึ่งมีขนาดเลก็ที่สุดคือ 1.88 
เซนติเมตร (ตารางที่ 14 และ ภาพที่ 3)  

 
นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลรวมระหวางสภาพแสงกับตําแหนงชิ้นพืชบนชอดอกตอขนาดกลุม

ยอดที่แคระเกร็นโดยพบวา ช้ินพืชสวนปลายชอดอกที่เพาะเลี้ยงภายใตแสงสีขาวเกดิกลุมยอดที่
แคระเกร็นซึ่งมีขนาดใหญที่สุดคือ 2.89 เซนติเมตร (ตารางที่ 15)  ทั้งนี้ไมพบอิทธพิลรวมระหวาง
สูตรอาหารกับสภาพแสง และไมพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหาร กับตําแหนงของชิ้นพืชบนชอ
ดอก และไมพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารสภาพแสงและตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอกตอ
ขนาดของกลุมยอดที่แคระเกร็น (ตารางที่ 14 และ ตารางที่ 16) 
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ตารางที่ 14  ขนาดเสนผานศนูยกลางและความสูงกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม จาก 3 ตําแหนงของชอดอก บนอาหาร 6 
สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 

 
ปจจัย ∅ของกลุมยอดที่ 

แคระเกร็น 
ความสูงของกลุมยอดที่ 

แคระเกร็น 
อาหาร TDZ 0 + IMA 4  1.08c1/ 1.12b1/ 
 TDZ0.1 + IMA 4 2.41a 1.70a 
 TDZ 0.25 + IMA 4 2.61a 1.74a 
 TDZ 0.5 + IMA 4 2.68a 1.63a 
 TDZ 1.0 + IMA 4 2.66a 1.72a 
 BA 10 + IAA 0.1 1.53b 1.54a 
สภาพแสง มืด 2.02c1/ 1.41b1/ 
 สีขาว 2.53a 1.64a 
 สีแดง 2.28b 1.72a 
 สีน้ําเงิน 2.07bc 1.65a 
ตําแหนงบนชอดอก ปลาย 2.50a1/ 1.52 
 กลาง 2.20b 1.60 
 โคน 1.88c 1.65 
F-test 
อาหาร 
สภาพแสง 
ตําแหนงบนชอดอก 
อาหาร x สภาพแสง 
อาหาร x ตําแหนงบนชอดอก 
สภาพแสง x ตําแหนงบนชอดอก 
อาหาร x สภาพแสง x ตําแหนงบนชอดอก 

 
** 
** 
** 
ns 
ns 
* 
ns 

 
** 
** 
ns 
** 
ns 
ns 
* 

    C.V.(%) 39.77 29.99 
 
ns  : ไมแตกตางทางสถิติ 
*    : แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95  เปอรเซ็นต 
**  : แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
1/    : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับ 
        ความเชื่อมั่น 99  เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 15  ขนาดเสนผานศนูยกลางของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่ไดจากการเพาะเลีย้ง 
                    ชอดอกออนปทมุมาพันธุเชียงใหม จาก 3 ตําแหนงของชอดอก ภายใต 4 สภาพแสง  
                    นาน 12 สัปดาห 
 

ตําแหนงชอดอก สภาพแสง 
สวนปลาย สวนกลาง สวนโคน 

มืด 2.46abc1/ 1.84def            1.63f 
แสงสีขาว           2.89a   2.41abc 2.21b-e 
แสงสีแดง 2.34bcd 2.53ab 1.92c-f 
แสงสีน้ําเงิน 2.20b-e   2.22b-e 1.77ef 

C.V.(%)            48.20 

1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
      95 เปอรเซ็นต 

 



 

 

36
 
 
ตารางที่ 16  ขนาดเสนผานศนูยกลางของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม จาก 3 ตําแหนง 
                    ของชอดอก บนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
อาหาร 

ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน 
TDZ 0  +  IMA 4 1.19 0.74 0.88 1.47 1.00 1.00 1.20 0.98 0.68 1.10 1.78 0.82 
TDZ0.1 + IMA 4 2.31 2.04 1.43 3.15 2.35 2.21 2.78 2.72 2.42 2.67 2.64 2.05 

TDZ 0.25 + IMA 4 2.92 1.95 2.29 3.41 3.22 2.37 2.70 2.62 2.22 2.58 2.33 2.33 
TDZ 0.5 + IMA 4 3.45 2.45 1.79 3.57 2.67 3.00 2.90 2.88 2.08 2.20 2.12 2.00 
TDZ 1.0 + IMA 4 3.21 2.30 2.33 2.69 2.50 2.92 2.82 3.58 2.28 2.75 2.80 1.92 
BA 10 +  IAA 0.1 2.20 1.49 0.97 0.67 1.73 1.20 1.67 2.17 1.00 1.72 1.25 1.10 

   C.V.(%)       39.77 
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ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น สูตรอาหารมีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติตอ
ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็นโดยพบวา อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.1, 
0.25, 0.5 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA  เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ทําให
เกิดกลุมยอดทีแ่คระเกร็นคลายตนที่มีความสูงไมแตกตางกันคือ 1.70, 1.74, 1.63, 1.72 และ 1.54 
เซนติเมตร ตามลําดับ ในขณะที่ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ IMA เขมขน 
4  มิลลิกรัมตอลิตร มีความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็นนอยที่สุดคือ 1.12 เซนติเมตร ตามลําดับ 
สําหรับสภาพแสงนั้น พบวามีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติตอความสูงของกลุมยอดที่แคระ
เกร็นที่เกดิขึ้นโดยพบวา ช้ินพืชที่เพาะเลีย้งในสภาพแสงสีขาว แสงสีแดงหรือแสงสีน้ําเงินเกดิ
กลุมยอดที่แคระเกร็นที่มีความสูงไมตางกนัคือ 1.64, 1.72 และ 1.65 เซนติเมตร ตามลําดับ และไม
พบอิทธิพลทางสถิติของตําแหนงของชิ้นพชืบนชอดอกตอความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็นที่
เกิดขึ้น (ตารางที่ 14)  

 
นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับสภาพแสงตอความสูงของกลุมยอดที่

แคระเกร็นโดยพบวา ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ  เขมขน 0.1 หรือ 
0.25  มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4  มิลลิกรัมตอลิตร หรือ BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับ IAA  เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาพแสงสีแดงเกิดกลุมยอดทีแ่คระเกร็นที่
มีความสูงไมแตกตางกันคือ 1.96, 1.91 และ 1.93 เซนติเมตร ตามลําดับ หรือการเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 
มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาพแสงสีน้าํเงินเกดิกลุมยอดที่แคระเกร็นที่มีความสูงเทากับ 1.94 
เซนติเมตร (ตารางที่ 17)  นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหาร สภาพแสงและ
ตําแหนงของชิน้พืชบนชอดอก พบวา ช้ินพืชสวนโคนของชอดอกที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใต
แสงสีแดงเกดิกลุมยอดที่แคระเกร็นที่มีความสูงมากที่สุดคือ 2.45 เซนติเมตร (ตารางที่ 18)  ทั้งนี้ 
ไมพบอิทธิพลรวมระหวางสูตรอาหารกับตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอก และไมพบอิทธิพล
รวมระหวางสภาพแสง ตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอกตอความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น 
(ตารางที่ 14) 
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ตารางที่ 17  ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนตเิมตร) ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงชอดอกออน 
                    ปทุมมาพันธุเชียงใหมบนอาหาร 6 สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

อาหาร มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
TDZ 0  +  IMA 4        1.10f1/ 1.07f 1.09f 1.23ef 
TDZ0.1 + IMA 4 1.41b-f   1.66a-e  1.96a  1.86ab 

TDZ 0.25 + IMA 4 1.15a-f   1.78abc  1.91a 1.94a 
TDZ 0.5 + IMA 4 1.61a-e 1.85ab     1.57a-e   1.40b-f 
TDZ 1.0 + IMA 4 1.56a-e   1.78abc    1.87ab    1.71a-d 
BA 10 +  IAA 0.1 1.29def  1.31c-f  1.93a    1.74a-d 

C.V.(%)        30.32 
 
1/   : ตัวอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น  
       99 เปอรเซ็นต 
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  ตารางที่ 18  ความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็น (เซนติเมตร) ที่ไดจากการเพาะเลีย้งชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมจาก 3 ตาํแหนงของชอดอก  
                      บนอาหาร 6  สูตร ภายใต 4 สภาพแสง นาน 12 สัปดาห 
 

มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
อาหาร 

ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน ปลาย กลาง โคน 
TDZ 0  +  IMA 4 1.16h-n1/ 1.08k-n 1.02mn 1.07k-n 1.03lmn 1.12j-n 1.20g-n 1.02mn 1.02mn 1.12j-n 1.25f-n 1.30e-n 
TDZ0.1 + IMA 4 1.42d-n 1.33d-n 1.47d-n 1.70b-m 1.78b-j 1.44d-n 1.42d-n 2.00a-d 2.45a 2.00a-d 1.63b-n 2.00a-d 

TDZ 0.25 + IMA 4 1.55c-n 1.55c-n 1.36d-n 1.75b-k 1.87a-g 1.73b-k 1.73b-k 1.83a-h 2.17abc 1.68b-m 2.17abc 1.97a-e 
TDZ 0.5 + IMA 4 1.70b-m 1.55c-n 1.59b-n 1.90a-f 1.68b-m 1.97a-e 1.57b-n 1.55c-n 1.58b-n 1.13i-n 1.55c-n 1.52c-n 
TDZ 1.0 + IMA 4 1.29e-n 1.59b-n 1.83a-h 1.71b-l 1.75b-k 1.88a-g 1.87a-g 1.80a-j 1.95a-e 1.63b-n 1.82a-i 1.67b-m 

BA 10 +  IAA 0.1 1.04lmn 1.45d-n 1.37d-n 0.97n 1.33d-n 1.50c-n 1.83a-h 2.25ab 1.25f-n 1.63b-n 1.38d-n 2.25ab 
                C.V.(%)                      29.99  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

39 

 



 

 

40

 
         

 
ภาพที่ 2  ลักษณะของตน และกลุมยอดทีแ่คระเกร็นของปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงบน 
               อาหาร 6 สูตร ภายใตสภาพแสงตาง ๆ นาน 12 สัปดาห 

 มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 

TDZ 0 + IMA 4 

TDZ 0.1 + IMA 4 

TDZ 0.25 + IMA 4 

TDZ 0.5 + IMA 4 

TDZ 1.0 + IMA 4 

 BA 10 + IAA 0.1 
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 มืด แสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน

สวนปลาย 

สวนกลาง 

สวนโคน 

 
  ภาพที่ 3  ลักษณะของตน และกลุมยอดที่แคระเกร็นทีเ่กิดจากชิ้นพืชจากตําแหนงตาง ๆ ของ

ชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงตาง ๆ นาน 12 
สัปดาห 
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การทดลองที่ 2  ผลของสภาพแสงและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําใหเกดิแคลลัส
ในปทุมมาพันธุเชียงใหม 

 
หลังจากนําชิ้นสวนบริเวณโคนตนของปทุมมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่

เติม2,4-D เขมขน 0, 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5 หรือ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0, 0.01 
หรือ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพมืด แสงสีขาว แสงสีแดงหรือแสงสีน้ําเงิน เปนเวลา 4 
สัปดาห พบวา ช้ินพืชตอบสนองตอระดับความเขมขนของ 2,4-D และ TDZ แตกตางกันโดยเกิด
พัฒนาการ 6 รูปแบบ ไดแก ช้ินพืชพัฒนาเปนยอดเทานั้น  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอดพรอมรากที่มี
ลักษณะเปนตนปกติ  ช้ินพืชพัฒนาเปนรากกอนและมีบางสวนของรากพัฒนาเกิดแคลลัส  ช้ินพืช
พัฒนาเปนยอด ราก และแคลลัสพรอมกัน  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอด และแคลลัส  และชิ้นพืชพัฒนา
เปนแคลลัสเทานั้น (ภาพที่ 4)  โดยแคลลัสที่ไดทั้งหมดมีลักษณะเกาะกันอยางแนนเปนกอนมน
นูนสีขาวหรือสีน้ําตาล  

 
เมื่อนําขอมูลอัตราการเกิดแคลลัสมาวิเคราะหความแปรปรวนพบวา ระดับความเขมขน

ของ 2,4-D มีอิทธิพลตอการเกิดแคลลัส โดยอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 1.0, 
1.5, 2.0 หรือ 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไมแตกตางกันคือ 60.34, 60.23, 
62.26 และ 63.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  รองมาคือการใช 2,4-D เขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร คือ 
52.08 เปอรเซ็นต สวนการใช 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหมีอัตราการเกิดแคลลัสที่ 
41.63 ทั้งนี้ไมพบอิทธิพลของการใช TDZ ตอการเกิดแคลลัส  สวนสภาพแสงที่เพาะเลี้ยงนัน้มี
อิทธิพลตอการเกิดแคลลัส โดยสภาพแสงสีน้ําเงินทําใหเกิดแคลลัสดีทีสุ่ดคือ 56.32 เปอรเซ็นต 
รองมาคือแสงสีแดง 50.07 เปอรเซ็นต  สวนแสงสีขาวและสภาพมืดมีอัตราการเกิดแคลลัสไม
แตกตางกันคือ 43.45 เปอรเซ็นต และ 44.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไมพบอิทธิพลรวม
ระหวางสภาพแสงและสารควบคุมการเจรญิเติบโตตอการเกิดแคลลัส (ตารางที่ 16) 

 
เมื่อพิจารณาถงึลักษณะของแคลลัสที่ตองการคือ ลักษณะเปนกลุมเซลลเกาะตัวกันอยาง

แนน (compact callus) เปนกอนมนนนูสีขาวนวลหรือสีน้ําตาลออน ซ่ึงเกิดจากเนื้อเยื่อเจริญ
บริเวณโคนตนเทานั้น พบวา ในสภาพมืดนั้นชิ้นพืชพัฒนาเปนแคลลัสเพียงอยางเดียวมากที่สุด
คือ 10 เปอรเซ็นต บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร  ขณะที่
ช้ินพืชสามารถพัฒนาเปนแคลลัสสูงถึง 93.33 เปอรเซ็นต เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี 2,4-D 
เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร (ตารางที่ 17)  
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สภาพแสงสีขาว ช้ินพืชพัฒนาเปนแคลลัสเพียงอยางเดยีวมากที่สุดคือ 20 เปอรเซ็นต บน
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร ขณะที่ช้ินพืชสามารถพัฒนาเปนแคลลัสสูงถึง 91.67 เปอรเซ็นต เมื่อเพาะเลี้ยง
บนอาหารที่ม ี 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร 
(ตารางที่ 18) 

 
สภาพแสงสแีดง ช้ินพืชพัฒนาเปนแคลลัสเพยีงอยางเดยีวมากที่สุดคือ 33.33 เปอรเซ็นต 

บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยชิ้นพชืสามารถพฒันาเปนแคลลัสสูงสุดถึง 91.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 19) 

 
สภาพแสงสีน้ําเงิน  ช้ินพืชพัฒนาเปนแคลลัสเพียงอยางเดียวมากที่ สุดคือ 26.67 

เปอรเซ็นต บนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร โดยช้ินพืชสามารถพัฒนาเปนแคลลัสสูงสุด 100 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 20) 

 
 



 

 

44

ตารางที่ 19  อัตราการเกิดแคลลัสของชิ้นพืชซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D  
                    และ TDZ ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ภายใตสภาพแสง 4 แบบ นาน 4 สัปดาห 
 

                          ปจจัย การเกิดแคลลัส (เปอรเซ็นต) 
 2,4-D  (มก./ล.)  0.0 0.001/c 
 0.5 41.63b 
 1.0 60.34a2/ 
 1.5 60.23a 
 2.0 62.26a 
 2.5 63.01a 
 3.0 52.08ab 
TDZ  (มก./ล.) 0.0 46.35 

 0.01 49.06 
 0.05 50.77 

 สภาพแสง มืด 44.45b 
 สีขาว 43.45b 

 สีแดง 50.07ab 
 สีน้ําเงิน 56.32a 
F-test   
      2,4-D  ** 
      TDZ  ns 
      สภาพแสง  * 
      2,4-D x TDZ  ns 
      2,4-D x สภาพแสง  ns 
       TDZ x สภาพแสง  ns 
      2,4-D x TDZ x สภาพแสง  ns 
                           C.V.(%)  63.07 

 

1/    : มีการแปลงขอมูลโดยใชคา arcsin √percentage   กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
2/    : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับความ 
        เช่ือมั่น 95  เปอรเซ็นต และ 99 เปอรเซ็นต 
ns  : ไมแตกตางทางสถิติ 
*    : แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
**  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
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                   (ก)      (ข)      (ค) 
 

                        
                   (ง)      (จ)      (ฉ) 
 
           ภาพที่ 4  การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาการของปทุมมาพันธุเชียงใหมที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร 
                          ชักนําแคลลัสนาน 4  สัปดาห 

 (ก)  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอดเทานั้น (S) 
 (ข)  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอดพรอมราก ที่มีลักษณะเปนตนปกติ (SR) 
 (ค)  ช้ินพืชพัฒนาเปนรากกอนและมีบางสวนของรากพัฒนาเกิดแคลลัส (RC) 
 (ง)  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอด ราก และแคลลัสพรอมกัน (SRC) 
 (จ)  ช้ินพืชพัฒนาเปนยอด และแคลลัส (SC) 
 (ฉ)  ช้ินพืชพัฒนาเปนแคลลัสเทานั้น (C)  
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ตารางที่ 20  อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตางๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทุมมาที่เพาะเลี้ยง
บนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเติม 2,4-D และ TDZ ความเขมขนตาง ๆ ภายใตสภาพมืด 
นาน 4 สัปดาห 

 
การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาของชิ้นสวน 

(เปอรเซ็นต) 
2,4-D 

(มก./ล.) 
TDZ 

(มก./ล.) 
จํานวน
ช้ินสวน1/ 

S SR RC SRC SC C 

แคลลัส 
(เปอรเซ็นต) 

0.0 0.00 15 46.67 53.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.01 15 66.67 33.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.05 12 58.33 41.67 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.5 0.00 11 30.00 60.00 0.00 0.00 10.00 0.00 10.00 
0.5 0.01 14 13.33 53.33 0.00 20.00 13.33 0.00 33.33 
0.5 0.05 11 54.17 29.17 0.00 16.67 0.00 0.00 16.67 
1.0 0.00 11 23.33 0.00 0.00 0.00 76.67 0.00 76.67 
1.0 0.01 14 40.00 0.00 6.67 6.67 46.67 0.00 60.00 
1.0 0.05 9 20.83 0.00 0.00 0.00 79.17 0.00 79.17 
1.5 0.00 13 13.33 0.00 20.00 13.33 53.33 0.00 86.67 
1.5 0.01 10 29.17 0.00 0.00 37.50 33.33 0.00 70.83 
1.5 0.05 9 55.56 0.00 0.00 0.00 44.44 0.00 44.44 
2.0 0.00 11 54.17 0.00 0.00 0.00 45.83 0.00 45.83 
2.0 0.01 10 20.00 10.00 0.00 0.00 70.00 0.00 70.00 
2.0 0.05 8 50.00 0.00 0.00 0.00 50.00 0.00 50.00 
2.5 0.00 10 20.00 0.00 20.00 10.00 40.00 10.00 80.00 
2.5 0.01 11 36.67 0.00 0.00 0.00 63.33 0.00 63.33 
2.5 0.05 15 40.00 0.00 0.00 0.00 60.00 0.00 60.00 
3.0 0.00 11 36.67 10.00 0.00 0.00 53.33 0.00 53.33 
3.0 0.01 12 6.67 0.00 0.00 0.00 93.33 0.00 93.33 
3.0 0.05 13 53.33 0.00 0.00 6.67 40.00 0.00 46.67  

 
1/  : จํานวนชิ้นสวนที่รอดชีวิตจากชิ้นสวนเริ่มตน 15 ช้ินสวน 
    S  =  ยอด   SR  =  ยอด+ราก   RC  =  ราก+แคลลัส 
    SCR  =  ยอด+แคลลัส+ราก SC  =  ยอด และแคลลัส    C  =  แคลลัส 
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ตารางที่ 21  อัตราการเปลีย่นแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทุมมาที่เพาะเลี้ยง
บนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเตมิ 2,4-D และ TDZ ความเขมขนตาง ๆ ภายใตแสงสีขาว 
นาน 4 สัปดาห 

 
การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาของชิ้นสวน (เปอรเซน็ต) 2,4-D 

(มก./ล.) 
TDZ 

(มก./ล.) 
จํานวน
ช้ินสวน1/ S SR RC SRC SC C 

แคลลัส 
(เปอรเซ็นต) 

0.0 0.00 15 60.00 40.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.01 15 53.33 46.67 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.05 12 75.00 25.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.5 0.00 15 46.67 46.67 0.00 6.67 0.00 0.00 6.67 
0.5 0.01 12 8.33 0.00 0.00 25.00 66.67 0.00 91.67 
0.5 0.05 12 25.00 16.67 0.00 16.67 41.67 0.00 58.33 
1.0 0.00 12 46.67 0.00 10.00 20.00 23.33 0.00 53.33 
1.0 0.01 15 60.00 6.67 0.00 0.00 33.33 0.00 33.33 
1.0 0.05 12 16.67 0.00 0.00 16.67 66.67 0.00 83.33 
1.5 0.00 14 33.33 0.00 0.00 0.00 66.67 0.00 66.67 
1.5 0.01 12 36.67 0.00 0.00 10.00 53.33 0.00 63.33 
1.5 0.05 12 40.00 0.00 0.00 20.00 20.00 20.00 60.00 
2.0 0.00 11 50.00 0.00 0.00 0.00 50.00 0.00 50.00 
2.0 0.01 12 20.00 0.00 6.67 10.00 63.33 0.00 80.00 
2.0 0.05 14 30.00 0.00 0.00 13.33 56.67 0.00 70.00 
2.5 0.00 11 16.67 0.00 0.00 41.67 41.67 0.00 83.33 
2.5 0.01 10 50.00 0.00 0.00 10.00 40.00 0.00 50.00 
2.5 0.05 15 40.00 0.00 0.00 6.67 53.33 0.00 60.00 
3.0 0.00 10 66.67 20.00 0.00 0.00 13.33 0.00 13.33 
3.0 0.01 9 60.00 0.00 0.00 0.00 40.00 0.00 40.00 
3.0 0.05 11 20.00 0.00 0.00 6.67 53.33 20.00 80.00 

 
1/  : จํานวนชิ้นสวนที่รอดชีวิตจากชิ้นสวนเริ่มตน 15 ช้ินสวน 
    S  =  ยอด   SR  =  ยอด+ราก   RC  =  ราก+แคลลัส 
    SCR  =  ยอด+แคลลัส+ราก SC  =  ยอด และแคลลัส     C  =  แคลลัส 
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ตารางที่ 22  อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทุมมาที่เพาะเลี้ยง
บนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเติม 2,4-D และ TD Z ความเขมขนตาง ๆ ภายใตแสงสีแดง 
นาน 4 สัปดาห 

 
การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาของชิ้นสวน 

(เปอรเซ็นต) 
แคลลัส 

(เปอรเซ็นต) 
2,4-D 

(มก./ล.) 
TDZ 

(มก./ล.) 
จํานวน
ช้ินสวน1/ 

S SR RC SRC SC C  
0.0 0.00 15 53.33 46.67 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.01 15 60.00 40.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.05 12 41.67 58.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.5 0.00 14 26.67 13.33 0.00 33.33 26.67 0.00 60.00 
0.5 0.01 13 33.33 0.00 0.00 26.67 40.00 0.00 66.67 
0.5 0.05 14 13.33 6.67 0.00 13.33 66.67 0.00 80.00 
1.0 0.00 11 23.33 0.00 0.00 10.00 66.67 0.00 76.67 
1.0 0.01 15 33.33 13.33 0.00 46.67 6.67 0.00 53.33 
1.0 0.05 11 54.17 0.00 0.00 33.33 12.50 0.00 45.83 
1.5 0.00 12 41.67 0.00 0.00 8.33 50.00 0.00 58.33 
1.5 0.01 15 33.33 0.00 0.00 6.67 53.33 6.67 66.67 
1.5 0.05 11 8.33 0.00 0.00 37.50 20.83 33.33 91.67 
2.0 0.00 12 60.00 0.00 0.00 10.00 30.00 0.00 40.00 
2.0 0.01 10 20.00 0.00 0.00 16.67 43.33 20.00 80.00 
2.0 0.05 12 10.00 0.00 0.00 26.67 63.33 0.00 90.00 
2.5 0.00 13 20.00 0.00 0.00 20.00 60.00 0.00 80.00 
2.5 0.01 11 20.00 0.00 0.00 10.00 50.00 20.00 80.00 
2.5 0.05 15 26.67 0.00 0.00 0.00 66.67 6.67 73.33 
3.0 0.00 13 33.33 0.00 0.00 0.00 66.67 0.00 66.67 
3.0 0.01 10 60.00 0.00 0.00 0.00 30.00 10.00 40.00 
3.0 0.05 11 63.33 10.00 0.00 0.00 26.67 0.00 26.67 

 
1/  : จํานวนชิ้นสวนที่รอดชีวิตจากชิ้นสวนเริ่มตน 15 ช้ินสวน 
    S  =  ยอด   SR  =  ยอด+ราก    RC  =  ราก+แคลลัส 
    SCR  =  ยอด+แคลลัส+ราก SC  =  ยอด และแคลลัส     C  =  แคลลัส 
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ตารางที่ 23  อัตราการเปลี่ยนแปลงตามรูปแบบตาง ๆ ของชิ้นสวนโคนตนของปทุมมาที่เพาะเลี้ยง
บนอาหาร MS ดัดแปลงซึ่งเตมิ 2,4-D และ TDZ ความเขมขนตาง ๆ ภายใตแสงสีน้ํา
เงิน นาน 4 สัปดาห 

 
การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาของชิ้นสวน (เปอรเซน็ต) 2,4-D 

(มก./ล.) 
TDZ 

(มก./ล.) 
จํานวน
ช้ินสวน1/ S SR RC SRC SC C 

แคลลัส 
(เปอรเซ็นต) 

0.0 0.00 12 50.00 50.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.01 15 53.33 46.67 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.0 0.05 12 66.67 33.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.5 0.00 9 50.00 6.67 0.00 30.00 13.33 0.00 43.33 
0.5 0.01 12 36.67 0.00 0.00 53.33 10.00 0.00 63.33 
0.5 0.05 15 53.33 6.67 0.00 26.67 13.33 0.00 40.00 
1.0 0.00 12 26.67 0.00 0.00 26.67 46.67 0.00 73.33 
1.0 0.01 9 0.00 0.00 26.67 26.67 20.00 26.67 100.00 
1.0 0.05 10 26.67 0.00 0.00 46.67 26.67 0.00 73.33 
1.5 0.00 12 6.67 0.00 0.00 10.00 73.33 10.00 93.33 
1.5 0.01 15 60.00 6.67 0.00 13.33 13.33 6.67 33.33 
1.5 0.05 11 25.00 0.00 0.00 0.00 75.00 0.00 75.00 
2.0 0.00 13 13.33 0.00 0.00 6.67 70.00 10.00 86.67 
2.0 0.01 10 20.00 0.00 0.00 16.67 53.33 10.00 80.00 
2.0 0.05 9 20.00 0.00 0.00 20.00 50.00 10.00 80.00 
2.5 0.00 8 25.00 0.00 0.00 0.00 75.00 0.00 75.00 
2.5 0.01 12 25.00 0.00 0.00 0.00 66.67 8.33 75.00 
2.5 0.05 14 20.00 0.00 0.00 13.33 66.67 0.00 80.00 
3.0 0.00 9 20.00 0.00 0.00 0.00 80.00 0.00 80.00 
3.0 0.01 11 30.00 0.00 0.00 6.67 46.67 16.67 70.00 
3.0 0.05 11 13.33 0.00 0.00 0.00 76.67 10.00 86.67 

 
1/  : จํานวนชิ้นสวนที่รอดชีวิตจากชิ้นสวนเริ่มตน 15 ช้ินสวน 
    S   =  ยอด   SR  =  ยอด+ราก    RC  =  ราก+แคลลัส 
    SCR  =  ยอด+แคลลัส+ราก SC  =  ยอด และแคลลัส     C  =  แคลลัส 
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การทดลองที่ 3  ผลของ 2, 4-D รวมกับ TDZ ตอการชักนําแคลลัสใหพัฒนาเปนตน 
 

หลังจากเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0 หรือ 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0, 0.01 หรือ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพไดรับแสง 
สีขาว นาน 16 ช่ัวโมงตอวนั พบวา แคลลัสมีการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณแคลลัสบริเวณผิว
รอบ ๆ กอนแคลลัสเดิม แคลลัสที่เกิดใหมมีลักษณะคอนขางกลมมนขนาดเล็กใหญแตกตางกัน มี
สีขาวหรือขาวนวลบางสวนเริ่มพัฒนาเปนไรซอยดหลังเพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาหและเริ่มพัฒนา
เปนยอดสีเขยีวขนาดเลก็หลังเพาะเลี้ยงนาน 2 สัปดาห  

 
เมื่อเพาะเลีย้งนาน 5 สัปดาห พบวา มีอัตราการเกิดยอดบนกอนแคลลัสในปริมาณ

แตกตางตามระดับความเขมขนของ 2,4-D และ TDZ (ภาพที่ 5) โดยการไมใชหรือใช 2,4-D 
อัตรา 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ไมมีอิทธิพลตอการเกิดยอดของแคลลัส  แตการใช TDZ ที่ระดับ
ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหการเกิดยอดมากที่สุด (ตารางที่ 21) ทั้งนี้อิทธิพลของ 
TDZ  ขึ้นกับการใช 2,4-D ดวย โดยการใช TDZ ที่ระดับความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร 
เพียงอยางเดยีวทําใหเกดิแคลลัสที่มีอัตราการเกิดยอดสงูที่สุดคือ 14.54  เปอรเซ็นต (ตารางที่ 22)  

 
นอกจากนี ้ แคลลัสพัฒนาเปนไรซอยดเกดิขึ้นบนกอนแคลลัสในปริมาณแตกตางกัน

ตามระดับความเขมขนของ 2,4-D และ TDZ (ภาพที่ 6) โดยไมมีพบอิทธิพลของ 2,4-D หรือ 
TDZ ตออัตราการเกิดไรซอยด (ตารางที่ 21)  แตมีอิทธิพลรวมระหวาง 2,4-D กับ TDZ ตออัตรา
การเกิดไรซอยด โดยแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร และ
อาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร มีอัตรา
การเกดิไรซอยดไมตางกนัคือ 39.45  และ 31.13 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 22) 

 
 สําหรับรูปแบบการเจริญเตบิโตของแคลลัส พบวา แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS 
ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตแคลลัสพัฒนาเกิดไรซอยดไดเล็กนอย ขณะทีแ่คลลัสซึ่ง
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร พัฒนาเปนเกิด 
ไรซอยดจํานวนมากปกคลุมกอนแคลลัสและเกิดยอดสีเขียวบริเวณดานบนกอนแคลลัส สวน
แคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดดัแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร พัฒนา
เปนยอดที่มแีผนใบคอนขางเรียวยาวชัดเจนและเกิดไรซอยดคอนขางยาว แคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มปริมาณไดไมมาก
นัก บางสวนของแคลลัสเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล พัฒนาเปนไรซอยดและเกดิยอดสีเขียวบนกอน
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แคลลัสไดเล็กนอย  สวนแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา เกิดยอดขนาดเล็กมีสีเขียวหรือ
สีขาวดานบนของกอนแคลลัสและเกิดไรซอยดคอนขางมาก สวนแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกบั TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พัฒนาเปนยอดขนาดเลก็มีสีเขยีวหรือสีขาวและเกดิไรซอยดปกคลมุกอนแคลลัส (ภาพที่ 7)  
 
ตารางที่ 24  อัตราการเกิดยอดและไรซอยด (เปอรเซ็นต) จากแคลลัสของปทุมมาพันธุเชียงใหม  
                    หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D และ TDZ นาน 5 สัปดาห 
 

สารควบคุมการเจริญเติบโต 
(มก./ล.) ยอด1/  ไรซอยด 1/ 

2,4-D 0  7.14               15.13 
 0.5 4.84  24.67 
TDZ 0     1.82b2/ 12.27 
 0.01     6.26ab 26.55 
 0.05     11.49a 21.39 
F-test   
2,4-D ns ns 
TDZ ** ns 
2,4-D x TDZ ** ** 
             C.V.(%)  39.56 40.97 
 

1/    :  มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
2     :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT ที่ระดับ 
         ความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
ns   : ไมแตกตางทางสถิติ 
**  :  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99  เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 25  อัตราการเกิดยอดและไรซอยด (เปอรเซ็นต) ของแคลลัสของปทุมมาพันธุเชียงใหม  
                      หลังเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ นาน 5 สัปดาห 
 

2,4-D 
(มก/ล) 

TDZ 
(มก./ล.) ยอด1/ ไรซอยด1/ 

0 0 0.00c2/ 2.58b 
0 0.01 12.09ab 39.45a 
0 0.05 14.54a  13.41ab 

0.5 0  4.55abc  28.10ab 
0.5 0.01 2.13bc 16.12ab 
0.5 0.05 8.77ab 31.13a 

              C.V.(%) 39.56 40.97 
 

1/  : มีการแปลงขอมูลโดยใชคารากที่สองของ X+1 กอนนําขอมูลมาวิเคราะห 
2/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดย วิธี DMRT ที่ระดับ 
      ความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต 
 

 



 

 

53

 
 
ภาพที่ 5  การพัฒนาเปนยอดของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  
               ดัดแปลงที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ  นาน 1-5 สัปดาห 
 

 
 
ภาพที่ 6  การพัฒนาเปนไรซอยดของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร  
               MS  ดัดแปลงที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ นาน 1-5 สัปดาห 
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สัปดาหท่ี 

เปอรเซ็นต 

2,4-D 0+TDZ 0 2,4-D 0+TDZ0.01 2,4-D 0+TDZ 0.05 
2,4-D 0.5+TDZ 0 2,4-D 0.5+TDZ0.01 2,4-D 0.5+TDZ 0.05 
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สัปดาหท่ี 

เปอรเซ็นต 

2,4-D 0+TDZ 0 2,4-D 0+TDZ0.01 2,4-D 0+TDZ 0.05 
2,4-D 0.5+TDZ 0 2,4-D 0.5+TDZ0.01 2,4-D 0.5+TDZ 0.05 
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สัปดาหที่  1         สัปดาหที่  2         สัปดาหที่  3        สัปดาหที่  4       สัปดาหที่  5 

 

 

 

 

 

 
 

      ภาพที่ 7  การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาเปนยอดและไรซอยดของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรตาง ๆ นาน 1-5 สัปดาห 

 

2,4-D 0 + TDZ 0 

2,4-D 0 + TDZ 0.01 

2,4-D 0 + TDZ 0.05 

2,4-D 0.5 + TDZ 0 

2,4-D 0.5 + TDZ 0.01 

2,4-D 0.5 + TDZ 0.05 

54 
. 

 



 

 

55

การทดลองที่ 4  ผลของสารปฏิชีวนะตอการเจริญเติบโตของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
 

การทดลองที่ 4.1  ผลของซีโฟแทกซิม 
  

หลังจากเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมซีโฟแทกซิม เขมขน 0, 100, 200, 
300, 400 หรือ 500 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา แคลลัสมีอัตรารอดชีวิตของ
แคลลัสเทากับ 100, 100, 86.67, 80, 80 และ 80  เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที่ 8)  ทั้งนี้แคลลัส
สามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารทุกสูตรโดยที่แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมซีโฟแทกซิม
เขมขน 100, 200 หรือ 300 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถพัฒนาเกดิยอดหรือไรซอยดได ในขณะที่
อาหารที่เติมซีโฟแทกซิม เขมขม 400 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร แคลลัสไมพัฒนาเกิดยอดหรือ 
ไรซอยด และคอย ๆ เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลออน (ภาพที่ 9) 

 

 
 
ภาพที่ 8  อัตราการรอดชีวิตของแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D  
               เขมขน 0.5 มก./ล.รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติมซีโฟแทกซิมความเขมขนตางๆ  
               นาน 4 สัปดาห 
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0 100                  200       มก./ล. 

300 400                 500       มก./ล. 
 
ภาพที่ 9   แคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหมซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ 2,4-D 

เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติมซีโฟแทกซิมความเขมขน
ตางๆ นาน 4 สัปดาห 
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การทดลองที่ 4.2  ผลของไฮโกรมัยซิน 
 
หลังเพาะเลีย้งแคลลัสบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ

ลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมไฮโกรมัยซิน เขมขน 0, 50, 100, 150, 200 
หรือ 300 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 4 สัปดาห พบวา แคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิ 
ไฮโกรมยัซินเริ่มเปลีย่นเปนสีน้ําตาลออนตั้งแตสัปดาหแรกและมีบางสวนของกอนแคลลัสเริ่มตาย
ในสัปดาหที่ 2-4 โดยไฮโกรมัยซิน เขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต 
และทําใหแคลลัสตายได ทั้งนี้แคลลัสมีอัตราการรอดชีวิตเทากับ 100, 13.33, 6.67, 0, 0 และ 0 
เปอรเซ็นต  ตามลําดับ (ภาพที่ 10)  อนึ่งแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไมเติมไฮโกรมัยซินสามารถ
พัฒนาเปนยอดและไรซอยดได  (ภาพที่ 11) 
 
 

 
 
ภาพที่ 10  อัตราการรอดชีวติของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  
                 ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติม 
                 ไฮโกรมัยซินความเขมขนตาง ๆ  นาน 4 สัปดาห  
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0 50                 100       มก./ล. 

150 200                  300       มก./ล. 
 

ภาพที่ 11  แคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม ซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D  
                 เขมขน 0.5 มก./ล.รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มก./ล. ซ่ึงเติมไฮโกรมัยซินระดับตาง ๆ 
                 นาน 4 สัปดาห 
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การทดลองที่ 5  การถายยีน gus สูแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
 

หลังจากบมแคลลัสปทุมมารวมกับ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ LBA4404 
( pCAMBIA1305.1) ที่มียีน gus เปนเวลา 15, 30, 45 หรือ 60 นาที แลวยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัม
ตอลิตร ซ่ึงเติม Acetosyringone เขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 2 วนั พบวา ม ีA. tumefaciens 
เจริญบนอาหารและรอบๆ กอนแคลลัส เมื่อกําจัด A.  tumefaciens ออกโดยลางแคลลัสในน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อที่เติมซีโฟแทกซิม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนําแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนลง
อาหารสูตรเดิมที่เติมซีโฟแทกซิม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 7 วัน พบวา แคลลัส
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลออนหรือสีน้ําตาลและสามารถเจริญเติบโตได เมื่อสุมแคลลัสมาตรวจการ
แสดงออกของยีนดวยวิธี GUS assay พบวา การบมแคลลัสรวมกับ A. tumefaciens  เปนเวลา 30 
นาทีเทานั้นทีส่ามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus (ภาพที่ 12) 
 

                
   (ก)          (ข) 
 

ภาพที่ 12  การติดสีน้ําเงินจากการแสดงออกของยีน gus ในแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
     (ก)  แคลลัสที่ไมไดรับการถายยีน 
     (ข)  แคลลัสที่ไดรับการถายยีน gus  

ติดสีน้าํเงิน 
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วิจารณ 
 
การทดลองที่ 1  ผลของสภาพแสงและสูตรอาหารตอการเพิ่มปริมาณตนจากตําแหนงตาง ๆ ของ
ชอดอกออนของปทุมมาพันธุเชียงใหม 

 
การที่พบการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียกบัชิ้นพืชจากตาํแหนงปลาย กลางและโคนชอ

ดอกที่กลีบประดับยังหุมปดสนิท ทั้งนี้เนือ่งจากชอดอกที่นํามาใชในงานทดลองเก็บมาจากแปลง
ปลูก ซ่ึงมีการใหน้ําโดยระบบสปริงเกอรกอนตัดชอดอก ทําใหมนี้ําขังบริเวณซอกกาบใบที่ชอ
ดอกออนโผลขึ้นมาซึ่งอาจเปนสาเหตุทําใหเกิดการปนเปอนเชื้อได สวนการทีพ่บวา ช้ินพชืที่
เพาะเลี้ยงในอาหารทีป่ราศจากไซโตไคนนิมีอัตราการตายของเนื้อเยื่อสูงในทกุสภาพแสงที่เพาะเลีย้ง 
ทั้งนี้เนื่องจากไซโตไคนนิมอิีทธิพลตอการเคลื่อนยายสารอาหาร ไดแก วิตามนิ และแรธาตุ โดยสวน
ของพืชที่มไีซโตไคนินสามารถดึงอาหารมาจากสวนอืน่ๆได จากรายงานของ Sokolova et al. (2002)  
ที่ศึกษาการเคลื่อนยายของน้ําตาลซูโครสที่ติดฉลากดวย 14C (14C-sucrose) ในใบบีทรูท  
(Beta vulgaris L.) พบวา ใบที่ไดรับ BA เขมขน 0.1 ไมโครโมลมีการสะสมของ 14C-sucrose ใน
ใบสูงถึง 55.7 เปอรเซ็นต สวนใบทีไ่ดรับน้ําไมมีการสะสม 14C-sucrose แตมีการเคลื่อนยายของ 
14C-sucrose ที่เสนกลางใบในปริมาณสูงมาก  สวนการที่พบวา ช้ินพืชซ่ึงเพาะเลี้ยงในสภาพมืดบน
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.5 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 
มิลลิกรัมตอลิตร ไมพบการตายของเนื้อเยื่อเกิดขึน้ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากผลของไซไตไคนินที่
สามารถชะลอการชราภาพ (senescense) ของใบและควบคุมการพฒันาของคลอโรพลาสต และ
เอ็นไซมตางๆที่จําเปนสําหรับการสังเคราะหแสงได (สุมนทิพย, 2540 ก) เมื่ออยูในสภาพมืด แต
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกบั IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัม
ตอลิตร ยังคงมีอัตราการตายของเนื้อเยื่อสูง นาจะแสดงใหเห็นวา TDZ ที่ระดับความเขมขน 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  มีประสิทธิภาพในการชะลอการชราของใบและควบคุมการพัฒนาของ 
คลอโรพลาสตสูงกวาการใช BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร มากถึง 20 เทา (10 : 0.5) 

 
หลังจากเพาะเลี้ยงชิ้นสวนของชอดอกออนปทุมมาพันธุเชียงใหมนาน 12 สัปดาห ช้ินพืช

สามารถพัฒนาเกิดตนไดโดยพบวา การใช BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหเกิดตนที่มจีํานวนตนและความสูงมากกวาการใช TDZ 
เขมขน 0.1-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร เปนไปตามรายงานของ
นพมณ ีและคณะ (2545) ที่ระบวุา อาหารสูตร MS ดัดแปลงซึ่งเติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
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รวมกับ IAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมสําหรับชักนําชอดอกใหเกิดตน สวนการใช TDZ 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มลิลิกรัมตอลิตร เหมาะที่จะชกันําตนออนให
เกิดกลุมยอดทีแ่คระเกร็น และสอดคลองกับการทดลองของ Velcheva et al. (2005) ซ่ึงศึกษาการ
ชักนําตนจากชอดอกออนของ Aloe arboresens โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพของไซโตไคนิน
ชนิดตางๆ พบวา อาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 44.4 ไมโครโมลาร รวมกับ 
Dithiothreitol เขมขน 480 ไมโครโมลาร เกิดตนไดดีที่สุดคือ 8 ตนตอช้ินพืช ในขณะที่อาหารสูตร 
MS ดัดแปลงทีเ่ติม TDZ เขมขน 4.54 ไมโครโมลาร รวมกบั Dithiothreitol เขมขน 480 ไมโครโมลาร 
เกิดตนเพียง 3.56 ตนตอช้ินพชื   

 
เมื่อพจิาณาถึงผลของสภาพแสงที่เพาะเลีย้งตอจํานวนตนที่ได พบวา แสงสีแดงสงเสริมตอ

การเกดิตนมากที่สุด และใหตนมีความสูงมากที่สุด ขณะทีก่ารทดลองของวิโรจน (2542)  พบวา การ
เพาะเลี้ยงชอดอกปทมุมาพันธุเชียงใหมบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ BA เขมขน 5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพแสงสีขาวสามารถชักนําใหเกดิตนมากกวา
การเพาะเลีย้งในสภาพมืด จากการทดลองพบอทิธิพลรวมของสูตรอาหารและสภาพแสงโดยพบวา 
แสงสแีดงมีบทบาทสงเสริมใหเกดิตนกับชิน้พืชทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงที่เตมิ BA 
เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกบั IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร มากที่สุดคือ 3.18 ตนตอช้ิน
พืช  ผลของงานทดลองนี้ไดสอดคลองกับการทดลองของ Goins et  al. (1997) ที่พบวา ขาวสาลีที่
ปลูกภายใตแสงสีแดงมีผลทําใหใบมีความยาวมากที่สุดเมื่อเทียบกับใบที่ไดรับแสงสีขาวหรือ
แสงสีแดงรวมแสงสีน้ําเงิน 10 เปอรเซ็นตหรือแสงสีแดงรวมกับแสงสีน้ําเงิน 1 เปอรเซ็นต 
นอกจากนี้พบวาแสงสแีดงมปีระสิทธภิาพตอการเจริญเตบิโตของตนและคณุภาพของเมล็ดขาวสาลี
ดวย เนื่องจากมีชวงคลื่นทีจ่ําเปนในการสังเคราะหแสงและการเปลี่ยนแปลงทางสณัฐานวทิยาของ
พืช  เชนเดยีวกับรายงานของ Hunter and Burritt (2004) พบวา ใบเล้ียงผักกาดทีเ่พาะเลีย้งภายใต
สภาพแสงสแีดงสามารถพัฒนาเปนตนไดดทีี่สุด ในขณะที่แสงสีน้าํเงนิมีผลยับยัง้การเกิดตน  

 
การที่พบวา สภาพแสงมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานของตนและใบ โดยตนที่ได

จากการเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดงมลํีาตนที่สูง แผนใบสีเขียวคอนขางเรียวยาว ในขณะที่
ตนไดจากการเพาะเลี้ยงภายใตแสงสีน้ําเงินมีลําตนอวบสั้น แผนใบสีเขยีวคอนขางสัน้และแผนใบ
แผกวางกวาใบของตนที่เพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีขาวหรือแสงสีแดง ซ่ึงสอดคลองกับรายงาน
ของ Aksenova et al. (1994) ที่เพาะเลี้ยงมันฝรั่งในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต พบวา ภายใตสภาพแสงสีแดงลําตนของมันฝรั่งมีลักษณะผอม ยืดยาว ใบมีขนาดเล็ก 
และเกดิหวัขนาดเล็กเพยีงเลก็นอย สวนตนที่เพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีน้ําเงินมีลําตนอวบสั้น 
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ใบที่มีขนาดใหญ และสามารถสรางหวัขนาดเล็กไดมาก และสอดคลองกับรายงานของ Saebo et al. 
(1995) ที่ศึกษาผลของคุณภาพแสงที่มีผลตอการสังเคราะหแสงและโครงสรางของใบ birch พบวา 
แสงสีน้ําเงินมผีลตอการเพิ่มอัตราการสังเคราะหแสง และมีปริมาณคลอโรฟลลตอพื้นที่ใบสูงสุด 
โครงสรางของใบที่เพาะเลี้ยงภายใตแสงสนี้ําเงินมีเนื้อเยือ่ช้ัน epidermis และ palisade ที่มีขนาด
ใหญแตกตางจากโครงสรางของใบที่ไดการเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดงซึ่งมีช้ัน epidermis 
และ palisade มีขนาดเล็ก จึงมีผลทําใหลักษณะใบทีเ่ล้ียงภายใตสภาพแสงสีน้ําเงนิมีขนาดใหญ
กวาใบทีเ่พาะเลี้ยงภายใตแสงสีแดง  

 
สวนการที่ไมพบอิทธิพลของตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอกตอการเกิดตนหรือความสูงของ

ตนนัน้แตกตางจากรายงานของวิโรจน (2542) ที่พบวา ช้ินพืชสวนโคนชอดอกของปทุมมาเกดิตน
ดีกวาชิน้พืชจากตําแหนงสวนปลายชอดอก และจากรายงานของทิพยสุดา (2540)  ที่พบวา ช้ินพชื
จากสวนยอดและสวนกลางชอดอกออนกระเจยีวพลอยทกัษิณ เบอร A033 เหมาะสมในการพฒันา
เปนยอดมากทีสุ่ด ทั้งนี้อาจเนื่องจากมาจากเนื้อเยื่อสวนโคน และสวนกลางชอดอกมีพัฒนาการ
และมีสัดสวนของไซโตไคนินตอออกซินภายในชิ้นพืชสูงกวาสวนปลายชอดอก ในขณะที่
สวนปลายชอดอกนั้นมีเนื้อเยื่อที่กาํลังมีการแบงเซลลไดดี (ลิลล่ี, 2546) ดังนั้นเมื่อไดรับ 
ไซโตไคนินจากอาหารเพาะเลี้ยงจึงสามารถชักนําใหเกิดตนไดดีไมแตกตางกัน ทั้งนี้อิทธิพล
ของตําแหนงของชิ้นสวนพืชบนชอดอกนาจะสัมพันธกับระยะการเจริญเติบโตของชอดอกดวย 

      
เมื่อพิจารณาถงึจํานวนราก พบวา ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 

BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดรากมากที่สุด ทั้งนี้
เนื่องจากมีออกซินในระดับที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดรากได ในขณะที่อาหารสูตร MS ดัด 
แปลงที่เติม TDZ เขมขน 0-1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถ
เกิดรากไดคอนขางนอยซ่ึงเกิดจากชิ้นพืชสามารถสรางออกซินไดเอง นอกจากนี ้ TDZ ซ่ึงเปน 
ไซโตไคนินทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการชักนําใหเกิดยอด ดังนัน้จึงสงเสริมตอการเกิดยอดหรือ
กลุมยอดที่แคระแกรน แตเมื่อช้ินพืชมีระดับของไซโตไคนินลดลงต่ํากวาระดับออกซินที่พืชสราง
ไดเองกจ็ะทําใหช้ินพืชนัน้พฒันาเกิดรากได ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Tefera and Wannakrairoj 
(2004) ที่พบวา การเพาะเลี้ยงกระวานบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ TDZ เขมขน 0, 0.1 หรือ 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา เกดิรากลดลงตามความเขมขนของ 
TDZ ที่เพิ่มขึน้คือ 4.82, 3.15 และ 1.78 ราก ตามลําดับ   
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การที่พบวา แสงสีขาว แสงสีแดง หรือแสงสีน้ําเงินสามารถชักนําใหเกิดรากไดไมแตกตาง
กัน แตสภาพมืดมีผลทําใหเกิดรากลดลง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความเขมแสงมีผลตอการสราง 
ออกซินของชิ้นพืช โดยพืชสามารถสรางออกซินเพิ่มมากขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมแสงมากขึ้นจนถึง
ระดับหนึ่งจึงคงที่ (พีรเดช, 2537) ซ่ึงจากการทดลองนี้ความเขมแสงของแสงสีขาว แสงสีแดงและ
แสงสีน้ําเงินมีคาใกลเคียงกันคือ 43, 42 และ 45 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ตามลําดับ ซ่ึง
อาจมีผลทําใหช้ินพืชเกิดรากไดไมแตกตางกัน เชนเดียวกบัรายงานของ Anotonopoulou et al. (2004)  
ที่ศึกษาผลของแสงตอการเกิดรากของพีชสายพันธุ GF677 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง
ที่เติม IBA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาพมืด สภาพแสงสีขาว แสงสีแดง แสงสีน้ําเงิน 
แสงสีเหลืองหรือแสงสีเขียว พบวา ช้ินพืชเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงตางๆ เกิดรากไดไมแตกตาง
กัน ในขณะที่สภาพมืดเกิดรากนอยที่สุด   

 
จากการทดลองพบอิทธิพลของตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอกตอการเกดิราก โดยสวน

โคนและสวนกลางเกิดรากดีกวาปลายชอดอกชอดอก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสวนโคนและสวนกลาง
ชอดอกพัฒนาการและมีระดับของออกซินนอยกวาสวนปลายชอดอก นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลรวม
ระหวางสูตรอาหาร สภาพแสงและตําแหนงของชิ้นพืชบนชอดอกตอการเกิดรากโดยพบวา สวน
โคนชอดอกที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
IAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตแสงสีน้ําเงินเกดิรากมากที่สุดคือ 16.31 รากตอช้ิน 

 
การที่พบวา ช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ  เขมขน 0.1-1 

มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นไดมากกวาชิ้น
พืชที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร (ตารางที่ 11)
เนื่องจาก TDZ เปนไซโตไคนินที่มีประสิทธิภาพสูงกวา BA ดังนั้น การใชในระดับความเขมขน
ต่ําสามารถชักนําใหเกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นไดดีกวาการใช BA  ที่ความเขมขนสูง ซ่ึงจากการ
ทดลองของ Lin et al. (2005) ที่ทําการเพาะเลี้ยงชอดอกไผ พบวา อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
TDZ  เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มจํานวนชอดอกไมแตกตางจากการใชอาหารสูตร 
MS ดัดแปลงที่เติม BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร   

 
จากการทดลองพบวา การเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีขาวเกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นที่มี

ขนาดใหญกวาสภาพแสงสีแดง แสงสีน้ําเงินหรือสภาพมืด ทั้งนี้เนื่องจากแสงสีขาวมีความยาวชวง
คล่ืน 430-690 นาโนเมตร  ซ่ึงมีทั้งความยาวชวงคลื่นของแสงน้ําเงินและแสงสีแดงอยูรวมกัน  
ทําใหมีผลตอการเจริญเติบโตและการพัฒนาของชิ้นสวนไดดีกวาชวงคลื่นแสงสีแดงหรือ 
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แสงสีน้ําเงินเพียงอยางเดียว สอดคลองกับรายงานของ Burritt and Leung (2003) ที่ศึกษาการเกิด
ยอดจากกานใบบีโกเนียลูกผสมในสภาพแสงตางๆ พบวา การเพาะเลี้ยงในสภาพแสงสีขาวมีอัตรา
การเกิดยอดตอช้ินสวนไดเร็วกวาการเพาะเลี้ยงภายใตสภาพแสงสีแดง และพบวา แสงสีน้ําเงินทํา
ใหช้ินพืชมีการแบงเซลลและขยายขนาดไดอยางรวดเร็ว   

 
สวนการที่พบวา สวนปลายชอดอกเกิดขนาดกลุมยอดที่แคระเกร็นที่มีขนาดใหญที่สุด 

อาจเนื่องจากชิ้นพืชบริเวณปลายชอดอกมีจํานวนชอดอกยอยตอช้ินมากกวาชิ้นพืชจากบริเวณ
สวนกลางและสวนโคนของชอดอก และพบวา สวนปลายชอดอกที่เพาะเลี้ยงภายใตสภาพ 
แสงสีขาวเกิดกลุมยอดที่แคระเกร็นที่มีขนาดใหญที่สุดคือ 2.89 เซนติเมตร  นอกจากนี้ พบวา 
อาหารที่เติม TDZ หรือ BA เกิดกระจุกตนมีความสูงไมแตกตางกัน และการเพาะเลี้ยงภายใต
สภาพแสงสีขาว แสงสีแดง หรือแสงสีน้ําเงินมีผลตอความสูงของกลุมยอดที่แคระเกร็นไม
แตกตางกัน  ทั้งนี้เนื่องจากแตละแสงมีความเขมขนแสงใกลเคียงกันจึงทําใหการเจริญเติบโตและ
ตอบสนองตอไซโตไคนินไมแตกตางกัน 
 
การทดลองที่ 2  ผลของแสงและสารควบคมุการเจริญเตบิโตตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในปทุมมา
พันธุเชียงใหม 

 
 การชักนําแคลลัสจากชิ้นพืชสวนโคนตนบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D 
เขมขน 0, 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5 หรือ 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0, 0.01 หรือ 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติม Casein hydrolysate เขมขน 1 กรัมตอลิตร น้ําตาลทราย เขมขน 30 กรัมตอ
ลิตร วุน เขมขน 6.5 กรัมตอลิตร เปนเวลานาน 4 สัปดาห  พบวา ช้ินพืชที่เล้ียงบนอาหารที่ไมมี
สารควบคุมการเจริญเติบโตหรืออาหารที่เติม TDZ เพียงอยางเดยีว พฒันาเปนยอดหรือยอดพรอม
รากในทุกสภาพแสงที่เพาะเลี้ยง  สวนชิน้พืชที่เล้ียงบนอาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 
2.0, 2.5 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0, 0.01 หรือ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถ
เกิดแคลลัสไดแตกตางกันตามสภาพแสงที่เพาะเลี้ยง โดยพบอิทธิพลของระดับความเขมขน 2,4-D 
ตอการเกิดแคลลัส  เชนเดียวกับรายงานการชักนําแคลลัสในพืชวงศเดยีวกันบนอาหารที่เติม 2,4-D 
เพียงอยางเดยีว  ดังมีรายงานการใช 2,4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําแคลลัสจาก
กาบใบของ  Curcuma amada ไดดีที่สุด (Prakash et al., 2004)  การใช 2,4-D เขมขน 3 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถชักนําตาขมิ้นใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุด (Gayatri  et al., 2005) การใช 2,4-D เขมขน 
0.125 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําใหช้ินสวนโคนตนกระเจียวทั้งหมดสรางแคลลัสได  
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(สุพัตรา, 2541) หรือการใช 2,4-D เขมขน 1.25 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําชิ้นสวนโคนตน
หงสเหินเกิดแคลลัสไดดีที่สุด (ธิดา, 2544)  ทั้งนี้เนื่องจาก 2,4-D เปนออกซินซึ่งมีประสิทธิภาพ
ในการชักนําใหเกิดแคลลัสสูง  สามารถกระตุนการแบงเซลลบริเวณเนื้อเยื่อเจริญ  ทําใหภายใน
เซลลมีการสังเคราะหกรดนิวคลีอิคและโปรตีนเพิ่มขึ้น แตการที่ไมพบอิทธิพลของระดับความ
เขมขนของ TDZ ตออัตราการเกิดแคลลัสนั้น นาจะเปนเพราะระดับความเขมขนทีใ่ชคอนขางต่ํา
จึงไมมีผลตออัตราสวนของออกซินกับไซโตไคนินในเนือ้เยื่อสวนโคนตน  การทีช้ิ่นพืชพัฒนา
เกิดแคลลัสได 4 รูปแบบ คือ ช้ินพืชทีพ่ัฒนาเปนแคลลัสเทานั้น ช้ินพืชที่พัฒนาทั้งยอดพรอม
แคลลัส  ช้ินพืชที่พัฒนาเปนยอด รากและแคลลัสหรือช้ินพืชพัฒนาเปนรากกอนแลวเกิดแคลลัส 
บนราก นัน้นาจะขึน้อยูกบั สัดสวนของออกซินและไซโตไคนินจากอาหารเพาะเลี้ยงและระดบั
ของสารควบคุมการเจริญเตบิโตภายในชิน้พืชเอง ตลอดจนตําแหนงเนื้อเยื่อเจริญที่ตอบสนองตอ
สารควบคุมการเจริญเติบโต จึงทําใหช้ินพืชมีพัฒนาการและการเปลี่ยนแปลงเปนแคลลัสได
หลายรูปแบบบนอาหารสูตรเดียวกัน  
 

นอกจากนี้ยังพบอิทธิพลของสภาพแสงที่เพาะเลี้ยงตออัตราการเกิดแคลลัส โดยพบวา 
แสงสีน้ําเงินสงเสริมใหเกดิแคลลัสไดดีที่สุด รองมาคือแสงสีแดง  สวนสภาพมืดหรือสภาพแสง 
สีขาวเกิดแคลลัสไมแตกตางกัน เชนเดียวกบัรายงานของ  ธิดา (2544)  ที่พบวา การชกันําแคลลัส
จากเนื้อเยื่อสวนโคนตนหงสเหินบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 1.25 มิลลิกรัม
ตอลิตร ในสภาพมืดและสภาพมีแสงเกิดแคลลัสไมแตกตางกันคือ 40 และ 50 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และจากรายงานของ Islam et al. (2001) ที่พบวา แคลลัสของกลวยไมฟาแลนนอฟซีส
สามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุดภายใตแสงสีแดงและแสงสีเหลืองเมื่อเทียบกับแสงสีขาว  

 
จากการทดลองไมพบอิทธิพลรวมระหวางความเขมขนของ 2,4-D, TDZ และสภาพแสงที่

เพาะเลี้ยง ดังนัน้การพิจารณาวาควรใชสูตรอาหาร หรือสภาพแสงเพาะเลี้ยงแบบไหนที่เหมาะสม
สําหรับการชักนําแคลลัสจากชิ้นพืชสวนโคนตนปทุมมาพันธุเชียงใหมนั้น ขึ้นอยูกับลักษณะ
แคลลัสที่ตองการและอัตราการเกิดแคลลัส จากการทดลองนี้พบวา อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่
เติม 2,4-D เขมขน 1.5  มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เพาะเลี้ยง
ภายใตแสงสีแดงเหมาะสมที่สุดสําหรับการชักนําแคลลัสในปทุมมาพนัธุเชียงใหม โดยมีอัตราการ
เกิดแคลลัสเทากับ 91.67 เปอรเซ็นต โดยมีช้ินพืชที่พฒันาเกิดแคลลัสเพียงอยางเดยีวสูงสุด คือ 
33.33 เปอรเซ็นต   
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การทดลองที่ 3  ผลของ 2,4-D รวมกับ TDZ ตอการชักนาํแคลลัสใหพฒันาเปนตน 
 

 หลังจากยายแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง
ที่เติม 2,4-D เขมขน 0 หรือ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ  เขมขน 0, 0.01 หรือ 0.05 มิลลิกรัม
ตอลิตร เปนเวลานาน 5 สัปดาห พบวา  แคลลัสมีการเปลี่ยนแปลงและพัฒนาเปนยอดหรือ 
ไรซอยดในอัตราที่ตางกันโดยแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดดัแปลงที่เติม TDZ เขมขน 
0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปน TDZ อัตราที่สูงที่สุดเกิดยอดไดดีที่สุดคอื 14.54 เปอรเซ็นต รองมา
ไดแก อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ  เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเกิดยอดได 12.09 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3)  ทั้งนี้เนื่องจากสัดสวนของออกซินกับไซโตไคนินที่เปลี่ยนแปลงไปมีผล
ตอการพัฒนาของแคลลัส โดยถาออกซินมีสัดสวนทีสู่งกวาไซโตไคนินแคลลัสจะพัฒนาเปนราก 
แตถาออกซินมีสัดสวนต่ํากวาไซโตไคนินแคลลัสจะพัฒนาเปนยอด (รังสฤษดิ์, 2540) 
 

การที่ 2,4-D ไมมีอิทธิพลตอการเกิดยอด แตมีแนวโนมลดการเกดิยอดของแคลลัส ในขณะ
ที่ TDZ มีผลทําใหแคลลัสเกดิยอดเพิ่มขึ้น เมื่อสัดสวนของออกซินกับไซโตไคนินนอยลง  แตพบวา
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดียวสามารถ
พัฒนาเกดิยอดได 4.55 เปอรเซ็นต ทั้งนี้เนื่องจากแคลลัสเหลานี้ยายมาจากอาหารที่เติม 2,4-D 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ดังนั้นอาจไดรับอิทธิพล
ของ TDZ จากอาหารเดิมโดยแคลลัสที่พัฒนาเปนยอดไดนัน้เปนแคลลัสที่อยูบริเวณดานบนของ
กอนแคลลัสซึ่งไมไดสัมผัสอาหารโดยตรง อยางไรกต็าม 2,4-D มีผลทําใหแคลลัสสวนใหญ
พัฒนาการเปนไรซอยดในอัตราที่สูงคือ 28.10 เปอรเซ็นต   

 
นอกจากนี้ยังพบวา 2,4-D หรือ TDZ ไมมีอิทธิพลตอการเกิดไรซอยด  แตพบอิทธพิลรวม

ระหวาง 2,4-D กับ TDZ ซ่ึงมีผลทําใหแคลลัสทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารที่เติม TDZ เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร หรืออาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร แคลลัสสามารถพัฒนาเปนไรซอยดไมแตกตางกนัคือ 39.45 และ 31.13 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ทั้งนี้อาจเนื่องจากแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนทีเ่ตมิ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร อาจ
ไดรับอิทธิพลของ 2,4-D จากอาหารเดิมซึง่สังเกตไดจากการที่ไรซอยดเกิดขึ้นดานบนกอนแคลลัส
ซ่ึงไมไดสัมผัสอาหารโดยตรง ไมตางจากแคลลัสซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตรนั้น อาจเนื่องจากไดรับ 2,4-D จาก
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อาหารตอเนื่องเปนระยะเวลานาน (4 รอบ) จึงทาํใหมีระดับออกซินในเซลลสูงจึงพัฒนาเปน 
ไรซอยดไดมากกวาการเกดิยอด ดังนั้นการเพาะเลี้ยงแคลลัสปทุมมาจึงควรใชอาหารที่มีออกซิน
ต่ํา นอกจากนี้การที่คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของแคลลัสซึ่งพัฒนาเปนยอดและไรซอยดใน
การศึกษาครั้งนี้มีคาสูงคือ 39.56 และ 40.97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดงันั้นควรเพิ่มจาํนวนซ้ําใน
การศึกษาครั้งตอไป   

 
จากการทดลองสามารถเห็นไดวาแคลลัสเกิดยอดได  เมื่อยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่

ไมมีออกซินหรือเพิ่มระดับของไซโตไคนินในอาหารเพาะเลี้ยง สอดคลองกับรายงานของ 
Arunyanart and Chaitrayagum (2005) ที่พบวา  แคลลัสบัวหลวงซึ่งเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS 
ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 6 ไมโครโมลาร รวมกับ BA เขมขน 1 ไมโครโมลาร สามารถเกิดตน
ได เมื่อยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 4 ไมโครโมลาร หรือ 
อาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เตมิ 2,4-D เขมขน 4 ไมโครโมลาร รวมกบั BA เขมขน 0.5 ไมโครโมลาร 
เชนเดยีวกับแคลลัสซึ่งไดจากอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 10 ไมโครโมลาร 
รวมกับ BA เขมขน 1 ไมโครโมลาร ที่สามารถชักนําใหเกิดตนไดดีเมื่อยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 2 ไมโครโมลาร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  
ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณออกซินซึ่งลดลงมีผลแคลลัสพัฒนาเกิดยอดได เชนเดยีวกบั Al-juboory et al. 
(1998) ที่พบวา แคลลัสจากใบตนพดุที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม IAA เขมขน 
10 ไมโครโมลาร รวมกับ TDZ เขมขน 10 ไมโครโมลาร สามารถชักนําใหเกิดยอดได 100 
เปอรเซ็นต เมื่อยายไปเพาะเลี้ยงอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม IAA เขมขน 1 ไมโครโมลาร 
รวมกับ TDZ เขมขน 10 ไมโครโมลาร  
 
การทดลองที่ 4  ผลของสารปฏิชีวนะตอการเจริญเติบโตของแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
 

การทดลองที่ 4.1  ผลของซีโฟแทกซิม 
 
ซีโฟแทกซิมเปนสารปฏิชีวนะที่นยิมใชในการกําจดั A. tumefacience ออกจากเนือ้เยื่อที่

ไดรับการสงถายยีน โดยซีโฟแทกซิมจะเขาไปจับกับเอน็ไซม peptiglycan transpeptidase ทําให
ไมมีการเชื่อมตอของสาย peptidoglycan จึงมีผลยับยั้งการสรางผนังเซลลของแบคทีเรียโดยไมมี
ผลตอเซลลพืช มีรายงานการใชซีโฟแทกซิมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชบางชนิดมผีลกระทบตอ
การเจริญของเนื้อเยื่อแตกตางกัน โดยอาจสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส กระตุนการเกดิยอด
หรือไรซอยด และยับยั้งการเกิดยอดหรือไรซอยดได 
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จากการทดลองนี้ เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติมซีโฟแทกซิมเขมขน 0, 100, 
200,  300,  400 หรือ 500 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 4 สัปดาห พบวา แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติมซีโฟแทกซิม เขมขน 100, 200 หรือ 300 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวน
แคลลัสใหมได รวมทั้งมีพฒันาการเปนยอดและไรซอยดได  ในขณะที่การใชซีโฟแทกซิม เขมขน 
400 หรือ 500 มิลลิกรัมตอลิตร แคลลัสเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลออนและพัฒนาเกิดยอดหรือ 
ไรซอยดนอยมาก นอกจากนี้สังเกตพบวาแคลลัสมีแนวโนมที่จะพัฒนาเปนยอดหรือไรซอยดไดดี
บนอาหารที่เตมิซีโฟแทกซิม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อเทียบกับอาหารที่ไมเติมซีโฟแท
กซิม ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ d’Utra Vaz et al. (1993) ที่พบวาซีโฟแทกซิม เขมขน 250 
ไมโครกรัมตอลิตร ชวยใหโพรโทพลาสตแบงเซลลไดดกีวาอาหารทีไ่มเติมซีโฟแทกซีม นอกจาก 
นี้ Caboni et al. (1999) ยังไดพบวา การเติมซีโฟแทกซิมในอาหารเพาะเลี้ยงใบแพรชวยเพิ่มอัตรา
การยอดและชวยเพิ่มจํานวนยอดตอช้ินพืชไดดีกวาอาหารที่ไมเติมซีโฟแทกซิม และจากรายงาน
ของ Danilova and Kolgikh (2004) พบวา แคลลัสขาวโพดสายพันธุ  A188  ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
ที่เติมซีโฟแทกซิมเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถพัฒนาเปนตนไดมากกวาอาหารที่ไมเติม
ซีโฟแทกซีม 2 เทา  แตหากเพิ่มความเขมขนของซีโฟแทกซีมเปน 500 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลยับยั้ง
การเกิดยอดลง 33 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารที่ไมเติมซโีฟแทกซิม  ทั้งนี้เนื่องจาก 
ซีโฟแทกซิมสลายตัวใหสารที่มีฤทธิ์คลายออกซินจึงมีผลสงเสริมการเจริญเติบโตหรือพัฒนาการ
ของแคลลัสได แตหากมีมากเกินไปก็มีผลกระทบตอพฒันาการของแคลลัสไดเชนกัน โดยสาร
ดังกลาวมีผลทําใหไรโบโซมเกิดการสลายตัว ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน และรบกวนการ
เคลื่อนที่ผานเมมเบรน (Zhang et al., 1999)  ดังนั้น การเติมซีโฟแทกซีม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัสปทุมมาจึงนาจะสามารถใชในการกําจัด A. tumefaciens หลัง
ไดรับการถายยีนโดยไมมีผลกระทบการเจริญเติบโตและการพัฒนาของแคลลัสปทุมมา 

 
การทดลองที่ 4.2  ผลของไฮโกรมัยซิน 
 
ไฮโกรมัยซินเปนสารปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดแบคทีเรียและใชคัดเลือก

เนื้อเยื่อที่ไดรับการสงถายยีนออกจากเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการสงถายยีน โดยไฮโกรมัยซินเขาไป
เกาะกับ binding site ของ elongation factor2 (EF2) ยับยั้ง peptide chain elongation ทําใหเซลลไม
สามารถสังเคราะหโปรตีน  พืชที่ไดรับการสงถายยีนที่มียีน  hpt  ซ่ึงเปนยีนตานทานไฮโกรมัยซิน 
จาก Escherichia coli  โดยยีนดังกลาวมีรหัสสําหรับสรางเอ็นไซม  hygromycin 
phosphotransferase ซ่ึงมีฤทธิ์ตานทานไฮโกรมัยซิน โดยมีการเติมหมูฟอสเฟตใหแกหมูไฮดรอกซิล
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ของไฮโกรมัยซิน (สุมนทิพย, 2540 ข) ความเขมขนที่เหมาะสมในการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการ
สงถายยีน  hpt  ขึ้นอยูกับ ชนิดของเนื้อเยื่อ  อาหาร สภาพการเพาะเลี้ยง และ cell metabolic rate   

 
หลังเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D  เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ

ลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมไฮโกรมัยซิน เขมขน 0, 50, 100, 150, 
200 หรือ 300 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาหแลวพบวา แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติมไฮโกรมัยซิน เขมขนตั้งแต 150 มิลลิกรัมตอลิตร ขึ้นไปสามารถฆาแคลลัสได ขณะที่อาหาร
ซ่ึงไมเติมไฮโกรมัยซินทําใหแคลลัสสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาเกิดยอดได ดังนั้นอาหารที่
เติมไฮโกรมัยซิน เขมขน 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร มีแนวโนมนาจะสามารถใชในการคัดเลือก
แคลลัสของปทุมมาที่ไดรับการถายยีน hpt ซ่ึงตองทําการทดลองหาระดับความเขมขนในชวง
ความเขมขนดังกลาวอีกครั้งเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมในการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดการถาย
ยีนเมื่อใชระยะเวลาคัดเลือกที่ยาวนานขึ้น จากการทดลองนี้จะเห็นไดวาเปนระดับความเขมขน
ที่คอนขางสูง เมื่อเทียบกับการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เชน กลวยไม 
(Yu et al. ,1999), กลวยไมหวายเอื้องแซะ (พิสิฐ, 2546), หญาเนเปยร (ปาริสัชชา, 2547), ขาว  
(เกศสุคนธ, 2548) ซ่ึงใชไฮโกรมัยซินในการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ระดับความเขมขน 50, 30, 10 และ 
20 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  
 
การทดลองที่ 5  การถายยีน gus สูแคลลัสปทุมมาพันธุเชียงใหม 
 

หลังจากบมแคลลัสของปทุมมารวมกับแบคทีเรีย  A. tumefaciens  สายพันธุ LBA 4404 
 (pCAMBIA1305.1 ที่มียีน gus) เปนเวลา 0, 15, 30, 45 หรือ 60 นาที ในอาหารที่เติม 
Acetosyringone เขมขน 200 ไมโครโมลาร แลวยายแคลลัสมาเพาะเลี้ยงตอบนอาหารชักนํา
แคลลัสเปนเวลา 2 วันกอนกําจัด Agrobacterium ออกจากเนื้อเยื่อและนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติมซีโฟแทกซิมนาน 7 วันแลวคัดเลือกแคลลัสบางสวนมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus 
โดยวิธี GUS assay พบวา การบมแคลลัสปทุมมารวมกับ Agrobacterium เปนเวลานาน 30 นาที  
สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus ได  สวนการบมแคลลัสเปนเวลา 15 นาที ไมพบการ
แสดงออกของยีน gus  เนื่องมาจากระยะเวลาที่ใชในการบมแคลลัสรวมกับ Agrobacterium ที่ส้ัน
เกินไปมีผลทําใหแคลลัสนั้นไดรับเชื้อ Agrobacterium นอยโอกาสที่เกิดการถายยีนจึงนอยลงดวย  
ขณะที่พบวา  การใชระยะเวลาในการบมแคลลัสรวมกับ   Agrobacterium นาน 45 และ 60 นาที  
มีผลทําใหแคลลัสเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลหรือน้ําตาลออนและมีการเจริญเติบโตลดลง ซ่ึงนาจะเปน
เพราะเมื่อแคลลัสสัมผัสกับเชื้อ Agrobacterium  จะผลิตสารทุติยภูมิเพื่อยับยั้งการบุกรุกและการ
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เจริญเติบโตของเชื้อ Agrobacterium  (Henrique et al., 2004) การที่แคลลัสสัมผัสกับเชื้อ 
Agrobacterium ปริมาณมากจึงมีการสรางสารทุติยภูมิมากจนเกิดผลกระทบตอการรอดชีวิตและ
พัฒนาการแคลลัสเอง  

  
จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยวิธี GUS assay  พบวา เกิดสีน้ําเงินไดดีกับ

แคลลัสที่เกิดขึ้นใหมมากกวาแคลลัสเดิมบนกอนเดียวกัน  ดังนั้น อายุของแคลลัสนาที่จะมี
ความสําคัญตอความสําเร็จในการถายยีน  เชนการทดลองของ เกศสุคนธ (2548) พบวา แคลลัส
ของขาวที่มีอายุ 5 วันสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน gus  ไดมากกวาแคลลัสที่มีอายุ 7 วัน 
เนื่องจากมีลักษณะออนนุมและมีแบงเซลลดีกวาแคลลัสที่มีอายุมากทําให Agrobaterium สงถาย
ยีนเขาไปสอดแทรกในโครโมโซมไดมากกวา  

 
ดังนัน้ควรศกึษาถึงปจจยัตาง ๆ เชน อายุและลักษณะของแคลลัส ความเขมขนของ 

Acetosyringone ที่เหมาะสม ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงรวมกับ Agrobacterium รวมทั้งสภาพ
การเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพในการสงถายยนีเขาสูแคลลัสของปทุมมาพนัธุเชยีงใหมอยาง
ถาวรในการศกึษาครั้งตอไป  
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สรุป 
 

ชอดอกออนปทุมมาพนัธุเชยีงใหมสามารถพัฒนาเกิดเปนตนบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง 
ที่เติม BA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดตนมากที่สุด 
คือ 1.46 ตนตอช้ินพืชไดหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห โดยอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
TDZ เขมขน 0.1-1  มิลลิกรัมตอลิตร รวมกบั IMA เขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมใหเกิดกลุม
ยอดที่แคระเกร็น ซ่ึงสวนปลายชอดอกเกิดกลุมยอดทีแ่คระเกร็นทีม่ขีนาดใหญที่สุดคือ 2.50 
เซนติเมตร ตอช้ินพืช ภายใตแสงสีขาว  
 

ช้ินสวนโคนตนปทุมมาพนัธุเชียงใหมสามารถเกดิแคลลัสไดบนอาหารสตูร MS ดัดแปลง 
ที่เติม 2,4-D เขมขน 1.0 - 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร โดยช้ินพชืที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง
ที่เติม 2,4-D เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตแสง 
สีแดงเหมาะสมสําหรับชักนาํแคลลัสจากชิ้นพืชสวนโคนตนของปทุมมาพันธุเชียงใหมมากที่สุด 
โดยมีอัตราการเกิดแคลลัสเพียงอยางเดียวสูงสุด คือ 33.33 เปอรเซ็นต  ทั้งนี้แคลลัสของปทุมมา
พันธุเชียงใหมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ TDZ เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 5 สัปดาห สามารถชักนําใหพัฒนาเปนตนไดดี
ที่สุดบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม TDZ เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเกิดยอดไดสูงสุด 
14.54 เปอรเซ็นต ตอกอนแคลลัส หลังเพาะเลี้ยง 5 สัปดาห 
 

แคลลัสของปทุมมาพันธุเชียงใหมสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาเปนยอดหรือไรซอยด
ไดเมื่อเพาะเลีย้งนาน 4 สัปดาห บนอาหารที่เติมซีโฟแทกซิม เขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปน
ความเขมขนทีส่ามารถกําจัด Agrobacterium ได  ขณะทีไ่ฮโกรมยัซิน เขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปนระดับความเขมขนต่ําสดุที่สามารถยับยัง้การเจริญเตบิโตของแคลลัสปทุมมาในเวลา 4 สัปดาห 
สวนการบมแคลลัสปทุมมารวมกับ A. tumefaciens สายพนัธุ LBA4404 (pCAMBIA1305.1) ที่มียีน 
gus ในอาหารที่เติม Acetosyringone 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 30 นาที  สามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยีน gus ได    
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ภาพผนวกที่ 1  Spectrum ของแสงสีขาว จากหลอดฟลูออเรสเซนต PHILIPS TL-D 36/54 Day light 
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ภาพผนวกที่ 2  Spectrum ของแสงสีแดง จากหลอดฟลูออเรสเซนต TOSHIBA FL 40S.RE 40 W 
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Spectral  irradiance (W m-2 nm-1) 
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ภาพผนวกที่ 3  Spectrum ของแสงสีน้ําเงิน จากหลอดฟลอูอเรสเซนต T.F.C. FL 40 SBT8/38 Blue     
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อาหารสูตร LB (LB Broth) 
  Bacto-tryptone   10    กรัมตอลิตร 

Bacto-yeast extract    5    กรัมตอลิตร 
NaCl    10    กรัมตอลิตร 
ปรับ pH  7.0-7.2 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ 

 
การเตรียมสารละลาย X-gluc (X-gluc assay buffer) 

  Phosphate buffer   94    มิลลิลิตร 
  Triton/ethanol     1    มิลลิลิตร 
  X-gluc stock     5    มิลลิลิตร 
  

สวนประกอบของ Phosphate buffer 
   KH2PO4    100   มิลลิโมลาร 
   K2HPO4    100   มิลลิโมลาร 
   ผสมกันในอัตราสวน 1: 1  ปรับ pH 7.0 
  

สวนประกอบของ Triton/ ethanol 
  Triton X-100   10   มิลลิลิตร 
  100 % ethanol   40   มิลลิลิตร 
  น้ํา    50   มิลลิลิตร 
 

สวนประกอบของ X-gluc stock 
  X-gluc    10   มิลลิกรัม 
  DMSO (dimethylsulfoxide)    1   มิลลิลิตร 
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