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การขยายพันธุฮอม (Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze) ดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 

Micropropagation of Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze. 

 

กมลพร  ปานงอม วรรณา มังกิตะ และสุคนทิพย บญุวงศ  

Kamonporn Panngom, Wanna Mangkita  and Sukhonthip Bunwong.  
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บทคัดยอ 

การขยายพันธุฮอมโดยการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ทําโดยนาํชิ้นสวนยอดฮอมมาฟอกฆาเชือ้

ดวยโซเดียมไฮโปคลอไรต แลวนําไปเลีย้งในอาหารสูตร Murashige & Skoog 1962 (MS) ที่มี

ฮอรโมน BAP (Benzylaminopurine) ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มก./ล เลี้ยงใน

สภาพปลอดเชือ้ ทีอุ่ณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 3000 ลักซ จากหลอดฟลอูอเรส

เซนต ไดรับแสง 16 ชั่วโมง/วัน เปนเวลา 8 สัปดาห ผลการศึกษาพบวา ยอดฮอมทีเ่ลี้ยงในอาหารท่ี

เติม BAP 2 มก./ล สามารถชักนําใหเพิ่มปริมาณไดมากทีสุ่ด โดยชิน้สวนยอดเพียงหนึ่งชิ้นสวน

สามารถเกิดยอดที่มีความยาวมากกวา 1 ซ.ม. ไดจํานวนยอดเฉลี่ย 10.75 ยอด และแตกตางกัน

อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ลักษณะยอดยืดยาว ใบสมบูรณมีสีเขียว ซึ่งเปนลักษณะที่เหมาะสมตอ

การชักนําใหยืดยาว และชกันําใหเกิดรากเพือ่ยายออกปลูก และจากการศึกษาผลของฮอรโมน 

IAA (Indole -3-Acetic Acid) ตอ การยืดยาวของตน การเกิดราก และความยาวของรากฮอม 

พบวา ฮอมที่เลี้ยงในอาหารที่เติม IAA 1, 2, 3 และ 5 มก./ล สามารถชักนําใหตนฮอมยืดยาวและ

เกิดรากได 100 % ภายในเวลา 3 สัปดาห ตนฮอมมลีักษณะที่เหมาะสมตอการนําไปปรับสภาพใน

โรงเรือนและยายไปเพาะปลูก 

 

 



 

 

- 1 -

    บทที่ 1 
    คาํนํา 

 
1.1 ที่มาของปญหา 

  ฮอม (Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze) เปนพชืที่มีถ่ินกําเนิดและกระจายพนัธุในเขต

ภาคเหนอื มีความสําคัญกับวถิีชีวิต ความเชื่อ และภูมิปญญาทองถิ่นของคนในชุมชน ทัง้ดานการ

ผลิตเครือ่งนุงหม และยารกัษาโรค ฮอมเปนยาพื้นบานลานนาใชใบตมน้ําดื่ม แกไข      ยาพืน้บาน

ใชรากและใบ ตมน้ําดื่ม แกไข ปวดศีรษะ เนือ่งจากหวัด เจ็บคอ หลอดลมอกัเสบ   ตาอักเสบ 

สําหรับชาวจังหวัดแพรไดจดัใหฮอมเปนพชืที่มีคุณคาทางเศรษฐกจิ เนือ่งจากเปนวัตถุดิบในการ

ยอมผาหมอฮอม ซึ่งเปนสินคาทีม่ีชือ่เสยีงและเปนเอกลักษณของจังหวัดแพร แตปจจบุันตนฮอม

ไดลดจํานวนลงมาก เนือ่งจากความตองการใชวัตถุดิบในการผลิตผาหมอฮอมมีมากขึน้ หากมี

การซื้อขายและใชประโยชนจากตนฮอมมากเกินไปโดยไมมีการอนุรกัษและขยายพันธุเชนนี้ ในไม

ชาฮอมจะกลายเปนพชืทีห่ายากและสูญพันธุในทีสุ่ด 

  พื้นที่ในจงัหวัดแพรที่มกีารปลูกตนฮอมมากทีสุ่ด คือ บานนาตอง ตั้งอยูที่ตําบลชอแฮ อําเภอ

เมือง จังหวัดแพร ซึ่งนําตนฮอมมาใชประโยชนในการยอมผาหมอฮอมและเปนยารักษาโรคซึ่งเปน

ภูมิปญญาทองถิน่ ประสบวิกฤตการณภัยพิบัติน้ําทวม ดนิถลม เมือ่ปลายเดอืนพฤษภาคม พ.ศ. 

2549 ทําใหพื้นทีใ่นการปลูกตนฮอมไดรับความเสียหายจากภัยพบิัติทางธรรมชาติ ทําใหตนฮอมมี

ความเสี่ยงตอการใกลสูญพันธุมากยิ่งขึ้น เมือ่เกิดเหตุการณเชนนีแ้ลวถาไมมีการอนุรักษและ

ขยายพันธุตนฮอม ตนฮอมก็จะกลายเปนพชืทีห่ายากและสูญพันธุในทีส่ดุ ลูกหลานคนรุนหลงัก็จะ

รูจักแตชือ่    ไมรูจักตนฮอมวาเปนตนลักษณะอยางไร  

  ปจจบุันการผลิตผาหมอฮอมไดใชสารเคมีแทนการยอมสจีากธรรมชาติ ซึ่งสีธรรมชาติทีใ่ช

ยอมผาหมอฮอมนั้นไดมาจากตนฮอม การใชสารเคมแีทนสฮีอมนัน้เปนเพราะวาการยอมฮอมใน

อดีตมกัใชวิธีการถายทอดจากยา ยาย มารดา สูลูกหลาน ซึ่งเปนวิธีการถายทอดโดยตรงตัวตอ

ตัวอยางแทจริง การยอมฮอมนั้นเปนการยอมที่มีกระบวนการยอมที่ยุงยาก เสียเวลา และทีส่ําคัญ

คือ ปจจบุันนีต้นฮอมหาไดยากและมีจํานวนนอยลงมากเนื่องจากตนฮอมมีอายุไมแนนอน ขึ้นอยู

กับ ดิน ฟา อากาศ ในสถานที่นัน้ๆ กับการนําใบฮอมมาใชทําสีน้ําเงินไดกต็อเมือ่ใบฮอมนัน้มีอายุ

เขาปที่ 2 ระยะของการเก็บไมจํากดัแลวแตจะออกแขนงชาหรอืเร็ว (เทคโนโลยสีรางสรรค 

ผลิตภัณฑ OTOP, 2548) ดังนั้นผูวจิัยมแีนวคิดในการศกึษาการขยายพนัธุตนฮอมโดย   วิธีการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ เพื่อใหไดตนพันธุดมีีคุณภาพจํานวนมาก ในระยะเวลาอันรวดเร็ว  
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 การเพาะลี้ยงเนือ้เยือ่พืช (Plant Tissue Culture) สามารถใชกับไมพุมได เชน ตนฮอม ซึ่งมี

ประโยชนทั้งในการใชทําสยีอมผาและใชเปนยา คนไทยสวนใหญรูจักจากผลิตภัณฑทีเ่รียกวา “ผา

หมอฮอม” ซึ่งสียอมที่ไดมาจากตนฮอม ฮอมเปนพืชที่พบตามพืน้ที่ชุมชื้นในปาดงดิบ ทาง

ภาคเหนอื สําหรับการเพาะเลีย้งเย่ือตนฮอมนั้นยงัไมเปนที่รูจักมากนักในประเทศไทย เนื่องจาก

ฮอมเปนพืชประจําทองถิ่นและผลิตภัณฑที่ไดจากฮอม ที่เรียกวา ผาหมอฮอม เปนผลิตภัณฑทีเ่ปน

เอกลักษณทองถิน่ หรอืทีเ่รียกวา “ภูมิปญญาทองถิ่น”  ดังนั้นใน การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ฮอม จึง

เปนการสงเสริมใหชมุชนนําภูมปิญญาทองถิน่มาใช ในการสรางผลิตภัณฑผาหมอฮอมใหเปนที่

รูจักอยางแพรหลายและผูสนใจสามารถนําความรู และเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อตนฮอมไปใช

ประโยชนตอไปในอนาคตได 

 

1.2 วตัถุประสงคของการศึกษา 

   เพื่อศกึษาวิธีการเพิ่มปริมาณตนฮอมใหไดจํานวนมากโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ 

 

1.3 ประโยชนที่ไดรับ 

  1.3.1 สามารถเลอืกปริมาณฮอรโมน BAP และ IAA ที่เหมาะสมเพือ่นํามาใชในการเพาะเลี้ยง

ตนฮอมในสภาพที่ปลอดเชือ้ 

  1.3.2 ไดขอมลูดานรูปแบบการพัฒนาของชิน้สวนตายอดของตนฮอมที่ตอบสนองตอ     

ฮอรโมน BAP ในสภาพทีป่ลอดเชื้อ 

  1.3.3 ไดขอมูลดานรูปแบบการพัฒนาความยาวของลําตนและรากของตนฮอมทีต่อบสนอง

ตอฮอรโมน IAA ในสภาพที่ปลอดเชื้อ 

  1.3.4 สามารถใชเปนแนวทางในการขยายพนัธุตนฮอมดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทดแทนการ

ขยายพันธุตนฮอมดวยการใชเมล็ด 

  1.3.5 ขอมลูที่ไดสามารถใชเปนขอมลูพื้นฐานในการศกึษาและพัฒนาเทคนิค  การเพาะเลีย้ง

เนือ้เยื่อพชืชนิดตางๆ  

 
1.4 ขอบเขตของการศึกษา 

  1.4.1 ศึกษาอิทธิพลของปริมาณฮอรโมน BAP ตอการพฒันาของชิ้นสวนยอดฮอมทีเ่ลี้ยงใน

อาหารสูตร Murashige & Skoog, 1962 (MS) ในสภาพทีป่ลอดเชือ้ 

 1.4.2 ศึกษาอิทธิพลของปริมาณฮอรโมน IAA ตอการพฒันาความยาวของลําตนและรากตน

ฮอมที่เลีย้งในอาหารสตูร Murashige & Skoog, 1962 (MS) ในสภาพที่ปลอดเชือ้   
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 1.4.3 ระยะเวลาในการดําเนนิการทดลอง 12 เดือน คือ เริ่มตั้งแตเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2551 ถึง

เดือนกนัยายน พ.ศ. 2552 

 

1.5 นิยามศัพทเฉพาะ 

 1.5.1 ตนฮอม (Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze) เปนพืชที่มีถิน่กําเนิดและกระจายพนัธุ

ในเขตภาคเหนือ มคีวามสําคัญกับวิถีชีวติ ความเชื่อ และภูมิปญญาทองถิ่นของคนในชุมชน ทั้ง

ดานการผลิตเครื่องนุงหม และยารักษาโรค ฮอมเปนยาพืน้บานลานนาใชใบตมน้ําดื่ม แกไข   ยา

พื้นบานใชรากและใบ ตมน้ําดื่ม แกไข ปวดศีรษะ เนื่องจากหวัด เจ็บคอ หลอดลมอกัเสบ   ตา

อักเสบ สําหรับชาวจงัหวัดแพรไดจดัใหฮอมเปนพชืที่มีคณุคาทางเศรษฐกิจ เนื่องจากเปนวัตถุดิบ

ในการยอมผาหมอฮอม ซ่ึงเปนสนิคาที่มชีือ่เสียงและเปนเอกลักษณของจังหวัดแพร  

 1.5.2 ฮอรโมนไซโตไคนนิ (cytokinin) เปนสารสังเคราะหที่เกี่ยวของกับการแบงเซลล และการ

ยืดตัวของเซลล ผลทางสรีรวิทยาของฮอรโมนไซโตไคนิน มีดังนี ้

  1. สงเสริมการสรางแคลลสั 

  2. เรงการแตกตาขาง 

  3. ชะลอการชราภาพ (senescence) 

  4. ชวยในการเคลือ่นยายธาตอุาหารในพืช 

  5. สงเสริมการสังเคราะหโปรตีน 

  6. ชะลอการสูญเสียคลอโรฟลล 

สารกลุมนี้ในธรรมชาติคอื kinetin (น้ํามะพราว) zeatin (ขาวโพด) 

 1.5.3 ฮอรโมนออกซิน (auxins) เปนกลุมของสารที่มีหนาที่เกีย่วของกับการขยายขนาดของ

เซลล (cell enlargement) การแบงตัวของเซลลในแคมเบีย่ม การขยายขนาดของใบ การเกิดราก 

การขยายขนาดของผล ปองกนัการหลุดรวงของใบ ดอก ผล ยับยั้งการแตกตาขาง 

 1.5.4 การเพาะลีย้งเนือ้เยือ่พชื (Plant Tissue Culture) เปนการนําชิ้นสวนเนื้อเยือ่พชื เชน 

เซลล เนื้อเยือ่ และอวัยวะของพชื มาเพาะเลีย้งบนอาหารสังเคราะหที่ปลอดเชือ้ ในสภาพควบคุม

อุณหภูม ิแสง และความชื้น เพือ่ชกันําใหชิน้สวนของพชืมกีารพัฒนาไปตามความตองการ เทคนิค

นี้ ตองอาศยัความสามารถพิเศษของพืช ที่เรียกกนัวา โททิโพเทนซี่ (totipotency) คือ เซลลพชื

เพียงเซลลเดียว สามารถเจริญเตบิโตและพัฒนาการไปเปนพืชตนใหมได  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วของ 

 
2.1 ฮอม 
 

 2.1.1 ขอมูลทางพฤกษศาสตรของฮอม 

   ฮอม มีชือ่ทางวทิยาศาสตร Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze. อยูในวงศ 

ACANTHACEAE มีการกระจายพันธุในแถบอนิเดีย จนีตอนใต ภูมภิาคอินโดจีน ประเทศไทยพบ

ตามพื้นทีชุ่มชืน้ในปาดงดิบทางภาคเหนอื ออกดอกชวงเดือนมกราคมถึงเดอืนกุมภาพนัธ   ภาค

กลางเรียกพืชชนิดนี้วา คราม ชาวเหนอืเรียกวา ฮอม จังหวัดนานเรยีกวา ฮอมเมอืง จังหวัด

แมฮองสอน เรียกวา ครามลอย (เต็ม, 2544) 

 

 2.1.2 สภาพแวดลอมและการเจริญเติบโต 

    ฮอมเปนไมพุม ลําตนตั้งตรง สูงไดถึง 1 เมตร ลําตนและเหงารูปทรงกระบอง บรเิวณ   ขอ

โปงพอง ใบเดี่ยว เรยีงตรงขาม รูปวงรี กวาง 2.5 – 6 เซนติเมตร ยาว 5 - 16 เซนตเิมตร    ขอบใบ

หยักเปนฟนเลือ่ยละเอียด ออกดอกเปนชอที่ซอกใบ มีดอกยอยหลายดอก กลบีดอก     สีมวงเชือ่ม

ติดกันเปนหลอดโคงงอเลก็นอย ผลแหงแตกไดเมล็ดแบนสีน้ําตาล ขยายพันธุดวยเมล็ดและลําตน

โดยตามลําตนมขีอ ตัดแลวนํามาปกชําไว ทุกขอจะงอกราก ฮอมมีอายุไมแนนอนแลวแตสภาพดิน 

ฟา อากาศ ในสถานที่นัน้ๆ ถาอยูในที่รมเย็น แดดรําไร มีน้ําซึมอยูเสมอ จะมอีายุไดนานถึง 8 - 9 

ป (เทคโนโลยสีรางสรรค ผลิตภัณฑ OTOP, 2548)   

 

 2.1.3 ประโยชนของฮอม 

2.1.3.1 ใบ ใชรักษาโรคไขหวัดใหญ, เยือ่หุมสมองอักเสบ,สมองอักเสบจากไวรสับี,  ปอด

บวม, คางทูม, อาการเจ็บคอ และผิวหนังอักเสบ (Ho et al., 2546) ตนฮอมเปนยาสมุนไพร

พื้นบานซึ่งผูเฒาผูแกสมัยกอนนั้นใชเปนยาดูดพษิไขใหแกลูกหลาน ซึ่งตนฮอมนัน้เปนพุมมี   ใบสี

เขยีว รอบๆใบจะเปนรอยหยกั ตนฮอมนัน้จะขึน้ทีเ่ย็นชื้นและอยูไดตลอดป สามารถนํามารักษา

เวลาปวยไข ปวดหัว ซึง่บางครั้งทานยาแลวไมหายเราสามารถดูดพิษไขดวยใบฮอมได และทําให

อาการไขหายไปในทีสุ่ดได การกอบฮอมมีมาตั้งแตสมัยใดไมอาจจะระบุได เพราะ  การรักษาดวย

วิธีนี้มีการสืบทอดกันมาตั้งแตครั้งโบราณจนถึงปจจุบันนี้ บางพื้นทีก่็ยังใชวิธีกอบฮอมในการรักษา

ในยามเจ็บไขไดปวย ซึ่งใชวิธีนี้รักษาคนในหมูบานในสมัยนั้น การกอบฮอมตองทําในชวงเวลา 
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(9.00 - 11.00 น.) และเวลาบาย (14.00 - 16.00 น.) เทานั้น ถาตะวันตกดินแลวจะไมไดผลที่ทํา

ใหในชวงเชาและตอนบายนัน้ เพราะมีความเชือ่วาพิษไขจะออกมาตามตะวัน ถาตะวนัตกดนิแลว

จะไมไดผล เวลากอบฮอมใชเวลาประมาณครึ่งวันคือตอนชวงเวลาเชา ประมาณ9.00 - 11.00 โมง

เชา และตอนบายทําในชวงเวลา 14.00 - 16.00 น. การกอบฮอมนั้นใชในเด็กที่มีอายุตั้งแต 1 ขวบ

ขึ้นไป การกอบฮอมจะควบคูกับความเชือ่ซึ่งมมีาตั้งแตสมัย ปูยา ตาทวด ปจจุบันก็ยังมกีารกอบ 

ฮอมอยู  

การกอบฮอมมีวิธีการดังนี้ นําใบฮอมมาตําใหละเอียด ใชผา 2 ชิ้น ยาวพอพนัมือและเทา

ได แลวนําฮอมที่ตําแลววางลงบนฝามอืขางใดขางหนึ่ง แลวพันผาที่เตรยีมไว และนําฮอมทีต่ําแลว

วางลงบนฝาเทาขางใดขางหนึ่งซึง่สลับกับฝามอื ถาฝามือขางขวาใหใชฝาเทาขางซายสลับกนั 

และพนัดวยผาอีกชัน้ ใชเวลาชวงเชา 9.00 - 11.00 น. และชวงบายเวลา 13.00 - 16.00 น. ถึงจะ

แกะออกได แลวสังเกตทีฝ่ามือและฝาเทาวาจะมีรอยชําเลือดออกมาตรงฝามือและฝาเทาทีก่อบ

ฮอมหรือไม ถามแีสดงวาพิษไขออกจากรางกายแลวแตถาเปนสีเขียวของใบฮอมอยูแสดงวาไม

ไดผล จากภูมิปญญาการกอบฮอมนีท้ําใหรูวาสิ่งที่เรามอียูในชุมชนนัน้ยอมมีประโยชนและคุณคา

สําหรับการใชชีวิตอยูอยางพอเพียงไดนั้นตองอาศัยภูมิปญญาที่เรามีอยูใหเปนประโยชน และสืบ

ทอดรกัษาสิ่งนัน้ใหได การกอบฮอมนัน้ทําใหเรารูวาสิ่งทีส่ืบกันมานัน้เปนสิ่งที่ดีมีประโยชนในการ

รักษาไขไดเปนอยางด ี และเปนสิ่งทีบ่างคนไมรู แตคนที่เคยรักษาโดยการกอบฮอมจะรูวามัน

ไดผลดีมากทีสุ่ดของการนําสมนุไพรมารักษาโรค (จดหมายขาวราชบัณฑิตยสถาน, 2533)     

    2.1.3.2 ใบ และลําตน ใหสารสีคราม (Indigo) สีครามหรือสอีินดิโก (CI Natural Blue 

1) เปนสทีี่ไดจากตนฮอมซึ่งเปนไมพุมขนาดยอมตนสงูไมเกิน 4 ฟุต ใบเล็กกลมโต ดอกคลายดอก

ถั่วสีมวง มฝีกเล็ก ๆ ยาวประมาณ 2 เซนตเิมตร สวนมากพบในภาคเหนือ สีคราม (Indigo Blue) 

ไดจากการนําตนฮอมแชในน้ําทีอุ่ณหภูมหิองหรอืในน้ําอุนจนกระทั่งเกิดการหมัก (Fermentation) 

ในระหวางการหมักจะเกิดการสลายตัวดวยน้ํา (Hydrolysis) ของอินดแิคน (Indican) ที่อยูใน     

ใบฮอมโดยเอนไซม จากนัน้แยกเอากากของใบฮอมออก และเติมอากาศเขาไปในน้ําที่ไดจากการ

หมักโดยการตีใหเปนฟองเพือ่ใหเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชันระหวางน้ําหมักกับอากาศ ในชวงนี ้   สี

ของน้ําหมักจะเปลีย่นจากสีเขยีวเหลอืงเปนสีน้ําเงิน น้ําสเีขียวเหลอืงเปนสารประกอบระหวาง

กลูโคสและอนิด็อกซลิ (Indoxyl) หลังจากเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชันแลวจะไดอนิดิโกตกตะกอนอยู

กนถังหมัก สอีินดิโกเปนสีเวท (Vat Dye) ไมละลายน้ําตองนําไปรีดิวซในสภาพที่เปนดาง จึงจะใช

ยอมสีได สอีินดิโกเปนสทีี่เกาแกมากสีหนึ่งมีหลกัฐานการนํามาใชไมนอยกวา 4,000 ปมาแลว 

(วนิดา และคณะ, 2531) สีครามธรรมชาติถกูสกัดจากใบฮอมสดในรปูของสารตนตอ (Precursor) 

หลงัจากนั้นเกิดการเปลีย่นแปลงทางเคมีอกีหลายครั้ง จึงเกิดเปนสีครามเกาะจับเสือ้ผา สารตนตอ
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ในใบฮอม คอื สารอินดิแคน (Indican หรือ Indoxyl - b - d – glucoside) เปนสารไมมีสแีละไม

ละลายน้ํา แตเมือ่ถกูแชในน้ํา เอนไซมชนิดหนึ่งในใบฮอม คอื บีตา – กลูโคสิเดส (B - 

glucosidase) จะชวยทําใหอินดแิคนแตกออกเปน 2  สวน คือ อินดอกซลิ (Indoxyl) และกลูโคส 

สาร 2 ชนิดนี้เปนสารไมมีสี ละลายน้ําได ทั้งคูจึงละลายในน้ําครามซึ่งม ี pH เทากันกับน้ําที่ใชแช

ใบฮอม ปฏิกิรยิาการเปลีย่นอินดิแคนในใบฮอมไปเปนอินดอกซลิและกลูโคสในน้ําคราม  เปน

ปฏิกิรยิาแบบดูดความรอน ทีอุ่ณหภูมขิองการแช 30 , 40 และ 50 องศาเซลเซียส จะใชเวลาใน

การแชเพือ่ใหไดปริมาณสคีรามสูงสุดเปน 18 , 15 และ 9.30 ชั่วโมงตามลําดับ (ไพศาล และคณะ, 

2543) อินดอกซลิเปนสารที่ถูกออกซิไดสไดงายดวยออกซิเจนในอากาศ ยิ่งทําใหสารละลายเปน

ดาง อินดอกซลิยิ่งถูกออกซิไดสไดงาย กลายเปนสาร Indigo blue ไมละลายน้ํา เมือ่เติมปูนขาวใน

น้ําครามและกวนแรง ๆ ใหเกิดฟองมาก ๆ จึงเกดิเนือ้ครามซึ่งก็คอื Indigo blue ที่เกาะจับอยูกับ

อนภุาคของปูนขาว ตกตะกอนจมอยูกนภาชนะ การเตรยีมสคีรามเปนการทําให Indigo blue 

เปลี่ยนเปน Indigo white ซึ่งละลายไดในดาง การเปลี่ยนแปลงนี้เปนปฏิกิริยารีดกัชนั ซึ่งใชตัว

รีดิวซไดหลายชนิดดงักลาวแลว อีกวิธีหนึ่งอาศยัการทํางานของจุลินทรยีรวมดวย โดยแบคทเีรีย

ชนิดบาซลิลัส เชน Bacillus alkaliphylus รวมในกระบวนการหมัก ปฏิกิรยิารีดักชนัของ Indigo 

blue เกิดขึ้นที ่ pH 10.5 - 11 เมือ่เกิดสีครามในน้ํายอม โดยสังเกตสขีองน้ํายอมเปลี่ยนจากสนี้ํา

เงินเปนสเีขียวปนเหลืองจึงทําการยอมผาทีชุ่บน้ําแลวบิดจนหมาด Indigo white ที่ละลายในน้ํา

ยอมจะแทรกซึมเขาเนือ้ฝายจับเซลลูโลสของใยฝายดวยพันธะไฮโดรเจน เมื่อยกผาฝายขึ้นจากน้ํา

ยอมสัมผสักับอากาศ Indigo white จะถกูออกซิไดสโดยออกซิเจนในอากาศ กลับเปน Indigo 

blue ถูกขังอยูภายในโครงสรางของใยฝายดังเดิม ใยไหมและขนสตัวมีโครงสรางทางเคมีเปนพอลี

เพปไทด จึงทําใหยอมดวยสีครามไดไมดีเทาฝายซึ่งมีโครงสรางทางเคมีเปนเซลลูโลส อยางไรก็

ตามการยอมเสนไหมทีอุ่ณหภูมติ่ํา จะดูดซับสีดกีวาการยอมทีอุ่ณหภูมสิูง แสดงวาการยอมสี

ครามเปนกระบวนการคายความรอน เมื่อยอมทีอุ่ณหภูมสิูงขึ้นการติดสจีะลดลง (ไพศาล และ

คณะ, 2543) การทําสีครามธรรมชาติเปนปฏิกิรยิาเคมทีกุขัน้ตอน โดยใชสารตนตอที่มใีนใบฮอม, 

เอนไซมในใบฮอม ออกซเิจนในอากาศ, แบคทเีรียบาซลิลสัในธรรมชาติ, ขีเ้ถา และปนูขาว ก็ได

จากธรรมชาต ิ ปฏกิิริยาตอเนื่องในกระบวนการทําสีครามและการยอมฮอม การยอมสีคราม

ธรรมชาตินั้น พบวามีการยอมไดจากพชืหลายชนิด แตที่พบในประเทศไทยนั้น คอื ฮอม ซึ่ง

กรรมวิธีในการยอมฮอม คือ การนําสวนของฮอมมาหมักแชน้ําใหเนาเปอยแลวแยกเอาสวนของ

เนือ้สีออกมาโดยการตกตะกอนดวยปูนขาว และอากาศ ปลอยใหตกตะกอนนอนกนแลวจึงแยก

สวนที่เปนน้ําออก จะไดเนือ้ครามหรอืเนื้อฮอมเปนตะกอนขนเหนียวเหมอืนโคลน เนือ้ครามที่ได

สามารถเก็บไวใชไดเปนป โดยเก็บไวในหมอดินที่มีน้ําดางหลอเลี้ยงไมใหเนือ้ครามแหง น้ําดางที่
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กลาวถงึ คอืน้ําลางขี้เถาของพชื เชน ตนกลวย มะละกอ มะขาม เปลอืกผลนุนเปนตน การยอมผา

ครามที่เรียกกันวา การยอมฮอม หรอื หมอฮอม จะนําเนื้อครามที่ไดจากการหมักมาทําการยอม

ดวยสภาวะทีเ่ปนดาง โดยการผสมกบัสวนประกอบตางๆ มากมายตามสูตรหรอืวิธีการของแตละ

ทองถิ่น เชน น้ําดาง ปนูขาว ขมิ้น เหลาปา ฝกสมปอย ตนออย กลวย ใบฝรั่ง แลวกวนหรือโจกให

โดนอากาศแลวทิ้งไวจนสวนผสมตางๆ ทําใหเนือ้ครามเปลี่ยนจากสคีรามน้ําเงนิเปนสเีหลอืงอม

เขยีว จึงนําผาหรือดายทีท่ําความสะอาดแลวชุบน้ําพอหมาดลงยอมใหเนื้อครามเขาเกาะเสนใย 

แลวจึงนําขึ้นกระตุกใหโดนอากาศ ผาหรอืฝายจะคอยๆ เปลีย่นจากสีเหลืองของน้ําหมอครามเปน

สีน้ําเงิน นําไปผึ่งใหแหง ถาตองการใหสีครามเขมก็ทําการยอมหลายๆ ครั้ง หรือยอมทับดวยสี

ธรรมชาติอืน่ๆกจ็ะไดสีแตกตางกันไปตามชนิดของสีทีใ่ชผสมขึ้นอยูกับเทคนิควิธีการของผูยอมแต

ละคน (http://www.indigothai.com/thai/prinya/3.htm, 25 กันยายน 2551) 

2.1.3.3 ราก ใชรักษาโรคไขหวัดใหญ, เยื่อหุมไขสนัหลังอักเสบจากไวรัสบี, ปอดอกัเสบ,

คางทูม และโรคที่เกี่ยวกบัทางเดินหายใจเฉยีบพลนั (SARS) (Tanaka et al., 2004) 

 

2.2  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Plant tissue culture) 

  การเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พชืกําเนิดมาจากหลกัการ Totipotency ที่วา “เซลลพืชเดี่ยวๆ (Single 

cell) ทุกเซลลมลีักษณะและองคประกอบทางพันธุกรรมสมบูรณเหมือนตนแม ซึ่งสามารถเจริญ

และพัฒนาเปนตนพชืทัง้ตน (Whole plant) ได” เซลลพืชเหลานี้ไมวาจะเปนเซลลที่เจริญเต็มที ่

(Nature cell) หรอืเนื้อเยื่อที่มีการเปลีย่นแปลงไปทําหนาที่เฉพาะอยาง (Differentiated tissue) 

ไดแก เนือ้เยือ่ใบ สามารถเจริญและแบงตัวเปนแคลลสั (Callus) หรือพัฒนาเปนอวยัวะ (Organ) 

เชน ยอดออน (Shoot) และราก (Root) ซึ่งสามารถเจริญตอไปเปนตนพืชทั้งตนได ในทางเดียวกัน

แคลลสั ซึ่งเปนกอนของกลุม Parenchyma cell ซึ่งยังไมมีการเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่

เฉพาะเจาะจง (Undifferentiated cell) สามารถเจริญและแบงตัวเปนแคลลสั หรือพัฒนาเปนยอด

ออนและรากขึ้นกับการกระตุนของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสม (รังสฤษฏ, 2545) 

 

 2.2.1 ความหมายของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

    การเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช (Plant tissue culture) เปนศาสตรดานเทคโนโลยชีีวภาพ 

(Biotechnology) สาขาหนึ่ง โดยนําเซลลเนือ้เยือ่หรืออวัยวะสวนที่เปนเนือ้เยือ่เจริญของพืชมา

เลี้ยงในอาหารสังเคราะห (Synthetic medium) ในสภาพปราศจากเชือ้ (Aseptic condition) 

ภายใตการควบคุมสภาวะแวดลอมทีเ่หมาะสม ไดแก อณุหภูมิ แสงสวาง และความชืน้เปนตน 

โดยทั่วไปการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่จากตนออน ที่ไดจากการเพาะเมล็ดแบบปราศจากเชือ้ เพราะทกุ
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ชิ้นสวนของตนออน สามารถนํามาใชเปนเนื้อเยือ่ตั้งตนในการเพาะเลีย้งสวนเนือ้เยื่อหรือสวนตางๆ  

ที่ไดจากพืชตองนํามาฆาเชือ้ที่บริเวณผิว (Surface sterilization) กอนนําไปใชในการเพาะเลี้ยง

เนือ้เยื่อพชื สามารถทําไดบนอาหารวุนกึ่งแข็ง (Agar medium) หรือในอาหารเหลว (Liquid 

medium) ซึ่งอยางหลังนยิมทําบนเครือ่งเขยา (Shaker) เพื่อเพิ่มออกซเิจนใหแกเซลล หลังจาก

เลี้ยงเนื้อเยื่อไปไดระยะเวลาหนึ่ง ตองมีการถายเนือ้เยือ่ลงอาหารใหม (Subculturing) เนือ่งจาก

อาหารเดิมลดนอยลง และของเสียทีเ่ซลลขบัออกมาเพิ่มมากขึน้ (รังสฤษฏ, 2545) 

 

  2.2.2 ขอดีของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตอการขยายพนัธุพืช 

          2.2.2.1การขยายพันธุพืชปริมาณมากในระยะเวลาสั้น โดยเฉพาะพชืที่มคีาทาง

เศรษฐกิจ พืชที่มีปญหาดานการเพาะปลูกเนือ่งจากสภาพแวดลอมไมเหมาะสมและพืชสมุนไพรที่

หายากโดยอาศัยสูตรอาหารสังเคราะหที่เหมาะสมตอพชืแตละชนิดสามารถเพิ่มจํานวนตนพชืเปน

ทวีคูณ จากตัวอยางการเลีย้งพชืเพียงตนเดียวและยายเนือ้เยื่อเดอืนละครัง้ หากสามารถเพิ่ม

จํานวนไดเปน 10 ตนแลว ในระยะเวลาเพียง 6 เดอืน จะสามารถผลิตตนพชืไดถึง 1,000,000 ตน 

(1×106) 

             2.2.2.2 การผลิตพืชที่ปราศจากโรค ปญหาสําคญัประการหนึ่งในการผลิตพืช คือ การ

เกิดโรคโดยเฉพาะอยางยิง่โรคที่มสีาเหตุมาจากเชือ้รา แบคทีเรีย วสิา และไมโคพลาสมา ทีต่ิดมา

กับเมล็ดหรอืสวนขยายพนัธุตางๆ ตนพืชที่มีการปนเปอนของเชือ้โรคเหลานี้หากไมแสดงอาการให

เห็นจะทราบไดตอเมือ่เกิดอากรเปนโรคบนตนพชืที่ปลกูไปแลว เมือ่ถึงเวลานั้นกย็ากทีจ่ะแกไขหรือ

ปองกนักําจัดนอกจากกําจัดหรอืทําลายพืชนั้นทิ้งไป การใชสารเคมีคลุกเมล็ดหรอืสวนขยายพันธุ

กอนปลูกแมจะชวยลดปริมาณเชื้อที่อาจติดมากบัผิวของวัสดุปลกูได แตไมอาจใชไดผลดีในกรณี

การปนเปอนของเชื้อโรคที่ติดมาภายในเซลลพืชได การผลิตพชืโดยการเลี้ยงเนือ้เยือ่จะใหตนพืชที่

ปราศจากเชือ้โรค โดยเฉพาะอยางยิ่งจากเชือ้ราและแบคทเีรีย เพราะหากมีเชือ้เหลานีแ้ลวจะแสดง

อาการปนเปอนในอาหารทีใ่ชเลี้ยงทันที เนื่องจากแบคทีเรียและราเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วใน

อาหารทีใ่ชเลี้ยง ทําใหสามารถขจัดทิ้งได สวนในกรณีของไวรัสซึ่งเปนจลุินทรียที่มขีนาดเลก็มาก 

และดํารงชีวิตอยูไดในเซลลพืช จงึมักไมแสดงอาการปนเปอนใหเหน็แมโดยวิธีการเพาะเลีย้ง

เนือ้เยื่อพชืกต็าม ในทางปฏิบัตจิะตองคัดเลอืกและตรวจสอบเนือ้ เยือ่กอนการเลี้ยงจนแนใจวา

ปลอดจากเชือ้ไวรัส ชิน้สวนของพืชที่ปลอดจากเชือ้ไวรัสมากทีสุ่ด คือ เนื้อเยือ่เจริญสวนปลายยอด 

(Apical meristem) และเนือ้เยือ่คัพภะ (Embryonic tissue) ทีอ่ยูในเมลด็ เนือ่งจากเนือ้เยื่อ

ดังกลาวไมมีสวนของทอลําเลียง (Vascular tissues) ซึ่งไดแกทอน้ํา (Xylem) และทออาหาร 

(Phloem) ที่ติดตอกบัสวนอื่นๆของตนพชืทีเ่ชือ้วสิาจะสามารถเคลือ่นยายมาปนเปอน 
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            2.2.2.3 การปรับปรุงพันธุพืช ในการเลี้ยงเนือ้เยื่อพชื สามารถคัดเลอืกสายพนัธุที่

ทนทาน (Tolerant plants) หรอืสายพันธุที่ตานทาน (Resistant plant) ไดจากการจัดเงื่อนไขของ

อาหารและสภาวะแวดลอมของการเลี้ยง หรือชักนําการกลายพนัธุ (Induced mutation) โดยใช

รังสี หรือสารเคมี เชน การคัดเลอืกสายพนัธุพืชทนเค็มจากการเลี้ยงเซลลหรอืเนื้อเยือ่ในอาหารที่มี

สวนผสมของเกลอื การคัดสายพันธุทนดนิเปรีย้วจากการเลี้ยงในอาหารท่ีมสีภาพเปนกรด การคัด

สายพนัธุทนรอนโดยการเลี้ยงในสภาพที่มอีุณหภูมสิูง การสรางสายพนัธุที่ตานทานตอสาร พิษ

ของโรค แมลง และสารเคมีกําจัดวชัพชื นอกจากนั้นจากความกาวหนาของเทคโนโลยีการตดัตอดี

เอน็เอ (DNA recombination) และการถายยีน (Gene transformation) ซึ่งสามารถนําไปใช

ประโยชนในการสรางพชืสายพนัธุใหม (Transgenic plants) ที่ตองการในพชืบางชนิด 

            2.2.2.4 การผลิตยาและสารเคมจีากพชื พืชบางชนิดใหสารที่มีคุณสมบัตเิปนยา หรือ

สารเคมีที่มีประโยชนทางดานอุตสาหกรรม แตในกรณีเนือ้เยื่อที่นํามาสกดัสารดังกลาวมีปริมาณที่

นอยมาก จึงตองใชวิธกีารเลี้ยงเนือ้เยือ่เพือ่เพิ่มจํานวน และชักนําใหมกีารสังเคราะหสารที่ตองการ

ในปริมาณมากขึ้น โดยเริ่มจากการเลีย้งเนื้อเยือ่พชืสมุนไพรในอาหารกึ่งแข็งหรืออาหารเหลวแลว

หาวิธีการหรือเทคนิคตางๆ ไปกระตุนใหเซลลพชืผลิตสารใหมากขึ้น ไดแก การปรับเปลีย่นสูตร

อาหาร การปรับเปลีย่นสภาวะแวดลอมที่มผีลตอสาระสําคัญนั้นๆ การเติมสารตั้งตน 

(Precursors) ของขบวนการซึ่งสังเคราะห (Biosynthetic pathway) ลงในอาหารเลี้ยงเซลล และ

เหนีย่วนําเซลลพชืใหเกดิความเครยีด (Stress) เปนตน 

 ขอไดเปรียบของการใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช ในการผลิตสารทุตยิภูมเิพือ่ประโยชน

ในทางการคา เหนือกวาการปลูกแบบดั้งเดิม หลายประการดังนี ้

     1) สามารถกําหนดและควบคุมสภาวะมาตรฐานในการเจริญเติบโตไดแนนอน 

     2) ไมมีการผันแปรทางสภาพภูมอิากาศและฤดูกาล 

      3) ใชระยะเวลาในการเพาะปลูกสั้น 

      4) สามารถควบคุมปริมาณการผลิตใหเหมาะสมกับความตองการของตลาด 

      5) สามารถควบคุมคุณภาพของสารทุตยิภูมใิหคงที ่

     6) การสกดัสารทุติยภูมิทําไดงายกวา ลดตนทุนการผลติ 

             2.2.2.5 การศึกษาทางชีวเคมี สรีรวิทยา และพนัธุศาสตร พืชที่เลีย้งในอาหาร

สังเคราะหสามารถตดิตามการพัฒนาและการเปลีย่นแปลงในดานเหลานี้ไดงาย ชัดเจน และ

ถูกตองแมนยํา ทั้งในระดับเซลล เนือ้เยือ่ อวัยวะ และพชืทั้งตน เชน การศึกษาการตอบสนองของ

เซลลหรอืเนือ้เยื่อพืชตอสารเคมีปองกนักําจดัโรค และแมลงสัตรูพชื สารเคมีปองกันกําจัดวชัพืช 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพชื และการศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพันธกุรรมของเซลลหรือ
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เนือ้เยื่อพชืทีเ่กิดการกลายพนัธุ เปนตน เนื่องจากการควบคุมตัวแปรตางๆทําไดดีกวาในสภาพการ

ปลกูปกต ิ

             2.2.2.6 การเก็บรักษาพันธุพืช ในปจจุบนั พืชพรรณหลายชนิดโดยเฉพาะอยางยิ่ง 

พันธุที่หายากและมีคุณคาทางประวัติศาสตรหลายชนิดไดสูญพันธุไป หรือกําลังจะสูญพันธุไปใน

ไมชา สาเหตสุําคัญอาจมาจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม หรอืเกิดจากการกระทําของ

มนุษยเอง นอกจากนั้นพชืบางชนิดยงัยากทีจ่ะขยายพันธุหรือเก็บรกัษาพันธุไดโดยวิธีปกต ิ ซึ่งอาจ

ตองใชระยะเวลาทีน่านและไมคุมคา นักเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อจึงไดคิดคนวิธีการเก็บรักษาพืชพรรณ

ตางๆไวในสภาพหลอดทดลอง โดยเลีย้งไวในอาหารทีม่สีวนผสมของสารบางชนิดที่มีผลิตตอการ

ชะลอการเจริญเติบโต หรือมสีารที่ทําใหเกิดสภาพขาดน้าํ เพื่อชักนําใหพืชมกีารเจริญเติบโตใน

อัตราทีช่ามากๆ เปนการประหยัดเวลา แรงงาน คาใชจาย และสามารถคงสภาพและมีชีวิตไดนาน 

เนือ่งจากไมจําเปนตองเปลี่ยนอาหารบอยคร้ังเชนปกติ อกีวิธีหนึ่งที่นิยมใชอยางแพรหลายคอื เก็บ

รักษาเซลลหรอืเนื้อเยือ่ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิต่ําถงึ -196 องศาเซลเซยีส  เมื่อตองการปลูก

หรือเพิ่มปริมาณ ก็นํามาเลีย้งในอาหารสูตรปกตขิองพืชชนิดนั้นๆ (รังสฤษฏ, 2545)  

 

  2.2.3 ปจจัยท่ีมผีลตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
     1) ปจจัยทางดานพืช 

   1.1) ลักษณะทางพนัธุกรรม (Genetic factor) 

       การเจริญและพัฒนาไปเปนตน และราก ของพืชแตละชนิดจะมีความสามารถเจริญและ

พัฒนาไดไมเหมอืนกัน พืชบางชนดิสามารถเจริญและพฒันาไปเปนตน หรอื ราก ไดงาย บางชนิด

ก็ยาก แมวาไดเลี้ยงในอาหารทีเ่หมาะสม พชืบางชนิดการเจริญและพฒันาไปเปนตน และราก 

โดยผานขบวนการออรแกนโนเจเนซิสบางชนดิกผ็านขบวนการ เอ็มบริโอเจเนซสิ (พรพิมล, 2545) 

   1.2) ฮอรโมน (Hormones)  

           ฮอรโมนที่มอียูภายในพืช  มีบทบาทอยางมากกบัขบวนการเกิดการเกิดลักษณะรูปรางจาก

ทฤษฎขีองโฮบ ไดมผีูพยายามพสิจูนวา การเกิดลกัษณะรูปรางควบคุมดวยชนิด และระดับของ

ฮอรโมน ดังนัน้ภายในเนือ้เยือ่พืชที่นํามาเลีย้งจงึมีฮอรโมนบางชนิดสงเสริมการเกิด ลักษณะ

รูปราง และมีฮอรโมนอีกบางชนิดทีย่ับยั้งการเกดิขบวนการนี้ นอกจากนี้พบวาชนิด (Kinds) และ

ระดับ (Levels) ของฮอรโมนภายในชิน้สวนของพชืจะแตกตางกันไปดังนี ้

   - ชนดิของพืช  ภายในเนือ้เยือ่พชืแตละชนิดจะมีปริมาณฮอรโมนชนิดแตกตางกนั

ออกไป เชน พืชบางชนิดอาจจะมีออกซินในปริมาณสงู เมื่อนําเนือ้เยือ่ของพืชชนิดนี้ไปเลีย้ง
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เนือ้เยื่อกส็ามารถพัฒนาไปเปนแคลลสัและรากไดดี พืชบางชนิดอาจจะมีไซโตไคนนิ เนือ้เยือ่ของ

พืชชนิดนีเ้มือ่นําไปเลีย้งจะพัฒนาไปเปนหนอไดดี เปนตน 

   - ชนิดของเนือ้เยือ่ ในพืชชนิดเดียวกัน ปริมาณฮอรโมนในแตละสวนของตนพชืจะ

ไมเหมือนกนั เชน สวยปลายยอดจะมอีอกซินปริมาณสูงกวาสวนตน ในรังไขก็มีปริมาณออกซิน 

คอนขางสูง สวนในเมล็ดนอกจากจะมอีอกซนิคอนขางสูงแลว ปริมาณของจิบเบอเรลลินยังสูงดวย 

เปนตน 

        ฮอรโมนของพชืในพชืแตละชนิดมีความแตกตางกัน ซึ่งสงผลตอการพัฒนาของเนือ้เยือ่พืช 

เนือ้เยื่อพชืชนิดเดียวกนัแตกตางที่ชิน้สวน เชน ยอด ใบ ราก ก็มีฮอรโมนทีอ่ยู ภายในแตกตางกนั 

สภาพของเนือ้เยือ่ เชน เนื้อเยือ่ที่กําลังเจริญเติบโตกับเนื้อเยือ่ที่มกีารพักตัวจะมีสารควบคุมการ

เจริญเตบิโตทีแ่ตกตางกัน ซึง่สงผลตอการพัฒนาของเนือ้เยื่อพชืหลังจากนํามาเพาะเลีย้ง (พรพิมล

, 2545) 

 
   2) ปจจัยทางดานเคม ี

   2.1) สารควบคุมการเจริญเตบิโต (Plant growth regulators) 

      สารควบคุมการเจริญเติบโต (Growth regulator) เปนชือ่รวม ที่ใชเรยีกสารทั้งสารที่เกิด

จากธรรมชาตแิละสารทีส่ังเคราะหขึ้นมาทีม่ีอทิธิพลตอการเจริญและการเตบิโตของพืช ถาเปน

สารอินทรยีที่พบในธรรมชาติซ่ึงพืชสรางขึน้มาเองจะเรียกวา ฮอรโมน สารเหลานีพ้ืชจะสรางขึ้นมา

จากอวยัวะแหงหนึ่งซึ่งเปนคนละแหงกับบรเิวณที่มันทํางาน และออกฤทธิข์องฮอรโมนจะมี

ฮอรโมนในปริมาณที่นอยมากอยางไรก็ตาม ในปจจุบนัคําวาฮอรโมนมกัใชแทนสารทีส่ังเคราะห

ขึ้น มา ซ่ึงมีอทิธิพลเหมือนกับฮอรโมนที่พืชสงัเคราะหขึ้นมา (ประภสัสร, 2547)    

      สารควบคุมการเจริญเติบโตของพชืสามารถแบงออกไดเปน 5 กลุม ดวยกันคอื ออกซิน 

(Auxins) , ไซโตไคนิน (Cytokinin) , จิบเบอเรลลิน (Gibberellin) , กรดแอบไซซิค   (Abscisic 

acid) และกาซเอทลิีน (Ethylene gas) ดังภาพทีแ่สดงใหเห็นถึงสตูรโครงสรางของสารควบคุมการ

เจริญเตบิโตชนดิตาง ๆ ที่นยิมใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช 

 2.1.1) ออกซิน ทําหนาที่ควบคุมการยืดตัวของเซลล การขมตาขาง (apical 

dominance) และการเกิดราก ชนดิของออกซินที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่มีทั้งชนดิที่พบในตน

พืช และชนดิที่เปนออกซนิสังเคราะห ออกซนิที่พบในพืชทัว่ไป ไดแก Indole-3-acetic acid (IAA) 

สวนออกซินสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่ ไดแก 1-naphthalene acetic acid (NAA), 

Indole-3-butyric acid (IBA) และ 2,4-dicholorophenoxy acetic acid (2,4-D) การเพาะเลี้ยง

เนือ้เยื่อพชืในบางครั้งอาจใชออกซินผสมกันมากกวา 1 ชนิด เชน  NAA รวมกับ 2,4-D เปนตน 
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ภาพที่ 2.1 สูตรโครงสรางของสารออกซินชนิดตางๆ 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

    วัตถุประสงคของการใชออกซินก็เพือ่ชักนําใหเกิดแคลลสัและเกิดราก และชวยใหการ

เจริญของยอดเปนไปไดดี รวมทั้งเพือ่ชกันําใหเกิด Somatic embryogenesis และในการใชเพือ่ทํา

ใหเกิดยอด มักใชควบคูไปกับไซโตไคนิน เปนที่ทราบกนัดีวาในการเลี้ยงเนือ้เยือ่นัน้ อัตราสวน

ความเขมขนของออกซินและไซโตไคนินทีสู่ง จะชักนําใหเกิดราก หากอัตราสวนที่ต่ํา จะชักนําให

เกิดยอด (พรพิมล, 2545) ออกซินที่เติมในอาหารจะใชความเขมขนนอยมาก IAA ใช 0.01 - 10 

มิลลิกรัมตอลติร แตถาเปนสารสงัเคราะห (IBA, NAA และ 2,4-D) ใช 0.001 - 10 มิลลิกรัมตอ

ลิตร (ศิวพงษ, 2546) 

         2.1.2) ไซโตไคนิน เปนสารทีก่ระตุนการแบงเซลลกระตุนการแตกตาขาง และชะลอ

การแกชรา ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ มักนยิมใชสารสังเคราะหของไซโตไคนินมากกวาชนดิที่พบใน

ธรรมชาตสิารสงัเคราะหดังกลาว ไดแก สารประกอบ Purine เชน Benzylaminopurine หรือ 

Benzyladenine (BA) และ 6-furfurylaminopurine (Kinetin) สวนอกีกลุมหนึ่งเปนสาร 

Phenylureas เชน Thidiazuron สวนไซโตไคนิน ที่เปนสารธรรมชาตแิละใชกันอยู ไดแก N6 –
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isopentenyladenine (2iP) ซึ่งเปนไซโตไคนินทีอ่อกฤทธ์ิมากทีสุ่ดชนิดหนึ่ง สวน Zeatin เปนไซโต

ไคนินธรรมชาติ อีกชนิดหนึ่งที่มีราคาแพง จึงนิยมใชในงานวิจัยเทานัน้ 

 

                                   

   

ภาพที่ 2.2 สูตรโครงสรางของสารไซโตนินชนิดตางๆ 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

             วัตถุประสงคของการใชไซโตไคนินในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่ เพือ่กระตุนการแบงเซลล

กระตุนการสรางและเพิ่มจํานวนตา นอกจากนี้ไซโตไคนนิยังมผีลยบัยั้งการเกิดรากและยับยัง้การ

เกิดเอมบริโอในกระบวนการ Embryogenesis ดวย (พรพิมล, 2545) ไซโตไคนินใชเติมในอาหาร

สูงกวาออกซินมาก ความเขมขนของไซโตไคนินที่นยิมใชกันอยูในระหวาง 1-10 มิลลิกรัมตอลิตร 

(ศิวพงษ, 2546) 

        2.1.3) จิบเบอเรลลนิ เปนสารทีก่ระตุนการยืดตัวของลําตัน และกระตุนการออกดอก

ในธรรมชาตพิบมากกวา 80 ชนิด ชนิดที่ใชในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ไดแก         Gibberellic acid 

(GA3) และ GA4+7 ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่มักใชจิบเบอเรลลิน เพือ่กระตุนใหยอดออนมกีารยืดตัว

ได ในกรณีที่มีปญหายอดแคระ นอกจากนี้จบิเบอเรลลิน ยังมีผลยบัยั้งการเกิดรากในเนือ้เยือ่และ

Kinetin Zeatin 

2iP BA 
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มีการใชจิบเบอเรลลิน เพือ่กระตุนการตืน่ตัวของตาในกิ่งที่มตีาอยูในระยะฟกตัว (Bud 

dormancy) 

 

 
 

ภาพที่ 2.3 สูตรโครงสรางของสารจิบเบอเรลลิน 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

  2.1.4) กรดแอบไซสิค หรือเรียกยอๆ วา  “ ABA ”  ทําหนาที่เกีย่วของกับการปดเปด

ของปากใบ และกระตุนการพักตัวของตา และของเมล็ดในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่ ABA  ถูกนํามาใช

เพื่อสงเสริมการพัฒนาของเอ็มบริโอในขบวนการเอม็บริโอเจเนซสิ โดยมีผลตอการแกชราและการ

งอกของโซมาติคเอ็มบริโอ 

 

 
 

ภาพที่ 2.4 สูตรโครงสรางของสารแอบไซสิค 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

  2.1.5) เอธลิีน เปนสารทีอ่ยูในรูปของกาซมผีลตอการรวง และการเสือ่มของสวน

ตางๆ ของพชื เกิดการโคงงอของยอด (Apical hook) ทําใหเกิด Epinasty ที่ทําใหกานใบพชืชีล้ง

ดิน ซึ่งเกดิขึ้นเนือ่งจากดานบนมีการแบงเซลล หรอืมีการเจริญมากกวาดานลาง ในขวดที่

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ปกตแิลว มักจะมเีอธลิีนสะสมอยูซึ่งเกิดจากการปลอยมาจากเนื้อเยื่อพชื ดังนัน้ 
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จึงอาจมีการเติมสารยับยั้งการสังเคราะหเอธิลนีลงในอาหาร เชน พวกเกลอืของธาตุเงนิ 

(Silver.Ag) หรือ นิกเกลิ (Ni) เพื่อลดปริมาณเอธิลีน การเติมสารยับยัง้ดังกลาว พบวาสามารถ

ชวยในการเกิดขบวนการเอ็มบริโอเจเนซสิ ไดดขีึ้น (สมบุญ, 2544) 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.5 สูตรโครงสรางของสารเอธิลีน 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

          ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ฮอรโมนทีน่ิยมใชกนัมาก ม ี 2 กลุม ไดแก ไซโตไคนินและ 

ออกซนิ ไซโตไคนนิชวยใหเกิดการแบงเซลลและเกิดยอด สวนออกซิน ชวยใหเซลลยืดตัวและเกิด

ราก ความจริงแลวสารทั้งสองกลุมนีจ้ะมีปฏิกิริยารวมกันและยังไดรับอิทธพิลจากปจจัยทาง

สภาพแวดลอมอกีดวย เชน แสงและอุณหภูมิ ไมวาจะเปนกรณีใดก็ตามสิ่งทีส่ําคัญทีสุ่ดก็คอื 

อาหารจะตองมีอตัราสวนและชนิดของฮอรโมนทีเ่หมาะสมที่สดุ สําหรบัพืชแตละชนดิที่นํามา

เพาะเลีย้ง ชิน้สวนพชืทีน่ํามาเพาะเลี้ยงอาจจะมีไซโตไคนินหรอืออกซนิอยูในเนื้อเยือ่อยูแลว

จํานวนหนึ่ง หรือเนื้อเยือ่เหลานีส้ามารถสงัเคราะหฮอรโมนขึน้มาเองก็ได ถาในชิน้สวนพชืมี

ฮอรโมนเหลานี้อยูเพยีงพอแลวก็ไมจําเปนตองเติมฮอรโมนลงไปในอาหารเพาะเลีย้ง 

    การเจริญของชิ้นสวนพชืในอาหารเพาะเลี้ยง อาจจะเจริญขึ้นมาโดยที่ไมจําเปนตองมี

ออกซนิหรือไซโตไคนนิ หรืออาจจะตองการออกซินหรือไซโตไคนินอยางใดอยางหนึ่ง หรอือาจจะ

ตองการทั้งออกซนิและไซโตไคนินก็ได (ศิวพงษ, 2546) 

        2.2. ธาตุอาหาร (Nutrients) นอกจากธาตุที่เปนสวนประกอบทั่วๆไปของสตูรอาหารแลว 

พบวา อาหารเสริมจําพวกกรดอะมิโน เชน กลูตามนี แอสปาราจนี อารจนิิน พูรนี และไพริมิดีน 

เคซนีไฮโดรไลเซท สารสกัดจากมอลล สารสกัดจากยีสตและน้ํามะพราวมสีวนสําคัญในการ

กระตุนใหเกิดแคลลสั 

 องคประกอบหลักของสูตรอาหารตางๆมดีังนี ้

  1) เกลอือนินทรีย (Inorganic) ประกอบดวย  

   1.1) ธาตุอาหารหลัก (Macro elements) คือ แรธาตทุีพ่ืชตองการเปนปริมาณ

มาก เชน ไนโตเจน (N) ฟอสฟอรสั (P) โปแตสเซียม (K) แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) 
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และซลัเฟอร (S) ซึ่งอยูในรูปของกรดหรือเกลอื เชน แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) โปแตตสเซยีม

ไนเตรต (KNO3) และแมกนเีซยีมซลัเฟต (Mg2SO4) (บุญยืน, 2544) 

   1.2) ธาตุอาหารรอง (Micro elements) คือ แรธาตุทีพ่ืชตองการเปนปริมาณนอย 

เชน เหลก็ (Fe) แมงกานสี (Mn) สังกะสี (Zn) โบรอน (B) ทองแดง (Cu) โมลิบดนิั่ม (Mo) และโค

บอลท (Co) ซึ่งอยูในรูปของกรดหรือเกลอื เชน กรดบอริค (HBO3) (บุญยืน, 2544)                                                                                           

  2) วิตามิน มีหนาที่กระตุนการทํางานของ Enzyme systems และตองการเพียง

เล็กนอย (กัณยารัตน, 2545) 

      3) สารอินทรยี (Organic compounds) เปนแหลงคารบอน ซึ่งเปนแหลงพลังงาน    

(Energy source) ใหกบัเนื้อเยือ่พชื เพือ่ใชในกระบวนการสังเคราะหแสง แหลงคารบอนทีน่ิยมใช 

คือ น้ําตาล โดยน้ําตาล Sucrose จะเปลี่ยนรปูไปเปน Glucose และ Fructose เมือ่นึ่งฆาเชือ้

อัตราการเจริญเติบโตของตนพชืจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณน้ําตาลทีเ่พิ่มขึน้ แตเมื่อเลยจุดทีเ่หมาะสม

ไปการเจริญเตบิโตของตนพชืจะลดลง (สมพร, 2549) 

  4) สารที่ไมออกฤทธิ์ เชน วุนทําหนาทีใ่หตนพชืพยุงตัวอยูได และผงถานจะชวยดูด

ซับสารพิษทีพ่ืชสรางขึ้นและขบัออกมาในอาหารที่เปนพิษตอพชื 

   4.1) วุน เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรค (Polysaccharide) ที่ไดจากหญาทะเล

และสาหรายทะเล การใสวุนลงในอาหารจะตองใสในปริมาณที่เหมาะสม ถาใสมากเกินไปกจ็ะทํา

ใหอาหารแข็งจะพชืสัมผสักบัอาหารไดนอย และการดดูซับสารอาหารก็นอยดวย ทําใหพืช

เจริญเตบิโตชา และถาใสนอยเกินไปก็จะทําใหไมสามารถพยุงตนพืชทีต่ั้งตรงได (สมพร, 2549) 

  5) ระดับ pH ของอาหารในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช 

       ความเปนกรดเปนดางของอาหาร เรียกวา pH เปนตัวที่บอกวาไอออนของไฮโดรเจนอยู

ในสารละลายมากนอยเพยีงใด พืชชนิดตางๆ จะตองการ pH ที่เหมาะสมทีสุ่ดในการเจริญเติบโต

แตกตางกัน สารละลายทีเ่ปนกลางจะมี pH = 7.0 ถาเปนดาง pH จะสูงกวา 7.0 และถาเปนกรด

คา pH จะต่ํากวา 7.0 สารละลายที่มี pH 5 ก็จะมีไฮโดรเจนไอออน (H+) สูงกวาที่ pH 7 สิบเทา ใน

ทํานองเดยีวกันในสารละลายที่มี pH 5 ก็จะมีไฮโดรเจนไอออนเปน 10 เทา ของ pH 6 แต ในทาง

ตรงกันขาม pH (OH-) ในสารละลายเปน 10 ของ pH 7  

      pH ของอาหารเปลี่ยนแปลงไปเมือ่นําอาหารไปนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึ่งฆาเชือ้ความดันไอ

ถากอนนึ่งอาหารมี pH 5.0-7.0 ภายหลังจากนึง่แลว pH ของอาหารจะลดลง ประมาณ 0.3-0.5 

หนวย 

      ในงานวจิัยทางเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช อาจจะมกีารใชสารบัฟเฟอรเพือ่ควบคุม pH ของ

อาหารบัฟเฟอรที่ใชไดแก ฟอสเฟสบัฟเฟอร (Na2HPO4+KH2PO4), MEs [2-(N-morpholino) 
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Ethane sulphonic acid] และ [Tris (hydroxymethyl, methylamine)] บัฟเฟอร อาจจะทําใหสาร

บางอยางในอาหารเปลี่ยนแปลงไป เชน ทําใหน้ําตาลซูโคสกับฟรุกโทส หรอืทําใหกลูโคส

เปลี่ยนเปนฟลุกโทส เปนตน  

      ถา pH ของอาหารเปลีย่นแปลงไปมากอยางเห็นไดชดั จะแสดงออกคอื อาหารแข็งจะ

กลายเปนอาหารเหลวจําเปนตองเปลี่ยนอาหารใหม ถาในการเตรยีมอาหาร pH ของอาหารสูง 

หรือต่ําเกินไป จะปรับ pH ได โดยใช NaOH หรือ HCl ในความเขมขน 0.1-1.0 โมลาร (M) 

      pH ของอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ทีเ่หมาะสม สวนใหญจะอยูในชวง 5.0-6.0 เมื่อเตรียม

อาหาร โดยเติมสารละลายเกลือแร ทั้งหลายครบถวนแลว แต pH ของสารละลายยังไมอยูในชวงที่

ตองการจะตองมีการปรบั pH 

 

 3) ปจจัยทางดานสภาพแวดลอมที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

  3.1) อุณหภูม ิ ทีใ่ชเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื นอกจากจะมีความสําคัญตอกระบวนการ

ทางชีวเคมขีองเนือ้เยือ่แลว ยังมอีิทธิพลตอการเจริญและพัฒนาของเนือ้เยือ่ การสรางอวัยวะ 

ตลอดจนการเจริญของตนพชืหลังยายปลกูนอกขวดแกว ในการควบคุมอุณหภูมเิพือ่ใหไดตาม

วัตถุประสงคของการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ มกัใชควบคุมอณุหภูมิที่มแีสง สวนในหองเพาะเลี้ยง

เนือ้เยื่อทั่วๆ ไปที่มีการติดตั้งเครือ่งปรับอากาศ เพื่อชวยควบคุมอุณหภูมิใหอยูในชวง 25-28  C 

และเปนอุณหภูมิคงทีท่ั้งตอนกลางวันและกลางคนื (พรพมิล, 2545) 

         3.2) แสง มีการศึกษาเรื่องคุณสมบัตขิองแสงตอการเจริญเติบโตและพัฒนาของ

เนือ้เยื่อพชื ทั้งในดานปริมาณความเขมแสงและปริมาณแสงที่ไดรับ จํานวนชั่วโมงของแสงที่ไดรับ

ตอวัน สําหรับความเขมของแสงจะมอีิทธิพลตอการสังเคราะหแสงของพืช โดยสวนใหญพืชที่

นํามาเพาะเลีย้งในขวดแกวจะมีความเขมแสงต่ําและน้ําตาลซูโครสที่ใชในการสังเคราะหแสง ยัง

เกิดนอยกวาพืชที่ปลูกอยูในดิน จากการศกึษาของ Kozai และคณะ 1987 ไดทําการทดลอง

เกี่ยวกบัวิธีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่โดยเพิ่มความเขมของแสง เพิ่มคารบอนไดออกไซค และไมใส

น้ําตาลในอาหาร พบวาสามารถที่จะเพิ่มประสทิธิภาพและการสังเคราะหแสงได นอกจากนี้ความ

เขมของแสงยังมผีลตอการเกิดยอดและราก การเกดิและการเจริญของยอดนัน้จะเปนไปไดดใีนที่ที่

มีแสงเพียงพอ สวนการเกิดรากและการเจริญของรากจะตองการปริมาณแสงนอยกวายอด นิยมใช

ที่ 12-16 ชั่วโมงตอวัน (พรพิมล, 2545) ความเขมแสง (light intensity) ชวงแสง (photoperiod) 

และคุณภาพของแสง (light quality)  

    3.2.1) ความเขมแสง (light intensity) มีรายงานความเขมแสงทีม่ผีลตอการ

เจริญเตบิโตของพชืในสภาพการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่มากกวาทางดานชวงแสง ถาหากพชืในสภาพ
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การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ไดรับความเขมแสงสูงเทาในแปลงปลูกพชือาจเปนอนัตรายได เนือ่งจากทํา

ใหพชืไดรับอุณหภูมสิูงไปดวย ควรเลี้ยงภายใตสภาพแสงประมาณ 1000-4,000 ลักซ  สวนใน

ระยะที่ตองการใหตนพืชเจริญเตรยีมออกรากตองการความเขมแสง คือ 3,000 ลักซ โดยใหแสง 16 

ชั่วโมงตอวนัการใหแสงที่มีความเขมในระดับนี้ มีเปอรเซ็นตการรอดตายสูงเมือ่ยายปลูก 

      3.2.2) ระยะเวลาในการใหแสง (light duration) โดยทั่วไปมักเพาะเลีย้ง

เนือ้เยื่อใหไดรับแสง 12 - 16 ชั่วโมง โดยหลักการแลวชวงแสงทีเ่หมาะสมควรเปนชวงแสงที่พืชนั้น

เจริญอยูในธรรมชาติ ชวงแสงมีอทิธิพลตอการพัฒนาของเนือ้เยื่อ ในการเจริญเปนราก และยอด

ของเนื้อเยือ่พชื ชวงแสงที่เหมาะสมคือ 16 ชั่วโมงตอวัน โดยใชความเขมแสง 3000 ลักซ อยางไรก็

ตามระยะเวลาในการใหแสงกับความเขมของแสงจะมีความสัมพนัธกนั เชน ถาใหแสงที่มีความ

เขมสูง อาจจะใชระยะเวลาในการใหแสงนอยลง เปนตน 

        3.2.3) คุณภาพของแสง (light quality) จากการทดลองพบวาแสงสแีดง ( red 

light) และแสงสีน้ําเงิน ( blue light) เปนตัวกระตุนใหเกดิยอดของพชืหลายชนิด เนื้อเยือ่ที่ไดรับ 

Red light จะเกิดยอดปริมาณมาก 

   - เนือ้เยือ่ที่ไดรับ F- Red light จะเกิดยอดนอย 

   - เนือ้เยือ่ที่ไดรับ Red……. F- Red light จะเกิดยอดนอย 

   - เนือ้เยือ่ที่ไดรับ F- Red light ……. Red light จะเกิดยอดมาก 

      จากผลดังกลาวจึงไดมสีมมุตฐิานวา การเกิดลกัษณะรปูราง ถูกควบคุมดวยระบบ 

phytochrome  จึงนิยมใชหลอดฟลอูอเรสเซนต (fluorescent lamp) ซึ่งเหมาะที่จะใชในการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ เนื่องจากหลอดไฟที่ใชแสงทีใ่หแสงอัตราไวโอเลต จะยบัยั้งการสรางยอด การใช

แสงสแีดงจะดกีวาสนี้ําเงนิ ในการกระตุนการเจริญเติบโตของพืช แสงสแีดง (660 nm.) ยังทําให

เกิดการสรางราก มีรายงานวาแสงสแีดงและอนิฟราเรดจะกระตุนการเกิดยอด การสรางตายอด

ตองการทั้งแสงสแีดงและสนี้ําเงนิ โดยถาไดรับแสงสแีดง 11 ชั่วโมง ตามดวยสีน้ําเงิน 6 ชั่วโมง ทุก

วันจะทําใหเกิดตายอดจํานวนสูงสุด แตถาใหแสงชนิดเดียวจะไมชวยในการสรางยอด จาก

ตัวอยางไดแสดงใหเหน็วาการเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อเปนอวัยวะสวน ตางๆ ของพชื ตองการ

คุณภาพแสง ความเขมแสงและชวงแสงทีเ่หมาะสม (พรพมิล, 2545) 

        3.3) ความชื้น (humidity) 

      เนือ่งจากความชืน้ในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่คอนขางสูง ถาความชื้นในหองเพาะเลีย้งต่ํา

ก็จะเกิดการสูญเสยีน้ําภายในขวดสงผลทําใหอาหารแหงเร็ว แตถาความชื้นในหองเพาะเลีย้งสูง

เกินไปก็จะเอือ้อํานวยใหเชือ้จลุินทรยีเจริญไดดี เกิดการปนเปอนของเชื้อจลุินทรียไดงาย และใน

บางครั้งถาความชืน้ภายในขวดเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อสงูมาก จะทําใหพืชเกิดอาการบวมน้ํา โดย
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อากาศในหองเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ควรจะมีความชืน้อยูรอยละ 70 ซึ่งเปนความชื้นที่เหมาะสมตอการ

เจริญเตบิโตของพชื (พรพิมล, 2545) 

 

   2.2.5) การฟอกฆาเชื้อเนื้อเยื่อพืช 

    พ้ืนผิวของเนือ้เยือ่พชืปกตแิลวจะมจีลุินทรียมากมายที่ตองทําการกําจัดกอนนําลงเลี้ยงใน

ขวดหรอืภาชนะเลีย้งเนื้อเยือ่ การฟอกฆาเชือ้เพือ่กําจัดจลุนิทรียทําไดโดยการสารเคมีซึ่งมอียู

หลายชนิด โดยแตละชนิดจะมีประสทิธิภาพแตกตางกันไป 

    สารฟอกฆาเชือ้ทีน่ิยมใชกนัมากทีส่ดุ ไดแก แคลเซียมไฮโปคลอไรท และโซเดียมไฮโปคลอ

ไรท (คลอรอกซ) รองลงมาคือเอทานอล ในการฆาเชือ้ ควรพิจารณาเลือกความเขมขนของสาร

และระยะเวลาการฟอกที่เหมาะสม เพือ่ใหมีประสิทธิภาพในการฟอกเชือ้ไดเปนอยางดีโดยไม

ทําลายเนือ้เยือ่พืช สําหรับเนือ้เยื่อพชืทีท่ําใหปลอดเชือ้ไดยาก อาจตองทําการฟอกซ้ําอีกหลงัจาก

การฟอกครั้งแรก 1 - 2 วัน และตัดเล็มเนือ้เยื่อชัน้นอก ทิ้งไปกอนยายลงเลี้ยงในอาหารขวดใหม ใน

เมล็ดพืชบางชนิดหรอืเนือ้เยื่อพชืที่มกีารปนเปอนมาก อาจตองแชในน้ําไหล (Running water) 

เปนเวลาหนึ่งชั่วโมงกอนแลวจึงนําไปฟอกฆาเชือ้ วิธีการนีจ้ะชวยลดการปนเปอนไดมาก สารฟอก

ฆาเชือ้โดยปกตจิะตองใชรวมกบัสารจับใบ เพื่อชวยใหมกีารแทรกซึมของสารฆาเชือ้ไดดขีึน้ สาร

จับใบที่นยิมใชไดแก Tween - 80, Tween - 20 และ Triton - x เปนตน นอกจากนี้กอนฟอกฆาเชือ้

อาจจุมเนื้อเยือ่ลงในเอทานอล 70% เปนเวลา 30 - 60 วินาที เพือ่ชวยในการขจัดสารเคลือบใบพืช 

จะทําใหสารฟอกฆาเชื้อทํางานไดดขีึ้น 

    การฟอกฆาเชือ้โดยสารโซเดยีมไฮโปคลอไรท เริ่มตนดวยการลางชิ้นสวนเนือ้เยื่อพืชดวย

น้ํายาและน้ําประปาใหสะอาด แลวจึงนํามาแชในน้ํายาที่มสีารฟอกฆาเชือ้ตามเวลาที่กําหนด 

จากนัน้ใหลางในน้ํากลั่นทีผ่านการนึ่งฆาเชือ้แลว 3 - 5 ครั้ง นําไปผึ่งในจานแกวปลอดเชือ้ทีมี

กระดาษกรองรอง เพือ่รอการผาตัด และยายลงขวดเลี้ยงเนื้อเยือ่ตอไป 

    สวนการฟอกฆาเชื้อโดยเอทานอลนั้นใชความเขมขนในชวง 70 - 95% ระยะเวลาไมเกิน 10 

วินาที วิธีการฟอกฆาเชือ้นีท้ําไดโดยวิธีตางๆ กันคอื  

    1) ฉดีพนเอทานอลลงบนชิน้สวนของพืช เชน ในชอดอกออนของขาวหรือขาวโพด ที่ยงัมี

ใบธงหุมอยู แลวปลอยใหเอทานอล ระเหยจนหมดไปในตูลามินารแอรโฟล จากนั้นจงึผาตัดนําเอา

อับละอองเกสรออกมาเลี้ยง  

    2) ฉีดพนเอทานอลลงบนชิ้นสวนของพืชแลวลนไฟ เชน ฝกกลวยไม และเมลด็พืชที่มี

เปลอืกแข็ง ซึ่งจะทําการผาตัดเอาเมล็ดหรอืเอมบริโอออกมาเลี้ยง   
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    3) แชในเอทานอลตามดวยการฟอกฆาเชือ้ในสารละลายคลอรอกซ เชน เมลด็พืชตระกูล

ถั่ว  หรือเมล็ดนอยหนา ซึง่เปนเมลด็ที่มเีปลอืกแข็งมาก กอนนําเมล็ดไปเพาะเลีย้ง 

    เนื้อเยือ่ที่มาจากสวนตางๆของพชื โดยทั่วไปแลวมีความทนตอการฟอกฆาเชือ้มากทําให

ตาย กลาวคอืเนือ้เยือ่ที่ยังออน ซึ่งมีลักษณะบอบบางจะมคีวามไว (Sensitive) ตอการฟอกฆาเชือ้

มากทําใหตายไดงาย ในขณะทีเ่นือ้เยื่อทีอ่ยูติดดินหรอือยูในดินจะมกีารปนเปอนสูงทําใหการฟอก

ฆาเชือ้ทําไดยากทีส่ดุ ดังนั้นวิธกีารฟอกฆาเชือ้จงึมีความแตกตางกนัไปขึน้อยูกับชนดิและแหลง

ของเนื้อเยือ่พชืทีจ่ะนํามาเพาะเลีย้ง (พรพิมล, 2545)  

 

2.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

  กูคํา วิไลเฮอืง  และ วิไลลกัษณ  ชินะจิตร (2551) ไดศึกษาการขยายพันธุวานนางคํา ใน

สภาพปลอดเชือ้ ของวานนางคําซึ่งเปนพืชสมนุไพรที่มคีวามสําคัญทางเศรษฐกิจพืชหนึ่ง ที่

ตองการตนพันธุจํานวนมาก สามารถนํามาขยายพันธุ ในสภาพปลอดเชือ้เพือ่เพิ่มปริมาณหนอ

แขนงได  โดยไดทําการศึกษาผลของชนดิ และ ความเขมขนของ Cytokinins 3 ชนิดคือ BA, 

Kinetin และ TDZ ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 มก./ล. ที่มีตอการเพิ่มปริมาณวาน

นางคํา พบวา TDZ 2.5 และ 2.0 มก./ล. จะกระตุนใหเนือ้เยื่อสวนตนมีการเจริญสรางยอดแขนงได

สูงสุดคือ 10.4 และ 10.3 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ เมื่อไดตนออนแลวนํามายายปลูกในวสัดุ

ปลกู 2 ชนิดคือ ทรายผสมขุยมะพราว และ พีทมอสผสมกับเวอรมิคูไลท นําไปไวในสภาพตางกัน

คือ ไวในถุงพลาสติกใสปดสนิท หรอื ไวในสภาพพนหมอก พบวา วัสดุปลูกมีปฏสิัมพนัธกับสภาพ

การปลกูตอความสูงของตนและความกวางของใบแตกตางกันทางสถิตอิยางมีนยัสําคัญยิ่ง 

    ฐิติพร ผลธรรมพิทกัษ และพรทพิย วงศแกว (2537) ในการทดสอบสภาพทีส่ามารถ

กระตุนใหตนออนอินทผลัมในขวดเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่มีการสรางดอก และแสดงลักษณะของเพศ

ออกมาในระหวางการเพาะเลีย้ง ไดทําการทดลองตัดชิน้สวนเนือ้เยือ่จากตนกลาอินทผลัมทีเ่พาะ

จากเมลด็ในสภาพปลอดเชื้อ โดยตัดชิ้นสวนที่งอกออกมาจากเมลด็นับตัง้แตวันทีเ่ริ่มงอกใน

ชวงเวลาตางๆ ตั้งแต 1, 2, 3, 4, 5 และ 6  สัปดาห แลวนําไปเลี้ยงในอาหารดัดแปลง MS ที่มี

อัตราสวนผสมของฮอรโมน IAA และ BAP หรือ NAA และ BAP ในระดับตางๆ และบมชิน้สวน

เนือ้เยื่อเพาะเลีย้งในหองปฏิบตัิการที่ควบคุมอุณหภูมแิละแสงสวางได เพื่อศึกษาอทิธิพลของ

สภาพแวดลอมรวมดวย พบวาสามารถกระตุนใหชิ้นสวนเนือ้เยือ่จากตนกลาอินทผลัมอายุ 3-4 

สัปดาห หลังงอกจากเมล็ด มีการสรางตนใหมและออกดอกได โดยพบทั้งตนทีอ่อกดอกเปนดอก

ตัวผูและตนทีอ่อกดอกเปนดอกตัวเมยี ในสัดสวนเทาๆ กัน หลังจากการเพาะเลี้ยงประมาณ 6 

เดือนในอาหาร MS ที่มีสวนผสมของ glucose 50 g/l รวมกับฮอรโมน IAA 1 มก./ล. และ BAP 1 
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มก./ล. อุณหภูมิ 28 °C ความเขมแสงประมาณ 3000 lux ชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวัน แมวาอัตรา

การสรางดอกที่พบตอจํานวนชิ้นสวนเนือ้เยือ่เพาะเลี้ยงที่ทดสอบอยูในระดบัเพยีง 15% แตกแ็สดง

ใหเห็นถึงความเปนไปไดสําหรับการกระตุนใหอินทผลัมออกดอกแสดงเพศในระหวางการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

       ณฐกร ประดิษฐสรรพ และ กาญจนรี พงษฉวี (2548) ไดศึกษาการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่

ชบาน้ํา (Aponogeton madagascariensis (Mirble) Van Bruggen, 1968) โดยนําชอดอกมา

ฟอกฆาเชื้อแลวนําไปเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ จนกระทั่งไดตนออนปลอดเชือ้ หลังจากนัน้นํามาทําการ

ทดลองเลี้ยง โดยการตดัแยกชิ้นสวนยอดนําลงเลี้ยงในอาหารสังเคราะหสตูร MS ที่มีสารควบคุม

การเจริญเตบิโตตางกนั ที่มี 2 ปจจัย ไดแก BA ระดับความเขมขนตางกัน 4 ระดับ คือ 0, 1, 2 และ 

4 มก./ล. และ NAA ระดับความเขมขนตางกัน 4 ระดับ คอื 0, 0.5, 1 และ 2 มก./ล. นําไปเลี้ยงใน

หองเลี้ยงเนือ้เยือ่ อุณหภูมิ 25 °C ความเขมแสง 2,800 ลักซ ชวงเวลาใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปน

เวลา 6 สัปดาห จากนั้นนําตนออนที่ไดจากการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ออกปลูกทดสอบในบอชําน้ํา 

เปนเวลา 3 เดอืน ผลการทดลองพบวาสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้ง 2 ชนิด คอื BA และ NAA มี

อิทธิพลตอการเพิ่มปริมาณตนออนและหัวยอยของชบาน้ํา โดยการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนยอดปลอด

เชือ้ของชบาน้ํา ในอาหารเหลวสูตร MS ที่ประกอบดวย BA ระดับความเขมขน 2 มก./ล. รวมกับ 

NAA ระดับความเขมขน 0.5 มก./ล. เปนอตัราความเขมขนนอยทีสุ่ดทีส่ามารถชกันําใหเกิดตน

ออนและหัวยอยไดมากทีสุ่ด โดยมจีํานวนตนออนทีเ่กิดขึน้เฉลี่ย 7.00 ± 0.94 ตนตอชิ้น และมี

จํานวนหัวยอย ที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 4.70 ± 0.67 หัวตอชิ้น ภายในระยะเวลา 6 สัปดาห ตนออนชบาน้ํา

ที่ไดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่อายุ 6 สัปดาห มีน้ําหนักเฉลี่ย 0.74 ± 0.159 กรัมตอตน เมือ่นํา

ออกปลูกทดสอบในบอชําน้ํา พบวาสามารถเจริญเติบโตไดดีในสภาพแวดลอมภายนอก โดยเมือ่

เลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน มีน้ําหนักเฉลี่ย 5.54 ± 0.984 กรัมตอตน ความยาวใบเฉลี่ย 15.89 ± 1.84 

ซม.   จํานวนใบเฉลีย่ 8.80 ± 1.31 ใบตอตน และมีอัตรารอด 86% 

    นฤมล มงคลชัยภักดิ์ และคณะ (2549) ไดทําการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่ของกระชายดํา ซึ่งมี

ชื่อทางวิทยาศาสตรวา Kaempferia parviflora Wall. ex Baker โดยเตรยีมจากเหงาที่ฟอกฆาเชื้อ

แลว ตัดตาที่งอกมาเพาะเลีย้งในสูตรอาหาร Murashighe and Skoog (MS) medium ที่

ปราศจากฮอรโมนจนเกดิยอดออน นํายอดออนมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ที่มีฮอรโมน 

Benzylaminopurine (BAP) อยางเดยีว ขนาดความเขมขน 0, 1, 3, 5, 7, 9 มก./ล. หรือรวมกบั 

Naphthalene acetic acid (NAA) 0, 0.1 และ 1 มก./ล. เพื่อใหเกิดยอดออนหลายยอด พบวา

สูตรอาหาร MS ที่มีฮอรโมน BAP 7 มก./ล. ทําใหเกิดยอดออนหลายยอดไดดีทีสุ่ด เฉลี่ยจํานวน

ยอดออน 4.2 ยอด เมือ่เพาะเลีย้งเปนเวลา 1 เดอืน และเปน 4.5 ยอดเมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 
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เดือน เมือ่เพาะเลีย้งยอดออนในสูตรอาหารเหลว MS ที่มฮีอรโมน BAP 3 มก./ล. ทําใหเกิดยอด

ออนหลายยอดได แตเนือ้เยือ่จะเขียวซดีเมือ่เพาะเลีย้งยอดออนในสูตรอาหารแข็ง MS ที่มีฮอรโมน 

BAP รวมกับ 2,4 Dichloropyenoxy acetic acid (2, 4D) จะเกิดแคลลสั (Callus) ที่ไมคอย

พัฒนาเปนยอดออน ยอดออนพัฒนาเปนตนออนและสามารถเกิดรากไดดเีมือ่ใชสูตรอาหารแข็ง 

MS ที่มีฮอรโมน NAA 1 มก./ล. เมื่อนําตนออนออกปลูกบนดินในเรือนเพาะชําจะมีเปอรเซ็นตรอด

ที่ 1 เดือน เฉลี่ย 98 % และที่ 2 เดอืน เฉลี่ย 96.5 % 

ปญจรัตน จินตนา และพนิดา รุงรัตนกุล (2545) การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพนัธุไม 

Eucalyptus urophylla โดยใชสวนตาขางทีแ่ตกจากกิ่งเปนชิ้นสวนทดลอง (explant) ผลการฟอก

ฆาเชือ้บรเิวณผิวของชิ้นสวนพบวา การใชนํ้ายาไฮเตอร (6% Sodium hypochlorite) ที่ระดับ

ความเขมขน 5% ผสม Ampicyn 0.02 % Citric acid 0.02 % และนํ้ายาซันไลต 2–3 หยด เปน

เวลา 15 นาท ี (ทําซํ้า 2 ครั้ง) มีประสทิธิภาพในการฟอกฆาเชือ้ประมาณ 90% การชกันําชิน้สวน

ใหเกิดยอดในอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่มีนํ้าตาลเพียง 2% และใช

สวนผสมของฮอรโมน BAP ที่ระดับความเขมขน 1 μM IBA ที่ระดับความเขมขน 0.4 μM และ 

GA3 ที่ระดับความเขมขน 0.6 μM ภายใตสภาวะแวดลอมควบคุมทีอุ่ณหภูม ิ 25±2°C ความเขม

แสงประมาณ 2,500 ลักซ (lux) และระยะเวลาการใหแสงสวางนาน 12 ชั่วโมง/วัน ปรากฏวา

สามารถชักนํ าชิ้นสวนใหเกิดยอดไดดทีีสุ่ดไดจํานวนประมาณ 3-4 ยอด ภายในระยะเวลา 3-4 

สัปดาห สําหรับการทดลองชกันํารากจากยอดที่ได ใชอาหาร MS ที่มีนํ้าตาลเพียง 2% ที่ผสมผง

ถาน (activated charcoal) 0.2 กรัมตอลิตร ภายในระยะเวลาประมาณ 4-5 สัปดาห พบวา

สามารถชักนําใหเกิดรากไดดเีชนกนั 

         ประนอม เดชวิศิษฏสกลุ และนฤมล มงคลชัยภักดิ ์ (2534) ไดนําสวนของปลายยอด 

(shoot meristem) ของตนชาสตลู มาฟอกทีผ่ิวใหปราศจากเชือ้และเพาะเลีย้งอยางปราศจากเชือ้

ในสูตรอาหาร MS ดัดแปลงทีม่ีฮอรโมน Benzylaminopurine (BAP) 0.1, 1, 4 มก./ล. อยางเดียว 

หรือ 3-Indole acetic acid (IAA) 0.05, 1 มก./ล. รวมกับ BAP 0.1 .5, 1, 4 มก./ล. และฮอรโมน 

Kinetin (KN) 1 มก./ล. อยางเดียว หรอื IAA 0.1, มก./ล. รวมกับ KN 1, 4 มก./ล. เพื่อดผูลของ

ฮอรโมน ไซโตไคนิน (cytokinin) จําพวก BAP และ KN ในการทําใหเกิดยอดออนหลายยอด 

(mulitiple shoots) สําหรบัฮอรโมนที่ทําใหเกิดราก เปรยีบเทียบระหวาง IAA 1, 4 มก./ล., 1-

Naphthalene acetic acid (NAA) 0.1 มก./ล. และ 3-Indole butyric acid (IBA) 2 มก./ล. จาก

การทดลองฮอรโมน BAP 0.1 มก./ล. และ KN 1 มก./ล. เปนฮอรโมนทีเ่หมาะสมในการทําใหเกิด

ยอดออนหลายยอด ฮอรโมน IAA 1 มก./ล. เหมาะสมในการทําใหเกิดราก 
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               พรทิพย ธนูทอง และคณะ (2529) ไดทําการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อจากสวนตาง ๆ ของตน

มะเขือเทศพันธุสีดา และพันธุ P 502 ซึ่งเปนพันธุนิยมปลกูเปนการคาในประเทศไทย เนือ้เยือ่

บริเวณที่นํามาทดสอบความสามารถในการพัฒนาการตามขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่เซลลตน

พืช ไดแก เนือ้เยื่อสวนใบ กิ่งออน epicoty1 และ hypocoty1 การตอบสนองของตนมะเขอืเทศทัง้

สองพันธุในการนํามาเพาะเลี้ยงคลายคลึงกัน โดยชิ้นสวนเนือ้เยื่อที่มีการเจริญเปนแคลลสัไดดี คอื 

เนือ้เยื่อจากใบ กิ่งออน สวนเนือ้เยือ่จาก epicoty1 และ hypocoty1 เจริญเปนแคลสัไดคอนขางชา 

อาหารทีเ่หมาะสมในการกระตุนใหเกิดแคลลสัสําหรับเนือ้เยือ่สวนตาง ๆ ดังกลาว คือ อาหาร MS 

ดัดแปลงที่มีระดบัฮอรโมนเปน NAA 0.05 มก./ล. และ BAP 0.5 มก./ล. อาหารที่กระตุนใหแคลลัส

เจริญเปนตนออน คอื อาหาร MS ที่ประกอบดวย NAA 0.05 มก./ล. และ BAP 5.0 มก./ล. หรือ 

NAA 0.1 มก./ล. และ 2iP 5.0 มก./ล. ซึ่งในสูตรแรกสามารถกระตุนใหสรางตนออนไดจํานวนมาก 

แตมักไมเกิดราก สวนตนออนที่ไดจากการเลี้ยงในสูตรหลังมักจะแข็งแรงกวาและเกิดรากที่

สมบูรณ กรณีทีล่ําตนที่ไดยังไมเกิดรากหรือมีรากนอย สามารถกระตุนใหเกิดรากใหสมบูรณยิ่งขึน้ 

โดยยายลงในอาหาร MS ที่มี NAA 0.001 มก./ล. และ BAP 0.0005 มก./ล. หรือยายอกีครั้งใน

อาหาร MS ปราศจากฮอรโมน เนือ้เยื่อจาก ใบ กิ่งออน และ epicoty1 สามารถพัฒนาเปนแคลลัส 

และเกิดเปนตนทีเ่ปนกอนแคลลสัลกัษณะแข็งสคีอนขางขาวปนน้ําตาล และมีรากจํานวนมากใน

อาหารเกือบทุกสตูร สามารถกระตุนใหสราง shoot bud ไดนอยมาก และมีการเจริญชา 

      ราตรี พระนคร และ ปริญดา แข็งขัน (2548) การไดศึกษาผลของ Benzyladenene (BA) 

ตอการเพาะเลีย้งชิน้สวนปลายยอดกรุงเขมา (Cissampelos pareira Linn.) ในสภาพปลอดเชือ้ 

โดยวางแผนการทดลองแบบ Randomized Block Design (RBD) ปจจัยที่ศึกษาคอื ระดับความ

เขมขนของ BA ซึ่งมี 5 ระดับไดแก 0 1 3 6 และ 9 มก./ล. หลังจากเพาะเลีย้งปลายยอดกรุงเขมา

บนอาหารที่เติม BA แตกตางกนัเปนเวลา 5 เดือนพบวาปลายยอดกรุงเขมามีเปอรเซน็ตการรอด

ชีวิต และ การสรางยอดทีแ่ตกตางกนั (P<0.01) คือเมือ่เตมิ BA 1 มก./ล. ในอาหารที่เพาะเลี้ยง มี

ผลทําใหปลายยอดกรุงเขมามีเปอรเซน็ต การรอดชีวิตและการสรางยอดสงูทีสุ่ด เทากับ 90.63 % 

และ 26.34 ยอดตอชิน้สวน 

      Charantharayil et al., (1994) ไดศึกษาเรื่องการเพิ่มจํานวนของตนองักาบสีปนูใน

สภาพปลอดเชือ้ โดยใชชิ้นสวนตาขางมาเพาะเลี้ยงเพือ่ชักนําใหเกิดปลายยอด ผลการศึกษา

พบวา การฟอกฆาเชื้อโดยนําชิ้นสวนพชืมาลางใน 1% Lanolene detergent นาน 6-8 นาที แลว

ลางผานน้ําไหล 15 นาที แลวฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวดวย 0.1% HgCl2 นาน 15 นาที แลวลางดวย

น้ํากลั่นทีฆ่าเชือ้แลว 6 - 8 ครั้ง เลีย้งในอาหารสตูร Schenk & Hildebrand (SH) ที่เติมฮอรโมน 
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BAP 3 มก./ล. รวมกับ 2ip 0.5 มก./ล. และ IAA 1.0 มก./ล. และเพาะเลี้ยงในสภาพที่มอีุณหภูมิ 

25 ± 2 °C ใหแสงวันละ 16 ชั่วโมง อยางสม่ําเสมอ สามารถชักนําใหเกิดยอดไดเร็ว 

      Girila et al., (1999) ไดศึกษาเรื่องการเพิ่มจํานวนยอด จากตาขางและตายอดของตน

อังกาบสปีูน โดยเลีย้งในอาหารสตูร MS ที่เตมิ BAP และ Kinetin เพียงอยางใดอยางหนึ่งพบวา 

อาหารสูตร MS ทีเ่ติม BAP 1 มก./ล. สามารถชักนาํใหเกิดยอดไดมากทีสุ่ด จากนัน้ทําการ 

subculture ลงเลีย้งในอาหารสูตรเดิม จะทําใหตาขางเกดิยอดไดมากถึง 45 - 49 ยอด/ชิ้นสวน 

และตายอดเกิดยอด 40 - 43 ยอด/ชิ้นสวน จากนั้นจึงทําการ subculture ในอาหารสูตรเดิมอกีครั้ง

เพื่อใหยอดยืดยาว และชักนําใหเกิดรากโดยเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่ IBA 1 มก./ล. แลวยายลง

ปลกูดิน 

      Mangkita et al., (2007) ไดศึกษาเรื่องการเพิ่มจํานวนของตนบัควีค (Fagophyrum 

tataricum Gaerth.) โดยการเพาะเลีย้งยอดทีเ่กิดจากเมลด็ที่มีอายุได 3 สัปดาห ทําการเพาะเลีย้ง

ในอาหารสูตร Murashige & Skoog 1962 (MS) ที่เติม BAP 20 μM น้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอ

ลิตร และเจลแลนกัม 1 กรัมตอลิตร เลีย้งในสภาพที่มอีณุหภูมิ 20 ± 2 °C ใหแสงไฟจากหลอด 

Cool white fluorescent วันละ 16 ชั่วโมง อยางสม่ําเสมอ สามารถชักนําใหเกิดปลายยอดไดดี

ที่สดุ โดยภายในเวลา 6 สัปดาห สามารถชกันํายอดได 25 ยอด และชักนําใหเกิดรากโดยเลี้ยงใน

อาหารสูตร MS ที่ IBA 1 μM แลวยายลงปลูกดนิ  

      Rout (2004) ไดศึกษาเรือ่ง ผลของออกซินและไซโตไคนินตอการขยายพันธุของตน

อัญชัน โดยใชชิ้นสวนตาขอมาเพาะเลี้ยงเพื่อชักนําใหเกดิปลายยอดผลการศึกษาพบวา การฟอก

ตาขอ โดยลางตาขอดวยน้ํากลั่น จากนั้นลางดวยสารฟอก 2% (v/v) ลางดวยน้ํากลัน่อกีครั้ง แลว

นํามาฟอกฆาเชือ้โดยใช 0.1% Mercuric chloride เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นลางดวยน้ํากลัน่

ที่ฆาเชือ้แลว 4 - 5 ครั้ง แลวเลี้ยงในอาหารสูตร Murashige & Skoog 1962 (MS) ที่เติม BA 2.0 

มก./ล. และ NAA 0.25 มก./ล. เลี้ยงในสภาพทีม่ีอุณหภมูิ 25 ± 2 °C ใหแสงไฟจากหลอด Cool 

white fluorescent วันละ 16 ชั่วโมง อยางสม่ําเสมอ สามารถชักนําใหเกิดปลายยอดไดดทีีสุ่ด 

      Panigrahi et al., (2006) ไดศึกษาเรือ่งการเพิ่มจํานวนของตน Asteracantha 

lonaifolia (L) Nees จากโรงเรอืนปด โดยนําใบออนมาเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่เติม BA 2 มก./ล. 

รวมกับ NAA 0.2 มก./ล. สามารถชักนําใหเกิดยอด ขณะที่เติม BA 2 มก./ล. รวมกับ NAA 0.5 

มก./ล. สามารถชักนําใหเกดิยอดและแคลลสัไดด ี และทําการชักนํารากบนอาหารสูตร MS ที่เติม 

NAA 0.1 มก./ล.  
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 

3.1 ขั้นตอนเตรียมการ 
  3.1.1 ตนพันธุฮอม  

   3.1.2 วัสดุอุปกรณหองเตรียมอาหาร 

      3.1.2.1 เครื่องชั่ง (Balance) 

      3.1.2.2 ชอนตักสารเคมี (Spatula) 

      3.1.2.3 เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) 

      3.1.2.4 เตาอุนความรอนและเคร่ืองคน (Hot plate and Magnetic stirrer) 

      3.1.2.5 เตาไมโครเวฟ (Microwave oven) 

      3.1.2.6 ตูเย็น (Refrigerator) 

      3.1.2.7 เตาอบความรอน (Hot oven) 

      3.1.2.8 หมอนึ่งความดนั (Autoclave) 

         3.1.2.9 เครื่องแกวตางๆ เชน หลอดทดสอบ (Test tube), ขวด (Bottle) ขนาดตางๆ,  

                    ขวดรูปชมพู (Flask), ปเปต (Pipettp), กรวยแกว (Funnel) และแทงแกวคน 

                 เปนตน 

    3.1.3 วัสดุอุปกรณหองยายเนื้อเยื่อ 

     3.1.3.1 ตูยายเนื้อเยือ่ (Laminar air-flow cabinet) 

     3.1.3.2 กลองจลุทรรศน (Microscope) 

     3.1.3.3 ตะเกียงแอลกอฮอล, ตะเกยีงแกส หรือตะเกยีงบุนเสน 

     3.1.3.4 กระดาษกรอง (Filter paper) 

     3.1.3.5 จานแกว (Petri dish) 

     3.1.3.6 มีดผาตัด (Knives and scalpel) 

     3.1.3.7 ปากคีบ (Forcep) 

     3.1.3.8 อุปกรณอื่นๆ เชน เข็มเขี่ย, ลูป (Loop), คราดโลหะ เปนตน 

  3.1.4 วัสดุอุปกรณหองเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

     3.1.4.1 เครื่องวัดอุณหภูมิ (Temperature controlled) 

     3.1.4.2 ชั้นสําหรับวางขวดเนือ้เยื่อ 
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            3.1.4.3 ตัวตั้งเวลา (Timer) 

   3.1.5 สารเคมี 

     3.1.5.1 สารเคมีทีใ่ชเปนองคประกอบในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่   

                   Murashige & Shook 1962 (MS) (ภาคผนวก ก) 

      3.1.5.2 ฮอรโมน 2 ชนิด คือ BAP และ IAA 

      3.1.5.3 น้ําตาลซูโครส 

     3.1.5.4 ผงวุน (Agar) 

     3.1.5.5 โซเดียมไฮโปคลอไรต (คลอรอกซ) 

     3.1.5.6 แอลกอฮอล 70% 

     3.1.5.7 ไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 1 นอรมอล 

     3.1.5.8 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 

 

3.2 ขั้นตอนการดําเนินการ  

 3.2.1 กระบวนการศึกษา 

    3.2.1.1 การวางแผนการทดลองการเพิ่มปริมาณตน 

      ผูทดลองทําการทดลองโดยใชชิ้นสวนพืช คือ ตายอด ซึง่ศึกษาปริมาณฮอรโมน BAP ที่มี

ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มิลลิกรัมตอลิตร โดยจะมอีาหารสูตร MS ที่ไมเติม

ฮอรโมน (Control) รวมทั้งหมดเปน 5 ทรีตเมนต แตละทรีตเมนตทําการทดลอง 2 ซ้ํา ซ้ําละ 20 

ตัวอยาง 

             ความเขมขนของฮอรโมน BAP ที่ใชในการเพาะเลี้ยงตายอดฮอม 

     Control         ไมใสฮอรโมน BAP 

     ทรีตเมนตที่ 1 ฮอรโมน BAP 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 2 ฮอรโมน BAP 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 3 ฮอรโมน BAP 3.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 4 ฮอรโมน BAP 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

  3.2.1.2 การวางแผนการทดลองชักนําใหยอดยืดยาวและชักนําราก 

      ผูทดลองทําการทดลองโดยใชยอดที่มีการยืดยาว ซึ่งศกึษาปริมาณฮอรโมน IAA ที่มี

ความเขมขน 7 ระดับ คือ 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 มลิลิกรัมตอลิตร โดยจะมอีาหารสูตร MS ที่
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ไมเติมฮอรโมน (Control) รวมทั้งหมดเปน 7 ทรีตเมนต แตละทรีตเมนตทําการทดลอง 2 ซ้ํา ซ้ําละ 

20 ตัวอยาง 

             ความเขมขนของฮอรโมนอนิดอล อะซิตกิ แอซิด (IAA) ที่ใชในการชกันําใหตนยืดยาว

และชักนํารากฮอม 

      Control  ไมใสฮอรโมน IAA 0   มิลลิกรัม/ลติร 

     ทรีตเมนตที่ 1 ฮอรโมน IAA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 2 ฮอรโมน IAA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 3 ฮอรโมน IAA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 4 ฮอรโมน IAA 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 5 ฮอรโมน IAA 3.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 6 ฮอรโมน IAA 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

  3.2.1.3 วิธีการทดลอง 

     1) การเตรียมตัวอยางพชื 

     ทําการสํารวจตนฮอมในแหลงตางๆ คือบานนาคหูา ตําบลสวนเขือ่น อําเภอเมอืง 

จังหวัดแพร บานนาตอง ตําบลชอแฮ อําเภอเมอืง จังหวดัแพร บานหวยฮอมพัฒนา ตําบลบาน

เวียง อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร ทําการเก็บรวบรวมตนฮอมตามแหลงๆ ไวในโรงเรือนปด และ

คัดเลอืกตนฮอมที่มคีวามสมบูรณ ปราศจากโรคและแมลงมาเปนตนพันธุจํานวน 20 ตน ซึ่งตน

พันธุทั้งหมด ทีน่ํามาใชนํามาจากบานนาคหูา เนื่องจากตนพันธุจากแหลงอื่น มลีักษณะใบหงิก 

ไมสมบูรณ  

        ชิ้นสวนพืชทีใ่ชควรมสีภาพเหมาะสมตอการชักนําใหเกิดยอด คอืเปนชิ้นสวนที่มีเนือ้เยือ่

เจริญอายนุอย จากการทดลองใชตายอด โดยเลอืกชิน้สวนจากตนที่มกีารเจริญสมบูรณแข็งแรงดี 

ไมมีโรคและแมลง โดยนําตายอดมาทําความสะอาดดวยน้ําหลายๆ ครั้งตัดบรเิวณ ที่ไมตองการ

ออกไป เพือ่ใชในการทดลอง 

    

      2) การฟอกฆาเชือ้ 

       นําเอาสวนยอดฮอมมา ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอไรด ทีร่ะดับความเขมขน 20%, 10% 

และ  5%   ที่ผสมสารจับผิวใบ (tween) 1-2 หยด ใชเวลาในการฟอกที่แตกตางกัน จากนัน้ นํา

สวนยอดที่ฟอกฆาเชื้อแลว ไปเลี้ยงในอาหารสตูร MS ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  ซ้ําละ 20 ตัวอยาง ใน

แตละระดบัความเขมขน เลีย้งนาน 10 วัน ในหองทีค่วบคุมสภาพแวดลอม โดยมอีุณหภูม ิ       
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25 + 2 °C  ความเขมแสง 3000 ลกัซ จากหลอดฟลอูอเรสเซนต ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน แลวทํา

การบันทกึการปนเปอนของเชือ้ และเลี้ยงตอไปนาน 1 เดอืน ทําการบนัทึกลกัษณะความสามารถ

ในการเจริญเตบิโตและการพัฒนาของสวนยอดที่นํามาเลีย้ง 

      

     3) การเตรียมอาหาร 

           เตรียมอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ข) ที่เติมฮอรโมน BAP 

      เตรียมอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ข) ทีเ่ติมฮอรโมน IAA 

 

             4) วิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพชื 

          นําชิ้นสวนตายอดของตนฮอมที่ฟอกฆาเชื้อแลว ยายมาเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่เติม

ฮอรโมน BAP โดยทําในตูถายเนือ้เยื่อ หลังจากนั้นนําขวดเลี้ยงเนือ้เยื่อวางบนชัน้ในหองเลี้ยง

เนือ้เยื่อ โดยควบคุมอุณหภมูิภายในหองประมาณ 25 ± 2 °C ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 

 

              5) วิธีการเพิ่มความยาวของราก 

          นําตนฮอมทีผ่านการชักนําใหเกิดยอดมา Subculture ลงในอาหารสูตร MS ที่เติม

ฮอรโมน IAA โดยทําในตูถายเนือ้เยื่อ หลังจากนั้นนําขวดเลี้ยงเนือ้เยื่อวางบนชัน้ในหองเลี้ยง

เนือ้เยื่อ โดยควบคุมอุณหภมูิภายในหองประมาณ 25 ± 2 °C ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 

 

 3.2.2 การเก็บรวบรวมขอมลู 

         การเก็บรวบรวมขอมลูในการศกึษาคร้ังนี้ ผูศึกษาใชวธิีการเก็บขอมลูทุกสัปดาห โดยมี

วิธีการและขั้นตอน ดังนี ้

    3.2.2.1 ถายรูปและสังเกตอัตราการเจริญเติบโตของชิ้นสวน ดังนี ้

        1) นับจํานวนชิ้นสวนทีเ่กิดยอด 

        2) นับจํานวนยอดตอ 1 ชิ้นสวน 

        3) วัดความยาวของราก 
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     3.2.3. การวิเคราะหขอมลู 

ขอมลูที่ไดจากการทดลองนํามาทําการวิเคราะหความแปรปรวนขอมูล (analysis of 

variance) และเปรยีบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธีการ DMRT (Duncan’s New 

Multiple Range Test) 

3.3 สถานท่ีและระยะเวลาการศึกษา  

 3.3.1 สถานที่ทีใ่ชในการทดลอง คือ หองปฏิบัติการเทคโนโลยชีีวภาพทางพืช มหาวิทยาลัย

      แมโจ – แพร เฉลิมพระเกียรติ ตําบลแมทราย อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร 

 3.3.2 ระยะเวลาการศึกษาตามระยะเวลา      

       ระยะเวลาในการดําเนินการทดลอง 12 เดือน คือ เริ่มตั้งแตเดอืนตลุาคม พ.ศ. 2551 ถึง

เดือนกนัยายน พ.ศ. 2552 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



              

 

- 30 - 

ตารางที่ 3.1 แสดงระยะเวลาการดําเนินการศกึษา 

  

วิธกีารดําเนินการ ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. พ.ค. ม.ิย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. 

1. รวบรวมเอกสาร

ที่เกี่ยวของ 

           

2. หาตนพันธุพชื            

3. การฟอกฆาเชือ้

เนือ้เยื่อฮอม 

           

4. การชักนําใหเกดิ

ตน 

 

           

5. การเพิ่มปริมาณ

ตน 

           

6. การชักนําใหตน

ยืดยาวและการชกั

นําราก 

           

7. การอนุบาลตน

ฮอม 

           

8. การนําฮอมออก

ปลกู 

           

5. การติดตามผล

การเจริญเตบิโตใน

แปลงปลูก 

           

6. วิเคราะหขอมลู

จัดทํารูปเลม

รายงาน 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาถึงสวนตางๆ ของฮอมที่ใชเริม่ตนเลี้ยง 

 ฮอมเปนพืชที่เจริญเติบโตไดในสภาพแวดลอมทั่วไปในที่รมเย็น แดดรําไร มีน้ําซึมอยู

เสมอ จึงมกีารปนเปอนของเชือ้โรค ดังนัน้ กอนที่จะนําชิน้สวนฮอมมาทําการศึกษาจึงไดควบคุม

สภาวะการเลีย้งตนพนัธุ เพื่อลดการปนเปอนของเชือ้โรคใหมีนอยทีส่ดุ ซึ่งในการทดลองไดใชสวน

ของใบออน ลําตน และตายอด เพื่อหาวาสวนใดเหมาะสมทีจ่ะใชเร่ิมตนเลี้ยงเพือ่ชกันําใหเจริญ

ตอไป หลงั จากการฟอกฆาเชือ้ แลวนําไปเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห พบวาชิ้นสวนตายอด

เหมาะสมทีส่ดุ เนือ่งจากเมื่อนําลงเลีย้งอาหารสูตร MS ตายอดมกีารเจริญเติบโต สวนใบออนนั้น

ไมมีการเจริญ ขอบใบงอและมสีีน้ําตาล และลําตนนั้นไมมีการเจริญเชนกัน ลําตนมสีนี้ําตาลและ

ดํา ดังนั้นในการทดลองนีจ้ึงไดเลอืกชิ้นสวนตายอดฮอมมาทําการศึกษาตอไป 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.1 ตนฮอมที่ใชเปนตนพันธุเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 
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4.2 การฟอกฆาเชื้อช้ินสวนพืช 

 จากการทดลองไดทําการฟอกฆาเชือ้ชิ้นสวนตายอดหลายวิธีดวยกัน (ตารางที่ 4.1) เมื่อ

เลี้ยงครบ 1 สัปดาห พบวา  

การฟอกฆาเชือ้ดวยวิธีที่ 1 มอีัตราการปนเปอน 17.5% มีอัตราการรอดชีวิต 82.5%  

การฟอกฆาเชือ้ดวยวิธีที่ 2 มีอัตราการปนเปอน 22.5% มีอัตราการรอดชีวิต 77.5%  

การฟอกฆาเชือ้ดวยวิธีที ่3 มีอัตราการปนเปอน 30%    มีอัตราการรอดชีวิต 70%  

การปนเปอนเกิดจากเชื้อราสขีาวและราสีดํา และการปนเปอนจากแบคทเีรีย (ภาพที ่4.4) 

ทําใหเนือ้เยื่อพืชไมเจริญและตายในทีสุ่ด 

 

สําหรับวิธกีารฟอกฆาเชือ้ทีเ่หมาะสมทีสุ่ดสําหรับตายอดฮอม มขีั้นตอนดังนี ้

 1. ตัดชิ้นสวนตายอดใหมขีนาดประมาณ 1.5 เซนตเิมตร 

 2. ลางดวยน้ําประปารวมกับน้ํายาลางจาน 3 หยด นาน 20 นาที 

 3. เปดน้ําประปาไหลผานนาน 5 นาท ี

 4. แชแอลกอฮอล 70% นาน 10 วินาท ี

 5. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 นาท ี  

 6. แชโซเดียมไฮโปคลอไรด 20% นาน 10 นาที 

 7. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาท ี

 8. แชโซเดียมไฮโปคลอไรด 10% นาน 10 นาที 

 9. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาท ี

 10. แชโซเดียมไฮโปคลอไรด 5% นาน 10 นาที 

 11. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาท ี

 12. ตัดแตงชิน้สวนพชื 

 13. นําไปเลี้ยงในอาหาร 

 

 หมายเหตุ ต้ังแตขัน้ตอนที่ 8 ทําในตูยายเนือ้เยือ่ (Laminar air-flow cabinent) 

  

หลงัจากที่ไดหาวิธีการฟอกที่เหมาะสมสําหรับชิ้นสวนตายอดแลว ซึ่งหลงัจากการฟอกฆาเชือ้แลว

ไดนําชิ้นสวนตายอดลงเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่เติมฮอรโมน BAP ที่ระดับความเขมขนตางกนั 

โดยเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มอีุณหภูมิภายในหองประมาณ 25 ± 2 °C ใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน                                        
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ตารางที่ 4.1 ผลของโซเดยีมไฮโปคลอไรดตอการฟอกฆาเชื้อชิ้นสวนของตายอดฮอม 

วิธีการฟอก เปอรเซน็ตเฉลี่ย 

การปนเปอน 

เปอรเซน็ตเฉล่ีย 

การรอดชีวิต 

ผลการเจริญเติบโตของตายอด 

   1. ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด ที่ระดับความเขมขน 20% ที่

ผสมสารจับผิวใบ(tween) 1-2 

หยด นาน 10 นาที ลางดวยน้ํา

กลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที แช

โซเดียมไฮโปคลอไรด 10% นาน 

10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 3 

ครั้งๆ ละ 3 นาที ยายไปแชใน

โซเดียมไฮโปคลอไรด 5% นาน 10 

นาที ลางดวยนํ้ากล่ัน 3 ครั้ง  ๆ ละ 

3 นาที 

 

 

17.5 

 

 

82.5 

 

 

- ตายอดเจริญเติบโตดี 

- ยอดยืดยาว 

- ช้ินสวนเจริญขยายขนาด 

- ใบสีเขียว 

   2. ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด 20% ที่ผสมสารจับผิวใบ 

(tween) 1-2 หยด นาน 15 นาที 

ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้งๆ ละ 3 

นาทีแลวยายไปแชในโซเดียมไฮโป

คลอไรด 10% นาน 15 นาที แลว

ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ๆ ละ 3 

นาที แลวยายไปแชในโซเดียมไฮ

โปคลอไรด 5% นาน 15 นาที ลาง

ดวยน้ํากลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที 

 

 

22.5 

 

 

77.5 

 

 

- ตายอดเจริญเติบโต 

- ยอดยืดยาว 

- ช้ินสวนเจริญขยายขนาด 

- ใบสีเขียวออน 

   3. ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด 20% ที่ผสมสารจับผิวใบ 

(tween) 1-2 หยด นาน 5 นาที 

ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ๆ ละ 3 

นาที แลวยายไปแชโซเดียมไฮโป

คลอไรด 10% นาน 15 นาที ลาง

ดวยน้ํากลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที

แลวยายไปแชโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด 5% นาน 20 นาที ลางดวยน้ํา

กลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที 

 

 

30 

 

 

70 

 

 

- ตายอดเจริญเติบโตดี 

- ช้ินสวนเจริญขยายขนาด 

- ใบสีเขียว 
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ภาพที่ 4.2 ลกัษณะปลายยอดฮอมที่เริ่มเพาะเลี้ยง 

 

 

 
 

  ภาพที่ 4.3 ปลายยอดฮอมที่เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สปัดาห      
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4.3 การปนเปอนของเชื้อรา และแบคทีเรียของชิ้นสวนพืช 

  ช้ินสวนตายอดฮอม เมื่อนํามาเลีย้งในอาหารสตูร  MS ที่เติมฮอรโมน BAP ที่ระดับความ

เขมขนตางๆ กัน เมื่อเลี้ยงครบ 4 สัปดาห มอีัตราการปนเปอนของเชือ้รา 15% ลักษณะของเชื้อรา

เปนเสนใยสขีาว (ภาพที่ 4.4ก) และเสนใยสีดํา (ภาพที่ 4.4ข) เกิดขึ้นบรเิวณรอบกิ่งยอด และมี

การปนเปอนของแบคทเีรีย (ภาพที่ 4.4ค) ซึ่งทุกทรีตเมนตจะมีการปนเปอนที่มลีักษณะเหมอืนกัน 

เมื่อเชือ้ราเจริญมากจะปกคลุมชิ้นสวนตายอดทําใหตายอดตาย สําหรับขวดที่มีการปนเปอนของ

แบคทีเรยี อาหารเปลี่ยนเปนสเีหลอืงชิน้สวนพชืเปลี่ยนเปนสนี้ําเงนิและตายในที่สุด 
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       (ก)   การปนเปอนของเชื้อราสขีาว                    (ข)    การปนเปอนของเชื้อราสีดํา                      

 

 

 
(ค)    การปนเปอนของแบคทีเรีย 

 

ภาพที่ 4.4 ลักษณะชิ้นสวนพืชที่มีการปนเปอน 

               (ก)   การปนเปอนของเชือ้ราสขีาว                     

    (ข)   การปนเปอนของเชื้อราสีดํา                      

              (ค)   การปนเปอนของแบคทเีรีย 
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4.4 อิทธิพลของฮอรโมนตอการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดเมื่อเพาะเลี้ยงครบ 4 สัปดาห 

 การศึกษาผลของฮอรโมน BAP ที่มีความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มก./ล มี

ผลตอชิน้สวนตายอดฮอมทีน่ํามาเลี้ยงในอาหารสูตร MS เมื่อเลี้ยงครบ 4 สัปดาห พบวาชิ้นสวน

ตายอดฮอมในแตละทรีตเมนตเริ่มมกีารพัฒนา (รูปที่ 4.5) มีจํานวนยอดที่มีความสูงนอยกวา 0.5 

เซนติเมตร 1.40, 3.05, 3.55, 3.30 และ 3.95 ยอด ตามลําดับ และมจีํานวนยอดที่มีความสูง

มากกวา 0.5 เซนติเมตร 1.00,  3.20, 3.95, 3.85 และ 3.05 ยอด ตามลําดบั ดังแสดงในตารางที ่

4.2  

 

ตารางที่ 4.2 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบจํานวนยอดฮอมกับความเขมขนของ BAP ที่ 0, 1,  

                    2, 3  และ 4 มก./ล ที่ระยะเวลา 1 เดอืน  

 

ความเขมขนของ BAP 
(mg/L) 

จํานวนยอดท่ีมีความสูง 
นอยกวา 0.5 cm 

Mean±S.D. 

จํานวนยอดทีม่ีความสูง 
มากกวา 0.5 cm 

Mean±S.D. 

0 1.40±0.75 b 1.00±0.00 c 

1 3.05±1.99 a 3.20±0.89 b 

2 3.55±0.99 a 3.95±0.94 a 

3 3.30±1.08 a 3.85±0.99 a 

4 3.95±1.67 a 3.05±1.10 b 

 

*คือ คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 4.3 ลกัษณะการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดในแตละสัปดาห เมือ่เลี้ยงครบ 4 สัปดาห 

 

Treatments 
(BAP) 

(mg/L) 

Control 

(0 mg/L) 

Trt  1 

(1 mg/L) 

Trt  2 

(2 mg/L ) 

Trt  3 

(3 mg/L ) 

Trt  4 

(4 mg/L) 

สัปดาหที่ 2 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

- มียอดจํานวน 

1-2 ยอด 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

- มียอดจํานวน 

1-2 ยอด 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

สัปดาหที่ 3 

- มียอดจํานวน 1 

ยอด 

- ใบสเีขียว 

 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

1-3 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

1-3 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

สัปดาหที่ 4 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

-มียอดจํานวน 

3-5 ยอด 

 - ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวเขม 

- มียอดจํานวน 

2-5 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวเขม 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 
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         Control 
 

 
BAP 1 mg/l              BAP 2 mg/l 

 

 
BAP 3 mg/l          BAP 4 mg/l 

 

ภาพที่ 4.5 การเจริญเตบิโตของยอดฮอม เมื่อเลี้ยงครบ 4  สัปดาห 
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4.5 อิทธิพลของฮอรโมนตอการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดเมื่อเพาะเลี้ยงครบ 8 สัปดาห 

 การศึกษาผลของฮอรโมน BAP ที่มีความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มก./ล มี

ผลตอชิน้สวนตายอดฮอมทีน่ํามาเลี้ยงในอาหารสูตร MS เมื่อเลี้ยงครบ 8 สัปดาห พบวาชิ้นสวน

ตายอดฮอมในแตละทรีตเมนตมีการพัฒนาเพิ่มขึ้นมาก มจีํานวนยอดที่มีความสูงนอยกวา 1 ซม. 

1.65, 5.45, 6.60, 6.25 และ 5.65 ยอด ตามลําดับ และมีจํานวนยอดที่มีความสูงมากกวา 1 ซม. 

1.00,  6.70, 10.75, 6.90 และ 4.80 ยอด ตามลําดบั ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ รูปที่ 4.6 

 

ตารางที่ 4.4 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบจํานวนยอดฮอมกับความเขมขนของ BAP ที่ 0, 1,     

                    2, 3  และ 4 มก./ล ที่ระยะเวลา 2 เดอืน  

 

ความเขมขนของ BAP 

(mg/L) 

จํานวนยอดท่ีมีความสูง 

นอยกวา 1 cm 
Mean±S.D. 

จํานวนยอดทีม่ีความสูง 

มากกวา 1 cm 
Mean±S.D. 

0 1.65±0.75 b 1.00±0.00 d 

1 5.45±2.84 a 6.70±3.74 b 

2 6.60±3.12 a 10.75±2.69 a 

3 6.25±3.24 a 6.90±2.59 b 

4 5.65±4.08 a 4.80±2.28 c 

 

*คือ คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 4.5 ลกัษณะการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดในแตละสัปดาห เมือ่เลี้ยงครบ 8 สัปดาห 

 

Treatments 
(BAP) 

(mg/L) 

Control 

(0 mg/L) 

Trt  1 

(1 mg/L) 

Trt  2 

(2 mg/L ) 

Trt  3 

(3 mg/L ) 

Trt  4 

(4 mg/L) 

สัปดาหที่ 5 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

- มียอดจํานวน 

3-4 ยอด 

- มียอดจํานวน 

4-5 ยอด 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

สัปดาหที่ 6 

- มียอดจํานวน 

1-2 ยอด 

- ใบสเีขียว 

 

-มียอดจํานวน  

3-5 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

5-6 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

2-5 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

3-5 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

สัปดาหที่ 7 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว 

- มียอดจํานวน 

5-8 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

6-10 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

5-7 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

-มียอดจํานวน 

 4-6 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

สัปดาหที่ 8 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว 

- มียอดจํานวน 

8-10 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

10-15 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

8-12 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว

เหลอืง 
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                  Control 
 

 
  BAP 1 mg/l     BAP 2 mg/l 
 

 
  BAP 3 mg/l     BAP 4 mg/l 

 

ภาพที่ 4.6 การเจริญเตบิโตของยอดฮอม เมื่อเลี้ยงครบ 8 สัปดาห 
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4.6 การชักนําใหตนฮอมยดืยาวกอนยายออกปลกู 

จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมน IAA ที่ความเขมขน

แตกตางกัน คือ 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 มก./ล นาน 5 สัปดาห พบวา ความสูงของตนฮอม

กอนยายออกปลูกมีความสูงเฉลีย่ คือ 3.66, 4.47, 4.79, 5.25, 5.24, 5.26 และ 5.32 ซม. 

ตามลําดับ โดยความเขมขนของ IAA ที่ 1, 2, 3 และ 5 ใหผลไมแตกตางกันทางสถติิ ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.6 

 

ตารางที่ 4.6 ความสงูของตนฮอมกอนยายออกปลูก ที่สปัดาหที่ 5 

 

ความเขมขนของ IAA 
(mg/L) 

ความสูงของตนฮอมกอนยายออกปลกู 
(cm) 

Mean ± S.D. 

0 3.66±0.30 c 

0.1 4.47±0.08 b 

0.5 4.79±0.13 ab 

1 5.25±0.35 a 

2 5.24±0.60 a 

3 5.26±0.11 a 

5 5.32±0.08 a 

 

*คือ คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4.7 แสดงความสูงของตนฮอม เมือ่เพาะเลี้ยงครบ 5 สัปดาห 
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4.7 การชักนําใหตนฮอมเกดิราก  

 การศึกษาผลของฮอรโมน IAA ที่มีความเขมขน 7 ระดับ คอื 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5  

มก./ล ตอการชกันํารากของตนฮอม โดยทําการสังเกตทกุสปัดาห พบวา ความยาวของรากฮอม

ในทกุทรีตเมนตมีความยาวทีเ่พิ่มขึ้น โดยเมื่อเลี้ยงครบ 5 สัปดาห ตนฮอมมีความยาวรากเปน 

3.09, 4.23, 4.32, 5.25, 5.13, 5.23 และ 5.26 ซม. ตามลาํดับ  ดังแสดงในตารางที่ 4.7 

 

ตารางที่ 4.7 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบความยาวของรากฮอมกับความเขมขนของ IAA ที่ 0,  

                    0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 มก./ล เปนเวลา 5 สัปดาห  
 

ความ
เขมขน

ของ IAA 
(mg/L) 

ความยาวของ
รากสัปดาหที่ 1 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของ
รากสัปดาหที่ 2 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของ
รากสัปดาหที่ 3 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของราก
สัปดาหที่ 4 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของราก
สัปดาหที่ 5 

(cm) 
Mean ± S.D. 

0 0.00±0.00 b 0.38±0.46 a 0.51±0.08 c 1.45±0.41 b 3.09±0.69 c 

0.1 0.00±0.00 b 0.11±0.07 a 0.68±0.06 bc 2.01±0.13 ab 4.23±0.50 b 

0.5 0.06±0.01 ab 0.27±0.21 a 0.79±0.28 b 2.13±0.45 ab 4.32±0.07 ab 

1 0.08±0.07 ab 0.32±0.03 a 0.95±0.32 a 2.79±0.52 a 5.25±0.18 ab 

2 0.09±0.01 ab 0.25±0.17 a 0.95±0.13 a 2.79±0.45 a 5.13±0.25 a 

3 0.09±0.09 ab 0.32±0.11 a 0.98±0.10 a 2.89±0.30 a 5.23±0.12 a 

5 0.12±0.01 a 0.38±0.12 a 1.05±0.32 a 2.95±0.18 a 5.26±0.37 a 

 

*คือ คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4.8 แสดงการพัฒนาการงอกของรากฮอม 

 

                               

 
 

ภาพที่ 4.9 ความสูงและความยาวของรากตนฮอมกอนยายออกปลกู 
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4.8 เปอรเซ็นตการรอดชวีติหลังการยายออกปลูก 

 จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมนแตกตางกนั นาน 5 

สัปดาห เมือ่ยายออกปลกูภายในโรงเรือน พบวา เปอรเซนตการรอดชีวิตของตนฮอมหลังยายออก

ปลกูในโรงเรือน ที่ความเขมขนของ IAA ทั้ง 7 ความเขมขน ใหผลไมแตกตางกัน แตความเขมขน

ที่สามารถทําใหเปอรเซน็ตการรอดชีวิตของตนฮอมเกิดขึน้มากที่สุดอยูที่ 0.1, 0.5, 2 และ 5 มก./ล 

คือ มีเปอรเซน็ตการรอดชีวิตของตนฮอมหลังยายออกปลกูอยูที่ 85  ถึง 90  เปอรเซ็นต 

 

ตารางที่ 4.8 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบเปอรเซ็นตการรอดชีวิตกับความเขมขนของ IAA ที่  

      0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3  และ 5 มก./ล หลังการยายออกปลูก 

 

ความเขมขนของ IAA 

(mg/L) 

เปอรเซ็นตการรอดชวีิตหลังการยายออกปลกู 

Mean ± S.D. 

0 75.00±7.07 b 

0.1 85.00±7.07 a 

0.5 85.00±7.07a 

1 90.00±0.00 a 

2 85.00±7.07 a 

3 90.00±0.00 a 

5 85.00±7.07 a 

 

*คือ คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4.10 การรอดชีวิตของตนฮอมหลังการยายออกปลูกในโรงเรือน 

 

 
 

ภาพที่ 4.11 ตนฮอมทีน่ําไปปลูกคนืสูบานนาตอง 
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ภาพที่ 4.12 นําตนฮอมที่เพาะเลี้ยงไดปลกูคืนฮอมสูบานนาตอง 

 

 
 

ภาพที่ 4.13 ตนฮอมทีป่ลูกคืนฮอมสูบานนาตอง ครบ 6 เดือน 
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ภาพที่ 4.14 นําตนฮอมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อปลกูเปนแปลงสาธิตภายในมหาวิทยาลัย 

                    แมโจ- แพร เฉลิมพระเกยีรต ิ

 

 
 

ภาพที่ 4.15 นักศึกษารวมกันปลกูตนฮอมเพือ่เปนแปลงสาธิตภายในมหาวทิยาลัยแมโจ-แพร 

                    เฉลิมพระเกียรติ
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บทที่ 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
5.1 วิจารณผลการทดลอง 

   จากการเพาะเลี้ยงชิน้สวนตางๆ ของฮอมบนอาหารสูตร MS ที่เติมฮอรโมนแตกตางกัน 8 

สัปดาห พบวา ชิ้นสวนที่เหมาะสมทีส่ดุ คือ ตายอด เนือ่งจากตายอดมสีวนของเนือ้เยื่อเจริญ 

(Meristematic tissue) ซึ่งเปนเนื้อเยือ่ทีม่ีการแบงเซลลแบบไมโตซสิ (Mitosis) อยูตลอดเวลา เปน

เซลลทีม่ีชีวิต ผนังเซลลบางและเปนเนือ้เยือ่เจริญสวนปลาย (Apical meristem) ทําหนาทีช่วยให

สวนตางๆ ของพืชยดืยาวและสูงขึ้น ทําใหสามารถตอบสนองตอฮอรโมนไดเร็ว (สมบุญ, 2544) 

สําหรับชิ้นสวนใบออนและลําตนนัน้ไมสามารถชักนําใหพฒันาเปนยอดได เนือ่งจากกอนการ

เพาะเลีย้งชิน้สวนตองมีการตัดแตงชิน้สวนทําใหชิ้นสวนเกดิบาดแผล และโดยปกตเิมือ่พืชเกิด

บาดแผลจะสรางสารประกอบกลุมฟโนลิค ขึน้จํานวนมากที่บริเวณบาดแผลเพื่อชวยรักษาแผลมิ

ใหจลุนิทรียเขาทําลาย และเนือ้เยื่อสวนทีเ่ปนแผลก็จะตายไปเพือ่ปดรอยเปดไมใหเนื้อเยือ่สูญเสีย

น้ํา แตในการเพาะเลีย้งชิน้สวนใบออนฮอมชิ้นสวนปลดปลอยสารฟโนลิคและสารใหสีอนิดิโก 

(Indigo) ซึ่งไปมีผลในการขัดขวางการดูดซึมสารอาหารของชิน้สวนใบ สงผลใหเกิดการยบัยั้งการ

เจริญเตบิโตของชิ้นสวนใบ  ทําใหเนือ้เยื่อบริเวณรอยตัดมีการเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล จะลุกลามเขาสู

ชิ้นสวนจนชิ้นสวนเปลีย่นเปนสนี้ําตาลทั้งหมดและตาย จึงทําใหชิ้นสวนตายกอนที่จะสามารถ

รักษาบาดแผลใหหายและมกีารเจริญพัฒนาตอไปเปนเนือ้เยื่อใหมได 

    การปนเปอนเชือ้ราและแบคทเีรียของชิ้นสวนพชื สามารถตรวจสอบการปนเปอนไดโดย

การสังเกตดวยตาเปลา และจะเห็นวาการปนเปอนนัน้เกดิจากเชือ้รา และแบคทเีรีย โดยถาเปน

การปนเปอนจากเชื้อราจะสังเกตเห็นเสนใยของเชือ้ราสีขาว และบางคร้ังมกีารสรางสปอรสีดํา 

เกิดขึ้นบริเวณผิวตายอด สวนการปนเปอนแบคทเีรียจะสังเกตเหน็วาอาหารขุนขนกวาปกติและ

เปลี่ยนเปนสีเหลือง หรือเกดิเปนโคโลนขีองเชือ้เกิดขึ้น การปนเปอนเหลานี้จะสงัเกตเห็นไดภายใน 

4 วัน และมีการปนเปอนของเชื้อราและแบคทเีรียจากชิน้สวนพืชเกิดขึน้ในทุกสปัดาห เมื่อเลี้ยง

ครบ   2   สัปดาหแลวจะเหน็วามีอัตราการปนเปอนสงู    เนื่องจากการปนเปอนนั้นเกิดจาก

เชือ้จลุนิทรียภายในเนือ้เยือ่ของพชืเอง เชน ในมัดทอลําเลยีงไซเลม (Xylem) ทําใหไมแสดงออกใน

ระยะแรกของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่ และไมอาจกําจัดไดโดยการฟอกฆาเชือ้ทีผ่ิวของชิ้นสวนพืช จึง

ทําใหชิ้นสวนของพชืเกิดการปนเปอนสูง 

สงผลใหการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พืชมีโอกาสทีจ่ะเกิดการปนเปอนไดทกุระยะของการเลี้ยง ซึ่งถาหาก

เกิดการปนเปอนของเชื้อรา และแบคทเีรียในขวดเพาะเลี้ยงแลวจะพบวามีการเจริญเติบโตของ
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จลุินทรียอยางรวดเร็ว  ทั้งนี้เพราะสภาพแวดลอมภายในขวดเพาะเลี้ยงมีความเหมาะสมตอการ

เจริญเตบิโตของเชือ้ อีกทัง้อาหารที่ใชเลีย้งเนือ้เยือ่ยังประกอบดวยน้ําตาลในระดับคอนขางสูง คอื 

3% ทําใหเชื้อจลุินทรียพวกเชื้อราและแบคทีเรยีสามารถเจริญเตบิโตไดรวดเร็ว พรอมทั้ง

ปลดปลอยสารพิษที่เกดิจากกระบวนการ เมทาบอลซิึม (Metabolism) ทําใหเนือ้เยื่อตายได ดังนั้น

จึงตองระมัดระวังเปนพเิศษ กลาวคอื จะตองทําใหภายในขวดเพาะเลีย้งอยูในสภาพปลอดเชือ้

ตลอดเวลา (พรพิมล, 2545) การฟอกฆาเชือ้ชิน้สวนพชืก็เปนสวนสําคัญที่ทําใหเกิดการปนเปอน

ของขวดอาหาร ดังนัน้ควรเลอืกสารฆาเชื้อขึน้อยูกับปจจยัหลายอยาง เชน ความเขมขนของสาร, 

ระยะเวลาและชนิดของเนื้อเยือ่ เพือ่ใหมีประสิทธิภาพในการฆาเชือ้ไดเปนอยางดีโดยไมทําลาย

เนือ้เยื่อพชื ซึ่งถาใชความเขมขนและระยะเวลาไมเหมาะสมตอเนือ้เยื่อ จะพบวาการฟอกฆาเชือ้ที่

ผิวนัน้ทําอันตรายตอเนือ้เยือ่พืช ซึ่งสามารถสงัเกตเห็นไดคือ ชิ้นสวนพืชช้ําเปนสีน้ําเงิน เนือ่งจาก

เซลลแตก ทําใหเกดิสี indigo และตายในทีสุ่ด การปนเปอนของขวดเพาะเลี้ยงเนือ่งจากการ

ปนเปอน       จลุินทรียจากชิน้สวนพชืจะตองแกไขดวยการเติมสารปฏิชีวนะลงในอาหารที่ใชเลี้ยง

ชิ้นสวนพืช สารปฏชิีวนะทีใ่ชกันไดแก Penicillin, Tetracycline, Streptomycin, Chloromycetin, 

Gentamycin, Achromycin, Rifampicin และ 8- Hydrocyquinoline เปนตน อยางไรก็ดีวิธนีี้ไมสู

ไดผลเทาใดนัก ควรหลกีเลี่ยงไปใชวิธี Meristem culture จึงจะสามารถแกปญหาการปนเปอน

จากจลุนิทรียในเนือ้เยือ่พืชได สําหรบัขวดเพาะเลี้ยงที่มกีารปนเปอน ตองทําการฆาเชื้อโดยการ 

Autoclave ดวยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

เสียกอนแลวจึงลางทําความสะอาด เพือ่ปองกันการแพรกระจายของเชือ้จลุนิทรีย (พรพิมล, 

2545) 

     สําหรับผลของการฟอกฆาเชื้อชิ้นสวนพืช และหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการฟอกฆาเชื้อ

พบวา ชิ้นสวนพืชทีแ่ชในในคลอรอกซ 20% นาน 10 นาท ีลางในน้ํากลั่นที่ฆาเชือ้แลว 3 ครั้งๆ ละ 

3 นาที คลอรอกซ 10% นาน 10 นาที ลางในน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที และ คลอร

อกซ 5% นาน 10 นาที ลางในน้ํากลัน่ทีฆ่าเชื้อแลว 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที ตามลําดับ ใหผลการรอด

ชีวิตมากทีส่ดุ คือ 82.5% และมีการปนเปอน 17.5% เมื่อไดชิ้นสวนที่ปราศจากเชื้อแลวนํามาเลี้ยง

บนอาหารที่มฮีอรโมนเบนซิลอะมิโนพิวลนี (BAP) เพือ่เพิม่ปริมาณตน พบวา ในอาหารสูตร MS ที่

เติม BAP ระดับความเขมขน 2 มก./ล. สามารถชกันําจาํนวนยอดที่มีขนาดความยาวมากกวา 1 

ซม.ไดจํานวนมากทีสุ่ด โดยมีจํานวนยอดเฉลี่ย 10.75 ยอดตอชิน้สวน แตกตางอยางมนีัยสําคัญ

ทางสถิต ิ (ตารางที่ 4.6) สอดคลองกับรายงานของ ราตรี และ ปริญดา (2548) ที่ไดทําการ

เพาะเลีย้งชิน้สวนปลายยอดกรุงเขมา (Cissampelos pareira Linn.) ในสภาพปลอดเชือ้ บน

อาหารทีเ่ติม BA แตกตางกันเปนเวลา 5 เดือน พบวา ปลายยอดกรุงเขมา มีเปอรเซ็นตการรอด
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ชีวิต และ การสรางยอดทีแ่ตกตางกนั คอื BA 1 มก./ล. ปลายยอดกรุงเขมามีเปอรเซน็ต การรอด

ชีวิต และการสรางยอดสูงทีสุ่ด เทากับ 90.63 เปอรเซน็ต และ 26.34 ยอดตอชิน้ และ Girila et al. 

(1999) ไดรายงาน การเพิ่มจํานวนยอด จากตาขางและตายอดของตนอังกาบสีปูน โดยเลี้ยงใน

อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 1 มก./ล. สามารถชักนาํใหเกิดยอดไดมากทีสุ่ด จากนัน้ทําการ 

subculture ลงเลีย้งในอาหารสูตรเดิม จะทําใหตาขางเกดิยอดไดมากถึง 45 - 49 ยอด/ชิ้นสวน 

และตายอดเกิดยอด 40 - 43 ยอด/ชิ้นสวน การเพิ่มจํานวนของยอดฮอมทั้งนี้เนื่องจากอทิธิพลของ 

BAP ซึ่งเปนสารในกลุมไซโทไคนนิ ที่มีประสิทธิภาพดใีนการกระตุนการเกิดยอดของพชื และ

ปริมาณยอด เพิ่มมากขึ้น แตมกัพบวายอดจะมีความยาวเฉลีย่ลดลง (Bhojwani & Razdan, 

1996) สําหรับลกัษณะทั่วไปของยอดฮอมที่เลีย้งในสูตรอาหารที่ม ี BAP อยูในระดับสงู  ใบจะมสีี

เขยีวเหลือง และหลุดรวง เมื่อระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงนานขึ้น ซึ่งอาจเปนผลมาจาก การที่พืช

ไดรับสารควบคมุการเจริญเติบโตไมเหมาะสมจงึเกิดสภาวะเครียดสงผลใหพชืมีการสรางสารเอธิ

ลีนและปลดปลอยออกมาจึงทําใหเกิดอาการใบรวง (Bhojwani & Razdan, 1996)    

     การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อตายอดฮอมในสภาพปลอดเชือ้ในกรณีที่ไมเติมฮอรโมน  

พบวา ชิ้นสวนที่ไมไดรับฮอรโมนสามารถพัฒนาเปนยอดไดภายในสัปดาหที่ 3 สรางยอดไดเพียง 1 

ยอดตอชิ้นสวนเทานั้น ใบสีเขยีวออน มีการพัฒนาชามากและไมสามารถสรางยอดใหมไดภายใน 

4 สัปดาห เนือ่งจากชิ้นสวนพชืขาดฮอรโมนเพือ่ทีจ่ะไปกระตุนใหเนือ้เยือ่เกิดการแบงเซลล และ

การเจริญเตบิโตเปนตนใหมได  

   การชักนําใหยอดยืดยาวโดยเลี้ยงบนอาหารที่เติม IAA ความเขมขน 1, 2, 3 และ 5 มก./ล. 

สามารถชักนําใหยอดยืดยาวไดสูงสุด และไมแตกตางกันทางสถิติ คอืเทากับ 5.25, 5.24, 5.26 

และ 5.32 ซม. ตามลําดับ  (ตารางที่ 4.6) และชักนําใหเกดิราก 100% ภาย 3 สปัดาห สอดคลอง

กับรายงานของ ประนอม  และ   นฤมล (2534) ที่ไดนําสวนของปลายยอด (shoot meristem) 

ของตนชาสตลู มาชักนําใหเกิดราก พบวา ฮอรโมน IAA 1 มก./ล. เหมาะสมในการทําใหเกดิราก 

นอกจากนี้ยังพบวาอาหารที่เติม IAA ในปริมาณที่นอย คอื 0.1, 0.5 และไมเติมสาร IAA สามารถ

ชักนํายอดใหยืดยาว และเกิดรากจากสวนยอดได 90-95 % ภายให 5 สัปดาห แสดงวาในเนือ้เยื่อ

ของฮอม มีระดบัของสารควบคุมการเจริญเตบิโตในกลุมออกซนิ ทีผ่ลิตไดจากสวนยอด อยู

เพียงพอตอการกระตุนการเกิดราก (ศิวพงษ, 2546)  
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5.2 ขอเสนอแนะ 

 5.3.1ควรมีการดูแลรักษาสภาพการปลูกเลี้ยงและสภาพทางสรีรวิทยาของตนแมพันธุ   

กลาวคอื อปุกรณทุกอยางที่เกีย่วของในการปลูกตนแมพันธุควรมีการฆาเชือ้จุลินทรยีทีอ่าจปน 

เปอนมากบัวัสดุอปุกรณที่ใชเลีย้ง และมีการควบคุมสภาวะการเลี้ยงด ูในเรือ่งของปริมาณแสง น้ํา 

อุณหภูมิ การดแูลรักษา ตลอดจนปุยและสารเคมีที่ใช โดยมีตารางการใหปุย การฉีดยากําจัดโรค

และศัตรพูืชตามความเหมาะสม 

 5.3.2 จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่จากชิน้สวนตายอดฮอมพบวาการใชชิน้สวนตายอด

นั้นจะตองสูญเสียตนพันธุเดิม ซึ่งหากเกิดปญหาการปนเปอนจะทําใหสูญเสียตนพนัธุนัน้ไปเลย 

ดังนั้นจึงควรมีการศกึษาเพื่อหาชนดิและระดับความเขมขนของฮอรโมนทีเ่หมาะสมในการชักนํา

ใหชิน้สวนอื่นๆ ของฮอม เชน ชิน้สวนใบ หรือกานใบ ใหมีการเจริญเตบิโตพัฒนาเปนยอดหรือ

แคลลสั เพื่อที่จะไมตองสูญเสยีตนเดิม 
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บทที่ 6 
สรปุผลการทดลอง  

 

 5.1 สรุปผลการทดลอง 

     5.1.1 การศึกษาถึงสวนตางๆ ของฮอมที่ใชเริ่มตนเลีย้ง 

                จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนเนื้อเยือ่ฮอมในสภาพที่ปลอดเชื้อพบวาระหวางใบออน 

ลําตนและตายอด พบวา ชิ้นสวนเนือ้เยือ่ตายอดเปนชิ้นสวนที่เหมาะสมทีสุ่ด เนือ่งจากเมือ่นําลง

เลี้ยงในอาหารสูตร MS เปนเวลา 1 เดอืน ตายอดมีการเจรญิเติบโตขยายขนาดขึน้ 

 

         5.1.2 การฟอกฆาเชือ้ชิ้นสวนพืช 

          การศึกษาการฟอกในเบื้องตน พบวาถาความเขมขนของโซเดยีมไฮโปคลอไรดต่ํา 

และเวลาไมนานพอ จะทําใหเกิดการปนเปอนสูง แตความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอ

ไรดที่สูงขึน้ และเวลาทีน่านขึ้น ก็จะสงผลทําใหชิ้นสวนช้าํ เนื่องจากเซลลแตก ทําใหเกิดสีน้ําเงิน 

เนือ่งจาก Indigo หลุดออกมา เมือ่เพาะเลี้ยงไปชิ้นสวนจะกลายเปนสีน้ําตาล ไมมีการเจริญเติบโต 

และตายในทีสุ่ด  

           จากการทดสอบการฟอกฆาเชือ้ผิวยอดฮอมทีห่ลายระดับความเขมขนของ

โซเดียมไฮโปคลอไรด ในเวลาทีแ่ตกตางกัน พบวา การฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอไรด ที่ระดับ

ความเขมขน 20% ซึ่งผสมสารจบัผิวใบ (tween) 1-2 หยด นาน 10 นาที ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครัง้ 

คร้ังละ 3 นาท ีแลวแชในโซเดียมไฮโปคลอไรด 10% นาน 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง ครัง้ละ 

3 นาที ยายไปแชในโซเดียมไฮโปคลอไรด 5% นาน 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที 

เมื่อนําไปเลี้ยงตอบนอาหารเพาะเลีย้ง ยอดมีอตัราการรอดชีวติเฉลี่ยที่ 82.5% และสามารถ

เจริญเตบิโตตอไดดี (ตารางที่ 4.1) 

       5.1.3 อิทธิพลของฮอรโมน BAP ตอการพัฒนาของชิ้นสวนยอดฮอม 

           จากการศึกษาการตอบสนองตอปริมาณฮฮรโมน BAP ของชิ้นสวนตายอดของตน

ฮอมที่เพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อในสภาพที่ปลอดเชือ้ ที่มีความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1.0, 2.0, 3.0 และ 

4.0 มก./ล. ในอาหารสตูร MS โดยจะมอีาหารสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเปน

ชุดควบคุม (Control) พบวาเมือ่เลี้ยงสวนยอดของฮอมครบ 8 สัปดาห ชิน้สวนตายอดฮอมในแต

ละทรตีเมนตมีการพัฒนาเพิ่มขึ้นมาก โดย อาหารสูตร MS ที่มี BAP 2.0 มก./ล. มีจํานวนยอดที่มี
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ความสูงนอยกวา 1 ซม. 6.60 ยอด และมจีํานวนยอดทีม่ีความสูงมากกวา 1 ซม. 10.75 ยอด 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ รูปที่ 4.6 

 

         5.1.4 อิทธพิลของฮอรโมน IAA ตอความสูงของตนฮอม 

                         จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมนแตกตางกัน นาน 5 

สัปดาห พบวา ความสงูของตนฮอมกอนยายออกปลูกทีส่ปัดาหที่ 5 ที่ความเขมขนของ IAA ทั้ง 7 

ความเขมขน โดยความเขมขนของ IAA ที่ 1, 2, 3 และ 5 ใหผลไมแตกตางกัน แตความเขมขนที่

สามารถทําใหเกิดความสงูของตนฮอมไดมากทีสุ่ดอยูที่ 2 มก./ล. คือ มีความสูงของตนฮอมอยูที ่

4.63 ถึง 5.83 ซม. (ตารางที่ 4.6) 

      

        5.1.5 อิทธิพลของฮอรโมน IAA ตอการพัฒนาความยาวของราก 

         เพื่อเปนการลดขั้นตอน และประหยัดเวลาในการเพาะเลีย้งตนฮอม การชกันําให

ยอดยืดยาวและชกันําราก จากสวนยอดสามารถที่จะทําไปพรอมๆ กันได โดยการเพาะเลี้ยงสวน

ยอดของฮอมที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยอด ขนาดความยาว 1 ซ.ม. บนอาหารสูตร MS ที่เติม 

ฮอรโมนอนิดอล อะซิตกิ แอซิด (IAA) ที่มีความเขมขน 7 ระดับ คอื 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 

มก./ล. ในอาหารสูตร MS พบวา อาหารท่ีเติม IAA ความเขมขน  1,  2, 3 และ 5 มก./ล. สามารถ

ชักนําใหยอดยืดยาวไดสูงสุด และไมแตกตางกันทางสถิต ิคือเทากับ 5.25, 5.24, 5.26 และ 5.32 

ซม. ตามลําดับ  (ตารางที่ 4.6) และชักนําใหเกิดราก 100% ภาย 3 สัปดาห นอกจากนี้ยังพบวา

อาหารทีเ่ติม IAA ในปริมาณทีน่อย คือ 0.1, 0.5 และไมเติมสาร IAA สามารถชักนํายอดใหยืดยาว 

(ตารางที่ 4.7) และเกิดรากจากสวนยอดได 90-95 % ภายให 5 สัปดาห พบวา ความยาวของราก

ตนฮอมทีส่ปัดาหที่ 5 ที่เพาะเลี้ยงสามารถตอบสนองตอฮอรโมน IAA ไดในทุกความเขมขน ซึ่งที่

ความเขมขนของ IAA 2, 3 และ 5 มก./ล. ใหผล(ความยาวของราก)ไมแตกตางกัน แตความเขมขน

ที่สามารถตอบสนองไดดีทีส่ดุ คือ ที่ความเขมขน 5 มก./ล. ซึ่งสามารถชักนําใหเกิดความยาวของ

รากได 4.89 ถึง 5.62 ซม. ซึ่งมคีวามยาวของรากมากกวาทุกทรีตเมนต สามารถนําออกปลกูใน

โรงเรือนได 

 

         5.1.6 เปอรเซน็ตการรอดชีวิตหลังยายออกปลูกในโรงเรือน 

                        จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมนแตกตางกัน นาน 5 

สัปดาห เมื่อยายออกปลกูภายในโรงเรอืน พบวา เปอรเซนตการรอดชีวิตของตนฮอมหลงัยายออก

ปลกูในโรงเรอืน ที่ความเขมขนของ IAA ทั้ง 7 ความเขมขน ใหผลไมแตกตางกนั แตความเขมขนที่
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สามารถทําใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนฮอมเกิดขึ้นมากทีสุ่ดอยูที่ 0.1, 0.5, 2 และ 5 มก./ล. 

คือ มเีปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนฮอมหลังยายออกปลกูอยูที่ 77.93 ถึง 92.07 เปอรเซน็ต 

(ตารางที่ 4.8) 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพชื สูตร Murashige & Skoog, 1962 (MS) 
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ตารางภาคผนวก1 สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช สูตร Murashige & Skoog, 1962 (MS) และ 

                              ปริมาตรที่ใช 

 ปริมาณที่ เตรียม ปริมาณ 
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ชนิดของสาร 

ใชตามสูตร 

(mg/l) 

สารละลาย

เขมขน 

(g/l) 

ที่ใชตอ

อาหาร 

1 ลิตร 

1. ธารอาหารหลัก (Macronutrient) 100 เทา 

Magnesiumsulphateheptadydrate (MgSO4.7H2O) 

Potassiumnitrate (KNO3) 

Ammoniumnitrate (NH4NO3) 

Potassiumdihydrogen dehydrate (KH2PO4) 

Calciumcholride dehydrate (CaCl2.2H2O) 

 

370 

1900 

1650 

170 

440 

 

3.7 

19.0 

16.5 

1.7 

4.4 

 

 

 

100 ml 

2. ธาตุอาหารรอง (Micronutrient) 10 เทา 

Mangnesesulphate Monohydrate (MnSO4.H2O) 

Potassium iodide (KI) 

Zincsulphate heptahydrate (ZnSO4.7H2O) 

Broric acid (H3BO3) 

Sodiummolydate ehydrate (NaMoO4.2H2O) 

Coppersulphate pentahhydrate (CuSO4.5H2O) 

Coboltchloride hexahydrate (CoCl2.6H2O) 

NaFeEDTA 

 

16.9 

0.83 

8.6 

6.2 

0.25 

0.025 

0.025 

37.3 

 

1690 

83 

860 

60 

25 

2.5 

2.5 

3730 

 

 

 

 

10 ml 

3. วิตามิน 10 เทา 

Glycine 

Myo-inositol 

Thiamine-HCl 

Pyridoxine-HCl 

Nicotinic acid 

 

2 

100 

0.25 

0.25 

0.25 

 

200 

1000 

25 

25 

25 

 

 

 

10 ml 
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ภาคผนวก ข 

ขั้นตอนการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชสูตร  
Murashige & Skoog, 1962 (MS) 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

ขั้นตอนการเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสตูร Murashige & Skoog, 1962 (MS) 
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 1. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลักสูตร MS (ภาคผนวก ก) 

    1.1 ชั่งสารเคมแีตละชนิดตามจํานวนเทาที่ตองการเตรียม 

    1.2 ละลายสารแตละชนิดดวยน้ํากลัน่ 

    1.3 เทสารละลายแตละชนิดรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลลิิตร โดยเติม

สารละลายทลีะชนิด คือ Potassiumdihydrogen dehydrate (KH2PO4), Ammoniumnitrate 

(NH4NO3), Magnesiumsulphateheptadydrate (MgSO4.7H2O), Calciumcholride dehydrate 

(CaCl2.2H2O) และPotassiumnitrate (KNO3) ตามลําดับ แตละคร้ังหลังเติมสารละลายควรใชน้ํา

กลัน่กลั้วลางภาชนะใสสารเลก็นอยแลวเทตามลงไปในขวดวัดปริมาตรดวย เพราะอาจมสีาร

ตกคางอยู 

    1.4 ปรับปริมาตรสดุทายดวยน้ํากลัน่ใหครบ 1,000 มิลลลิิตร 

    1.5 เก็บสารละลายเขมขนในขวดสีชา ทีข่างขวดติดฉลากระบุชือ่สารละลายเขมขน, 

ความเขมขนของสารละลาย, ปริมาตรที่ใชเตรียมอาหาร 1 ลิตร และ วัน เดือน ป ทีเ่ตรียมสาร 

 

 2. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารรองสูตร MS (ภาคผนวก ก) 

    2.1 ชั่งสารเคมแีตละชนิดตามจํานวนเทาที่ตองการเตรียม 

    2.2 ละลายสารแตละชนิดดวยน้ํากลัน่ 

    2.3 เทสารละลายแตละชนิดรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลลิิตร โดยเติม

สารละลายทลีะชนิด คือ Coppersulphate pentahhydrate (CuSO4.5H2O) และ 

Coboltchloride hexahydrate (CoCl2.6H2O) ใหปเปตมาใช 1 มิลลลิติร จากสารละลายความ

เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมลิลลิติร ที่เตรยีมเอาไวแลว 

    2.4 ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลัน่ใหครบ 1,000 มิลลลิิตร 

    2.5 เก็บสารละลายเขมขนในขวดสีชา ทีข่างขวดติดฉลากระบุชือ่สารละลายเขมขน, 

ความเขมขนของสารละลาย, ปริมาตรที่ใชเตรียมอาหาร 1 ลิตร และ วัน เดือน ป ทีเ่ตรียมสาร 

 

 

 

 

 3. การเตรียมสารละลายเขมขนของวติามิน (ภาคผนวก ก) 
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 การเตรียมสารละลายเขมขนของวิตามิน ควรตํานึกถึงชนดิของตัวทําละลายดวย เพราะ

สารแตละชนิดมีตัวทําลายตางกนั การเตรียมสารละลายเขมขนในความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ

มิลลลิิตร ปริมาตร 100 มิลลลิิตร ทําไดโดย  

   3.1 ชั่งสารแตละชนดิ คือ  Glycine, Myo-inositol, Thiamine-HCl, Pyridoxine-HCl 

และNicotinic acid มา 100 มิลลิกรัม 

    3.2 หยดตัวทําละลายลงไปเล็กนอย แตพยายามใชตัวทาํละลายใหนอยทีสุ่ด เมื่อ

สารละลายดแีลวจึงเติมน้ํากลัน่ลงไปพอประมาณ คนใหเขากนั 

    3.3 เทสารละลายลงในขวดวัดปริมาตร 100 มิลลลิิตร ปรับปริมาตรสดุทายดวยน้ํากลัน่

จนครบ 100 มิลลลิิตร 

    3.4 เก็บสารละลายเขมขนในขวดสีชา ทีข่างขวดติดฉลากระบุชือ่สารละลายเขมขน, 

ความเขมขนของสารละลาย, ปริมาตรที่ใชเตรียมอาหาร 1 ลิตร และ วัน เดือน ป ทีเ่ตรียมสาร 

 

 4. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง  

    4.1 เมื่อเตรียมสารละลายเขมขน (stock solution) ของสูตรอาหาร MS (ภาคผนวก          

ก) 

    4.2 ดูดสารละลายจาก stock solution ตางๆมารวมกัน 

    4.3 เติมสารที่เปนแหลงคารบอน คือ น้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร 

    4.4 เติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต คือ IAA และ BA ตามความเขมขนทีก่ําหนดไว 

    4.5 ปรับปริมาตรของสารละลายดวยน้ํากลัน่จนครบ 1000มิลลลิติร 

    4.6 ปรับคาความเปนกรดและดางดวย HCl และ NaOH ใหไดประมาณ 5.8 

    4.7 เติมวุน 7.5 กรัมตอลิตร 

    4.8 เคี่ยวอาหารเพือ่หลอมละลายวุน โดยใชเตาแกซ 

    4.9 เทอาหารลงในขวด และปดฝาขวด 

    4.10 นําขวดอาหารไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันไอทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส

           ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี

    4.11 เก็บอาหารไวในทีส่ะอาดหรือที่ปลอดเชือ้ 

 

 

 


