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การขยายพันธุฮอม (Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze) ดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 

Micropropagation of Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze. 
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บทคัดยอ 

การขยายพันธุฮอมโดยการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ทําโดยนาํชิ้นสวนยอดฮอมมาฟอกฆาเชือ้

ดวยโซเดียมไฮโปคลอไรต แลวนําไปเลีย้งในอาหารสูตร Murashige & Skoog 1962 (MS) ที่มี

ฮอรโมน BAP (Benzylaminopurine) ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มก./ล เลี้ยงใน

สภาพปลอดเชือ้ ทีอุ่ณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 3000 ลักซ จากหลอดฟลอูอเรส

เซนต ไดรับแสง 16 ชั่วโมง/วัน เปนเวลา 8 สัปดาห ผลการศึกษาพบวา ยอดฮอมทีเ่ลี้ยงในอาหารท่ี

เติม BAP 2 มก./ล สามารถชักนําใหเพิ่มปริมาณไดมากทีสุ่ด โดยชิน้สวนยอดเพียงหนึ่งชิ้นสวน

สามารถเกิดยอดที่มีความยาวมากกวา 1 ซ.ม. ไดจํานวนยอดเฉลี่ย 10.75 ยอด และแตกตางกัน

อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ลักษณะยอดยืดยาว ใบสมบูรณมีสีเขียว ซึ่งเปนลักษณะที่เหมาะสมตอ

การชักนําใหยืดยาว และชกันําใหเกิดรากเพือ่ยายออกปลูก และจากการศึกษาผลของฮอรโมน 

IAA (Indole -3-Acetic Acid) ตอ การยืดยาวของตน การเกิดราก และความยาวของรากฮอม 

พบวา ฮอมที่เลี้ยงในอาหารที่เติม IAA 1, 2, 3 และ 5 มก./ล สามารถชักนําใหตนฮอมยืดยาวและ

เกิดรากได 100 % ภายในเวลา 3 สัปดาห ตนฮอมมลีักษณะที่เหมาะสมตอการนําไปปรับสภาพใน

โรงเรือนและยายไปเพาะปลูก 
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    บทที่ 1 
    คาํนํา 

 
1.1 ที่มาของปญหา 

  ฮอม (Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze) เปนพชืที่มีถ่ินกําเนิดและกระจายพนัธุในเขต

ภาคเหนอื มีความสําคัญกับวถิีชีวิต ความเชื่อ และภูมิปญญาทองถิ่นของคนในชุมชน ทัง้ดานการ

ผลิตเครือ่งนุงหม และยารกัษาโรค ฮอมเปนยาพื้นบานลานนาใชใบตมน้ําดื่ม แกไข      ยาพืน้บาน

ใชรากและใบ ตมน้ําดื่ม แกไข ปวดศีรษะ เนือ่งจากหวัด เจ็บคอ หลอดลมอกัเสบ   ตาอักเสบ 

สําหรับชาวจังหวัดแพรไดจดัใหฮอมเปนพชืที่มีคุณคาทางเศรษฐกจิ เนือ่งจากเปนวัตถุดิบในการ

ยอมผาหมอฮอม ซึ่งเปนสินคาทีม่ีชือ่เสยีงและเปนเอกลักษณของจังหวัดแพร แตปจจบุันตนฮอม

ไดลดจํานวนลงมาก เนือ่งจากความตองการใชวัตถุดิบในการผลิตผาหมอฮอมมีมากขึน้ หากมี

การซื้อขายและใชประโยชนจากตนฮอมมากเกินไปโดยไมมีการอนุรกัษและขยายพันธุเชนนี้ ในไม

ชาฮอมจะกลายเปนพชืทีห่ายากและสูญพันธุในทีสุ่ด 

  พื้นที่ในจงัหวัดแพรที่มกีารปลูกตนฮอมมากทีสุ่ด คือ บานนาตอง ตั้งอยูที่ตําบลชอแฮ อําเภอ

เมือง จังหวัดแพร ซึ่งนําตนฮอมมาใชประโยชนในการยอมผาหมอฮอมและเปนยารักษาโรคซึ่งเปน

ภูมิปญญาทองถิน่ ประสบวิกฤตการณภัยพิบัติน้ําทวม ดนิถลม เมือ่ปลายเดอืนพฤษภาคม พ.ศ. 

2549 ทําใหพื้นทีใ่นการปลูกตนฮอมไดรับความเสียหายจากภัยพบิัติทางธรรมชาติ ทําใหตนฮอมมี

ความเสี่ยงตอการใกลสูญพันธุมากยิ่งขึ้น เมือ่เกิดเหตุการณเชนนีแ้ลวถาไมมีการอนุรักษและ

ขยายพันธุตนฮอม ตนฮอมก็จะกลายเปนพชืทีห่ายากและสูญพันธุในทีส่ดุ ลูกหลานคนรุนหลงัก็จะ

รูจักแตชือ่    ไมรูจักตนฮอมวาเปนตนลักษณะอยางไร  

  ปจจบุันการผลิตผาหมอฮอมไดใชสารเคมีแทนการยอมสจีากธรรมชาติ ซึ่งสีธรรมชาติทีใ่ช

ยอมผาหมอฮอมนั้นไดมาจากตนฮอม การใชสารเคมแีทนสฮีอมนัน้เปนเพราะวาการยอมฮอมใน

อดีตมกัใชวิธีการถายทอดจากยา ยาย มารดา สูลูกหลาน ซึ่งเปนวิธีการถายทอดโดยตรงตัวตอ

ตัวอยางแทจริง การยอมฮอมนั้นเปนการยอมที่มีกระบวนการยอมที่ยุงยาก เสียเวลา และทีส่ําคัญ

คือ ปจจบุันนีต้นฮอมหาไดยากและมีจํานวนนอยลงมากเนื่องจากตนฮอมมีอายุไมแนนอน ขึ้นอยู

กับ ดิน ฟา อากาศ ในสถานที่นัน้ๆ กับการนําใบฮอมมาใชทําสีน้ําเงินไดกต็อเมือ่ใบฮอมนัน้มีอายุ

เขาปที่ 2 ระยะของการเก็บไมจํากดัแลวแตจะออกแขนงชาหรอืเร็ว (เทคโนโลยสีรางสรรค 

ผลิตภัณฑ OTOP, 2548) ดังนั้นผูวจิัยมแีนวคิดในการศกึษาการขยายพนัธุตนฮอมโดย   วิธีการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ เพื่อใหไดตนพันธุดมีีคุณภาพจํานวนมาก ในระยะเวลาอันรวดเร็ว  
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 การเพาะลี้ยงเนือ้เยือ่พืช (Plant Tissue Culture) สามารถใชกับไมพุมได เชน ตนฮอม ซึ่งมี

ประโยชนทั้งในการใชทําสยีอมผาและใชเปนยา คนไทยสวนใหญรูจักจากผลิตภัณฑทีเ่รียกวา “ผา

หมอฮอม” ซึ่งสียอมที่ไดมาจากตนฮอม ฮอมเปนพืชที่พบตามพืน้ที่ชุมชื้นในปาดงดิบ ทาง

ภาคเหนอื สําหรับการเพาะเลีย้งเย่ือตนฮอมนั้นยงัไมเปนที่รูจักมากนักในประเทศไทย เนื่องจาก

ฮอมเปนพืชประจําทองถิ่นและผลิตภัณฑที่ไดจากฮอม ที่เรียกวา ผาหมอฮอม เปนผลิตภัณฑทีเ่ปน

เอกลักษณทองถิน่ หรอืทีเ่รียกวา “ภูมิปญญาทองถิ่น”  ดังนั้นใน การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ฮอม จึง

เปนการสงเสริมใหชมุชนนําภูมปิญญาทองถิน่มาใช ในการสรางผลิตภัณฑผาหมอฮอมใหเปนที่

รูจักอยางแพรหลายและผูสนใจสามารถนําความรู และเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อตนฮอมไปใช

ประโยชนตอไปในอนาคตได 

 

1.2 วตัถุประสงคของการศึกษา 

   เพื่อศกึษาวิธีการเพิ่มปริมาณตนฮอมใหไดจํานวนมากโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ 

 

1.3 ประโยชนที่ไดรับ 

  1.3.1 สามารถเลอืกปริมาณฮอรโมน BAP และ IAA ที่เหมาะสมเพือ่นํามาใชในการเพาะเลี้ยง

ตนฮอมในสภาพที่ปลอดเชือ้ 

  1.3.2 ไดขอมลูดานรูปแบบการพัฒนาของชิน้สวนตายอดของตนฮอมที่ตอบสนองตอ     

ฮอรโมน BAP ในสภาพทีป่ลอดเชื้อ 

  1.3.3 ไดขอมูลดานรูปแบบการพัฒนาความยาวของลําตนและรากของตนฮอมทีต่อบสนอง

ตอฮอรโมน IAA ในสภาพที่ปลอดเชื้อ 

  1.3.4 สามารถใชเปนแนวทางในการขยายพนัธุตนฮอมดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทดแทนการ

ขยายพันธุตนฮอมดวยการใชเมล็ด 

  1.3.5 ขอมลูที่ไดสามารถใชเปนขอมลูพื้นฐานในการศกึษาและพัฒนาเทคนิค  การเพาะเลีย้ง

เนือ้เยื่อพชืชนิดตางๆ  

 
1.4 ขอบเขตของการศึกษา 

  1.4.1 ศึกษาอิทธิพลของปริมาณฮอรโมน BAP ตอการพฒันาของชิ้นสวนยอดฮอมทีเ่ลี้ยงใน

อาหารสูตร Murashige & Skoog, 1962 (MS) ในสภาพทีป่ลอดเชือ้ 

 1.4.2 ศึกษาอิทธิพลของปริมาณฮอรโมน IAA ตอการพฒันาความยาวของลําตนและรากตน

ฮอมที่เลีย้งในอาหารสตูร Murashige & Skoog, 1962 (MS) ในสภาพที่ปลอดเชือ้   
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 1.4.3 ระยะเวลาในการดําเนนิการทดลอง 12 เดือน คือ เริ่มตั้งแตเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2551 ถึง

เดือนกนัยายน พ.ศ. 2552 

 

1.5 นิยามศัพทเฉพาะ 

 1.5.1 ตนฮอม (Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze) เปนพืชที่มีถิน่กําเนิดและกระจายพนัธุ

ในเขตภาคเหนือ มคีวามสําคัญกับวิถีชีวติ ความเชื่อ และภูมิปญญาทองถิ่นของคนในชุมชน ทั้ง

ดานการผลิตเครื่องนุงหม และยารักษาโรค ฮอมเปนยาพืน้บานลานนาใชใบตมน้ําดื่ม แกไข   ยา

พื้นบานใชรากและใบ ตมน้ําดื่ม แกไข ปวดศีรษะ เนื่องจากหวัด เจ็บคอ หลอดลมอกัเสบ   ตา

อักเสบ สําหรับชาวจงัหวัดแพรไดจดัใหฮอมเปนพชืที่มีคณุคาทางเศรษฐกิจ เนื่องจากเปนวัตถุดิบ

ในการยอมผาหมอฮอม ซ่ึงเปนสนิคาที่มชีือ่เสียงและเปนเอกลักษณของจังหวัดแพร  

 1.5.2 ฮอรโมนไซโตไคนนิ (cytokinin) เปนสารสังเคราะหที่เกี่ยวของกับการแบงเซลล และการ

ยืดตัวของเซลล ผลทางสรีรวิทยาของฮอรโมนไซโตไคนิน มีดังนี ้

  1. สงเสริมการสรางแคลลสั 

  2. เรงการแตกตาขาง 

  3. ชะลอการชราภาพ (senescence) 

  4. ชวยในการเคลือ่นยายธาตอุาหารในพืช 

  5. สงเสริมการสังเคราะหโปรตีน 

  6. ชะลอการสูญเสียคลอโรฟลล 

สารกลุมนี้ในธรรมชาติคอื kinetin (น้ํามะพราว) zeatin (ขาวโพด) 

 1.5.3 ฮอรโมนออกซิน (auxins) เปนกลุมของสารที่มีหนาที่เกีย่วของกับการขยายขนาดของ

เซลล (cell enlargement) การแบงตัวของเซลลในแคมเบีย่ม การขยายขนาดของใบ การเกิดราก 

การขยายขนาดของผล ปองกนัการหลุดรวงของใบ ดอก ผล ยับยั้งการแตกตาขาง 

 1.5.4 การเพาะลีย้งเนือ้เยือ่พชื (Plant Tissue Culture) เปนการนําชิ้นสวนเนื้อเยือ่พชื เชน 

เซลล เนื้อเยือ่ และอวัยวะของพชื มาเพาะเลีย้งบนอาหารสังเคราะหที่ปลอดเชือ้ ในสภาพควบคุม

อุณหภูม ิแสง และความชื้น เพือ่ชกันําใหชิน้สวนของพชืมกีารพัฒนาไปตามความตองการ เทคนิค

นี้ ตองอาศยัความสามารถพิเศษของพืช ที่เรียกกนัวา โททิโพเทนซี่ (totipotency) คือ เซลลพชื

เพียงเซลลเดียว สามารถเจริญเตบิโตและพัฒนาการไปเปนพืชตนใหมได  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วของ 

 
2.1 ฮอม 
 

 2.1.1 ขอมูลทางพฤกษศาสตรของฮอม 

   ฮอม มีชือ่ทางวทิยาศาสตร Strobilanthes cusia (Nees) Kuntze. อยูในวงศ 

ACANTHACEAE มีการกระจายพันธุในแถบอนิเดีย จนีตอนใต ภูมภิาคอินโดจีน ประเทศไทยพบ

ตามพื้นทีชุ่มชืน้ในปาดงดิบทางภาคเหนอื ออกดอกชวงเดือนมกราคมถึงเดอืนกุมภาพนัธ   ภาค

กลางเรียกพืชชนิดนี้วา คราม ชาวเหนอืเรียกวา ฮอม จังหวัดนานเรยีกวา ฮอมเมอืง จังหวัด

แมฮองสอน เรียกวา ครามลอย (เต็ม, 2544) 

 

 2.1.2 สภาพแวดลอมและการเจริญเติบโต 

    ฮอมเปนไมพุม ลําตนตั้งตรง สูงไดถึง 1 เมตร ลําตนและเหงารูปทรงกระบอง บรเิวณ   ขอ

โปงพอง ใบเดี่ยว เรยีงตรงขาม รูปวงรี กวาง 2.5 – 6 เซนติเมตร ยาว 5 - 16 เซนตเิมตร    ขอบใบ

หยักเปนฟนเลือ่ยละเอียด ออกดอกเปนชอที่ซอกใบ มีดอกยอยหลายดอก กลบีดอก     สีมวงเชือ่ม

ติดกันเปนหลอดโคงงอเลก็นอย ผลแหงแตกไดเมล็ดแบนสีน้ําตาล ขยายพันธุดวยเมล็ดและลําตน

โดยตามลําตนมขีอ ตัดแลวนํามาปกชําไว ทุกขอจะงอกราก ฮอมมีอายุไมแนนอนแลวแตสภาพดิน 

ฟา อากาศ ในสถานที่นัน้ๆ ถาอยูในที่รมเย็น แดดรําไร มีน้ําซึมอยูเสมอ จะมอีายุไดนานถึง 8 - 9 

ป (เทคโนโลยสีรางสรรค ผลิตภัณฑ OTOP, 2548)   

 

 2.1.3 ประโยชนของฮอม 

2.1.3.1 ใบ ใชรักษาโรคไขหวัดใหญ, เยือ่หุมสมองอักเสบ,สมองอักเสบจากไวรสับี,  ปอด

บวม, คางทูม, อาการเจ็บคอ และผิวหนังอักเสบ (Ho et al., 2546) ตนฮอมเปนยาสมุนไพร

พื้นบานซึ่งผูเฒาผูแกสมัยกอนนั้นใชเปนยาดูดพษิไขใหแกลูกหลาน ซึ่งตนฮอมนัน้เปนพุมมี   ใบสี

เขยีว รอบๆใบจะเปนรอยหยกั ตนฮอมนัน้จะขึน้ทีเ่ย็นชื้นและอยูไดตลอดป สามารถนํามารักษา

เวลาปวยไข ปวดหัว ซึง่บางครั้งทานยาแลวไมหายเราสามารถดูดพิษไขดวยใบฮอมได และทําให

อาการไขหายไปในทีสุ่ดได การกอบฮอมมีมาตั้งแตสมัยใดไมอาจจะระบุได เพราะ  การรักษาดวย

วิธีนี้มีการสืบทอดกันมาตั้งแตครั้งโบราณจนถึงปจจุบันนี้ บางพื้นทีก่็ยังใชวิธีกอบฮอมในการรักษา

ในยามเจ็บไขไดปวย ซึ่งใชวิธีนี้รักษาคนในหมูบานในสมัยนั้น การกอบฮอมตองทําในชวงเวลา 



 

 

- 5 -

(9.00 - 11.00 น.) และเวลาบาย (14.00 - 16.00 น.) เทานั้น ถาตะวันตกดินแลวจะไมไดผลที่ทํา

ใหในชวงเชาและตอนบายนัน้ เพราะมีความเชือ่วาพิษไขจะออกมาตามตะวัน ถาตะวนัตกดนิแลว

จะไมไดผล เวลากอบฮอมใชเวลาประมาณครึ่งวันคือตอนชวงเวลาเชา ประมาณ9.00 - 11.00 โมง

เชา และตอนบายทําในชวงเวลา 14.00 - 16.00 น. การกอบฮอมนั้นใชในเด็กที่มีอายุตั้งแต 1 ขวบ

ขึ้นไป การกอบฮอมจะควบคูกับความเชือ่ซึ่งมมีาตั้งแตสมัย ปูยา ตาทวด ปจจุบันก็ยังมกีารกอบ 

ฮอมอยู  

การกอบฮอมมีวิธีการดังนี้ นําใบฮอมมาตําใหละเอียด ใชผา 2 ชิ้น ยาวพอพนัมือและเทา

ได แลวนําฮอมที่ตําแลววางลงบนฝามอืขางใดขางหนึ่ง แลวพันผาที่เตรยีมไว และนําฮอมทีต่ําแลว

วางลงบนฝาเทาขางใดขางหนึ่งซึง่สลับกับฝามอื ถาฝามือขางขวาใหใชฝาเทาขางซายสลับกนั 

และพนัดวยผาอีกชัน้ ใชเวลาชวงเชา 9.00 - 11.00 น. และชวงบายเวลา 13.00 - 16.00 น. ถึงจะ

แกะออกได แลวสังเกตทีฝ่ามือและฝาเทาวาจะมีรอยชําเลือดออกมาตรงฝามือและฝาเทาทีก่อบ

ฮอมหรือไม ถามแีสดงวาพิษไขออกจากรางกายแลวแตถาเปนสีเขียวของใบฮอมอยูแสดงวาไม

ไดผล จากภูมิปญญาการกอบฮอมนีท้ําใหรูวาสิ่งที่เรามอียูในชุมชนนัน้ยอมมีประโยชนและคุณคา

สําหรับการใชชีวิตอยูอยางพอเพียงไดนั้นตองอาศัยภูมิปญญาที่เรามีอยูใหเปนประโยชน และสืบ

ทอดรกัษาสิ่งนัน้ใหได การกอบฮอมนัน้ทําใหเรารูวาสิ่งทีส่ืบกันมานัน้เปนสิ่งที่ดีมีประโยชนในการ

รักษาไขไดเปนอยางด ี และเปนสิ่งทีบ่างคนไมรู แตคนที่เคยรักษาโดยการกอบฮอมจะรูวามัน

ไดผลดีมากทีสุ่ดของการนําสมนุไพรมารักษาโรค (จดหมายขาวราชบัณฑิตยสถาน, 2533)     

    2.1.3.2 ใบ และลําตน ใหสารสีคราม (Indigo) สีครามหรือสอีินดิโก (CI Natural Blue 

1) เปนสทีี่ไดจากตนฮอมซึ่งเปนไมพุมขนาดยอมตนสงูไมเกิน 4 ฟุต ใบเล็กกลมโต ดอกคลายดอก

ถั่วสีมวง มฝีกเล็ก ๆ ยาวประมาณ 2 เซนตเิมตร สวนมากพบในภาคเหนือ สีคราม (Indigo Blue) 

ไดจากการนําตนฮอมแชในน้ําทีอุ่ณหภูมหิองหรอืในน้ําอุนจนกระทั่งเกิดการหมัก (Fermentation) 

ในระหวางการหมักจะเกิดการสลายตัวดวยน้ํา (Hydrolysis) ของอินดแิคน (Indican) ที่อยูใน     

ใบฮอมโดยเอนไซม จากนัน้แยกเอากากของใบฮอมออก และเติมอากาศเขาไปในน้ําที่ไดจากการ

หมักโดยการตีใหเปนฟองเพือ่ใหเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชันระหวางน้ําหมักกับอากาศ ในชวงนี ้   สี

ของน้ําหมักจะเปลีย่นจากสีเขยีวเหลอืงเปนสีน้ําเงิน น้ําสเีขียวเหลอืงเปนสารประกอบระหวาง

กลูโคสและอนิด็อกซลิ (Indoxyl) หลังจากเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชันแลวจะไดอนิดิโกตกตะกอนอยู

กนถังหมัก สอีินดิโกเปนสีเวท (Vat Dye) ไมละลายน้ําตองนําไปรีดิวซในสภาพที่เปนดาง จึงจะใช

ยอมสีได สอีินดิโกเปนสทีี่เกาแกมากสีหนึ่งมีหลกัฐานการนํามาใชไมนอยกวา 4,000 ปมาแลว 

(วนิดา และคณะ, 2531) สีครามธรรมชาติถกูสกัดจากใบฮอมสดในรปูของสารตนตอ (Precursor) 

หลงัจากนั้นเกิดการเปลีย่นแปลงทางเคมีอกีหลายครั้ง จึงเกิดเปนสีครามเกาะจับเสือ้ผา สารตนตอ
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ในใบฮอม คอื สารอินดิแคน (Indican หรือ Indoxyl - b - d – glucoside) เปนสารไมมีสแีละไม

ละลายน้ํา แตเมือ่ถกูแชในน้ํา เอนไซมชนิดหนึ่งในใบฮอม คอื บีตา – กลูโคสิเดส (B - 

glucosidase) จะชวยทําใหอินดแิคนแตกออกเปน 2  สวน คือ อินดอกซลิ (Indoxyl) และกลูโคส 

สาร 2 ชนิดนี้เปนสารไมมีสี ละลายน้ําได ทั้งคูจึงละลายในน้ําครามซึ่งม ี pH เทากันกับน้ําที่ใชแช

ใบฮอม ปฏิกิรยิาการเปลีย่นอินดิแคนในใบฮอมไปเปนอินดอกซลิและกลูโคสในน้ําคราม  เปน

ปฏิกิรยิาแบบดูดความรอน ทีอุ่ณหภูมขิองการแช 30 , 40 และ 50 องศาเซลเซียส จะใชเวลาใน

การแชเพือ่ใหไดปริมาณสคีรามสูงสุดเปน 18 , 15 และ 9.30 ชั่วโมงตามลําดับ (ไพศาล และคณะ, 

2543) อินดอกซลิเปนสารที่ถูกออกซิไดสไดงายดวยออกซิเจนในอากาศ ยิ่งทําใหสารละลายเปน

ดาง อินดอกซลิยิ่งถูกออกซิไดสไดงาย กลายเปนสาร Indigo blue ไมละลายน้ํา เมือ่เติมปูนขาวใน

น้ําครามและกวนแรง ๆ ใหเกิดฟองมาก ๆ จึงเกดิเนือ้ครามซึ่งก็คอื Indigo blue ที่เกาะจับอยูกับ

อนภุาคของปูนขาว ตกตะกอนจมอยูกนภาชนะ การเตรยีมสคีรามเปนการทําให Indigo blue 

เปลี่ยนเปน Indigo white ซึ่งละลายไดในดาง การเปลี่ยนแปลงนี้เปนปฏิกิริยารีดกัชนั ซึ่งใชตัว

รีดิวซไดหลายชนิดดงักลาวแลว อีกวิธีหนึ่งอาศยัการทํางานของจุลินทรยีรวมดวย โดยแบคทเีรีย

ชนิดบาซลิลัส เชน Bacillus alkaliphylus รวมในกระบวนการหมัก ปฏิกิรยิารีดักชนัของ Indigo 

blue เกิดขึ้นที ่ pH 10.5 - 11 เมือ่เกิดสีครามในน้ํายอม โดยสังเกตสขีองน้ํายอมเปลี่ยนจากสนี้ํา

เงินเปนสเีขียวปนเหลืองจึงทําการยอมผาทีชุ่บน้ําแลวบิดจนหมาด Indigo white ที่ละลายในน้ํา

ยอมจะแทรกซึมเขาเนือ้ฝายจับเซลลูโลสของใยฝายดวยพันธะไฮโดรเจน เมื่อยกผาฝายขึ้นจากน้ํา

ยอมสัมผสักับอากาศ Indigo white จะถกูออกซิไดสโดยออกซิเจนในอากาศ กลับเปน Indigo 

blue ถูกขังอยูภายในโครงสรางของใยฝายดังเดิม ใยไหมและขนสตัวมีโครงสรางทางเคมีเปนพอลี

เพปไทด จึงทําใหยอมดวยสีครามไดไมดีเทาฝายซึ่งมีโครงสรางทางเคมีเปนเซลลูโลส อยางไรก็

ตามการยอมเสนไหมทีอุ่ณหภูมติ่ํา จะดูดซับสีดกีวาการยอมทีอุ่ณหภูมสิูง แสดงวาการยอมสี

ครามเปนกระบวนการคายความรอน เมื่อยอมทีอุ่ณหภูมสิูงขึ้นการติดสจีะลดลง (ไพศาล และ

คณะ, 2543) การทําสีครามธรรมชาติเปนปฏิกิรยิาเคมทีกุขัน้ตอน โดยใชสารตนตอที่มใีนใบฮอม, 

เอนไซมในใบฮอม ออกซเิจนในอากาศ, แบคทเีรียบาซลิลสัในธรรมชาติ, ขีเ้ถา และปนูขาว ก็ได

จากธรรมชาต ิ ปฏกิิริยาตอเนื่องในกระบวนการทําสีครามและการยอมฮอม การยอมสีคราม

ธรรมชาตินั้น พบวามีการยอมไดจากพชืหลายชนิด แตที่พบในประเทศไทยนั้น คอื ฮอม ซึ่ง

กรรมวิธีในการยอมฮอม คือ การนําสวนของฮอมมาหมักแชน้ําใหเนาเปอยแลวแยกเอาสวนของ

เนือ้สีออกมาโดยการตกตะกอนดวยปูนขาว และอากาศ ปลอยใหตกตะกอนนอนกนแลวจึงแยก

สวนที่เปนน้ําออก จะไดเนือ้ครามหรอืเนื้อฮอมเปนตะกอนขนเหนียวเหมอืนโคลน เนือ้ครามที่ได

สามารถเก็บไวใชไดเปนป โดยเก็บไวในหมอดินที่มีน้ําดางหลอเลี้ยงไมใหเนือ้ครามแหง น้ําดางที่
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กลาวถงึ คอืน้ําลางขี้เถาของพชื เชน ตนกลวย มะละกอ มะขาม เปลอืกผลนุนเปนตน การยอมผา

ครามที่เรียกกันวา การยอมฮอม หรอื หมอฮอม จะนําเนื้อครามที่ไดจากการหมักมาทําการยอม

ดวยสภาวะทีเ่ปนดาง โดยการผสมกบัสวนประกอบตางๆ มากมายตามสูตรหรอืวิธีการของแตละ

ทองถิ่น เชน น้ําดาง ปนูขาว ขมิ้น เหลาปา ฝกสมปอย ตนออย กลวย ใบฝรั่ง แลวกวนหรือโจกให

โดนอากาศแลวทิ้งไวจนสวนผสมตางๆ ทําใหเนือ้ครามเปลี่ยนจากสคีรามน้ําเงนิเปนสเีหลอืงอม

เขยีว จึงนําผาหรือดายทีท่ําความสะอาดแลวชุบน้ําพอหมาดลงยอมใหเนื้อครามเขาเกาะเสนใย 

แลวจึงนําขึ้นกระตุกใหโดนอากาศ ผาหรอืฝายจะคอยๆ เปลีย่นจากสีเหลืองของน้ําหมอครามเปน

สีน้ําเงิน นําไปผึ่งใหแหง ถาตองการใหสีครามเขมก็ทําการยอมหลายๆ ครั้ง หรือยอมทับดวยสี

ธรรมชาติอืน่ๆกจ็ะไดสีแตกตางกันไปตามชนิดของสีทีใ่ชผสมขึ้นอยูกับเทคนิควิธีการของผูยอมแต

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

2.1.3.3 ราก ใชรักษาโรคไขหวัดใหญ, เยื่อหุมไขสนัหลังอักเสบจากไวรัสบี, ปอดอกัเสบ,

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

 

2.2  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Plant tissue culture) 

  การเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พชืกําเนิดมาจากหลกัการ Totipotency ที่วา “เซลลพืชเดี่ยวๆ (Single 

cell) ทุกเซลลมลีักษณะและองคประกอบทางพันธุกรรมสมบูรณเหมือนตนแม ซึ่งสามารถเจริญ

และพัฒนาเปนตนพชืทัง้ตน (Whole plant) ได” เซลลพืชเหลานี้ไมวาจะเปนเซลลที่เจริญเต็มที ่

(Nature cell) หรอืเนื้อเยื่อที่มีการเปลีย่นแปลงไปทําหนาที่เฉพาะอยาง (Differentiated tissue) 

ไดแก เนือ้เยือ่ใบ สามารถเจริญและแบงตัวเปนแคลลสั (Callus) หรือพัฒนาเปนอวยัวะ (Organ) 

เชน ยอดออน (Shoot) และราก (Root) ซึ่งสามารถเจริญตอไปเปนตนพืชทั้งตนได ในทางเดียวกัน

แคลลสั ซึ่งเปนกอนของกลุม Parenchyma cell ซึ่งยังไมมีการเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่

เฉพาะเจาะจง (Undifferentiated cell) สามารถเจริญและแบงตัวเปนแคลลสั หรือพัฒนาเปนยอด

ออนและรากขึ้นกับการกระตุนของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสม (รังสฤษฏ, 2545) 

 

 2.2.1 ความหมายของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

    การเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช (Plant tissue culture) เปนศาสตรดานเทคโนโลยชีีวภาพ 

(Biotechnology) สาขาหนึ่ง โดยนําเซลลเนือ้เยือ่หรืออวัยวะสวนที่เปนเนือ้เยือ่เจริญของพืชมา

เลี้ยงในอาหารสังเคราะห (Synthetic medium) ในสภาพปราศจากเชือ้ (Aseptic condition) 

ภายใตการควบคุมสภาวะแวดลอมทีเ่หมาะสม ไดแก อณุหภูมิ แสงสวาง และความชืน้เปนตน 

โดยทั่วไปการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่จากตนออน ที่ไดจากการเพาะเมล็ดแบบปราศจากเชือ้ เพราะทกุ
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ชิ้นสวนของตนออน สามารถนํามาใชเปนเนื้อเยือ่ตั้งตนในการเพาะเลีย้งสวนเนือ้เยื่อหรือสวนตางๆ  

ที่ไดจากพืชตองนํามาฆาเชือ้ที่บริเวณผิว (Surface sterilization) กอนนําไปใชในการเพาะเลี้ยง

เนือ้เยื่อพชื สามารถทําไดบนอาหารวุนกึ่งแข็ง (Agar medium) หรือในอาหารเหลว (Liquid 

medium) ซึ่งอยางหลังนยิมทําบนเครือ่งเขยา (Shaker) เพื่อเพิ่มออกซเิจนใหแกเซลล หลังจาก

เลี้ยงเนื้อเยื่อไปไดระยะเวลาหนึ่ง ตองมีการถายเนือ้เยือ่ลงอาหารใหม (Subculturing) เนือ่งจาก

อาหารเดิมลดนอยลง และของเสียทีเ่ซลลขบัออกมาเพิ่มมากขึน้ (รังสฤษฏ, 2545) 

 

  2.2.2 ขอดีของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตอการขยายพนัธุพืช 

          2.2.2.1การขยายพันธุพืชปริมาณมากในระยะเวลาสั้น โดยเฉพาะพชืที่มคีาทาง

เศรษฐกิจ พืชที่มีปญหาดานการเพาะปลูกเนือ่งจากสภาพแวดลอมไมเหมาะสมและพืชสมุนไพรที่

หายากโดยอาศัยสูตรอาหารสังเคราะหที่เหมาะสมตอพชืแตละชนิดสามารถเพิ่มจํานวนตนพชืเปน

ทวีคูณ จากตัวอยางการเลีย้งพชืเพียงตนเดียวและยายเนือ้เยื่อเดอืนละครัง้ หากสามารถเพิ่ม

จํานวนไดเปน 10 ตนแลว ในระยะเวลาเพียง 6 เดอืน จะสามารถผลิตตนพชืไดถึง 1,000,000 ตน 

(1×106) 

             2.2.2.2 การผลิตพืชที่ปราศจากโรค ปญหาสําคญัประการหนึ่งในการผลิตพืช คือ การ

เกิดโรคโดยเฉพาะอยางยิง่โรคที่มสีาเหตุมาจากเชือ้รา แบคทีเรีย วสิา และไมโคพลาสมา ทีต่ิดมา

กับเมล็ดหรอืสวนขยายพนัธุตางๆ ตนพืชที่มีการปนเปอนของเชือ้โรคเหลานี้หากไมแสดงอาการให

เห็นจะทราบไดตอเมือ่เกิดอากรเปนโรคบนตนพชืที่ปลกูไปแลว เมือ่ถึงเวลานั้นกย็ากทีจ่ะแกไขหรือ

ปองกนักําจัดนอกจากกําจัดหรอืทําลายพืชนั้นทิ้งไป การใชสารเคมีคลุกเมล็ดหรอืสวนขยายพันธุ

กอนปลูกแมจะชวยลดปริมาณเชื้อที่อาจติดมากบัผิวของวัสดุปลกูได แตไมอาจใชไดผลดีในกรณี

การปนเปอนของเชื้อโรคที่ติดมาภายในเซลลพืชได การผลิตพชืโดยการเลี้ยงเนือ้เยือ่จะใหตนพืชที่

ปราศจากเชือ้โรค โดยเฉพาะอยางยิ่งจากเชือ้ราและแบคทเีรีย เพราะหากมีเชือ้เหลานีแ้ลวจะแสดง

อาการปนเปอนในอาหารทีใ่ชเลี้ยงทันที เนื่องจากแบคทีเรียและราเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วใน

อาหารทีใ่ชเลี้ยง ทําใหสามารถขจัดทิ้งได สวนในกรณีของไวรัสซึ่งเปนจลุินทรียที่มขีนาดเลก็มาก 

และดํารงชีวิตอยูไดในเซลลพืช จงึมักไมแสดงอาการปนเปอนใหเหน็แมโดยวิธีการเพาะเลีย้ง

เนือ้เยื่อพชืกต็าม ในทางปฏิบัตจิะตองคัดเลอืกและตรวจสอบเนือ้ เยือ่กอนการเลี้ยงจนแนใจวา

ปลอดจากเชือ้ไวรัส ชิน้สวนของพืชที่ปลอดจากเชือ้ไวรัสมากทีสุ่ด คือ เนื้อเยือ่เจริญสวนปลายยอด 

(Apical meristem) และเนือ้เยือ่คัพภะ (Embryonic tissue) ทีอ่ยูในเมลด็ เนือ่งจากเนือ้เยื่อ

ดังกลาวไมมีสวนของทอลําเลียง (Vascular tissues) ซึ่งไดแกทอน้ํา (Xylem) และทออาหาร 

(Phloem) ที่ติดตอกบัสวนอื่นๆของตนพชืทีเ่ชือ้วสิาจะสามารถเคลือ่นยายมาปนเปอน 
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            2.2.2.3 การปรับปรุงพันธุพืช ในการเลี้ยงเนือ้เยื่อพชื สามารถคัดเลอืกสายพนัธุที่

ทนทาน (Tolerant plants) หรอืสายพันธุที่ตานทาน (Resistant plant) ไดจากการจัดเงื่อนไขของ

อาหารและสภาวะแวดลอมของการเลี้ยง หรือชักนําการกลายพนัธุ (Induced mutation) โดยใช

รังสี หรือสารเคมี เชน การคัดเลอืกสายพนัธุพืชทนเค็มจากการเลี้ยงเซลลหรอืเนื้อเยือ่ในอาหารที่มี

สวนผสมของเกลอื การคัดสายพันธุทนดนิเปรีย้วจากการเลี้ยงในอาหารท่ีมสีภาพเปนกรด การคัด

สายพนัธุทนรอนโดยการเลี้ยงในสภาพที่มอีุณหภูมสิูง การสรางสายพนัธุที่ตานทานตอสาร พิษ

ของโรค แมลง และสารเคมีกําจัดวชัพชื นอกจากนั้นจากความกาวหนาของเทคโนโลยีการตดัตอดี

เอน็เอ (DNA recombination) และการถายยีน (Gene transformation) ซึ่งสามารถนําไปใช

ประโยชนในการสรางพชืสายพนัธุใหม (Transgenic plants) ที่ตองการในพชืบางชนิด 

            2.2.2.4 การผลิตยาและสารเคมจีากพชื พืชบางชนิดใหสารที่มีคุณสมบัตเิปนยา หรือ

สารเคมีที่มีประโยชนทางดานอุตสาหกรรม แตในกรณีเนือ้เยื่อที่นํามาสกดัสารดังกลาวมีปริมาณที่

นอยมาก จึงตองใชวิธกีารเลี้ยงเนือ้เยือ่เพือ่เพิ่มจํานวน และชักนําใหมกีารสังเคราะหสารที่ตองการ

ในปริมาณมากขึ้น โดยเริ่มจากการเลีย้งเนื้อเยือ่พชืสมุนไพรในอาหารกึ่งแข็งหรืออาหารเหลวแลว

หาวิธีการหรือเทคนิคตางๆ ไปกระตุนใหเซลลพชืผลิตสารใหมากขึ้น ไดแก การปรับเปลีย่นสูตร

อาหาร การปรับเปลีย่นสภาวะแวดลอมที่มผีลตอสาระสําคัญนั้นๆ การเติมสารตั้งตน 

(Precursors) ของขบวนการซึ่งสังเคราะห (Biosynthetic pathway) ลงในอาหารเลี้ยงเซลล และ

เหนีย่วนําเซลลพชืใหเกดิความเครยีด (Stress) เปนตน 

 ขอไดเปรียบของการใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช ในการผลิตสารทุตยิภูมเิพือ่ประโยชน

ในทางการคา เหนือกวาการปลูกแบบดั้งเดิม หลายประการดังนี ้

     1) สามารถกําหนดและควบคุมสภาวะมาตรฐานในการเจริญเติบโตไดแนนอน 

     2) ไมมีการผันแปรทางสภาพภูมอิากาศและฤดูกาล 

      3) ใชระยะเวลาในการเพาะปลูกสั้น 

      4) สามารถควบคุมปริมาณการผลิตใหเหมาะสมกับความตองการของตลาด 

      5) สามารถควบคุมคุณภาพของสารทุตยิภูมใิหคงที ่

     6) การสกดัสารทุติยภูมิทําไดงายกวา ลดตนทุนการผลติ 

             2.2.2.5 การศึกษาทางชีวเคมี สรีรวิทยา และพนัธุศาสตร พืชที่เลีย้งในอาหาร

สังเคราะหสามารถตดิตามการพัฒนาและการเปลีย่นแปลงในดานเหลานี้ไดงาย ชัดเจน และ

ถูกตองแมนยํา ทั้งในระดับเซลล เนือ้เยือ่ อวัยวะ และพชืทั้งตน เชน การศึกษาการตอบสนองของ

เซลลหรอืเนือ้เยื่อพืชตอสารเคมีปองกนักําจดัโรค และแมลงสัตรูพชื สารเคมีปองกันกําจัดวชัพืช 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพชื และการศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพันธกุรรมของเซลลหรือ
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เนือ้เยื่อพชืทีเ่กิดการกลายพนัธุ เปนตน เนื่องจากการควบคุมตัวแปรตางๆทําไดดีกวาในสภาพการ

ปลกูปกต ิ

             2.2.2.6 การเก็บรักษาพันธุพืช ในปจจุบนั พืชพรรณหลายชนิดโดยเฉพาะอยางยิ่ง 

พันธุที่หายากและมีคุณคาทางประวัติศาสตรหลายชนิดไดสูญพันธุไป หรือกําลังจะสูญพันธุไปใน

ไมชา สาเหตสุําคัญอาจมาจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม หรอืเกิดจากการกระทําของ

มนุษยเอง นอกจากนั้นพชืบางชนิดยงัยากทีจ่ะขยายพันธุหรือเก็บรกัษาพันธุไดโดยวิธีปกต ิ ซึ่งอาจ

ตองใชระยะเวลาทีน่านและไมคุมคา นักเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อจึงไดคิดคนวิธีการเก็บรักษาพืชพรรณ

ตางๆไวในสภาพหลอดทดลอง โดยเลีย้งไวในอาหารทีม่สีวนผสมของสารบางชนิดที่มีผลิตตอการ

ชะลอการเจริญเติบโต หรือมสีารที่ทําใหเกิดสภาพขาดน้าํ เพื่อชักนําใหพืชมกีารเจริญเติบโตใน

อัตราทีช่ามากๆ เปนการประหยัดเวลา แรงงาน คาใชจาย และสามารถคงสภาพและมีชีวิตไดนาน 

เนือ่งจากไมจําเปนตองเปลี่ยนอาหารบอยคร้ังเชนปกติ อกีวิธีหนึ่งที่นิยมใชอยางแพรหลายคอื เก็บ

รักษาเซลลหรอืเนื้อเยือ่ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิต่ําถงึ -196 องศาเซลเซยีส  เมื่อตองการปลูก

หรือเพิ่มปริมาณ ก็นํามาเลีย้งในอาหารสูตรปกตขิองพืชชนิดนั้นๆ (รังสฤษฏ, 2545)  

 

  2.2.3 ปจจัยท่ีมผีลตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
     1) ปจจัยทางดานพืช 

   1.1) ลักษณะทางพนัธุกรรม (Genetic factor) 

       การเจริญและพัฒนาไปเปนตน และราก ของพืชแตละชนิดจะมีความสามารถเจริญและ

พัฒนาไดไมเหมอืนกัน พืชบางชนดิสามารถเจริญและพฒันาไปเปนตน หรอื ราก ไดงาย บางชนิด

ก็ยาก แมวาไดเลี้ยงในอาหารทีเ่หมาะสม พชืบางชนิดการเจริญและพฒันาไปเปนตน และราก 

โดยผานขบวนการออรแกนโนเจเนซิสบางชนดิกผ็านขบวนการ เอ็มบริโอเจเนซสิ (พรพิมล, 2545) 

   1.2) ฮอรโมน (Hormones)  

           ฮอรโมนที่มอียูภายในพืช  มีบทบาทอยางมากกบัขบวนการเกิดการเกิดลักษณะรูปรางจาก

ทฤษฎขีองโฮบ ไดมผีูพยายามพสิจูนวา การเกิดลกัษณะรูปรางควบคุมดวยชนิด และระดับของ

ฮอรโมน ดังนัน้ภายในเนือ้เยือ่พืชที่นํามาเลีย้งจงึมีฮอรโมนบางชนิดสงเสริมการเกิด ลักษณะ

รูปราง และมีฮอรโมนอีกบางชนิดทีย่ับยั้งการเกดิขบวนการนี้ นอกจากนี้พบวาชนิด (Kinds) และ

ระดับ (Levels) ของฮอรโมนภายในชิน้สวนของพชืจะแตกตางกันไปดังนี ้

   - ชนดิของพืช  ภายในเนือ้เยือ่พชืแตละชนิดจะมีปริมาณฮอรโมนชนิดแตกตางกนั

ออกไป เชน พืชบางชนิดอาจจะมีออกซินในปริมาณสงู เมื่อนําเนือ้เยือ่ของพืชชนิดนี้ไปเลีย้ง
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เนือ้เยื่อกส็ามารถพัฒนาไปเปนแคลลสัและรากไดดี พืชบางชนิดอาจจะมีไซโตไคนนิ เนือ้เยือ่ของ

พืชชนิดนีเ้มือ่นําไปเลีย้งจะพัฒนาไปเปนหนอไดดี เปนตน 

   - ชนิดของเนือ้เยือ่ ในพืชชนิดเดียวกัน ปริมาณฮอรโมนในแตละสวนของตนพชืจะ

ไมเหมือนกนั เชน สวยปลายยอดจะมอีอกซินปริมาณสูงกวาสวนตน ในรังไขก็มีปริมาณออกซิน 

คอนขางสูง สวนในเมล็ดนอกจากจะมอีอกซนิคอนขางสูงแลว ปริมาณของจิบเบอเรลลินยังสูงดวย 

เปนตน 

        ฮอรโมนของพชืในพชืแตละชนิดมีความแตกตางกัน ซึ่งสงผลตอการพัฒนาของเนือ้เยือ่พืช 

เนือ้เยื่อพชืชนิดเดียวกนัแตกตางที่ชิน้สวน เชน ยอด ใบ ราก ก็มีฮอรโมนทีอ่ยู ภายในแตกตางกนั 

สภาพของเนือ้เยือ่ เชน เนื้อเยือ่ที่กําลังเจริญเติบโตกับเนื้อเยือ่ที่มกีารพักตัวจะมีสารควบคุมการ

เจริญเตบิโตทีแ่ตกตางกัน ซึง่สงผลตอการพัฒนาของเนือ้เยื่อพชืหลังจากนํามาเพาะเลีย้ง (พรพิมล

, 2545) 

 
   2) ปจจัยทางดานเคม ี

   2.1) สารควบคุมการเจริญเตบิโต (Plant growth regulators) 

      สารควบคุมการเจริญเติบโต (Growth regulator) เปนชือ่รวม ที่ใชเรยีกสารทั้งสารที่เกิด

จากธรรมชาตแิละสารทีส่ังเคราะหขึ้นมาทีม่ีอทิธิพลตอการเจริญและการเตบิโตของพืช ถาเปน

สารอินทรยีที่พบในธรรมชาติซ่ึงพืชสรางขึน้มาเองจะเรียกวา ฮอรโมน สารเหลานีพ้ืชจะสรางขึ้นมา

จากอวยัวะแหงหนึ่งซึ่งเปนคนละแหงกับบรเิวณที่มันทํางาน และออกฤทธิข์องฮอรโมนจะมี

ฮอรโมนในปริมาณที่นอยมากอยางไรก็ตาม ในปจจุบนัคําวาฮอรโมนมกัใชแทนสารทีส่ังเคราะห

ขึ้น มา ซ่ึงมีอทิธิพลเหมือนกับฮอรโมนที่พืชสงัเคราะหขึ้นมา (ประภสัสร, 2547)    

      สารควบคุมการเจริญเติบโตของพชืสามารถแบงออกไดเปน 5 กลุม ดวยกันคอื ออกซิน 

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

acid) และกาซเอทลิีน (Ethylene gas) ดังภาพทีแ่สดงใหเห็นถึงสตูรโครงสรางของสารควบคุมการ

เจริญเตบิโตชนดิตาง ๆ ที่นยิมใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช 

 2.1.1) ออกซิน ทําหนาที่ควบคุมการยืดตัวของเซลล การขมตาขาง (apical 

dominance) และการเกิดราก ชนดิของออกซินที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่มีทั้งชนดิที่พบในตน

พืช และชนดิที่เปนออกซนิสังเคราะห ออกซนิที่พบในพืชทัว่ไป ไดแก Indole-3-acetic acid (IAA) 

สวนออกซินสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่ ไดแก 1-naphthalene acetic acid (NAA), 

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

เนือ้เยื่อพชืในบางครั้งอาจใชออกซินผสมกันมากกวา 1 ชนิด เชน  NAA รวมกับ 2,4-D เปนตน 
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ภาพที่ 2.1 สูตรโครงสรางของสารออกซินชนิดตางๆ 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

    วัตถุประสงคของการใชออกซินก็เพือ่ชักนําใหเกิดแคลลสัและเกิดราก และชวยใหการ

เจริญของยอดเปนไปไดดี รวมทั้งเพือ่ชกันําใหเกิด Somatic embryogenesis และในการใชเพือ่ทํา

ใหเกิดยอด มักใชควบคูไปกับไซโตไคนิน เปนที่ทราบกนัดีวาในการเลี้ยงเนือ้เยือ่นัน้ อัตราสวน

ความเขมขนของออกซินและไซโตไคนินทีสู่ง จะชักนําใหเกิดราก หากอัตราสวนที่ต่ํา จะชักนําให

เกิดยอด (พรพิมล, 2545) ออกซินที่เติมในอาหารจะใชความเขมขนนอยมาก IAA ใช 0.01 - 10 

มิลลิกรัมตอลติร แตถาเปนสารสงัเคราะห (IBA, NAA และ 2,4-D) ใช 0.001 - 10 มิลลิกรัมตอ

ลิตร (ศิวพงษ, 2546) 

         2.1.2) ไซโตไคนิน เปนสารทีก่ระตุนการแบงเซลลกระตุนการแตกตาขาง และชะลอ

การแกชรา ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ มักนยิมใชสารสังเคราะหของไซโตไคนินมากกวาชนดิที่พบใน

ธรรมชาตสิารสงัเคราะหดังกลาว ไดแก สารประกอบ Purine เชน Benzylaminopurine หรือ 

Benzyladenine (BA) และ 6-furfurylaminopurine (Kinetin) สวนอกีกลุมหนึ่งเปนสาร 

Phenylureas เชน Thidiazuron สวนไซโตไคนิน ที่เปนสารธรรมชาตแิละใชกันอยู ไดแก N6 –
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isopentenyladenine (2iP) ซึ่งเปนไซโตไคนินทีอ่อกฤทธ์ิมากทีสุ่ดชนิดหนึ่ง สวน Zeatin เปนไซโต

ไคนินธรรมชาติ อีกชนิดหนึ่งที่มีราคาแพง จึงนิยมใชในงานวิจัยเทานัน้ 

 

                                   

   

ภาพที่ 2.2 สูตรโครงสรางของสารไซโตนินชนิดตางๆ 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

             วัตถุประสงคของการใชไซโตไคนินในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่ เพือ่กระตุนการแบงเซลล

กระตุนการสรางและเพิ่มจํานวนตา นอกจากนี้ไซโตไคนนิยังมผีลยบัยั้งการเกิดรากและยับยัง้การ

เกิดเอมบริโอในกระบวนการ Embryogenesis ดวย (พรพิมล, 2545) ไซโตไคนินใชเติมในอาหาร

สูงกวาออกซินมาก ความเขมขนของไซโตไคนินที่นยิมใชกันอยูในระหวาง 1-10 มิลลิกรัมตอลิตร 

(ศิวพงษ, 2546) 

        2.1.3) จิบเบอเรลลนิ เปนสารทีก่ระตุนการยืดตัวของลําตัน และกระตุนการออกดอก

ในธรรมชาตพิบมากกวา 80 ชนิด ชนิดที่ใชในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ไดแก         Gibberellic acid 

(GA3) และ GA4+7 ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่มักใชจิบเบอเรลลิน เพือ่กระตุนใหยอดออนมกีารยืดตัว

ได ในกรณีที่มีปญหายอดแคระ นอกจากนี้จบิเบอเรลลิน ยังมีผลยบัยั้งการเกิดรากในเนือ้เยือ่และ

Kinetin Zeatin 

2iP BA 
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มีการใชจิบเบอเรลลิน เพือ่กระตุนการตืน่ตัวของตาในกิ่งที่มตีาอยูในระยะฟกตัว (Bud 

dormancy) 

 

 
 

ภาพที่ 2.3 สูตรโครงสรางของสารจิบเบอเรลลิน 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

  2.1.4) กรดแอบไซสิค หรือเรียกยอๆ วา  “ ABA ”  ทําหนาที่เกีย่วของกับการปดเปด

ของปากใบ และกระตุนการพักตัวของตา และของเมล็ดในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่ ABA  ถูกนํามาใช

เพื่อสงเสริมการพัฒนาของเอ็มบริโอในขบวนการเอม็บริโอเจเนซสิ โดยมีผลตอการแกชราและการ

งอกของโซมาติคเอ็มบริโอ 

 

 
 

ภาพที่ 2.4 สูตรโครงสรางของสารแอบไซสิค 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

  2.1.5) เอธลิีน เปนสารทีอ่ยูในรูปของกาซมผีลตอการรวง และการเสือ่มของสวน

ตางๆ ของพชื เกิดการโคงงอของยอด (Apical hook) ทําใหเกิด Epinasty ที่ทําใหกานใบพชืชีล้ง

ดิน ซึ่งเกดิขึ้นเนือ่งจากดานบนมีการแบงเซลล หรอืมีการเจริญมากกวาดานลาง ในขวดที่

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ปกตแิลว มักจะมเีอธลิีนสะสมอยูซึ่งเกิดจากการปลอยมาจากเนื้อเยื่อพชื ดังนัน้ 
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จึงอาจมีการเติมสารยับยั้งการสังเคราะหเอธิลนีลงในอาหาร เชน พวกเกลอืของธาตุเงนิ 

(Silver.Ag) หรือ นิกเกลิ (Ni) เพื่อลดปริมาณเอธิลีน การเติมสารยับยัง้ดังกลาว พบวาสามารถ

ชวยในการเกิดขบวนการเอ็มบริโอเจเนซสิ ไดดขีึ้น (สมบุญ, 2544) 

 

 

 
 

ภาพที่ 2.5 สูตรโครงสรางของสารเอธิลีน 

ที่มา : สมบุญ เตชะภิญญาวัฒน. (2544) 

 

          ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ฮอรโมนทีน่ิยมใชกนัมาก ม ี 2 กลุม ไดแก ไซโตไคนินและ 

ออกซนิ ไซโตไคนนิชวยใหเกิดการแบงเซลลและเกิดยอด สวนออกซิน ชวยใหเซลลยืดตัวและเกิด

ราก ความจริงแลวสารทั้งสองกลุมนีจ้ะมีปฏิกิริยารวมกันและยังไดรับอิทธพิลจากปจจัยทาง

สภาพแวดลอมอกีดวย เชน แสงและอุณหภูมิ ไมวาจะเปนกรณีใดก็ตามสิ่งทีส่ําคัญทีสุ่ดก็คอื 

อาหารจะตองมีอตัราสวนและชนิดของฮอรโมนทีเ่หมาะสมที่สดุ สําหรบัพืชแตละชนดิที่นํามา

เพาะเลีย้ง ชิน้สวนพชืทีน่ํามาเพาะเลี้ยงอาจจะมีไซโตไคนินหรอืออกซนิอยูในเนื้อเยือ่อยูแลว

จํานวนหนึ่ง หรือเนื้อเยือ่เหลานีส้ามารถสงัเคราะหฮอรโมนขึน้มาเองก็ได ถาในชิน้สวนพชืมี

ฮอรโมนเหลานี้อยูเพยีงพอแลวก็ไมจําเปนตองเติมฮอรโมนลงไปในอาหารเพาะเลีย้ง 

    การเจริญของชิ้นสวนพชืในอาหารเพาะเลี้ยง อาจจะเจริญขึ้นมาโดยที่ไมจําเปนตองมี

ออกซนิหรือไซโตไคนนิ หรืออาจจะตองการออกซินหรือไซโตไคนินอยางใดอยางหนึ่ง หรอือาจจะ

ตองการทั้งออกซนิและไซโตไคนินก็ได (ศิวพงษ, 2546) 

        2.2. ธาตุอาหาร (Nutrients) นอกจากธาตุที่เปนสวนประกอบทั่วๆไปของสตูรอาหารแลว 

พบวา อาหารเสริมจําพวกกรดอะมิโน เชน กลูตามนี แอสปาราจนี อารจนิิน พูรนี และไพริมิดีน 

เคซนีไฮโดรไลเซท สารสกัดจากมอลล สารสกัดจากยีสตและน้ํามะพราวมสีวนสําคัญในการ

กระตุนใหเกิดแคลลสั 

 องคประกอบหลักของสูตรอาหารตางๆมดีังนี ้

  1) เกลอือนินทรีย (Inorganic) ประกอบดวย  

   1.1) ธาตุอาหารหลัก (Macro elements) คือ แรธาตทุีพ่ืชตองการเปนปริมาณ

มาก เชน ไนโตเจน (N) ฟอสฟอรสั (P) โปแตสเซียม (K) แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) 
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และซลัเฟอร (S) ซึ่งอยูในรูปของกรดหรือเกลอื เชน แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) โปแตตสเซยีม

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

   1.2) ธาตุอาหารรอง (Micro elements) คือ แรธาตุทีพ่ืชตองการเปนปริมาณนอย 

เชน เหลก็ (Fe) แมงกานสี (Mn) สังกะสี (Zn) โบรอน (B) ทองแดง (Cu) โมลิบดนิั่ม (Mo) และโค

บอลท (Co) ซึ่งอยูในรูปของกรดหรือเกลอื เชน กรดบอริค (HBO3) (บุญยืน, 2544)                                                                                           

  2) วิตามิน มีหนาที่กระตุนการทํางานของ Enzyme systems และตองการเพียง

เล็กนอย (กัณยารัตน, 2545) 

      3) สารอินทรยี (Organic compounds) เปนแหลงคารบอน ซึ่งเปนแหลงพลังงาน    

(Energy source) ใหกบัเนื้อเยือ่พชื เพือ่ใชในกระบวนการสังเคราะหแสง แหลงคารบอนทีน่ิยมใช 

คือ น้ําตาล โดยน้ําตาล Sucrose จะเปลี่ยนรปูไปเปน Glucose และ Fructose เมือ่นึ่งฆาเชือ้

อัตราการเจริญเติบโตของตนพชืจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณน้ําตาลทีเ่พิ่มขึน้ แตเมื่อเลยจุดทีเ่หมาะสม

ไปการเจริญเตบิโตของตนพชืจะลดลง (สมพร, 2549) 

  4) สารที่ไมออกฤทธิ์ เชน วุนทําหนาทีใ่หตนพชืพยุงตัวอยูได และผงถานจะชวยดูด

ซับสารพิษทีพ่ืชสรางขึ้นและขบัออกมาในอาหารที่เปนพิษตอพชื 

   4.1) วุน เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรค (Polysaccharide) ที่ไดจากหญาทะเล

และสาหรายทะเล การใสวุนลงในอาหารจะตองใสในปริมาณที่เหมาะสม ถาใสมากเกินไปกจ็ะทํา

ใหอาหารแข็งจะพชืสัมผสักบัอาหารไดนอย และการดดูซับสารอาหารก็นอยดวย ทําใหพืช

เจริญเตบิโตชา และถาใสนอยเกินไปก็จะทําใหไมสามารถพยุงตนพืชทีต่ั้งตรงได (สมพร, 2549) 

  5) ระดับ pH ของอาหารในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่พืช 

       ความเปนกรดเปนดางของอาหาร เรียกวา pH เปนตัวที่บอกวาไอออนของไฮโดรเจนอยู

ในสารละลายมากนอยเพยีงใด พืชชนิดตางๆ จะตองการ pH ที่เหมาะสมทีสุ่ดในการเจริญเติบโต

แตกตางกัน สารละลายทีเ่ปนกลางจะมี pH = 7.0 ถาเปนดาง pH จะสูงกวา 7.0 และถาเปนกรด

คา pH จะต่ํากวา 7.0 สารละลายที่มี pH 5 ก็จะมีไฮโดรเจนไอออน (H+) สูงกวาที่ pH 7 สิบเทา ใน

ทํานองเดยีวกันในสารละลายที่มี pH 5 ก็จะมีไฮโดรเจนไอออนเปน 10 เทา ของ pH 6 แต ในทาง

ตรงกันขาม pH (OH-) ในสารละลายเปน 10 ของ pH 7  

      pH ของอาหารเปลี่ยนแปลงไปเมือ่นําอาหารไปนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึ่งฆาเชือ้ความดันไอ

ถากอนนึ่งอาหารมี pH 5.0-7.0 ภายหลังจากนึง่แลว pH ของอาหารจะลดลง ประมาณ 0.3-0.5 

หนวย 

      ในงานวจิัยทางเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช อาจจะมกีารใชสารบัฟเฟอรเพือ่ควบคุม pH ของ

อาหารบัฟเฟอรที่ใชไดแก ฟอสเฟสบัฟเฟอร (Na2HPO4+KH2PO4), MEs [2-(N-morpholino) 
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Ethane sulphonic acid] และ [Tris (hydroxymethyl, methylamine)] บัฟเฟอร อาจจะทําใหสาร

บางอยางในอาหารเปลี่ยนแปลงไป เชน ทําใหน้ําตาลซูโคสกับฟรุกโทส หรอืทําใหกลูโคส

เปลี่ยนเปนฟลุกโทส เปนตน  

      ถา pH ของอาหารเปลีย่นแปลงไปมากอยางเห็นไดชดั จะแสดงออกคอื อาหารแข็งจะ

กลายเปนอาหารเหลวจําเปนตองเปลี่ยนอาหารใหม ถาในการเตรยีมอาหาร pH ของอาหารสูง 

หรือต่ําเกินไป จะปรับ pH ได โดยใช NaOH หรือ HCl ในความเขมขน 0.1-1.0 โมลาร (M) 

      pH ของอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ทีเ่หมาะสม สวนใหญจะอยูในชวง 5.0-6.0 เมื่อเตรียม

อาหาร โดยเติมสารละลายเกลือแร ทั้งหลายครบถวนแลว แต pH ของสารละลายยังไมอยูในชวงที่

ตองการจะตองมีการปรบั pH 

 

 3) ปจจัยทางดานสภาพแวดลอมที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

  3.1) อุณหภูม ิ ทีใ่ชเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื นอกจากจะมีความสําคัญตอกระบวนการ

ทางชีวเคมขีองเนือ้เยือ่แลว ยังมอีิทธิพลตอการเจริญและพัฒนาของเนือ้เยือ่ การสรางอวัยวะ 

ตลอดจนการเจริญของตนพชืหลังยายปลกูนอกขวดแกว ในการควบคุมอุณหภูมเิพือ่ใหไดตาม

วัตถุประสงคของการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ มกัใชควบคุมอณุหภูมิที่มแีสง สวนในหองเพาะเลี้ยง

เนือ้เยื่อทั่วๆ ไปที่มีการติดตั้งเครือ่งปรับอากาศ เพื่อชวยควบคุมอุณหภูมิใหอยูในชวง 25-28  C 

และเปนอุณหภูมิคงทีท่ั้งตอนกลางวันและกลางคนื (พรพมิล, 2545) 

         3.2) แสง มีการศึกษาเรื่องคุณสมบัตขิองแสงตอการเจริญเติบโตและพัฒนาของ

เนือ้เยื่อพชื ทั้งในดานปริมาณความเขมแสงและปริมาณแสงที่ไดรับ จํานวนชั่วโมงของแสงที่ไดรับ

ตอวัน สําหรับความเขมของแสงจะมอีิทธิพลตอการสังเคราะหแสงของพืช โดยสวนใหญพืชที่

นํามาเพาะเลีย้งในขวดแกวจะมีความเขมแสงต่ําและน้ําตาลซูโครสที่ใชในการสังเคราะหแสง ยัง

เกิดนอยกวาพืชที่ปลูกอยูในดิน จากการศกึษาของ Kozai และคณะ 1987 ไดทําการทดลอง

เกี่ยวกบัวิธีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่โดยเพิ่มความเขมของแสง เพิ่มคารบอนไดออกไซค และไมใส

น้ําตาลในอาหาร พบวาสามารถที่จะเพิ่มประสทิธิภาพและการสังเคราะหแสงได นอกจากนี้ความ

เขมของแสงยังมผีลตอการเกิดยอดและราก การเกดิและการเจริญของยอดนัน้จะเปนไปไดดใีนที่ที่

มีแสงเพียงพอ สวนการเกิดรากและการเจริญของรากจะตองการปริมาณแสงนอยกวายอด นิยมใช

ที่ 12-16 ชั่วโมงตอวัน (พรพิมล, 2545) ความเขมแสง (light intensity) ชวงแสง (photoperiod) 

และคุณภาพของแสง (light quality)  

    3.2.1) ความเขมแสง (light intensity) มีรายงานความเขมแสงทีม่ผีลตอการ

เจริญเตบิโตของพชืในสภาพการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่มากกวาทางดานชวงแสง ถาหากพชืในสภาพ
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การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ไดรับความเขมแสงสูงเทาในแปลงปลูกพชือาจเปนอนัตรายได เนือ่งจากทํา

ใหพชืไดรับอุณหภูมสิูงไปดวย ควรเลี้ยงภายใตสภาพแสงประมาณ 1000-4,000 ลักซ  สวนใน

ระยะที่ตองการใหตนพืชเจริญเตรยีมออกรากตองการความเขมแสง คือ 3,000 ลักซ โดยใหแสง 16 

ชั่วโมงตอวนัการใหแสงที่มีความเขมในระดับนี้ มีเปอรเซ็นตการรอดตายสูงเมือ่ยายปลูก 

      3.2.2) ระยะเวลาในการใหแสง (light duration) โดยทั่วไปมักเพาะเลีย้ง

เนือ้เยื่อใหไดรับแสง 12 - 16 ชั่วโมง โดยหลักการแลวชวงแสงทีเ่หมาะสมควรเปนชวงแสงที่พืชนั้น

เจริญอยูในธรรมชาติ ชวงแสงมีอทิธิพลตอการพัฒนาของเนือ้เยื่อ ในการเจริญเปนราก และยอด

ของเนื้อเยือ่พชื ชวงแสงที่เหมาะสมคือ 16 ชั่วโมงตอวัน โดยใชความเขมแสง 3000 ลักซ อยางไรก็

ตามระยะเวลาในการใหแสงกับความเขมของแสงจะมีความสัมพนัธกนั เชน ถาใหแสงที่มีความ

เขมสูง อาจจะใชระยะเวลาในการใหแสงนอยลง เปนตน 

        3.2.3) คุณภาพของแสง (light quality) จากการทดลองพบวาแสงสแีดง ( red 

light) และแสงสีน้ําเงิน ( blue light) เปนตัวกระตุนใหเกดิยอดของพชืหลายชนิด เนื้อเยือ่ที่ไดรับ 

Red light จะเกิดยอดปริมาณมาก 

   - เนือ้เยือ่ที่ไดรับ F- Red light จะเกิดยอดนอย 

   - เนือ้เยือ่ที่ไดรับ Red……. F- Red light จะเกิดยอดนอย 

   - เนือ้เยือ่ที่ไดรับ F- Red light ……. Red light จะเกิดยอดมาก 

      จากผลดังกลาวจึงไดมสีมมุตฐิานวา การเกิดลกัษณะรปูราง ถูกควบคุมดวยระบบ 

phytochrome  จึงนิยมใชหลอดฟลอูอเรสเซนต (fluorescent lamp) ซึ่งเหมาะที่จะใชในการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ เนื่องจากหลอดไฟที่ใชแสงทีใ่หแสงอัตราไวโอเลต จะยบัยั้งการสรางยอด การใช

แสงสแีดงจะดกีวาสนี้ําเงนิ ในการกระตุนการเจริญเติบโตของพืช แสงสแีดง (660 nm.) ยังทําให

เกิดการสรางราก มีรายงานวาแสงสแีดงและอนิฟราเรดจะกระตุนการเกิดยอด การสรางตายอด

ตองการทั้งแสงสแีดงและสนี้ําเงนิ โดยถาไดรับแสงสแีดง 11 ชั่วโมง ตามดวยสีน้ําเงิน 6 ชั่วโมง ทุก

วันจะทําใหเกิดตายอดจํานวนสูงสุด แตถาใหแสงชนิดเดียวจะไมชวยในการสรางยอด จาก

ตัวอยางไดแสดงใหเหน็วาการเปลีย่นแปลงของเนือ้เยื่อเปนอวัยวะสวน ตางๆ ของพชื ตองการ

คุณภาพแสง ความเขมแสงและชวงแสงทีเ่หมาะสม (พรพมิล, 2545) 

        3.3) ความชื้น (humidity) 

      เนือ่งจากความชืน้ในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่คอนขางสูง ถาความชื้นในหองเพาะเลีย้งต่ํา

ก็จะเกิดการสูญเสยีน้ําภายในขวดสงผลทําใหอาหารแหงเร็ว แตถาความชื้นในหองเพาะเลีย้งสูง

เกินไปก็จะเอือ้อํานวยใหเชือ้จลุินทรยีเจริญไดดี เกิดการปนเปอนของเชื้อจลุินทรียไดงาย และใน

บางครั้งถาความชืน้ภายในขวดเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อสงูมาก จะทําใหพืชเกิดอาการบวมน้ํา โดย
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อากาศในหองเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ควรจะมีความชืน้อยูรอยละ 70 ซึ่งเปนความชื้นที่เหมาะสมตอการ

เจริญเตบิโตของพชื (พรพิมล, 2545) 

 

   2.2.5) การฟอกฆาเชื้อเนื้อเยื่อพืช 

    พ้ืนผิวของเนือ้เยือ่พชืปกตแิลวจะมจีลุินทรียมากมายที่ตองทําการกําจัดกอนนําลงเลี้ยงใน

ขวดหรอืภาชนะเลีย้งเนื้อเยือ่ การฟอกฆาเชือ้เพือ่กําจัดจลุนิทรียทําไดโดยการสารเคมีซึ่งมอียู

หลายชนิด โดยแตละชนิดจะมีประสทิธิภาพแตกตางกันไป 

    สารฟอกฆาเชือ้ทีน่ิยมใชกนัมากทีส่ดุ ไดแก แคลเซียมไฮโปคลอไรท และโซเดียมไฮโปคลอ

ไรท (คลอรอกซ) รองลงมาคือเอทานอล ในการฆาเชือ้ ควรพิจารณาเลือกความเขมขนของสาร

และระยะเวลาการฟอกที่เหมาะสม เพือ่ใหมีประสิทธิภาพในการฟอกเชือ้ไดเปนอยางดีโดยไม

ทําลายเนือ้เยือ่พืช สําหรับเนือ้เยื่อพชืทีท่ําใหปลอดเชือ้ไดยาก อาจตองทําการฟอกซ้ําอีกหลงัจาก

การฟอกครั้งแรก 1 - 2 วัน และตัดเล็มเนือ้เยื่อชัน้นอก ทิ้งไปกอนยายลงเลี้ยงในอาหารขวดใหม ใน

เมล็ดพืชบางชนิดหรอืเนือ้เยื่อพชืที่มกีารปนเปอนมาก อาจตองแชในน้ําไหล (Running water) 

เปนเวลาหนึ่งชั่วโมงกอนแลวจึงนําไปฟอกฆาเชือ้ วิธีการนีจ้ะชวยลดการปนเปอนไดมาก สารฟอก

ฆาเชือ้โดยปกตจิะตองใชรวมกบัสารจับใบ เพื่อชวยใหมกีารแทรกซึมของสารฆาเชือ้ไดดขีึน้ สาร

จับใบที่นยิมใชไดแก Tween - 80, Tween - 20 และ Triton - x เปนตน นอกจากนี้กอนฟอกฆาเชือ้

อาจจุมเนื้อเยือ่ลงในเอทานอล 70% เปนเวลา 30 - 60 วินาที เพือ่ชวยในการขจัดสารเคลือบใบพืช 

จะทําใหสารฟอกฆาเชื้อทํางานไดดขีึ้น 

    การฟอกฆาเชือ้โดยสารโซเดยีมไฮโปคลอไรท เริ่มตนดวยการลางชิ้นสวนเนือ้เยื่อพืชดวย

น้ํายาและน้ําประปาใหสะอาด แลวจึงนํามาแชในน้ํายาที่มสีารฟอกฆาเชือ้ตามเวลาที่กําหนด 

จากนัน้ใหลางในน้ํากลั่นทีผ่านการนึ่งฆาเชือ้แลว 3 - 5 ครั้ง นําไปผึ่งในจานแกวปลอดเชือ้ทีมี

กระดาษกรองรอง เพือ่รอการผาตัด และยายลงขวดเลี้ยงเนื้อเยือ่ตอไป 

    สวนการฟอกฆาเชื้อโดยเอทานอลนั้นใชความเขมขนในชวง 70 - 95% ระยะเวลาไมเกิน 10 

วินาที วิธีการฟอกฆาเชือ้นีท้ําไดโดยวิธีตางๆ กันคอื  

    1) ฉดีพนเอทานอลลงบนชิน้สวนของพืช เชน ในชอดอกออนของขาวหรือขาวโพด ที่ยงัมี

ใบธงหุมอยู แลวปลอยใหเอทานอล ระเหยจนหมดไปในตูลามินารแอรโฟล จากนั้นจงึผาตัดนําเอา

อับละอองเกสรออกมาเลี้ยง  

    2) ฉีดพนเอทานอลลงบนชิ้นสวนของพืชแลวลนไฟ เชน ฝกกลวยไม และเมลด็พืชที่มี

เปลอืกแข็ง ซึ่งจะทําการผาตัดเอาเมล็ดหรอืเอมบริโอออกมาเลี้ยง   
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    3) แชในเอทานอลตามดวยการฟอกฆาเชือ้ในสารละลายคลอรอกซ เชน เมลด็พืชตระกูล

ถั่ว  หรือเมล็ดนอยหนา ซึง่เปนเมลด็ที่มเีปลอืกแข็งมาก กอนนําเมล็ดไปเพาะเลีย้ง 

    เนื้อเยือ่ที่มาจากสวนตางๆของพชื โดยทั่วไปแลวมีความทนตอการฟอกฆาเชือ้มากทําให

ตาย กลาวคอืเนือ้เยือ่ที่ยังออน ซึ่งมีลักษณะบอบบางจะมคีวามไว (Sensitive) ตอการฟอกฆาเชือ้

มากทําใหตายไดงาย ในขณะทีเ่นือ้เยื่อทีอ่ยูติดดินหรอือยูในดินจะมกีารปนเปอนสูงทําใหการฟอก

ฆาเชือ้ทําไดยากทีส่ดุ ดังนั้นวิธกีารฟอกฆาเชือ้จงึมีความแตกตางกนัไปขึน้อยูกับชนดิและแหลง

ของเนื้อเยือ่พชืทีจ่ะนํามาเพาะเลีย้ง (พรพิมล, 2545)  

 

2.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

  กูคํา วิไลเฮอืง  และ วิไลลกัษณ  ชินะจิตร (2551) ไดศึกษาการขยายพันธุวานนางคํา ใน

สภาพปลอดเชือ้ ของวานนางคําซึ่งเปนพืชสมนุไพรที่มคีวามสําคัญทางเศรษฐกิจพืชหนึ่ง ที่

ตองการตนพันธุจํานวนมาก สามารถนํามาขยายพันธุ ในสภาพปลอดเชือ้เพือ่เพิ่มปริมาณหนอ

แขนงได  โดยไดทําการศึกษาผลของชนดิ และ ความเขมขนของ Cytokinins 3 ชนิดคือ BA, 

Kinetin และ TDZ ความเขมขน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 มก./ล. ที่มีตอการเพิ่มปริมาณวาน

นางคํา พบวา TDZ 2.5 และ 2.0 มก./ล. จะกระตุนใหเนือ้เยื่อสวนตนมีการเจริญสรางยอดแขนงได

สูงสุดคือ 10.4 และ 10.3 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ เมื่อไดตนออนแลวนํามายายปลูกในวสัดุ

ปลกู 2 ชนิดคือ ทรายผสมขุยมะพราว และ พีทมอสผสมกับเวอรมิคูไลท นําไปไวในสภาพตางกัน

คือ ไวในถุงพลาสติกใสปดสนิท หรอื ไวในสภาพพนหมอก พบวา วัสดุปลูกมีปฏสิัมพนัธกับสภาพ

การปลกูตอความสูงของตนและความกวางของใบแตกตางกันทางสถิตอิยางมีนยัสําคัญยิ่ง 

    ฐิติพร ผลธรรมพิทกัษ และพรทพิย วงศแกว (2537) ในการทดสอบสภาพทีส่ามารถ

กระตุนใหตนออนอินทผลัมในขวดเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่มีการสรางดอก และแสดงลักษณะของเพศ

ออกมาในระหวางการเพาะเลีย้ง ไดทําการทดลองตัดชิน้สวนเนือ้เยือ่จากตนกลาอินทผลัมทีเ่พาะ

จากเมลด็ในสภาพปลอดเชื้อ โดยตัดชิ้นสวนที่งอกออกมาจากเมลด็นับตัง้แตวันทีเ่ริ่มงอกใน

ชวงเวลาตางๆ ตั้งแต 1, 2, 3, 4, 5 และ 6  สัปดาห แลวนําไปเลี้ยงในอาหารดัดแปลง MS ที่มี

อัตราสวนผสมของฮอรโมน IAA และ BAP หรือ NAA และ BAP ในระดับตางๆ และบมชิน้สวน

เนือ้เยื่อเพาะเลีย้งในหองปฏิบตัิการที่ควบคุมอุณหภูมแิละแสงสวางได เพื่อศึกษาอทิธิพลของ

สภาพแวดลอมรวมดวย พบวาสามารถกระตุนใหชิ้นสวนเนือ้เยือ่จากตนกลาอินทผลัมอายุ 3-4 

สัปดาห หลังงอกจากเมล็ด มีการสรางตนใหมและออกดอกได โดยพบทั้งตนทีอ่อกดอกเปนดอก

ตัวผูและตนทีอ่อกดอกเปนดอกตัวเมยี ในสัดสวนเทาๆ กัน หลังจากการเพาะเลี้ยงประมาณ 6 

เดือนในอาหาร MS ที่มีสวนผสมของ glucose 50 g/l รวมกับฮอรโมน IAA 1 มก./ล. และ BAP 1 
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มก./ล. อุณหภูมิ 28 °C ความเขมแสงประมาณ 3000 lux ชวงแสง 16 ชั่วโมงตอวัน แมวาอัตรา

การสรางดอกที่พบตอจํานวนชิ้นสวนเนือ้เยือ่เพาะเลี้ยงที่ทดสอบอยูในระดบัเพยีง 15% แตกแ็สดง

ใหเห็นถึงความเปนไปไดสําหรับการกระตุนใหอินทผลัมออกดอกแสดงเพศในระหวางการ

เพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

       ณฐกร ประดิษฐสรรพ และ กาญจนรี พงษฉวี (2548) ไดศึกษาการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่

ชบาน้ํา (Aponogeton madagascariensis (Mirble) Van Bruggen, 1968) โดยนําชอดอกมา

ฟอกฆาเชื้อแลวนําไปเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ จนกระทั่งไดตนออนปลอดเชือ้ หลังจากนัน้นํามาทําการ

ทดลองเลี้ยง โดยการตดัแยกชิ้นสวนยอดนําลงเลี้ยงในอาหารสังเคราะหสตูร MS ที่มีสารควบคุม

การเจริญเตบิโตตางกนั ที่มี 2 ปจจัย ไดแก BA ระดับความเขมขนตางกัน 4 ระดับ คือ 0, 1, 2 และ 

4 มก./ล. และ NAA ระดับความเขมขนตางกัน 4 ระดับ คอื 0, 0.5, 1 และ 2 มก./ล. นําไปเลี้ยงใน

หองเลี้ยงเนือ้เยือ่ อุณหภูมิ 25 °C ความเขมแสง 2,800 ลักซ ชวงเวลาใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปน

เวลา 6 สัปดาห จากนั้นนําตนออนที่ไดจากการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ ออกปลูกทดสอบในบอชําน้ํา 

เปนเวลา 3 เดอืน ผลการทดลองพบวาสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้ง 2 ชนิด คอื BA และ NAA มี

อิทธิพลตอการเพิ่มปริมาณตนออนและหัวยอยของชบาน้ํา โดยการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนยอดปลอด

เชือ้ของชบาน้ํา ในอาหารเหลวสูตร MS ที่ประกอบดวย BA ระดับความเขมขน 2 มก./ล. รวมกับ 

NAA ระดับความเขมขน 0.5 มก./ล. เปนอตัราความเขมขนนอยทีสุ่ดทีส่ามารถชกันําใหเกิดตน

ออนและหัวยอยไดมากทีสุ่ด โดยมจีํานวนตนออนทีเ่กิดขึน้เฉลี่ย 7.00 ± 0.94 ตนตอชิ้น และมี

จํานวนหัวยอย ที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 4.70 ± 0.67 หัวตอชิ้น ภายในระยะเวลา 6 สัปดาห ตนออนชบาน้ํา

ที่ไดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่อายุ 6 สัปดาห มีน้ําหนักเฉลี่ย 0.74 ± 0.159 กรัมตอตน เมือ่นํา

ออกปลูกทดสอบในบอชําน้ํา พบวาสามารถเจริญเติบโตไดดีในสภาพแวดลอมภายนอก โดยเมือ่

เลี้ยงเปนเวลา 3 เดือน มีน้ําหนักเฉลี่ย 5.54 ± 0.984 กรัมตอตน ความยาวใบเฉลี่ย 15.89 ± 1.84 

ซม.   จํานวนใบเฉลีย่ 8.80 ± 1.31 ใบตอตน และมีอัตรารอด 86% 

    นฤมล มงคลชัยภักดิ์ และคณะ (2549) ไดทําการเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่ของกระชายดํา ซึ่งมี

ชื่อทางวิทยาศาสตรวา Kaempferia parviflora Wall. ex Baker โดยเตรยีมจากเหงาที่ฟอกฆาเชื้อ

แลว ตัดตาที่งอกมาเพาะเลีย้งในสูตรอาหาร Murashighe and Skoog (MS) medium ที่

ปราศจากฮอรโมนจนเกดิยอดออน นํายอดออนมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ที่มีฮอรโมน 

Benzylaminopurine (BAP) อยางเดยีว ขนาดความเขมขน 0, 1, 3, 5, 7, 9 มก./ล. หรือรวมกบั 

Naphthalene acetic acid (NAA) 0, 0.1 และ 1 มก./ล. เพื่อใหเกิดยอดออนหลายยอด พบวา

สูตรอาหาร MS ที่มีฮอรโมน BAP 7 มก./ล. ทําใหเกิดยอดออนหลายยอดไดดีทีสุ่ด เฉลี่ยจํานวน

ยอดออน 4.2 ยอด เมือ่เพาะเลีย้งเปนเวลา 1 เดอืน และเปน 4.5 ยอดเมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 
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เดือน เมือ่เพาะเลีย้งยอดออนในสูตรอาหารเหลว MS ที่มฮีอรโมน BAP 3 มก./ล. ทําใหเกิดยอด

ออนหลายยอดได แตเนือ้เยือ่จะเขียวซดีเมือ่เพาะเลีย้งยอดออนในสูตรอาหารแข็ง MS ที่มีฮอรโมน 

BAP รวมกับ 2,4 Dichloropyenoxy acetic acid (2, 4D) จะเกิดแคลลสั (Callus) ที่ไมคอย

พัฒนาเปนยอดออน ยอดออนพัฒนาเปนตนออนและสามารถเกิดรากไดดเีมือ่ใชสูตรอาหารแข็ง 

MS ที่มีฮอรโมน NAA 1 มก./ล. เมื่อนําตนออนออกปลูกบนดินในเรือนเพาะชําจะมีเปอรเซ็นตรอด

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

ปญจรัตน จินตนา และพนิดา รุงรัตนกุล (2545) การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพนัธุไม 

Eucalyptus urophylla โดยใชสวนตาขางทีแ่ตกจากกิ่งเปนชิ้นสวนทดลอง (explant) ผลการฟอก

ฆาเชือ้บรเิวณผิวของชิ้นสวนพบวา การใชนํ้ายาไฮเตอร (6% Sodium hypochlorite) ที่ระดับ

ความเขมขน 5% ผสม Ampicyn 0.02 % Citric acid 0.02 % และนํ้ายาซันไลต 2–3 หยด เปน

เวลา 15 นาท ี (ทําซํ้า 2 ครั้ง) มีประสทิธิภาพในการฟอกฆาเชือ้ประมาณ 90% การชกันําชิน้สวน

ใหเกิดยอดในอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่มีนํ้าตาลเพียง 2% และใช

สวนผสมของฮอรโมน BAP ที่ระดับความเขมขน 1 μM IBA ที่ระดับความเขมขน 0.4 μM และ 

GA3 ที่ระดับความเขมขน 0.6 μM ภายใตสภาวะแวดลอมควบคุมทีอุ่ณหภูม ิ 25±2°C ความเขม

แสงประมาณ 2,500 ลักซ (lux) และระยะเวลาการใหแสงสวางนาน 12 ชั่วโมง/วัน ปรากฏวา

สามารถชักนํ าชิ้นสวนใหเกิดยอดไดดทีีสุ่ดไดจํานวนประมาณ 3-4 ยอด ภายในระยะเวลา 3-4 

สัปดาห สําหรับการทดลองชกันํารากจากยอดที่ได ใชอาหาร MS ที่มีนํ้าตาลเพียง 2% ที่ผสมผง

ถาน (activated charcoal) 0.2 กรัมตอลิตร ภายในระยะเวลาประมาณ 4-5 สัปดาห พบวา

สามารถชักนําใหเกิดรากไดดเีชนกนั 

         ประนอม เดชวิศิษฏสกลุ และนฤมล มงคลชัยภักดิ ์ (2534) ไดนําสวนของปลายยอด 

(shoot meristem) ของตนชาสตลู มาฟอกทีผ่ิวใหปราศจากเชือ้และเพาะเลีย้งอยางปราศจากเชือ้

ในสูตรอาหาร MS ดัดแปลงทีม่ีฮอรโมน Benzylaminopurine (BAP) 0.1, 1, 4 มก./ล. อยางเดียว 

หรือ 3-Indole acetic acid (IAA) 0.05, 1 มก./ล. รวมกับ BAP 0.1 .5, 1, 4 มก./ล. และฮอรโมน 

Kinetin (KN) 1 มก./ล. อยางเดียว หรอื IAA 0.1, มก./ล. รวมกับ KN 1, 4 มก./ล. เพื่อดผูลของ

ฮอรโมน ไซโตไคนิน (cytokinin) จําพวก BAP และ KN ในการทําใหเกิดยอดออนหลายยอด 

(mulitiple shoots) สําหรบัฮอรโมนที่ทําใหเกิดราก เปรยีบเทียบระหวาง IAA 1, 4 มก./ล., 1-

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

การทดลองฮอรโมน BAP 0.1 มก./ล. และ KN 1 มก./ล. เปนฮอรโมนทีเ่หมาะสมในการทําใหเกิด

ยอดออนหลายยอด ฮอรโมน IAA 1 มก./ล. เหมาะสมในการทําใหเกิดราก 
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               พรทิพย ธนูทอง และคณะ (2529) ไดทําการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อจากสวนตาง ๆ ของตน

มะเขือเทศพันธุสีดา และพันธุ P 502 ซึ่งเปนพันธุนิยมปลกูเปนการคาในประเทศไทย เนือ้เยือ่

บริเวณที่นํามาทดสอบความสามารถในการพัฒนาการตามขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่เซลลตน

พืช ไดแก เนือ้เยื่อสวนใบ กิ่งออน epicoty1 และ hypocoty1 การตอบสนองของตนมะเขอืเทศทัง้

สองพันธุในการนํามาเพาะเลี้ยงคลายคลึงกัน โดยชิ้นสวนเนือ้เยื่อที่มีการเจริญเปนแคลลสัไดดี คอื 

เนือ้เยื่อจากใบ กิ่งออน สวนเนือ้เยือ่จาก epicoty1 และ hypocoty1 เจริญเปนแคลสัไดคอนขางชา 

อาหารทีเ่หมาะสมในการกระตุนใหเกิดแคลลสัสําหรับเนือ้เยือ่สวนตาง ๆ ดังกลาว คือ อาหาร MS 

ดัดแปลงที่มีระดบัฮอรโมนเปน NAA 0.05 มก./ล. และ BAP 0.5 มก./ล. อาหารที่กระตุนใหแคลลัส

เจริญเปนตนออน คอื อาหาร MS ที่ประกอบดวย NAA 0.05 มก./ล. และ BAP 5.0 มก./ล. หรือ 

NAA 0.1 มก./ล. และ 2iP 5.0 มก./ล. ซึ่งในสูตรแรกสามารถกระตุนใหสรางตนออนไดจํานวนมาก 

แตมักไมเกิดราก สวนตนออนที่ไดจากการเลี้ยงในสูตรหลังมักจะแข็งแรงกวาและเกิดรากที่

สมบูรณ กรณีทีล่ําตนที่ไดยังไมเกิดรากหรือมีรากนอย สามารถกระตุนใหเกิดรากใหสมบูรณยิ่งขึน้ 

โดยยายลงในอาหาร MS ที่มี NAA 0.001 มก./ล. และ BAP 0.0005 มก./ล. หรือยายอกีครั้งใน

อาหาร MS ปราศจากฮอรโมน เนือ้เยื่อจาก ใบ กิ่งออน และ epicoty1 สามารถพัฒนาเปนแคลลัส 

และเกิดเปนตนทีเ่ปนกอนแคลลสัลกัษณะแข็งสคีอนขางขาวปนน้ําตาล และมีรากจํานวนมากใน

อาหารเกือบทุกสตูร สามารถกระตุนใหสราง shoot bud ไดนอยมาก และมีการเจริญชา 

      ราตรี พระนคร และ ปริญดา แข็งขัน (2548) การไดศึกษาผลของ Benzyladenene (BA) 

ตอการเพาะเลีย้งชิน้สวนปลายยอดกรุงเขมา (Cissampelos pareira Linn.) ในสภาพปลอดเชือ้ 

โดยวางแผนการทดลองแบบ Randomized Block Design (RBD) ปจจัยที่ศึกษาคอื ระดับความ

เขมขนของ BA ซึ่งมี 5 ระดับไดแก 0 1 3 6 และ 9 มก./ล. หลังจากเพาะเลีย้งปลายยอดกรุงเขมา

บนอาหารที่เติม BA แตกตางกนัเปนเวลา 5 เดือนพบวาปลายยอดกรุงเขมามีเปอรเซน็ตการรอด

ชีวิต และ การสรางยอดทีแ่ตกตางกนั (P<0.01) คือเมือ่เตมิ BA 1 มก./ล. ในอาหารที่เพาะเลี้ยง มี

ผลทําใหปลายยอดกรุงเขมามีเปอรเซน็ต การรอดชีวิตและการสรางยอดสงูทีสุ่ด เทากับ 90.63 % 

และ 26.34 ยอดตอชิน้สวน 

      Charantharayil et al., (1994) ไดศึกษาเรื่องการเพิ่มจํานวนของตนองักาบสีปนูใน

สภาพปลอดเชือ้ โดยใชชิ้นสวนตาขางมาเพาะเลี้ยงเพือ่ชักนําใหเกิดปลายยอด ผลการศึกษา

พบวา การฟอกฆาเชื้อโดยนําชิ้นสวนพชืมาลางใน 1% Lanolene detergent นาน 6-8 นาที แลว

ลางผานน้ําไหล 15 นาที แลวฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวดวย 0.1% HgCl2 นาน 15 นาที แลวลางดวย

น้ํากลั่นทีฆ่าเชือ้แลว 6 - 8 ครั้ง เลีย้งในอาหารสตูร Schenk & Hildebrand (SH) ที่เติมฮอรโมน 
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BAP 3 มก./ล. รวมกับ 2ip 0.5 มก./ล. และ IAA 1.0 มก./ล. และเพาะเลี้ยงในสภาพที่มอีุณหภูมิ 

25 ± 2 °C ใหแสงวันละ 16 ชั่วโมง อยางสม่ําเสมอ สามารถชักนําใหเกิดยอดไดเร็ว 

      Girila et al., (1999) ไดศึกษาเรื่องการเพิ่มจํานวนยอด จากตาขางและตายอดของตน

อังกาบสปีูน โดยเลีย้งในอาหารสตูร MS ที่เตมิ BAP และ Kinetin เพียงอยางใดอยางหนึ่งพบวา 

อาหารสูตร MS ทีเ่ติม BAP 1 มก./ล. สามารถชักนาํใหเกิดยอดไดมากทีสุ่ด จากนัน้ทําการ 

subculture ลงเลีย้งในอาหารสูตรเดิม จะทําใหตาขางเกดิยอดไดมากถึง 45 - 49 ยอด/ชิ้นสวน 

และตายอดเกิดยอด 40 - 43 ยอด/ชิ้นสวน จากนั้นจึงทําการ subculture ในอาหารสูตรเดิมอกีครั้ง

เพื่อใหยอดยืดยาว และชักนําใหเกิดรากโดยเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่ IBA 1 มก./ล. แลวยายลง

ปลกูดิน 

      Mangkita et al., (2007) ไดศึกษาเรื่องการเพิ่มจํานวนของตนบัควีค (Fagophyrum 

tataricum Gaerth.) โดยการเพาะเลีย้งยอดทีเ่กิดจากเมลด็ที่มีอายุได 3 สัปดาห ทําการเพาะเลีย้ง

ในอาหารสูตร Murashige & Skoog 1962 (MS) ที่เติม BAP 20 μM น้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอ

ลิตร และเจลแลนกัม 1 กรัมตอลิตร เลีย้งในสภาพที่มอีณุหภูมิ 20 ± 2 °C ใหแสงไฟจากหลอด 

Cool white fluorescent วันละ 16 ชั่วโมง อยางสม่ําเสมอ สามารถชักนําใหเกิดปลายยอดไดดี

ที่สดุ โดยภายในเวลา 6 สัปดาห สามารถชกันํายอดได 25 ยอด และชักนําใหเกิดรากโดยเลี้ยงใน

อาหารสูตร MS ที่ IBA 1 μM แลวยายลงปลูกดนิ  

      Rout (2004) ไดศึกษาเรือ่ง ผลของออกซินและไซโตไคนินตอการขยายพันธุของตน

อัญชัน โดยใชชิ้นสวนตาขอมาเพาะเลี้ยงเพื่อชักนําใหเกดิปลายยอดผลการศึกษาพบวา การฟอก

ตาขอ โดยลางตาขอดวยน้ํากลั่น จากนั้นลางดวยสารฟอก 2% (v/v) ลางดวยน้ํากลัน่อกีครั้ง แลว

นํามาฟอกฆาเชือ้โดยใช 0.1% Mercuric chloride เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นลางดวยน้ํากลัน่

ที่ฆาเชือ้แลว 4 - 5 ครั้ง แลวเลี้ยงในอาหารสูตร Murashige & Skoog 1962 (MS) ที่เติม BA 2.0 

มก./ล. และ NAA 0.25 มก./ล. เลี้ยงในสภาพทีม่ีอุณหภมูิ 25 ± 2 °C ใหแสงไฟจากหลอด Cool 

white fluorescent วันละ 16 ชั่วโมง อยางสม่ําเสมอ สามารถชักนําใหเกิดปลายยอดไดดทีีสุ่ด 

      Panigrahi et al., (2006) ไดศึกษาเรือ่งการเพิ่มจํานวนของตน Asteracantha 

lonaifolia (L) Nees จากโรงเรอืนปด โดยนําใบออนมาเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่เติม BA 2 มก./ล. 

รวมกับ NAA 0.2 มก./ล. สามารถชักนําใหเกิดยอด ขณะที่เติม BA 2 มก./ล. รวมกับ NAA 0.5 

มก./ล. สามารถชักนําใหเกดิยอดและแคลลสัไดด ี และทําการชักนํารากบนอาหารสูตร MS ที่เติม 

NAA 0.1 มก./ล.  
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 

3.1 ขั้นตอนเตรียมการ 
  3.1.1 ตนพันธุฮอม  

   3.1.2 วัสดุอุปกรณหองเตรียมอาหาร 

      3.1.2.1 เครื่องชั่ง (Balance) 

      3.1.2.2 ชอนตักสารเคมี (Spatula) 

      3.1.2.3 เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) 

      3.1.2.4 เตาอุนความรอนและเคร่ืองคน (Hot plate and Magnetic stirrer) 

      3.1.2.5 เตาไมโครเวฟ (Microwave oven) 

      3.1.2.6 ตูเย็น (Refrigerator) 

      3.1.2.7 เตาอบความรอน (Hot oven) 

      3.1.2.8 หมอนึ่งความดนั (Autoclave) 

         3.1.2.9 เครื่องแกวตางๆ เชน หลอดทดสอบ (Test tube), ขวด (Bottle) ขนาดตางๆ,  

                    ขวดรูปชมพู (Flask), ปเปต (Pipettp), กรวยแกว (Funnel) และแทงแกวคน 

                 เปนตน 

    3.1.3 วัสดุอุปกรณหองยายเนื้อเยื่อ 

     3.1.3.1 ตูยายเนื้อเยือ่ (Laminar air-flow cabinet) 

     3.1.3.2 กลองจลุทรรศน (Microscope) 

     3.1.3.3 ตะเกียงแอลกอฮอล, ตะเกยีงแกส หรือตะเกยีงบุนเสน 

     3.1.3.4 กระดาษกรอง (Filter paper) 

     3.1.3.5 จานแกว (Petri dish) 

     3.1.3.6 มีดผาตัด (Knives and scalpel) 

     3.1.3.7 ปากคีบ (Forcep) 

     3.1.3.8 อุปกรณอื่นๆ เชน เข็มเขี่ย, ลูป (Loop), คราดโลหะ เปนตน 

  3.1.4 วัสดุอุปกรณหองเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

     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 สารเคมีทีใ่ชเปนองคประกอบในสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่   

                   Murashige & Shook 1962 (MS) (ภาคผนวก ก) 

      3.1.5.2 ฮอรโมน 2 ชนิด คือ BAP และ IAA 

      3.1.5.3 น้ําตาลซูโครส 

     3.1.5.4 ผงวุน (Agar) 

     3.1.5.5 โซเดียมไฮโปคลอไรต (คลอรอกซ) 

     3.1.5.6 แอลกอฮอล 70% 

     3.1.5.7 ไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 1 นอรมอล 

     3.1.5.8 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมอล 

 

3.2 ขั้นตอนการดําเนินการ  

 3.2.1 กระบวนการศึกษา 

    3.2.1.1 การวางแผนการทดลองการเพิ่มปริมาณตน 

      ผูทดลองทําการทดลองโดยใชชิ้นสวนพืช คือ ตายอด ซึง่ศึกษาปริมาณฮอรโมน BAP ที่มี

ความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มิลลิกรัมตอลิตร โดยจะมอีาหารสูตร MS ที่ไมเติม

ฮอรโมน (Control) รวมทั้งหมดเปน 5 ทรีตเมนต แตละทรีตเมนตทําการทดลอง 2 ซ้ํา ซ้ําละ 20 

ตัวอยาง 

             ความเขมขนของฮอรโมน BAP ที่ใชในการเพาะเลี้ยงตายอดฮอม 

     Control         ไมใสฮอรโมน BAP 

     ทรีตเมนตที่ 1 ฮอรโมน BAP 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 2 ฮอรโมน BAP 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 3 ฮอรโมน BAP 3.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 4 ฮอรโมน BAP 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

  3.2.1.2 การวางแผนการทดลองชักนําใหยอดยืดยาวและชักนําราก 

      ผูทดลองทําการทดลองโดยใชยอดที่มีการยืดยาว ซึ่งศกึษาปริมาณฮอรโมน IAA ที่มี

ความเขมขน 7 ระดับ คือ 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 มลิลิกรัมตอลิตร โดยจะมอีาหารสูตร MS ที่
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ไมเติมฮอรโมน (Control) รวมทั้งหมดเปน 7 ทรีตเมนต แตละทรีตเมนตทําการทดลอง 2 ซ้ํา ซ้ําละ 

20 ตัวอยาง 

             ความเขมขนของฮอรโมนอนิดอล อะซิตกิ แอซิด (IAA) ที่ใชในการชกันําใหตนยืดยาว

และชักนํารากฮอม 

      Control  ไมใสฮอรโมน IAA 0   มิลลิกรัม/ลติร 

     ทรีตเมนตที่ 1 ฮอรโมน IAA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 2 ฮอรโมน IAA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 3 ฮอรโมน IAA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 4 ฮอรโมน IAA 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 5 ฮอรโมน IAA 3.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

     ทรีตเมนตที่ 6 ฮอรโมน IAA 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

  3.2.1.3 วิธีการทดลอง 

     1) การเตรียมตัวอยางพชื 

     ทําการสํารวจตนฮอมในแหลงตางๆ คือบานนาคหูา ตําบลสวนเขือ่น อําเภอเมอืง 

จังหวัดแพร บานนาตอง ตําบลชอแฮ อําเภอเมอืง จังหวดัแพร บานหวยฮอมพัฒนา ตําบลบาน

เวียง อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร ทําการเก็บรวบรวมตนฮอมตามแหลงๆ ไวในโรงเรือนปด และ

คัดเลอืกตนฮอมที่มคีวามสมบูรณ ปราศจากโรคและแมลงมาเปนตนพันธุจํานวน 20 ตน ซึ่งตน

พันธุทั้งหมด ทีน่ํามาใชนํามาจากบานนาคหูา เนื่องจากตนพันธุจากแหลงอื่น มลีักษณะใบหงิก 

ไมสมบูรณ  

        ชิ้นสวนพืชทีใ่ชควรมสีภาพเหมาะสมตอการชักนําใหเกิดยอด คอืเปนชิ้นสวนที่มีเนือ้เยือ่

เจริญอายนุอย จากการทดลองใชตายอด โดยเลอืกชิน้สวนจากตนที่มกีารเจริญสมบูรณแข็งแรงดี 

ไมมีโรคและแมลง โดยนําตายอดมาทําความสะอาดดวยน้ําหลายๆ ครั้งตัดบรเิวณ ที่ไมตองการ

ออกไป เพือ่ใชในการทดลอง 

    

      2) การฟอกฆาเชือ้ 

       นําเอาสวนยอดฮอมมา ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอไรด ทีร่ะดับความเขมขน 20%, 10% 

และ  5%   ที่ผสมสารจับผิวใบ (tween) 1-2 หยด ใชเวลาในการฟอกที่แตกตางกัน จากนัน้ นํา

สวนยอดที่ฟอกฆาเชื้อแลว ไปเลี้ยงในอาหารสตูร MS ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  ซ้ําละ 20 ตัวอยาง ใน

แตละระดบัความเขมขน เลีย้งนาน 10 วัน ในหองทีค่วบคุมสภาพแวดลอม โดยมอีุณหภูม ิ       
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25 + 2 °C  ความเขมแสง 3000 ลกัซ จากหลอดฟลอูอเรสเซนต ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน แลวทํา

การบันทกึการปนเปอนของเชือ้ และเลี้ยงตอไปนาน 1 เดอืน ทําการบนัทึกลกัษณะความสามารถ

ในการเจริญเตบิโตและการพัฒนาของสวนยอดที่นํามาเลีย้ง 

      

     3) การเตรียมอาหาร 

           เตรียมอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ข) ที่เติมฮอรโมน BAP 

      เตรียมอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ข) ทีเ่ติมฮอรโมน IAA 

 

             4) วิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพชื 

          นําชิ้นสวนตายอดของตนฮอมที่ฟอกฆาเชื้อแลว ยายมาเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่เติม

ฮอรโมน BAP โดยทําในตูถายเนือ้เยื่อ หลังจากนั้นนําขวดเลี้ยงเนือ้เยื่อวางบนชัน้ในหองเลี้ยง

เนือ้เยื่อ โดยควบคุมอุณหภมูิภายในหองประมาณ 25 ± 2 °C ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 

 

              5) วิธีการเพิ่มความยาวของราก 

          นําตนฮอมทีผ่านการชักนําใหเกิดยอดมา Subculture ลงในอาหารสูตร MS ที่เติม

ฮอรโมน IAA โดยทําในตูถายเนือ้เยื่อ หลังจากนั้นนําขวดเลี้ยงเนือ้เยื่อวางบนชัน้ในหองเลี้ยง

เนือ้เยื่อ โดยควบคุมอุณหภมูิภายในหองประมาณ 25 ± 2 °C ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน 

 

 3.2.2 การเก็บรวบรวมขอมลู 

         การเก็บรวบรวมขอมลูในการศกึษาคร้ังนี้ ผูศึกษาใชวธิีการเก็บขอมลูทุกสัปดาห โดยมี

วิธีการและขั้นตอน ดังนี ้

    3.2.2.1 ถายรูปและสังเกตอัตราการเจริญเติบโตของชิ้นสวน ดังนี ้

        1) นับจํานวนชิ้นสวนทีเ่กิดยอด 

        2) นับจํานวนยอดตอ 1 ชิ้นสวน 

        3) วัดความยาวของราก 
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     3.2.3. การวิเคราะหขอมลู 

ขอมลูที่ไดจากการทดลองนํามาทําการวิเคราะหความแปรปรวนขอมูล (analysis of 

variance) และเปรยีบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธีการ DMRT (Duncan’s New 

Multiple Range Test) 

3.3 สถานท่ีและระยะเวลาการศึกษา  

 3.3.1 สถานที่ทีใ่ชในการทดลอง คือ หองปฏิบัติการเทคโนโลยชีีวภาพทางพืช มหาวิทยาลัย

      แมโจ – แพร เฉลิมพระเกียรติ ตําบลแมทราย อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร 

 3.3.2 ระยะเวลาการศึกษาตามระยะเวลา      

       ระยะเวลาในการดําเนินการทดลอง 12 เดือน คือ เริ่มตั้งแตเดอืนตลุาคม พ.ศ. 2551 ถึง

เดือนกนัยายน พ.ศ. 2552 
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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

ที่เกี่ยวของ 

           

2. หาตนพันธุพชื            

3. การฟอกฆาเชือ้

เนือ้เยื่อฮอม 

           

4. การชักนําใหเกดิ

ตน 

 

           

5. การเพิ่มปริมาณ

ตน 

           

6. การชักนําใหตน

ยืดยาวและการชกั

นําราก 

           

7. การอนุบาลตน

ฮอม 

           

8. การนําฮอมออก

ปลกู 

           

5. การติดตามผล

การเจริญเตบิโตใน

แปลงปลูก 

           

6. วิเคราะหขอมลู

จัดทํารูปเลม

รายงาน 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาถึงสวนตางๆ ของฮอมที่ใชเริม่ตนเลี้ยง 

 ฮอมเปนพืชที่เจริญเติบโตไดในสภาพแวดลอมทั่วไปในที่รมเย็น แดดรําไร มีน้ําซึมอยู

เสมอ จึงมกีารปนเปอนของเชือ้โรค ดังนัน้ กอนที่จะนําชิน้สวนฮอมมาทําการศึกษาจึงไดควบคุม

สภาวะการเลีย้งตนพนัธุ เพื่อลดการปนเปอนของเชือ้โรคใหมีนอยทีส่ดุ ซึ่งในการทดลองไดใชสวน

ของใบออน ลําตน และตายอด เพื่อหาวาสวนใดเหมาะสมทีจ่ะใชเร่ิมตนเลี้ยงเพือ่ชกันําใหเจริญ

ตอไป หลงั จากการฟอกฆาเชือ้ แลวนําไปเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห พบวาชิ้นสวนตายอด

เหมาะสมทีส่ดุ เนือ่งจากเมื่อนําลงเลีย้งอาหารสูตร MS ตายอดมกีารเจริญเติบโต สวนใบออนนั้น

ไมมีการเจริญ ขอบใบงอและมสีีน้ําตาล และลําตนนั้นไมมีการเจริญเชนกัน ลําตนมสีนี้ําตาลและ

ดํา ดังนั้นในการทดลองนีจ้ึงไดเลอืกชิ้นสวนตายอดฮอมมาทําการศึกษาตอไป 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.1 ตนฮอมที่ใชเปนตนพันธุเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 
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4.2 การฟอกฆาเชื้อช้ินสวนพืช 

 จากการทดลองไดทําการฟอกฆาเชือ้ชิ้นสวนตายอดหลายวิธีดวยกัน (ตารางที่ 4.1) เมื่อ

เลี้ยงครบ 1 สัปดาห พบวา  

การฟอกฆาเชือ้ดวยวิธีที่ 1 มอีัตราการปนเปอน 17.5% มีอัตราการรอดชีวิต 82.5%  

การฟอกฆาเชือ้ดวยวิธีที่ 2 มีอัตราการปนเปอน 22.5% มีอัตราการรอดชีวิต 77.5%  

การฟอกฆาเชือ้ดวยวิธีที ่3 มีอัตราการปนเปอน 30%    มีอัตราการรอดชีวิต 70%  

การปนเปอนเกิดจากเชื้อราสขีาวและราสีดํา และการปนเปอนจากแบคทเีรีย (ภาพที ่4.4) 

ทําใหเนือ้เยื่อพืชไมเจริญและตายในทีสุ่ด 

 

สําหรับวิธกีารฟอกฆาเชือ้ทีเ่หมาะสมทีสุ่ดสําหรับตายอดฮอม มขีั้นตอนดังนี ้

 1. ตัดชิ้นสวนตายอดใหมขีนาดประมาณ 1.5 เซนตเิมตร 

 2. ลางดวยน้ําประปารวมกับน้ํายาลางจาน 3 หยด นาน 20 นาที 

 3. เปดน้ําประปาไหลผานนาน 5 นาท ี

 4. แชแอลกอฮอล 70% นาน 10 วินาท ี

 5. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 นาท ี  

 6. แชโซเดียมไฮโปคลอไรด 20% นาน 10 นาที 

 7. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาท ี

 8. แชโซเดียมไฮโปคลอไรด 10% นาน 10 นาที 

 9. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาท ี

 10. แชโซเดียมไฮโปคลอไรด 5% นาน 10 นาที 

 11. ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาท ี

 12. ตัดแตงชิน้สวนพชื 

 13. นําไปเลี้ยงในอาหาร 

 

 หมายเหตุ ต้ังแตขัน้ตอนที่ 8 ทําในตูยายเนือ้เยือ่ (Laminar air-flow cabinent) 

  

หลงัจากที่ไดหาวิธีการฟอกที่เหมาะสมสําหรับชิ้นสวนตายอดแลว ซึ่งหลงัจากการฟอกฆาเชือ้แลว

ไดนําชิ้นสวนตายอดลงเลีย้งในอาหารสูตร MS ที่เติมฮอรโมน BAP ที่ระดับความเขมขนตางกนั 

โดยเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มอีุณหภูมิภายในหองประมาณ 25 ± 2 °C ใหแสง 16 ชั่วโมง/วัน                                        
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ตารางที่ 4.1 ผลของโซเดยีมไฮโปคลอไรดตอการฟอกฆาเชื้อชิ้นสวนของตายอดฮอม 

วิธีการฟอก เปอรเซน็ตเฉลี่ย 

การปนเปอน 

เปอรเซน็ตเฉล่ีย 

การรอดชีวิต 

ผลการเจริญเติบโตของตายอด 

   1. ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด ที่ระดับความเขมขน 20% ที่

ผสมสารจับผิวใบ(tween) 1-2 

หยด นาน 10 นาที ลางดวยน้ํา

กลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที แช

โซเดียมไฮโปคลอไรด 10% นาน 

10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 3 

ครั้งๆ ละ 3 นาที ยายไปแชใน

โซเดียมไฮโปคลอไรด 5% นาน 10 

นาที ลางดวยนํ้ากล่ัน 3 ครั้ง  ๆ ละ 

3 นาที 

 

 

17.5 

 

 

82.5 

 

 

- ตายอดเจริญเติบโตดี 

- ยอดยืดยาว 

- ช้ินสวนเจริญขยายขนาด 

- ใบสีเขียว 

   2. ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด 20% ที่ผสมสารจับผิวใบ 

(tween) 1-2 หยด นาน 15 นาที 

ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้งๆ ละ 3 

นาทีแลวยายไปแชในโซเดียมไฮโป

คลอไรด 10% นาน 15 นาที แลว

ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ๆ ละ 3 

นาที แลวยายไปแชในโซเดียมไฮ

โปคลอไรด 5% นาน 15 นาที ลาง

ดวยน้ํากลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที 

 

 

22.5 

 

 

77.5 

 

 

- ตายอดเจริญเติบโต 

- ยอดยืดยาว 

- ช้ินสวนเจริญขยายขนาด 

- ใบสีเขียวออน 

   3. ฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด 20% ที่ผสมสารจับผิวใบ 

(tween) 1-2 หยด นาน 5 นาที 

ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ๆ ละ 3 

นาที แลวยายไปแชโซเดียมไฮโป

คลอไรด 10% นาน 15 นาที ลาง

ดวยน้ํากลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที

แลวยายไปแชโซเดียมไฮโปคลอ

ไรด 5% นาน 20 นาที ลางดวยน้ํา

กลั่น 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที 

 

 

30 

 

 

70 

 

 

- ตายอดเจริญเติบโตดี 

- ช้ินสวนเจริญขยายขนาด 

- ใบสีเขียว 
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ภาพที่ 4.2 ลกัษณะปลายยอดฮอมที่เริ่มเพาะเลี้ยง 

 

 

 
 

  ภาพที่ 4.3 ปลายยอดฮอมที่เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สปัดาห      
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4.3 การปนเปอนของเชื้อรา และแบคทีเรียของชิ้นสวนพืช 

  ช้ินสวนตายอดฮอม เมื่อนํามาเลีย้งในอาหารสตูร  MS ที่เติมฮอรโมน BAP ที่ระดับความ

เขมขนตางๆ กัน เมื่อเลี้ยงครบ 4 สัปดาห มอีัตราการปนเปอนของเชือ้รา 15% ลักษณะของเชื้อรา

เปนเสนใยสขีาว (ภาพที่ 4.4ก) และเสนใยสีดํา (ภาพที่ 4.4ข) เกิดขึ้นบรเิวณรอบกิ่งยอด และมี

การปนเปอนของแบคทเีรีย (ภาพที่ 4.4ค) ซึ่งทุกทรีตเมนตจะมีการปนเปอนที่มลีักษณะเหมอืนกัน 

เมื่อเชือ้ราเจริญมากจะปกคลุมชิ้นสวนตายอดทําใหตายอดตาย สําหรับขวดที่มีการปนเปอนของ

แบคทีเรยี อาหารเปลี่ยนเปนสเีหลอืงชิน้สวนพชืเปลี่ยนเปนสนี้ําเงนิและตายในที่สุด 
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       (ก)   การปนเปอนของเชื้อราสขีาว                    (ข)    การปนเปอนของเชื้อราสีดํา                      

 

 

 
(ค)    การปนเปอนของแบคทีเรีย 

 

ภาพที่ 4.4 ลักษณะชิ้นสวนพืชที่มีการปนเปอน 

               (ก)   การปนเปอนของเชือ้ราสขีาว                     

    (ข)   การปนเปอนของเชื้อราสีดํา                      

              (ค)   การปนเปอนของแบคทเีรีย 
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4.4 อิทธิพลของฮอรโมนตอการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดเมื่อเพาะเลี้ยงครบ 4 สัปดาห 

 การศึกษาผลของฮอรโมน BAP ที่มีความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มก./ล มี

ผลตอชิน้สวนตายอดฮอมทีน่ํามาเลี้ยงในอาหารสูตร MS เมื่อเลี้ยงครบ 4 สัปดาห พบวาชิ้นสวน

ตายอดฮอมในแตละทรีตเมนตเริ่มมกีารพัฒนา (รูปที่ 4.5) มีจํานวนยอดที่มีความสูงนอยกวา 0.5 

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

มากกวา 0.5 เซนติเมตร 1.00,  3.20, 3.95, 3.85 และ 3.05 ยอด ตามลําดบั ดังแสดงในตารางที ่

4.2  

 

ตารางที่ 4.2 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบจํานวนยอดฮอมกับความเขมขนของ BAP ที่ 0, 1,  

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

 

ความเขมขนของ BAP 
(mg/L) 

จํานวนยอดท่ีมีความสูง 
นอยกวา 0.5 cm 

Mean±S.D. 

จํานวนยอดทีม่ีความสูง 
มากกวา 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 คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 4.3 ลกัษณะการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดในแตละสัปดาห 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) 

สัปดาหที่ 2 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

- มียอดจํานวน 

1-2 ยอด 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

- มียอดจํานวน 

1-2 ยอด 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

สัปดาหที่ 3 

- มียอดจํานวน 1 

ยอด 

- ใบสเีขียว 

 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

1-3 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

1-3 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

สัปดาหที่ 4 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

-มียอดจํานวน 

3-5 ยอด 

 - ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวเขม 

- มียอดจํานวน 

2-5 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวเขม 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 
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         Control 
 

 
BAP 1 mg/l              BAP 2 mg/l 

 

 
BAP 3 mg/l          BAP 4 mg/l 

 

ภาพที่ 4.5 การเจริญเตบิโตของยอดฮอม เมื่อเลี้ยงครบ 4  สัปดาห 
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4.5 อิทธิพลของฮอรโมนตอการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดเมื่อเพาะเลี้ยงครบ 8 สัปดาห 

 การศึกษาผลของฮอรโมน BAP ที่มีความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1, 2, 3 และ 4 มก./ล มี

ผลตอชิน้สวนตายอดฮอมทีน่ํามาเลี้ยงในอาหารสูตร MS เมื่อเลี้ยงครบ 8 สัปดาห พบวาชิ้นสวน

ตายอดฮอมในแตละทรีตเมนตมีการพัฒนาเพิ่มขึ้นมาก มจีํานวนยอดที่มีความสูงนอยกวา 1 ซม. 

1.65, 5.45, 6.60, 6.25 และ 5.65 ยอด ตามลําดับ และมีจํานวนยอดที่มีความสูงมากกวา 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 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบจํานวนยอดฮอมกับความเขมขนของ BAP ที่ 0, 1,     

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

 

ความเขมขนของ BAP 

(mg/L) 

จํานวนยอดท่ีมีความสูง 

นอยกวา 1 cm 
Mean±S.D. 

จํานวนยอดทีม่ีความสูง 

มากกวา 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 คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ตารางที่ 4.5 ลกัษณะการพัฒนาของชิ้นสวนตายอดในแตละสัปดาห 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) 

สัปดาหที่ 5 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอด 

- มียอดจํานวน 

3-4 ยอด 

- มียอดจํานวน 

4-5 ยอด 

- มียอดจํานวน 

2-4 ยอด 

- ชิ้นสวนเจริญ

ขยายขนาด 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

สัปดาหที่ 6 

- มียอดจํานวน 

1-2 ยอด 

- ใบสเีขียว 

 

-มียอดจํานวน  

3-5 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

5-6 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

2-5 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

- มียอดจํานวน 

3-5 ยอด 

- ใบสเีขียวออน 

 

สัปดาหที่ 7 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว 

- มียอดจํานวน 

5-8 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

6-10 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

5-7 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

-มียอดจํานวน 

 4-6 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

สัปดาหที่ 8 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียว 

- มียอดจํานวน 

8-10 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

10-15 ยอด 

- ยอดยืดยาว 

- ใบสเีขียวออน 

- มียอดจํานวน 

8-12 ยอด 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- ใบสเีขียวออน 

-ไมแตกยอดเพิ่ม 

- ยอดยืดยาว

เล็กนอย 

- 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 การเจริญเตบิโตของยอดฮอม เมื่อเลี้ยงครบ 8 สัปดาห 
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4.6 การชักนําใหตนฮอมยดืยาวกอนยายออกปลกู 

จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมน IAA ที่ความเขมขน

แตกตางกัน คือ 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 มก./ล นาน 5 สัปดาห พบวา ความสูงของตนฮอม

กอนยายออกปลูกมีความสูงเฉลีย่ คือ 3.66, 4.47, 4.79, 5.25, 5.24, 5.26 และ 5.32 ซม. 

ตามลําดับ โดยความเขมขนของ IAA ที่ 1, 2, 3 และ 5 ใหผลไมแตกตางกันทางสถติิ ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.6 

 

ตารางที่ 4.6 ความสงูของตนฮอมกอนยายออกปลูก ที่สปัดาหที่ 5 

 

ความเขมขนของ IAA 
(mg/L) 

ความสูงของตนฮอมกอนยายออกปลกู 
(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 คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4.7 แสดงความสูงของตนฮอม เมือ่เพาะเลี้ยงครบ 5 สัปดาห 
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4.7 การชักนําใหตนฮอมเกดิราก  

 การศึกษาผลของฮอรโมน IAA ที่มีความเขมขน 7 ระดับ คอื 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5  

มก./ล ตอการชกันํารากของตนฮอม โดยทําการสังเกตทกุสปัดาห พบวา ความยาวของรากฮอม

ในทกุทรีตเมนตมีความยาวทีเ่พิ่มขึ้น โดยเมื่อเลี้ยงครบ 5 สัปดาห ตนฮอมมีความยาวรากเปน 

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

 

ตารางที่ 4.7 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบความยาวของรากฮอมกับความเขมขนของ IAA ที่ 0,  

                    0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 มก./ล เปนเวลา 5 สัปดาห  
 

ความ
เขมขน

ของ IAA 
(mg/L) 

ความยาวของ
รากสัปดาหที่ 1 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของ
รากสัปดาหที่ 2 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของ
รากสัปดาหที่ 3 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของราก
สัปดาหที่ 4 

(cm) 
Mean ± S.D. 

ความยาวของราก
สัปดาหที่ 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 คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4.8 แสดงการพัฒนาการงอกของรากฮอม 

 

                               

 
 

ภาพที่ 4.9 ความสูงและความยาวของรากตนฮอมกอนยายออกปลกู 
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4.8 เปอรเซ็นตการรอดชวีติหลังการยายออกปลูก 

 จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมนแตกตางกนั นาน 5 

สัปดาห เมือ่ยายออกปลกูภายในโรงเรือน พบวา เปอรเซนตการรอดชีวิตของตนฮอมหลังยายออก

ปลกูในโรงเรือน ที่ความเขมขนของ IAA ทั้ง 7 ความเขมขน ใหผลไมแตกตางกัน แตความเขมขน

ที่สามารถทําใหเปอรเซน็ตการรอดชีวิตของตนฮอมเกิดขึน้มากที่สุดอยูที่ 0.1, 0.5, 2 และ 5 มก./ล 

คือ มีเปอรเซน็ตการรอดชีวิตของตนฮอมหลังยายออกปลกูอยูที่ 85  ถึง 90  เปอรเซ็นต 

 

ตารางที่ 4.8 ผลการทดลองการเปรียบเทยีบเปอรเซ็นตการรอดชีวิตกับความเขมขนของ IAA ที่  

      0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3  และ 5 มก./ล หลังการยายออกปลูก 

 

ความเขมขนของ IAA 

(mg/L) 

เปอรเซ็นตการรอดชวีิตหลังการยายออกปลกู 

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 คาเฉลีย่ ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

*คาตัวเลขเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอกัษรทีเ่หมอืนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดบั 

P<0.05 โดยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4.10 การรอดชีวิตของตนฮอมหลังการยายออกปลูกในโรงเรือน 

 

 
 

ภาพที่ 4.11 ตนฮอมทีน่ําไปปลูกคนืสูบานนาตอง 
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ภาพที่ 4.12 นําตนฮอมที่เพาะเลี้ยงไดปลกูคืนฮอมสูบานนาตอง 

 

 
 

ภาพที่ 4.13 ตนฮอมทีป่ลูกคืนฮอมสูบานนาตอง ครบ 6 เดือน 



              

 

- 50 - 

 
 

ภาพที่ 4.14 นําตนฮอมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อปลกูเปนแปลงสาธิตภายในมหาวิทยาลัย 

                    แมโจ- แพร เฉลิมพระเกยีรต ิ

 

 
 

ภาพที่ 4.15 นักศึกษารวมกันปลกูตนฮอมเพือ่เปนแปลงสาธิตภายในมหาวทิยาลัยแมโจ-แพร 

                    เฉลิมพระเกียรติ
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บทที่ 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
5.1 วิจารณผลการทดลอง 

   จากการเพาะเลี้ยงชิน้สวนตางๆ ของฮอมบนอาหารสูตร MS ที่เติมฮอรโมนแตกตางกัน 8 

สัปดาห พบวา ชิ้นสวนที่เหมาะสมทีส่ดุ คือ ตายอด เนือ่งจากตายอดมสีวนของเนือ้เยื่อเจริญ 

(Meristematic tissue) ซึ่งเปนเนื้อเยือ่ทีม่ีการแบงเซลลแบบไมโตซสิ (Mitosis) อยูตลอดเวลา เปน

เซลลทีม่ีชีวิต ผนังเซลลบางและเปนเนือ้เยือ่เจริญสวนปลาย (Apical meristem) ทําหนาทีช่วยให

สวนตางๆ ของพืชยดืยาวและสูงขึ้น ทําใหสามารถตอบสนองตอฮอรโมนไดเร็ว (สมบุญ, 2544) 

สําหรับชิ้นสวนใบออนและลําตนนัน้ไมสามารถชักนําใหพฒันาเปนยอดได เนือ่งจากกอนการ

เพาะเลีย้งชิน้สวนตองมีการตัดแตงชิน้สวนทําใหชิ้นสวนเกดิบาดแผล และโดยปกตเิมือ่พืชเกิด

บาดแผลจะสรางสารประกอบกลุมฟโนลิค ขึน้จํานวนมากที่บริเวณบาดแผลเพื่อชวยรักษาแผลมิ

ใหจลุนิทรียเขาทําลาย และเนือ้เยื่อสวนทีเ่ปนแผลก็จะตายไปเพือ่ปดรอยเปดไมใหเนื้อเยือ่สูญเสีย

น้ํา แตในการเพาะเลีย้งชิน้สวนใบออนฮอมชิ้นสวนปลดปลอยสารฟโนลิคและสารใหสีอนิดิโก 

(Indigo) ซึ่งไปมีผลในการขัดขวางการดูดซึมสารอาหารของชิน้สวนใบ สงผลใหเกิดการยบัยั้งการ

เจริญเตบิโตของชิ้นสวนใบ  ทําใหเนือ้เยื่อบริเวณรอยตัดมีการเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล จะลุกลามเขาสู

ชิ้นสวนจนชิ้นสวนเปลีย่นเปนสนี้ําตาลทั้งหมดและตาย จึงทําใหชิ้นสวนตายกอนที่จะสามารถ

รักษาบาดแผลใหหายและมกีารเจริญพัฒนาตอไปเปนเนือ้เยื่อใหมได 

    การปนเปอนเชือ้ราและแบคทเีรียของชิ้นสวนพชื สามารถตรวจสอบการปนเปอนไดโดย

การสังเกตดวยตาเปลา และจะเห็นวาการปนเปอนนัน้เกดิจากเชือ้รา และแบคทเีรีย โดยถาเปน

การปนเปอนจากเชื้อราจะสังเกตเห็นเสนใยของเชือ้ราสีขาว และบางคร้ังมกีารสรางสปอรสีดํา 

เกิดขึ้นบริเวณผิวตายอด สวนการปนเปอนแบคทเีรียจะสังเกตเหน็วาอาหารขุนขนกวาปกติและ

เปลี่ยนเปนสีเหลือง หรือเกดิเปนโคโลนขีองเชือ้เกิดขึ้น การปนเปอนเหลานี้จะสงัเกตเห็นไดภายใน 

4 วัน และมีการปนเปอนของเชื้อราและแบคทเีรียจากชิน้สวนพืชเกิดขึน้ในทุกสปัดาห เมื่อเลี้ยง

ครบ   2   สัปดาหแลวจะเหน็วามีอัตราการปนเปอนสงู    เนื่องจากการปนเปอนนั้นเกิดจาก

เชือ้จลุนิทรียภายในเนือ้เยือ่ของพชืเอง เชน ในมัดทอลําเลยีงไซเลม (Xylem) ทําใหไมแสดงออกใน

ระยะแรกของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่ และไมอาจกําจัดไดโดยการฟอกฆาเชือ้ทีผ่ิวของชิ้นสวนพืช จึง

ทําใหชิ้นสวนของพชืเกิดการปนเปอนสูง 

สงผลใหการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พืชมีโอกาสทีจ่ะเกิดการปนเปอนไดทกุระยะของการเลี้ยง ซึ่งถาหาก

เกิดการปนเปอนของเชื้อรา และแบคทเีรียในขวดเพาะเลี้ยงแลวจะพบวามีการเจริญเติบโตของ
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จลุินทรียอยางรวดเร็ว  ทั้งนี้เพราะสภาพแวดลอมภายในขวดเพาะเลี้ยงมีความเหมาะสมตอการ

เจริญเตบิโตของเชือ้ อีกทัง้อาหารที่ใชเลีย้งเนือ้เยือ่ยังประกอบดวยน้ําตาลในระดับคอนขางสูง คอื 

3% ทําใหเชื้อจลุินทรียพวกเชื้อราและแบคทีเรยีสามารถเจริญเตบิโตไดรวดเร็ว พรอมทั้ง

ปลดปลอยสารพิษที่เกดิจากกระบวนการ เมทาบอลซิึม (Metabolism) ทําใหเนือ้เยื่อตายได ดังนั้น

จึงตองระมัดระวังเปนพเิศษ กลาวคอื จะตองทําใหภายในขวดเพาะเลีย้งอยูในสภาพปลอดเชือ้

ตลอดเวลา (พรพิมล, 2545) การฟอกฆาเชือ้ชิน้สวนพชืก็เปนสวนสําคัญที่ทําใหเกิดการปนเปอน

ของขวดอาหาร ดังนัน้ควรเลอืกสารฆาเชื้อขึน้อยูกับปจจยัหลายอยาง เชน ความเขมขนของสาร, 

ระยะเวลาและชนิดของเนื้อเยือ่ เพือ่ใหมีประสิทธิภาพในการฆาเชือ้ไดเปนอยางดีโดยไมทําลาย

เนือ้เยื่อพชื ซึ่งถาใชความเขมขนและระยะเวลาไมเหมาะสมตอเนือ้เยื่อ จะพบวาการฟอกฆาเชือ้ที่

ผิวนัน้ทําอันตรายตอเนือ้เยือ่พืช ซึ่งสามารถสงัเกตเห็นไดคือ ชิ้นสวนพืชช้ําเปนสีน้ําเงิน เนือ่งจาก

เซลลแตก ทําใหเกดิสี indigo และตายในทีสุ่ด การปนเปอนของขวดเพาะเลี้ยงเนือ่งจากการ

ปนเปอน       จลุินทรียจากชิน้สวนพชืจะตองแกไขดวยการเติมสารปฏิชีวนะลงในอาหารที่ใชเลี้ยง

ชิ้นสวนพืช สารปฏชิีวนะทีใ่ชกันไดแก Penicillin, Tetracycline, Streptomycin, Chloromycetin, 

Gentamycin, Achromycin, Rifampicin และ 8- Hydrocyquinoline เปนตน อยางไรก็ดีวิธนีี้ไมสู

ไดผลเทาใดนัก ควรหลกีเลี่ยงไปใชวิธี Meristem culture จึงจะสามารถแกปญหาการปนเปอน

จากจลุนิทรียในเนือ้เยือ่พืชได สําหรบัขวดเพาะเลี้ยงที่มกีารปนเปอน ตองทําการฆาเชื้อโดยการ 

Autoclave ดวยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

เสียกอนแลวจึงลางทําความสะอาด เพือ่ปองกันการแพรกระจายของเชือ้จลุนิทรีย (พรพิมล, 

2545) 

     สําหรับผลของการฟอกฆาเชื้อชิ้นสวนพืช และหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการฟอกฆาเชื้อ

พบวา ชิ้นสวนพืชทีแ่ชในในคลอรอกซ 20% นาน 10 นาท ีลางในน้ํากลั่นที่ฆาเชือ้แลว 3 ครั้งๆ ละ 

3 นาที คลอรอกซ 10% นาน 10 นาที ลางในน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที และ คลอร

อกซ 5% นาน 10 นาที ลางในน้ํากลัน่ทีฆ่าเชื้อแลว 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที ตามลําดับ ใหผลการรอด

ชีวิตมากทีส่ดุ คือ 82.5% และมีการปนเปอน 17.5% เมื่อไดชิ้นสวนที่ปราศจากเชื้อแลวนํามาเลี้ยง

บนอาหารที่มฮีอรโมนเบนซิลอะมิโนพิวลนี (BAP) เพือ่เพิม่ปริมาณตน พบวา ในอาหารสูตร MS ที่

เติม BAP ระดับความเขมขน 2 มก./ล. สามารถชกันําจาํนวนยอดที่มีขนาดความยาวมากกวา 1 

ซม.ไดจํานวนมากทีสุ่ด โดยมีจํานวนยอดเฉลี่ย 10.75 ยอดตอชิน้สวน แตกตางอยางมนีัยสําคัญ

ทางสถิต ิ (ตารางที่ 4.6) สอดคลองกับรายงานของ ราตรี และ ปริญดา (2548) ที่ไดทําการ

เพาะเลีย้งชิน้สวนปลายยอดกรุงเขมา (Cissampelos pareira Linn.) ในสภาพปลอดเชือ้ บน

อาหารทีเ่ติม BA แตกตางกันเปนเวลา 5 เดือน พบวา ปลายยอดกรุงเขมา มีเปอรเซ็นตการรอด
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ชีวิต และ การสรางยอดทีแ่ตกตางกนั คอื BA 1 มก./ล. ปลายยอดกรุงเขมามีเปอรเซน็ต การรอด

ชีวิต และการสรางยอดสูงทีสุ่ด เทากับ 90.63 เปอรเซน็ต และ 26.34 ยอดตอชิน้ และ Girila et al. 

(1999) ไดรายงาน การเพิ่มจํานวนยอด จากตาขางและตายอดของตนอังกาบสีปูน โดยเลี้ยงใน

อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 1 มก./ล. สามารถชักนาํใหเกิดยอดไดมากทีสุ่ด จากนัน้ทําการ 

subculture ลงเลีย้งในอาหารสูตรเดิม จะทําใหตาขางเกดิยอดไดมากถึง 45 - 49 ยอด/ชิ้นสวน 

และตายอดเกิดยอด 40 - 43 ยอด/ชิ้นสวน การเพิ่มจํานวนของยอดฮอมทั้งนี้เนื่องจากอทิธิพลของ 

BAP ซึ่งเปนสารในกลุมไซโทไคนนิ ที่มีประสิทธิภาพดใีนการกระตุนการเกิดยอดของพชื และ

ปริมาณยอด เพิ่มมากขึ้น แตมกัพบวายอดจะมีความยาวเฉลีย่ลดลง (Bhojwani & Razdan, 

1996) สําหรับลกัษณะทั่วไปของยอดฮอมที่เลีย้งในสูตรอาหารที่ม ี BAP อยูในระดับสงู  ใบจะมสีี

เขยีวเหลือง และหลุดรวง เมื่อระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงนานขึ้น ซึ่งอาจเปนผลมาจาก การที่พืช

ไดรับสารควบคมุการเจริญเติบโตไมเหมาะสมจงึเกิดสภาวะเครียดสงผลใหพชืมีการสรางสารเอธิ

ลีนและปลดปลอยออกมาจึงทําใหเกิดอาการใบรวง (Bhojwani & Razdan, 1996)    

     การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อตายอดฮอมในสภาพปลอดเชือ้ในกรณีที่ไมเติมฮอรโมน  

พบวา ชิ้นสวนที่ไมไดรับฮอรโมนสามารถพัฒนาเปนยอดไดภายในสัปดาหที่ 3 สรางยอดไดเพียง 1 

ยอดตอชิ้นสวนเทานั้น ใบสีเขยีวออน มีการพัฒนาชามากและไมสามารถสรางยอดใหมไดภายใน 

4 สัปดาห เนือ่งจากชิ้นสวนพชืขาดฮอรโมนเพือ่ทีจ่ะไปกระตุนใหเนือ้เยือ่เกิดการแบงเซลล และ

การเจริญเตบิโตเปนตนใหมได  

   การชักนําใหยอดยืดยาวโดยเลี้ยงบนอาหารที่เติม IAA ความเขมขน 1, 2, 3 และ 5 มก./ล. 

สามารถชักนําใหยอดยืดยาวไดสูงสุด และไมแตกตางกันทางสถิติ คอืเทากับ 5.25, 5.24, 5.26 

และ 5.32 ซม. ตามลําดับ  (ตารางที่ 4.6) และชักนําใหเกดิราก 100% ภาย 3 สปัดาห สอดคลอง

กับรายงานของ ประนอม  และ   นฤมล (2534) ที่ไดนําสวนของปลายยอด (shoot meristem) 

ของตนชาสตลู มาชักนําใหเกิดราก พบวา ฮอรโมน IAA 1 มก./ล. เหมาะสมในการทําใหเกดิราก 

นอกจากนี้ยังพบวาอาหารที่เติม IAA ในปริมาณที่นอย คอื 0.1, 0.5 และไมเติมสาร IAA สามารถ

ชักนํายอดใหยืดยาว และเกิดรากจากสวนยอดได 90-95 % ภายให 5 สัปดาห แสดงวาในเนือ้เยื่อ

ของฮอม มีระดบัของสารควบคุมการเจริญเตบิโตในกลุมออกซนิ ทีผ่ลิตไดจากสวนยอด อยู

เพียงพอตอการกระตุนการเกิดราก (ศิวพงษ, 2546)  
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5.2 ขอเสนอแนะ 

 5.3.1ควรมีการดูแลรักษาสภาพการปลูกเลี้ยงและสภาพทางสรีรวิทยาของตนแมพันธุ   

กลาวคอื อปุกรณทุกอยางที่เกีย่วของในการปลูกตนแมพันธุควรมีการฆาเชือ้จุลินทรยีทีอ่าจปน 

เปอนมากบัวัสดุอปุกรณที่ใชเลีย้ง และมีการควบคุมสภาวะการเลี้ยงด ูในเรือ่งของปริมาณแสง น้ํา 

อุณหภูมิ การดแูลรักษา ตลอดจนปุยและสารเคมีที่ใช โดยมีตารางการใหปุย การฉีดยากําจัดโรค

และศัตรพูืชตามความเหมาะสม 

 5.3.2 จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่จากชิน้สวนตายอดฮอมพบวาการใชชิน้สวนตายอด

นั้นจะตองสูญเสียตนพันธุเดิม ซึ่งหากเกิดปญหาการปนเปอนจะทําใหสูญเสียตนพนัธุนัน้ไปเลย 

ดังนั้นจึงควรมีการศกึษาเพื่อหาชนดิและระดับความเขมขนของฮอรโมนทีเ่หมาะสมในการชักนํา

ใหชิน้สวนอื่นๆ ของฮอม เชน ชิน้สวนใบ หรือกานใบ ใหมีการเจริญเตบิโตพัฒนาเปนยอดหรือ

แคลลสั เพื่อที่จะไมตองสูญเสยีตนเดิม 
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บทที่ 6 
สรปุผลการทดลอง  

 

 5.1 สรุปผลการทดลอง 

     5.1.1 การศึกษาถึงสวนตางๆ ของฮอมที่ใชเริ่มตนเลีย้ง 

                จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนเนื้อเยือ่ฮอมในสภาพที่ปลอดเชื้อพบวาระหวางใบออน 

ลําตนและตายอด พบวา ชิ้นสวนเนือ้เยือ่ตายอดเปนชิ้นสวนที่เหมาะสมทีสุ่ด เนือ่งจากเมือ่นําลง

เลี้ยงในอาหารสูตร MS เปนเวลา 1 เดอืน ตายอดมีการเจรญิเติบโตขยายขนาดขึน้ 

 

         5.1.2 การฟอกฆาเชือ้ชิ้นสวนพืช 

          การศึกษาการฟอกในเบื้องตน พบวาถาความเขมขนของโซเดยีมไฮโปคลอไรดต่ํา 

และเวลาไมนานพอ จะทําใหเกิดการปนเปอนสูง แตความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอ

ไรดที่สูงขึน้ และเวลาทีน่านขึ้น ก็จะสงผลทําใหชิ้นสวนช้าํ เนื่องจากเซลลแตก ทําใหเกิดสีน้ําเงิน 

เนือ่งจาก Indigo หลุดออกมา เมือ่เพาะเลี้ยงไปชิ้นสวนจะกลายเปนสีน้ําตาล ไมมีการเจริญเติบโต 

และตายในทีสุ่ด  

           จากการทดสอบการฟอกฆาเชือ้ผิวยอดฮอมทีห่ลายระดับความเขมขนของ

โซเดียมไฮโปคลอไรด ในเวลาทีแ่ตกตางกัน พบวา การฟอกดวยโซเดียมไฮโปคลอไรด ที่ระดับ

ความเขมขน 20% ซึ่งผสมสารจบัผิวใบ (tween) 1-2 หยด นาน 10 นาที ลางดวยน้ํากลัน่ 3 ครัง้ 

คร้ังละ 3 นาท ีแลวแชในโซเดียมไฮโปคลอไรด 10% นาน 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง ครัง้ละ 

3 นาที ยายไปแชในโซเดียมไฮโปคลอไรด 5% นาน 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 3 นาที 

เมื่อนําไปเลี้ยงตอบนอาหารเพาะเลีย้ง ยอดมีอตัราการรอดชีวติเฉลี่ยที่ 82.5% และสามารถ

เจริญเตบิโตตอไดดี (ตารางที่ 4.1) 

       5.1.3 อิทธิพลของฮอรโมน BAP ตอการพัฒนาของชิ้นสวนยอดฮอม 

           จากการศึกษาการตอบสนองตอปริมาณฮฮรโมน BAP ของชิ้นสวนตายอดของตน

ฮอมที่เพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อในสภาพที่ปลอดเชือ้ ที่มีความเขมขน 5 ระดับ คือ 0, 1.0, 2.0, 3.0 และ 

4.0 มก./ล. ในอาหารสตูร MS โดยจะมอีาหารสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเปน

ชุดควบคุม (Control) พบวาเมือ่เลี้ยงสวนยอดของฮอมครบ 8 สัปดาห ชิน้สวนตายอดฮอมในแต

ละทรตีเมนตมีการพัฒนาเพิ่มขึ้นมาก โดย อาหารสูตร MS ที่มี BAP 2.0 มก./ล. มีจํานวนยอดที่มี
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ความสูงนอยกวา 1 ซม. 6.60 ยอด และมจีํานวนยอดทีม่ีความสูงมากกวา 1 ซม. 10.75 ยอด 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ รูปที่ 4.6 

 

         5.1.4 อิทธพิลของฮอรโมน IAA ตอความสูงของตนฮอม 

                         จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมนแตกตางกัน นาน 5 

สัปดาห พบวา ความสงูของตนฮอมกอนยายออกปลูกทีส่ปัดาหที่ 5 ที่ความเขมขนของ IAA ทั้ง 7 

ความเขมขน โดยความเขมขนของ IAA ที่ 1, 2, 3 และ 5 ใหผลไมแตกตางกัน แตความเขมขนที่

สามารถทําใหเกิดความสงูของตนฮอมไดมากทีสุ่ดอยูที่ 2 มก./ล. คือ มีความสูงของตนฮอมอยูที ่

4.63 ถึง 5.83 ซม. (ตารางที่ 4.6) 

      

        5.1.5 อิทธิพลของฮอรโมน IAA ตอการพัฒนาความยาวของราก 

         เพื่อเปนการลดขั้นตอน และประหยัดเวลาในการเพาะเลีย้งตนฮอม การชกันําให

ยอดยืดยาวและชกันําราก จากสวนยอดสามารถที่จะทําไปพรอมๆ กันได โดยการเพาะเลี้ยงสวน

ยอดของฮอมที่ไดจากการเพิ่มปริมาณยอด ขนาดความยาว 1 ซ.ม. บนอาหารสูตร MS ที่เติม 

ฮอรโมนอนิดอล อะซิตกิ แอซิด (IAA) ที่มีความเขมขน 7 ระดับ คอื 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 และ 5 

มก./ล. ในอาหารสูตร MS พบวา อาหารท่ีเติม IAA ความเขมขน  1,  2, 3 และ 5 มก./ล. สามารถ

ชักนําใหยอดยืดยาวไดสูงสุด และไมแตกตางกันทางสถิต ิคือเทากับ 5.25, 5.24, 5.26 และ 5.32 

ซม. ตามลําดับ  (ตารางที่ 4.6) และชักนําใหเกิดราก 100% ภาย 3 สัปดาห นอกจากนี้ยังพบวา

อาหารทีเ่ติม IAA ในปริมาณทีน่อย คือ 0.1, 0.5 และไมเติมสาร IAA สามารถชักนํายอดใหยืดยาว 

(ตารางที่ 4.7) และเกิดรากจากสวนยอดได 90-95 % ภายให 5 สัปดาห พบวา ความยาวของราก

ตนฮอมทีส่ปัดาหที่ 5 ที่เพาะเลี้ยงสามารถตอบสนองตอฮอรโมน IAA ไดในทุกความเขมขน ซึ่งที่

ความเขมขนของ IAA 2, 3 และ 5 มก./ล. ใหผล(ความยาวของราก)ไมแตกตางกัน แตความเขมขน

ที่สามารถตอบสนองไดดีทีส่ดุ คือ ที่ความเขมขน 5 มก./ล. ซึ่งสามารถชักนําใหเกิดความยาวของ

รากได 4.89 ถึง 5.62 ซม. ซึ่งมคีวามยาวของรากมากกวาทุกทรีตเมนต สามารถนําออกปลกูใน

โรงเรือนได 

 

         5.1.6 เปอรเซน็ตการรอดชีวิตหลังยายออกปลูกในโรงเรือน 

                        จากการเพาะเลี้ยงตนฮอมบนอาหารสูตร MS ซึ่งเติมฮอรโมนแตกตางกัน นาน 5 

สัปดาห เมื่อยายออกปลกูภายในโรงเรอืน พบวา เปอรเซนตการรอดชีวิตของตนฮอมหลงัยายออก

ปลกูในโรงเรอืน ที่ความเขมขนของ IAA ทั้ง 7 ความเขมขน ใหผลไมแตกตางกนั แตความเขมขนที่
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สามารถทําใหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนฮอมเกิดขึ้นมากทีสุ่ดอยูที่ 0.1, 0.5, 2 และ 5 มก./ล. 

คือ มเีปอรเซ็นตการรอดชีวิตของตนฮอมหลังยายออกปลกูอยูที่ 77.93 ถึง 92.07 เปอรเซน็ต 

(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 

ใชตามสูตร 

(mg/l) 

สารละลาย

เขมขน 

(g/l) 

ที่ใชตอ

อาหาร 

1 ลิตร 

1. ธารอาหารหลัก (Macronutrient) 100 เทา 

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 เทา 

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 เทา 

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. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลักสูตร MS (ภาคผนวก ก) 

    1.1 ชั่งสารเคมแีตละชนิดตามจํานวนเทาที่ตองการเตรียม 

    1.2 ละลายสารแตละชนิดดวยน้ํากลัน่ 

    1.3 เทสารละลายแตละชนิดรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลลิิตร โดยเติม

สารละลายทลีะชนิด คือ Potassiumdihydrogen dehydrate (KH2PO4), Ammoniumnitrate 

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

(CaCl2.2H2O) และPotassiumnitrate (KNO3) ตามลําดับ แตละคร้ังหลังเติมสารละลายควรใชน้ํา

กลัน่กลั้วลางภาชนะใสสารเลก็นอยแลวเทตามลงไปในขวดวัดปริมาตรดวย เพราะอาจมสีาร

ตกคางอยู 

    1.4 ปรับปริมาตรสดุทายดวยน้ํากลัน่ใหครบ 1,000 มิลลลิิตร 

    1.5 เก็บสารละลายเขมขนในขวดสีชา ทีข่างขวดติดฉลากระบุชือ่สารละลายเขมขน, 

ความเขมขนของสารละลาย, ปริมาตรที่ใชเตรียมอาหาร 1 ลิตร และ วัน เดือน ป ทีเ่ตรียมสาร 

 

 2. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารรองสูตร MS (ภาคผนวก ก) 

    2.1 ชั่งสารเคมแีตละชนิดตามจํานวนเทาที่ตองการเตรียม 

    2.2 ละลายสารแตละชนิดดวยน้ํากลัน่ 

    2.3 เทสารละลายแตละชนิดรวมกันในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลลิิตร โดยเติม

สารละลายทลีะชนิด คือ Coppersulphate pentahhydrate (CuSO4.5H2O) และ 

Coboltchloride hexahydrate (CoCl2.6H2O) ใหปเปตมาใช 1 มิลลลิติร จากสารละลายความ

เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมลิลลิติร ที่เตรยีมเอาไวแลว 

    2.4 ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลัน่ใหครบ 1,000 มิลลลิิตร 

    2.5 เก็บสารละลายเขมขนในขวดสีชา ทีข่างขวดติดฉลากระบุชือ่สารละลายเขมขน, 

ความเขมขนของสารละลาย, ปริมาตรที่ใชเตรียมอาหาร 1 ลิตร และ วัน เดือน ป ทีเ่ตรียมสาร 

 

 

 

 

 3. การเตรียมสารละลายเขมขนของวติามิน (ภาคผนวก ก) 
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 การเตรียมสารละลายเขมขนของวิตามิน ควรตํานึกถึงชนดิของตัวทําละลายดวย เพราะ

สารแตละชนิดมีตัวทําลายตางกนั การเตรียมสารละลายเขมขนในความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ

มิลลลิิตร ปริมาตร 100 มิลลลิิตร ทําไดโดย  

   3.1 ชั่งสารแตละชนดิ คือ  Glycine, Myo-inositol, Thiamine-HCl, Pyridoxine-HCl 

และNicotinic acid มา 100 มิลลิกรัม 

    3.2 หยดตัวทําละลายลงไปเล็กนอย แตพยายามใชตัวทาํละลายใหนอยทีสุ่ด เมื่อ

สารละลายดแีลวจึงเติมน้ํากลัน่ลงไปพอประมาณ คนใหเขากนั 

    3.3 เทสารละลายลงในขวดวัดปริมาตร 100 มิลลลิิตร ปรับปริมาตรสดุทายดวยน้ํากลัน่

จนครบ 100 มิลลลิิตร 

    3.4 เก็บสารละลายเขมขนในขวดสีชา ทีข่างขวดติดฉลากระบุชือ่สารละลายเขมขน, 

ความเขมขนของสารละลาย, ปริมาตรที่ใชเตรียมอาหาร 1 ลิตร และ วัน เดือน ป ทีเ่ตรียมสาร 

 

 4. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง  

    4.1 เมื่อเตรียมสารละลายเขมขน (stock solution) ของสูตรอาหาร MS (ภาคผนวก          

ก) 

    4.2 ดูดสารละลายจาก stock solution ตางๆมารวมกัน 

    4.3 เติมสารที่เปนแหลงคารบอน คือ น้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร 

    4.4 เติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต คือ IAA และ BA ตามความเขมขนทีก่ําหนดไว 

    4.5 ปรับปริมาตรของสารละลายดวยน้ํากลัน่จนครบ 1000มิลลลิติร 

    4.6 ปรับคาความเปนกรดและดางดวย HCl และ NaOH ใหไดประมาณ 5.8 

    4.7 เติมวุน 7.5 กรัมตอลิตร 

    4.8 เคี่ยวอาหารเพือ่หลอมละลายวุน โดยใชเตาแกซ 

    4.9 เทอาหารลงในขวด และปดฝาขวด 

    4.10 นําขวดอาหารไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันไอทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส

           ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี

    4.11 เก็บอาหารไวในทีส่ะอาดหรือที่ปลอดเชือ้ 

 

 

 


