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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงคใ์นการศกึษาปัจจยัตา่ง ๆ เพ่ือใหไ้ดว้ิธีการท่ีมีประสทิธิภาพขยายพนัธุต์น้
กลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉาในหลอดทดลอง และมีอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมขึน้ คือศึกษาชนิดของสูตรอาหาร ระดบั
ความเขม้ขน้ของน�ำ้ตาล และผลของสารไคโตซาน โดยการน�ำโปรโตคอรม์ของกลว้ยไมว้างเลีย้งบนอาหาร 3 
สตูร คือ อาหารสตูร MS (Murashige and Skoog) ท่ีลดความเขม้ขน้ลงครึง่หนึง่ (½ MS) อาหารสตูร VW 
(Vacin and Went) และอาหารสตูร ND (New Dogashima medium; Tokuhara and Mii) เตมิน�ำ้ตาลซโูครส 
0.2 % น�ำ้มะพรา้ว 150 มล./ล. และวุน้ 7.5 ก./ล. หลงัจากการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 50 วนั พบวา่ สตูรอาหาร 
VW ใหจ้ �ำนวนโปรโตคอรม์เฉลี่ยสงูสดุ (2.11±0.30 มม.) ความสงูตน้เฉลี่ยสงูสดุ (1.51±0.15 ซม.) และจ�ำนวน
ใบเฉลี่ยสงูสดุ (3.52±0.37 ใบตอ่ตน้) นอกจากนีพ้บวา่น�ำ้ตาลท่ีระดบัความเขม้ขน้สงูขึน้สง่ผลใหจ้ �ำนวนโปร
โตคอรม์และการเจรญิเติบโตของกลว้ยไมเ้พ่ิมขึน้ คือ อาหารท่ีเติมน�ำ้ตาล 7 % ใหจ้ �ำนวนโปรโตคอรม์ 
(3.92±0.38 โปรโตคอรม์) ความสูงตน้ (2.85±0.26 มม.) จ�ำนวนใบ (4.91±0.10 ใบ) และจ�ำนวนราก 
(3.55±0.24 ราก) สงูท่ีสดุ แตกตา่งอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ (P≤0.01) ส �ำหรบัการใชส้ารไคโตซาน พบวา่
อาหารท่ีเตมิไคโตซาน เขม้ขน้ 10 มก./ล.ใหค้วามยาวรากและอตัราการรอดชีวิตสงูกวา่ชดุควบคมุ คือ อาหาร
ท่ีไมเ่ตมิไคโตชาน 
ค�ำส�ำคัญ: กลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉา สตูรอาหาร น�ำ้ตาล ไคโตซาน 

Abstract: The purpose of this research was to establish method for the effective propagation and 
plant survival of Dendrobium palpebrae Lindl. The evaluated parameters included kinds of basal 
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media, sucrose concentrations and chitosan. Protocorms were cultured on half strength MS medium (½ 
MS) (Murashige and Skoog), VW medium (Vacin and Went) and ND medium with 0.2 % sucrose 
(New Dogashima medium; Tokuhara and Mii) and 150 ml coconut water and 7.5 g/L agar. After 50 
days of culture, VW medium gave the highest protocorm number (2.11±0.30 protocorms), plant height 
(1.51±0.15 mm.) and leaf number (3.52±0.37 leaves). In addition, sucrose concentrations were improved on 
protocorm number and plant growth of orchid. These results shown that VW medium with 7 % sucrose 
gave the highest protocorm number at 3.92±0.38 protocorms, plant height at 2.85±0.26 mm., leaf 
number at 4.91±0.10 leaves and root number at 3.55±0.24 roots, significantly difference at the 
confidence level (P≤0.01). For chitosan treatments, medium with low concentrations at 10% of chitosan 
gave the better result in root length and survival rate than medium without chitosan.
Keywords: denderobium palapebrae lindl., culture media, sucrose, chitosan

บทน�ำ

เอือ้งมจัฉา (Dendrobium palpebrae Lindl.) 
เป็นกลว้ยไมป่้าท่ีมีช่อดอกสีสันสวยงาม กลิ่นหอม  
(นฤมล, 2557) พบไดท้กุภาคของประเทศไทยสว่น
ใหญ่พบในป่าดิบแลง้และป่าเบญจพรรณ ลกัษณะ
ล�ำตน้เป็นล�ำเหลี่ยม แผ่นใบค่อนขา้งหนา ชอ่ดอก
เป็นพวงหอ้ย เกิดตามขอ้ กลีบดอกสีขาว กลีบปากสี
เหลืองขอบขาว (Figure 1a) (อบฉันท,์ 2552) 
ปัจจุบันไดมี้รายงานการศึกษาพฤกษทางเคมีจาก
การสกดัสารในกลว้ยไมส้กลุหวายหลายชนิด พบวา่ 
มีสารในกลุม่คารโ์บไฮเดรต คมูารนิ อลัคาลอยด ์ ไฟ
โทสเตอรอยด ์  ฟลาโวนอยด ์ สารในกลุม่สเตอรอยด ์
ไตรเทอรพี์นอยด ์ แทนนิน ฟีนอล ฟลาโวนอยด ์ สาร
ประกอบฟีนอลิก สารแอนโทไซยานิน (Prajapati 
and Patel, 2013; Johnson and Janakiraman, 
2013; Shafazila et al., 2010) และสาร phenolic 
glycoside dendroside ท่ีสามารถตา้นเซลลม์ะเรง็
ไดห้ลายชนิด (Zhou et al., 2017) ส �ำหรบัในเอือ้ง
มจัฉา พบวา่ มีสารท่ีช่ือวา่ Dendroflorin ท่ีสามารถ
ไปลด ROS และปรบัปรุงกิจกรรมของเอน็ไซม ์ SOD 
GPx และ CAT โดยสารเหลา่นีมี้ความสามารถใน
การตา้นสารอนมุลูอิสระไดดี้ (Figure 1b) (Napat et 
al., 2018) การน�ำกลว้ยไมเ้หลา่นีม้าใชป้ระโยชนต์อ้ง
ท�ำลายตน้ ซึง่พบว่าในธรรมชาติกลว้ยไมช้นิดนีมี้
อตัราการติดดอกและการงอกของเมล็ดต�่ำเน่ืองจาก
เมลด็ของกลว้ยไมไ้ม่มีอาหารสะสมภายในเมลด็การ
งอกของเมล็ดสามารถเกิดขึน้ไดเ้องในธรรมชาติแต่
จ �ำเป็นต้องอาศัยเชื ้อราบางชนิดน�ำธาตุอาหาร
ภายนอกเขา้ไปในเซลลร์าก (ศิริลักษณ,์ 2554) 

ปัจจบุนัการท�ำลายป่าไมมี้แนวโนม้สงูขึน้ท�ำใหแ้หลง่
ท่ีอยู่ของกลว้ยไมล้ดลง (Tapash and Rahman, 
2017) อีกทัง้การพฒันากลว้ยไมส้ายพนัธุใ์หมม่กัใช้
วิธีผสมเกสรและเพาะเมลด็ จงึจ�ำเป็นตอ้งอาศยัการ
เพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชือ้ซึ่งสามารถช่วยใน
การกระตุน้เซลลใ์หเ้กิดการงอก การเจรญิเตบิโต หรอื
การพัฒนาต่าง ๆ ดว้ยการเพาะเลีย้งบนอาหาร
สงัเคราะหภ์ายใตส้ภาพปลอดเชือ้ รว่มกบัสารควบคมุ
การเจริญเติบโตในการกระตุน้การเปลี่ยนแปลงและ
พฒันาของเนือ้เย่ือพืช (ไซนีย๊ะ และคณะ, 2558) 
เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเป็นเทคนิคท่ีสามารถ
เพ่ิมปรมิาณตน้พืชไดเ้ป็นจ�ำนวนมาก ในระยะเวลาอนั
สัน้ ส �ำหรบัการช่วยส่งเสริมการเจริญเตบิโตสามารถ
ท�ำไดโ้ดยการเพ่ิมน�ำ้ตาลซึง่เป็นแหลง่พลงังานใหก้บั
พืช นิยมใชน้�ำ้ตาลซโูครสท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1-5 % 
(ศภุาวีร ์ และ จกัรพงศ,์ 2558) ปัจจบุนัทางดา้น
การเกษตรมีการน�ำไคโตซานมาใชเ้ป็นอาหารเสริม
ให้แก่พืชเพ่ือช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช 
ป้องกนัโรคท่ีเกิดจากจลุินทรียซ์ึ่งเป็นสาเหตขุองโรค
พืชอีกหลายชนิด (พรทิพย ์ และ ศุภลักษณ,์ 2548; 
อนรุกัษ,์ 2561) ไคโตซานเป็นสารโพลเิมอรธ์รรมชาตท่ีิมี
องคป์ระกอบส�ำคญัในรูปของ D-glucosamine ซึง่องค์
ประกอบในเปลือกนอกของพวกสัตว ์ และผนงัเซลล์
ของเชือ้ราบางชนิด เป็นวสัดชีุวภาพท่ียอ่ยสลายไดต้าม
ธรรมชาต ิมีความปลอดภยัในการน�ำมาใชก้บัมนษุยไ์ม่
ก่อใหเ้กิดการแพ ้ และปลอดภยัตอ่สิง่แวดลอ้ม ไมไ่วไฟ
และไมเ่ป็นพิษตอ่พืช (ภาวดี, 2544) การน�ำไคโตซานมา
ใชใ้นเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช ท�ำไดโ้ดยการเตมิไคโตซานท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ในการกระตุน้ใหต้น้กลว้ยไมมี้
การเกิดราก แตกใบใหม ่ และการเจริญเติบโตดา้น
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ล�ำตน้ (สมพร, 2555; วฒิุชยั และคณะ, 2559) การ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือกลว้ยไมต้อ้งค �ำนึงถึงสตูรอาหาร
ใหเ้หมาะสมกบัชนิดของกลว้ยไม ้ดงันัน้ในงานวิจยันี ้
จงึไดศ้กึษาปัจจยัตา่งๆ เชน่ สูตรอาหาร ผลของ
น�ำ้ตาลซูโครส และผลของไคโตซาน ตอ่การเจรญิ
เติบโตของกล้วยไม้เอื ้องมัจฉาในหลอดทดลอง 
ส�ำหรบัใชป้ระโยชนใ์นรูปของเซลลแ์ละตน้ท่ีมีสาร
ส�ำคญันีต้อ่ไป 

วธีิการศกึษา

เพ่ือศึกษาผลของสูตรอาหาร และน�ำ้ตาลตอ่
เพ่ิมปรมิาณของกลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉาในหลอดทดลอง 
และเพ่ือผลของไคโตซานต่อการเจริญเติบโตของ
กลว้ยไมเ้อือ้งมัจฉาในหลอดทดลองและอัตราการ
รอดชีวิตหลงัจากการออกปลกูในสภาพโรงเรอืน

1. การเตรียมเนือ้เยือ่พชื
 น�ำฝักกลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉา อาย ุ10 เดือน (Figure 

1c) มาเพาะเลีย้งบนสตูรอาหาร VW ท่ีเตมิน�ำ้มะพรา้ว 
150 มล./ล. น�ำ้ตาลซโูครส 0.2 % ผงวุน้ 7.5 ก./ล. ปรบั
คา่ความเป็นกรดดา่งเป็น 5.0 เพาะเลีย้งท่ีความเขม้
แสง 12.5  ไมโครโมลตอ่ตารางเมตรตอ่วินาที เป็น
เวลา 14 ชม./วนั อณุหภมิู 26±2 ºC เป็นระยะเวลา 8 

สปัดาห ์ (Figure 1d) จากนั้นน�ำโปรโตคอรม์ท่ีมี
ขนาด 1-2 x 3-4 มม. และมีใบ 2 ใบ มาใชใ้นการ
ทดลองตอ่ไป (Figure 1e)

2. การศกึษาสูตรอาหารตอ่การพฒันาโปร
โตคอรม์เอือ้งมัจฉา

น�ำโปรโตคอรม์ของเอือ้งมจัฉา มาเพาะเลีย้งบน
อาหาร 3 สตูร คือ อาหารสตูร VW (Vacin and Went, 
1949) อาหารสตูร ND (New Dogashima) (Tokuhara 
and Mii, 1993) และอาหารสตูร ½ MS (Murashige 
and Skoog, 1962) โดยอาหารทุกสูตรเติมน�ำ้
มะพรา้ว 150 มล./ล. น�ำ้ตาลซโูครส เขม้ขน้ 0.2 % 
เตมิผงวุน้เขม้ขน้ 7.5 ก./ล. ปรบัคา่ความเป็นกรดเป็น
ดา่งเป็น 5.0 วางเลีย้งท่ีความเขม้แสง 12.5  ไมโคร
โมลตอ่ตารางเมตรตอ่วินาที เป็นเวลา 14 ชม./วนั 
อณุหภมิู 26±2 ºC เป็นระยะเวลา 50 วนั บนัทกึ
จ�ำนวนโปรโตคอรม์ จ�ำนวนใบ ความยาวใบ จ�ำนวน
ราก ความยาวราก และความสูงตน้ วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD (Completely randomized       
design) เปรยีบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยโดย
วิธี DMRT (Duncan’s multiple range test) ทดลอง

ทัง้หมด 3 ซ�ำ้ ซ �ำ้ละ 5 ขวด ขวดละ 4 โปรโตคอรม์

    

Figure 1 Characteristics of inflorescence (a), Dendroflorin (b), pod (c) and protocorm (d, e) of D. 
palpebrae. 

 Source: Tapash and Rahman (2010)
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3. การศกึษาน�ำ้ตาลซูโครสตอ่การเจริญ
เตบิโตโปรโตคอรม์เอือ้งมัจฉา

น�ำโปรโตคอรม์ของเอือ้งมจัฉา มาเพาะเลีย้งบน
อาหารสตูรท่ีดีท่ีสดุจากการทดลองท่ี 1 เตมิน�ำ้ตาลท่ี
ระดบัความเขม้ขน้แตกตา่งกนั 8 ระดบั คือ 0 1 2 3 4 
5 6 และ 7 % ปรบัคา่ความเป็นกรดเป็นดา่งเป็น 5.0  
วางเลีย้งท่ีความเขม้แสง 12.5  ไมโครโมลตอ่ตาราง
เมตรตอ่วินาที เป็นเวลา 14 ชม./วนั อณุหภมิู 26±2 
ºC เป็นระยะเวลา 50 วนั บนัทกึจ�ำนวนโปรโตคอรม์ 
จ�ำนวนใบ ความยาวใบ จ�ำนวนราก ความยาวราก 
และความสงูตน้ วางแผนการทดลองแบบ CRD 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT ทดลองทัง้หมด 3 ซ�ำ้ ซ �ำ้ละ 5 ขวด ขวดละ 4 
โปรโตคอรม์

4. การศกึษาไคโตซานตอ่การเจริญเตบิโต
และอัตราการรอดชวีติของกล้วยไม้เอือ้งมัจฉา

น�ำตน้เอือ้งมจัฉามาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูรท่ี
ดีท่ีสดุจากการทดลองท่ี 1 และ 2 เตมิสารไคโตซานท่ี
ระดบัความเขม้ขน้แตกตา่งกนั 5 ระดบั คือ 0 10 20 
40 และ 60 มก./ล. ปรบัคา่ความเป็นกรดเป็นดา่งเป็น 
5.0 วางเลีย้งท่ีความเขม้แสง 12.5  ไมโครโมลตอ่ตา
รางเมตรตอ่วินาที เป็นเวลา 14 ชม./วนั อณุหภมิู 
26±2 ºC เป็นระยะเวลา 50 วนั บนัทกึจ�ำนวนโปรโต
คอรม์ ความสงูตน้ จ�ำนวนใบ ความยาวใบ จ�ำนวน
ราก ความยาวราก และความสูงตน้ วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD เปรยีบเทียบความแตกตา่งของคา่
เฉลี่ยโดยวิธี DMRT ทดลองทัง้หมด 3 ซ �ำ้ ซ �ำ้ละ 5 
ขวด ขวดละ 4 ตน้

5. การปรับสภาพพชืปลูก 
น�ำกลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉามาปรบัสภาพปลกู โดย

การน�ำไปไวใ้นโรงเรอืนก่อนยา้ยปลกู 2-3 วนั คลาย
ฝาขวดเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือก่อน 2-3 วนั แลว้ลา้งวุน้
ออกจากรากพืชใหส้ะอาด น�ำพืชมาแชน่�ำ้ยาปอ้งกนั
เชือ้ราก่อนปลกูในภาชนะท่ีบรรจวุสัดปุลกู คือ ถ่าน 
จากนัน้น�ำมาวางเลีย้งในโรงเรือนท่ีมีการพรางแสง 
50 % อณุหภมิู 28±2 ºC ความชืน้ 50 % เพ่ือลด
ความเขม้แสงและอุณหภูมิโรงเรือน หลงัยา้ยปลกู
เป็นเวลา 30 วนั บนัทกึอตัราการรอดชีวิต ท�ำทัง้หมด 
3 ซ�ำ้ ซ �ำ้ละ 5 ตน้ 

ผลการศกึษาและวจิารณ์

1. ผลของสูตรอาหารตอ่อัตราการเจริญ
เตบิโตของโปรโตคอรม์เอือ้งมัจฉา

ผลของสตูรอาหารทัง้ 3 สตูร คือ VW ND และ 
½ MS ซึง่มีองคป์ระกอบและความเขม้ขน้ของธาตุ
อาหารท่ีแตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตของโปรโต
คอรม์ พบวา่ หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 50 
วนั อาหารสตูร VW ใหจ้ �ำนวน โปรโตคอรม์เฉลี่ยสงู
ท่ีสดุ คือ 2.11±0.30 โปรโตคอรม์ รองลงมา คือ 
อาหารสตูร ND ใหค้า่เฉลี่ย 1.76±0.20 โปรโตคอรม์ 
และอาหารสตูร ½ MS ใหค้า่เฉลี่ย 1.48±0.17 โปรโต
คอรม์ ตามล�ำดบั (Table 1) แตกตา่งอยา่งมีนยั
ส�ำคญัทางสถิติ (P<0.05) ทัง้นีอ้าหารสตูร VW ใหค้า่
เฉลี่ยความสงูตน้ และจ�ำนวนใบเฉลี่ยสูงท่ีสดุ คือ 
1.51±0.18 มม. และ 3.52±0.37 ใบตอ่ตน้ ตาม
ล�ำดบั รองลงมาเป็นอาหารสตูร ND และอาหารสตูร 
½ MS อาหารสตูร VW สง่เสรมิการเจรญิเตบิโตของ
เอือ้งมจัฉาไดดี้กวา่อาหารสตูรอ่ืนๆ คือเกิดการสรา้ง
กลุ่มก้อนโปรโตคอรม์เป็นจ�ำนวนมากจนสามารถ
เจริญและพัฒนาไปเป็นต้นอ่อนท่ีมีความแข็งแรง
และเกิดการสรา้งยอดได ้ สว่นลักษณะฟีโนไทป์ของ
เอือ้งมจัฉาในการทดลอง พบวา่ ตน้มีใบเรยีวยาว 
ขอบใบขนาน ปลายใบแหลมและเกิดรากบรเิวณฐาน
ของล�ำตน้ (Figure 2a, b) เน่ืองจากสตูรอาหาร VW  
มีธาตอุาหารหลกัท่ีประกอบดว้ย KNO

3 
และ KH

2
PO

4
 

ท่ีมีปริมาณมากกว่าสูตรอาหารอ่ืน ๆ นอกจากนี้
อาหารสตูรนีย้งัมี Ca

2
PO

4
 ซึง่ธาตุอาหารนีเ้ป็นองค์

ประกอบหลกัของผนงัเซลล ์ จดัอยูใ่นรูปของแคลเซียม
แพคเตด็มีหนา้ท่ีชว่ยในการแบง่เซลล ์สรา้งโปรตีนและ
ชว่ยในการท�ำงานของเอนไซมต์วัอ่ืน ๆ ดว้ย จงึท�ำให้
พืชมีความแข็งแรงและสง่เสรมิการเจรญิเตบิโต โดย
อาหารสตูร VW มีประสทิธิภาพในการเพาะเลีย้งโปร
โตคอรม์ในกลว้ยไมห้ลายชนิด เชน่ เอือ้งเงินหลวง 
(นชุรฐั และอญัชลี, 2553; ศิรลิกัษณ,์ 2554) ไมเ้อือ้ง
ไอยเรศ (วนัฟิรฮาน และคณะ, 2557) กหุลาบกระเป๋า
ปิด (สภุาวดี และคณะ, 2558) และกะเรกะรอ่นปาก
เป็ด (อาทิตยา และวราภรณ,์ 2560) ดงันัน้จากการ
ศกึษาในครัง้นีจ้งึเลือกใช ้สตูรอาหาร VW ซึง่เป็นสตูร
อาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเลีย้งไมเ้อือ้งมจัฉาใน
การศกึษาตอ่ไป
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Table 1 Effect of culture media on D. palpebrae protocorm Lindl. development after 50 days of 
culture.

Culture medium No.

protocorm

Plant height

(mm)

No.

leaf

Leaf length

(mm)

No.

root

Root length

(mm)

½MS 1.48±0.17b 1.27±0.10 3.48±0.15 5.76±0.52a 1.26±0.23 1.86±0.26

VW 2.11±0.30a 1.51±0.15 3.52±0.37 3.87±0.78b 1.11±0.20 0.63±0.07

ND 1.76±0.20ab 1.28±0.10 3.30±0.20 3.86±0.60b 1.11±0.19 1.82±1.17

F-test * ns ns * ns ns

C.V. (%) 6.12 8.88 6.97 26.88 3.44 50.17
 ns    non significant different at P > 0.05 * significant different at P ≤ 0.05 Means followed by the 

same letter within each column are not significantly different according to DMRT

2. ผลของน�ำ้ตาลซูโครสตอ่การเจริญ
เตบิโตของโปรโตคอรม์เอือ้งมัจฉา

การเพ่ิมปรมิาณโปโตคอรม์ของเอือ้งมจัฉา ภาย
หลงัเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 50 วนั บนอาหารสตูร 
VW เตมิน�ำ้ตาลท่ีระดบัความเขม้ขน้แตกตา่งกนั พบ
วา่ อาหารท่ีเตมิน�ำ้ตาลความเขม้ขน้ 7% ใหค้า่เฉลี่ย
จ�ำนวนตน้สงูท่ีสดุ คือ 3.92±0.38 โปรโตคอรม์ รอง
ลงมา คือสตูรอาหารท่ีเตมิน�ำ้ตาลความเขม้ขน้ 6 5 
และ 4% ใหจ้ �ำนวนโปรโตคอรม์เฉลี่ย 3.68±0.66 
3.55±0.51 และ 3.38±0.49 โปรโตคอรม์ ตามล�ำดบั 
(Table 2) ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
(P>0.05) กบัอาหารท่ีเตมิน�ำ้ตาลความเขม้ขน้ 7% 
โดยจ�ำนวนโปรโตคอรม์จะเพ่ิมขึน้สองเท่าเม่ือเปรยีบ
เทียบกบัชดุควบคมุ คือ อาหารสตูร VW เตมิน�ำ้ตาล
ความเขม้ขน้ 2% ใหจ้ �ำนวนโปรโตคอรม์ 2.80±0.53 
โปรโตคอรม์ แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
(P<0.05) กบัอาหารท่ีเติมน�ำ้ตาลความเขม้ขน้ 7% 
เม่ือพิจารณาอาหารท่ีไมเ่ตมิน�ำ้ตาลซโูครส สามารถ
เกิดโปรโตคอรม์ไดเ้ชน่กนั อาจเน่ืองมาจากในอาหาร
มีน�ำ้มะพรา้วเป็นองคป์ระกอบ ซึง่ในน�ำ้มะพรา้วมีทัง้
กรดอะมิโน สารประกอบไนโตรเจน กรดอินทรีย ์ 
ฮอรโ์มนพืช (zeatin และ zeatin riboside) และ
น�ำ้ตาล  ซึง่สารเหลา่นีมี้บทบาทส�ำคญัในการกระตุน้
ใหเ้ซลลเ์กิดการแบ่งเซลลแ์ละส่งเสริมการขยายของ
เซลลท์�ำใหพื้ชมีการเจรญิและพฒันาได ้ (Letham, 

1973; ไซนีย๊ะ และคณะ, 2559) ในการศกึษาครัง้นี ้
ยงั พบวา่ เม่ือเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ของน�ำ้ตาลให้
สงูขึน้ สง่ผลใหก้ารเจริญเติบโตของกลว้ยไมส้งูขึน้
ดว้ย คือ สตูรอาหารท่ีเตมิน�ำ้ตาลความเขม้ขน้ 7% 
ใหค้า่เฉลี่ยความสงูตน้ จ�ำนวนใบ จ�ำนวนราก และ
ความยาวรากสงูสดุ สว่นลักษณะทางฟีโนไทป์ของ
ตน้กลว้ยไมเ้อือ้งมัจฉา พบวา่ ตน้มีสีเขียวอ่อนอวบ  
ใบเรยีวยาว ปลายใบแหลม มีรากท่ียาวเป็นสีขาว 
และมีจ�ำนวนรากท่ีเพ่ิมมากขึน้ (Figure 2c) เน่ืองจาก
การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือกลว้ยไมใ้นการทดลองมีการ
สงัเคราะหแ์สงท่ีต�่ำ เพราะไดร้บัแสงในปรมิาณนอ้ย
และมีปริมาณของคารบ์อนไดออกไซดใ์นปริมาณท่ี
จ�ำกดั ดงันัน้การเพ่ิมแหลง่คารบ์อนไดออกไซดท่ี์มา
จากน�ำ้ตาลซโูครส จงึท�ำใหต้น้พืชมีการเจรญิเตบิโต
ไดดี้ แหลง่คารบ์อนท่ีนิยมใช ้ คือ น�ำ้ตาล โดยน�ำ้ตาล 
sucrose จะเปลีย่นรูปไปเป็น glucose และ fructose 
เม่ือไดร้บัความรอ้นจากการนึง่ฆา่เชือ้ อตัราการเจรญิ
เติบโตของตน้พืชจะเพ่ิมขึน้ตามปริมาณน�ำ้ตาลท่ี
เพ่ิมขึน้แต่เม่ือเลยจดุท่ีเหมาะสมไปการเจริญเติบโต
ของตน้พืชจะลดลง (Suphat et al., 2012) ถงึแม้
อตัราการเจรญิเติบโตของตน้พืชจะเพ่ิมขึน้ตามระดบั
ความเขม้ขน้ของน�ำ้ตาลท่ีเพ่ิมขึน้ แตเ่ม่ือน�ำ้ตาลเกิน
จุดสูงสุดท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของตน้พืช 
จะส่งผลใหอ้ัตราการเจริญเติบโตของตน้พืชลดลง 
เน่ืองจากการเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ของน�ำ้ตาลจะ
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ท�ำใหค้วามออสโมติกในอาหารเพ่ิมขึน้ดว้ย ท�ำให้
เซลลพื์ชมีการสญูเสียน�ำ้เกิดการแหง้น�ำ้ของตน้พืช 
(Krasimira and Georgina, 2014; Yoon et al., 2016) 
ซึง่ในการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือกลว้ยไมน้ัน้ กลว้ยไมแ้ตล่ะ
ชนิดตอ้งการระดับความเขม้ขน้ของน�ำ้ตาลในการ
เพาะเลีย้งท่ีแตกตา่งไป ดงันัน้อาจท�ำการศกึษาเพ่ิม
เติมในส่วนการเติมระดับความเขม้ขน้ของน�ำ้ตาล
ซูโครสท่ีสงูขึน้ต่อการเจริญเติบโตของกลว้ยไมนี้ต้่อ
ไป

3. ผลของไคโตซานตอ่การเจริญเตบิโตและ
การรอดชวีติของเอือ้งมัจฉา

จากการศึกษาของผลของไคโตซานท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ พบวา่ ตน้กลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉาท่ี
เพาะเลีย้งบนอาหารสตูร VW เตมิไคโตซานความเขม้
ขน้ 10 มก./ล. ใหค้วามยาวราก และอตัราการอดชีวิต
หลังจากการออกปลูกในสภาพโรงเรือนดว้ยการใช้
วสัดปุลกูเป็นถ่านไม ้ (Figure 2d) เฉลี่ยสูงท่ีสุด คือ 
2.56±0.11 มม. และ 76.67±2.89% ตามล�ำดบั (Table 
3) สอดคลอ้งกบัการศกึษา วฒิุชยั และคณะ (2559) 
ไดเ้พาะเลีย้งเอือ้งรงรอง (Panisea uniflora Lindl.) 
บนอาหารเตมิไคโตซาน พบว่าตน้ท่ีผ่านการเพาะ
เลีย้งบนไคโตชานทุกความเข้มขน้เม่ือออกปลกูใน
สภาพโรงเรือนใหอ้ัตราการรอดชีวิตสูงท่ีสดุ 100% 
เน่ืองจากไคโตซานมีคณุสมบตัิในการออกฤทธ์ิเป็น
ตวักระตุน้ (elicitor) ใหแ้ก่ตน้พืช โดยจะไปกระตุน้ยีน
ในระบบภมิูคุม้กนั เชน่ ARnase β–glucanase และ 
phytoalexines ส่งผลต่อการกระตุน้ระบบป้องกนั
หรือช่วยเสรมิสรา้งระบบภมิูคุม้กนัต่อการเกิดโรคใน
พืชไดแ้ละท�ำใหต้น้พืชแข็งแรง รวมไปถงึไคโตซานยงั
ชว่ยยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชือ้จุลินทรยี ์ เน่ือง
จากหมู่อะมิโนท่ีเป็นประจุเป็นบวกสามารถท่ีจะไป
จบัประจลุบของผนงัของแบคทีเรียมีผลใหย้บัยัง้การ
เจรญิเตบิโตของแบคทีเรยีได ้(Boonkerd et al.,1996) 
แต่อย่างไรก็ตามในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าอตัราการ
รอดชีวิตของตน้ท่ีออกปลกูกลบัลดลงเม่ือความเขม้ขน้
ของไคโตซานเพ่ิมขึน้ ซึง่ Pornpienpakdee et al. 

(2006) พบวา่การเลีย้งโปรโตคอรม์ของกลว้ยไมห้วาย 
‘เอียสกลุ’ ในอาหารเติมไคโตซานท่ีความเขม้ขน้ท่ีสงู 
คือ 80 ppm มีผลการยบัยัง้การเตบิโตของโปรโตคอรม์ 
และท่ีระดบัความเขม้ขน้ 160 ppm ทาํใหเ้นือ้เย่ือซีด
ขาวและเซลลต์าย จงึจ�ำเป็นตอ้งใชร้ะดบัความเขม้
ขน้ท่ีเหมาะสมในแตล่ะพืช นอกจากนีจ้ากการศกึษา
พบว่าการเพาะเลีย้งตน้เอือ้งมจัฉาบนอาหารเติมไค
โตซานในหลอดลดลองท่ีระดบัความเขม้ขน้ตา่ง ๆ สง่
ผลของค่าเฉลี่ยของการเจรญิเติบโตท่ีไม่แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ(P > 0.05) ทัง้จ �ำนวนโปร
โตคอรม์ ความสงู จ�ำนวนใบตอ่ตน้ ความยาวใบ และ
จ�ำนวนราก อาจเป็นเพราะในการศกึษาไดใ้ชชิ้น้สว่น
ท่ีเป็นต้นท่ีมีขนาดเล็กการตอบสนองและความ
ตอ้งการของธาตุอาหารมีปริมาณไม่มากท�ำใหก้าร
เตมิไคโตชานท่ีระดบัความเขม้ขน้ตา่ง ๆ จงึใหผ้ลการ
ทดลองท่ีไม่แตกต่างกัน ถงึแมว้า่จะมีรายงานวา่
โครงสรา้งของไคโตซานมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ
ท่ีสามารถปลดปล่อยออกมาเพ่ือให้พืชใช้ในการ
เจรญิเตบิโตได ้ทัง้นีค้วามเขม้ขน้ของไคโตซานตอ้ง
เหมาะสม หากมากหรอืนอ้ยไปสง่ผลใหเ้กิดปรมิาณ
ไนโตรเจนท่ีไม่พอดีกับพืชท่ีจะนาํไปใชไ้ดแ้ละมีผล
ตอ่การเจรญิเตบิโตของพืช (สมพร และหาพิส, 2557) 
ดังนั้นจากการศึกษาการเพาะเลีย้งบนสูตรอาหาร
และระดับความเข้มข้นของน�้ำตาลท่ีเหมาะสมก็
สามารถส่งเสริมการเจริญเติบและพัฒนาของตน้
กลว้ยไมไ้ด ้ ส �ำหรบัไคโตซานสามารถน�ำมาใชเ้ตมิใน
อาหารชว่งก่อนการออกปลกูจากในหลอดทดลอง เพ่ือ
ท�ำใหอ้ตัราการรอดชีวิตในการออกปลกูในโรงเรอืนสงู
ขึน้ (ภาวดี, 2544; สมพร, 2555) หลงัจากการออก
ปลกู พบวา่ลกัษณะทางฟีโนไทป์ของตน้เอือ้งมจัฉา มี
ล �ำตน้อวบหนา ล�ำตน้ไม่สูงมาก ใบหนาสีเขียว มี
จ�ำนวนรากนอ้ย รากเป็นสีเขียวออกขาวเห็นไดช้ัด 
เป็นตน้ (Figure 2e) และตน้ออ่นสามารถเจรญิเตบิโต
ไดอ้ยา่งตอ่เน่ืองในวสัดปุลกูท่ีเป็นถ่านไมไ้ดดี้
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Figure 2 Development of D. palpebrae Lindl. protocorm on VW medium and plantlet survival.a: 
VW medium with 150 ml/L coconut water and 2 % sucrose (Bar=0.57 mm); b: Plantlet 
after culturing for 50 days; c: VW medium with 7% sucrose; d: In vitro plantlet cultured 
in charcoal; e: Plantlet survival after acclimatization in greenhouse for 30 days.

Table 2 Effect of sucrose concentrations on D. palpebrae Lindl. protocorm growth after 50 days 
of culture 

Sucrose

(%)

No.

protocorm

Plant height

(mm)

No.

leaf

Leaf length

(mm)

No.

root

Root length

(mm)

0 2.29±0.62d 2.16±0.12c 2.77±0.87c 3.01±0.55 1.91±0.12d 2.51±0.98

1 2.42±0.37cd 2.23±0.02c 3.33±0.82bc 3.64±0.45 2.12±0.12cd 2.57±0.45

2

3

4

5

6

7

2.80±0.53bcd

2.87±0.66bcd

3.38±0.49abc

3.55±0.51ab

3.68±0.66ab

3.92±0.38a

2.48±0.04b

2.51±0.05b

2.51±0.02b

2.67±0.05b

2.64±0.11b

2.85±0.26a

3.33±0.73bc

3.92±0.20abc

3.99±0.76abc

4.44±0.64ab

4.80±0.11a

4.91±0.10a

3.73±0.54

3.73±0.31

3.73±0.27

4.03±0.31

3.92±0.24

3.95±0.38

2.53±0.39bc

2.76±0.16b

2.64±0.34b

3.32±0.26a

3.40±0.32a

3.55±0.24a

2.75±0.44

2.95±0.26

2.87±0.44

2.98±0.58

3.09±0.33

3.40±0.28

F-test * ** ** ns ** ns

C.V.(%) 17.14 3.18 13.45 10.21 8.63 15.57
ns    non significant different at P > 0.05 * significant different at P ≤ 0.05 Means followed by the 
same letter within each column are not significantly different according to DMRT
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Table 3 Effect of chitosan concentrations on growth and survival rate of D. palpebrae Lindl.

Chitosan

(mg/L)

No.

protocorm A

Plant 
height A

(mm)

No.

leaf A

Leaf

length A

(mm)

No.

root A

Root

length A

(mm)

Survival rateB 

(%)

0

10

20

40

60

2.31±0.27

2.33±0.06

2.19±0.26

2.27±0.06

2.12±0.24

2.95±0.27

2.85±0.14

2.68±0.18

2.76±0.10

2.57±0.28

3.21±0.27

3.57±1.02

2.63±0.57

3.27±0.25

2.63±0.27

3.51±0.37

3.47±0.43

3.08±0.48

3.31±0.39

3.05±0.10

2.17±0.27

2.40±0.14

2.25±0.05

2.21±0.15

2.20±0.14

2.55±0.27a

2.56±0.11a

2.40±0.11ab

2.30±0.17ab

2.28±0.04b

45.00±8.66bc

76.67±2.89a

55.00±5.00b

55.00±10.00b

33.33±5.77 c

F-test ns ns ns ns ns * **

15.81C.V.(%) 6.52 5.80 15.68 10.06 6.66 6.52
 ns    non significant different at P > 0.05 *  significant different at P ≤ 0.05 Means followed by the same 
letter within each column are not significantly different according to DMRT (A: 50 days afterculturing; 
B: 30 days after hardening)

สรุป

จากการศกึษา พบว่า อาหารสตูร VW ท่ีเตมิ
น�ำ้ตาลความเขม้ขน้ 7 % สง่เสรมิการพฒันาและการ
เจรญิเติบโตของโปรโตตอรม์กลว้ยไมเ้อือ้งมจัฉาไดดี้
ท่ีสดุ คือ ใหโ้ปรโตคอรม์เฉลีย่ 3.92±0.38 โปรโตคอรม์ 
ความสูงตน้เฉลี่ย 2.85±0.26 มม. จ�ำนวนใบเฉลีย่ 
4.91±0.10 ใบตอ่ตน้ จ�ำนวนรากเฉลีย่ 3.55±0.24 ราก
ตอ่ตน้ และความยาวรากเฉลีย่ 3.40±0.28 มม. หลงั
จากเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 50 วัน และอัตราการ
รอดชีวิตหลงัการออกปลกูเพ่ิมสงูขึน้จากตน้ท่ีเพาะ
เลีย้งบนอาหารเตมิเตมิไคโตซานความเขม้ขน้ 10 มก./
ล. เม่ือเปรยีบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งสามารถน�ำวิธี
การนีไ้ปใชใ้นการเพ่ิมปรมิาณตน้กลว้ยไมใ้หไ้ดจ้ �ำนวน
มาก ในระยะเวลาอนัสัน้และสามารถพฒันาวิธีการ
เพาะเลีย้งเอือ้งมัจฉาในหลอดทดลองเพ่ือน�ำไปใช้
ประโยชนใ์นรูปของเซลลแ์ละตน้ท่ีมีสารส �ำคญันีต้่อ
ไป
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