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การผลิตดองดงึ (Gloriosa rothschildiana O’ Brien) ปลอดไวรัส CMV 
โดยใช้เทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

 
Production of CMV-free Gloriosa rothschildiana O’ Brien  

Using Tissue Culture Techniques 
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Abstract: Gloriosa rothschildiana O’ Brien tubers from Nong Khiaw Royal Project Development Center were 
collected and planted under greenhouse condition. After planting for 90 days, stripe mosaic and distortion of 
leaves, mosaic pale on flower petals were clearly observed. Infections were proved by RT-PCR of Cucumber 
mosaic virus (CMV) Five criteria severity levels 0-4 (healthy normal-severest) were used to evaluate the diseases 
in 100 leaf-samples, no healthy normal detected, severity level 3 was the major percentage found at 33.75% 
followed by level 4, 2, 1 and 0 at 25, 20, 13.75 and 7.5 % respectively. Additionally, more severe of the symptom 
was less flower number per plant. Virus type checking by ELISA technique was proved for CMV infection. Then 
RT-PCR showed CMV-free treatments studies 100% succeed, excision of meristem at size 0.3 mm and 40 mg/l 
ribavirin treatment of in vitro shoot removal on tuber at size 0.5 cm with the survival rates at 75 and 100%, 
respectively. Culture medium, MS supplemented with BAP 3.0 mg/L and NAA 0.5 mg/L was proper for 
production of gloriosa plantlets at rate 2.27 shoots and 2.20 mini-tuber per explant after culture for 12 weeks. 
 
Keywords:  Gloriosa, tissue culture, CMV-free plantlets 
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ค าน า 
 

ด อ งดึ ง  (Gloriosa rothschildiana O’ Brien) 
เป็นไม้ดอกประเภทหัวกึ่งไม้เลือ้ย ดอกมีสีสันสวยงาม 
รูปทรงแปลกตา มีถ่ินก าเนิดจากประเทศต่าง ๆ ในทวีป
แอฟริกา และได้รับความนิยมปลกูในทวีปเอเชียเขตร้อน 
ส าหรับประเทศไทยพบวา่มีการปลกูเป็นไม้ตดัดอกและไม้
กระถางโดยมีพืน้ท่ีเพาะปลกูที่ส าคญั ได้แก่ ศูนย์พฒันา
โครงการหลวงหนองเขียว จงัหวดัเชียงใหม่ นอกจากนีย้งัมี
การใช้ดองดึงเป็นพืชสมนุไพรที่มีประโยชน์ทางการแพทย์
และการเกษตร เช่น สารสกัดจากดองดึงสามารถยับยัง้
การเจริญของเชือ้แบคทีเรียและก าจัดแมลงศัตรูพืชได้ 
(George and Pandalai, 1949) ปัจจุบันการผลิตหัวพันธุ์
ดองดึงก าลังเผชิญกับปัญหาการเข้าท าลายของไวรัส
ส่งผลกระทบต่อคุณภาพและปริมาณของผลผลิต จะพบ
อาการดา่งที่ใบและกลีบดอก กลบีดอกมีขนาดเล็กลง และ
มี อายุ ในการปักแจกันของดอกลดลงมากกว่า 30 
เป อ ร์ เซ็ น ต์  (Royal Project Foundation, 2015) ก า ร
ระบาดของไวรัสเกิดจากเกษตรกรใช้หวัพนัธุ์ที่มีการสะสม
ของไวรัสอยู่ภายในเนือ้เยื่อพืช ไวรัสส าคัญที่เข้าท าลาย
ด อ ง ดึ ง  ไ ด้ แ ก่  Cucumber mosaic virus (CMV), 
Gloriosa stripe mosaic virus (GSMV) และ Gloriosa  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

fleck virus (GFV) โดยเฉพาะไวรัส CMV ซึ่งเป็นไวรัสที่
ยากตอ่การปอ้งกนัก าจดัเนื่องจากมีพืชอาศยักว้างและมกั
เข้าท าลายร่วมกับไวรัสหลายชนิดก่อให้เกิดอาการโรคที่
รุนแรงมากขึน้ (Araki et al., 1985) ดังนัน้งานวิจัยนี จ้ึง
ศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิตหวัพนัธุ์ดองดึงปลอด
ไวรัส CMV ด้วยเทคนิคด้านการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ รวมทัง้
ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณหัว
พันธุ์ปลอดไวรัสเพื่อแก้ไขปัญหาการขาดแคลนหัวพันธุ์
ปลอดไวรัสของเกษตรกรผู้ เพาะปลูกดองดึงตัดดอกใน
อนาคต 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. ลักษณะอาการโรคไวรัสและการตรวจวินิจฉัย  
1.1. การประเมินความรุนแรงของโรค 

น าหวัพนัธุ์ดองดงึจากศนูย์พฒันาโครงการหลวง
หนองเขียว อ าเภอเชียงดาว จังหวดัเชียงใหม่ จ านวน 80 
หวั โดยเลือกหวัพนัธุ์ที่มีน า้หนกัประมาณ 30-60 กรัม มา
ปลูกภายในโรงเรือนกันแมลง หลงัปลกูได้ 90 วนั บันทึก
อาการผิดปกติและประเมินความรุนแรงของโรคไวรัสในแต่
ละต้น โดยเลือกประเมินใบที่ 1-5 นับจากยอด ก าหนด
เกณฑ์การประเมินพืน้ท่ีใบท่ีแสดงอาการใบด่างเทียบกับ

บทคัดย่อ: น าหวัพนัธุ์ดองดึงจากศนูย์พฒันาโครงการหลวงหนองเขียว อ าเภอเชียงดาว จงัหวดัเชียงใหม่ มาปลกูภายใต้
โรงเรือนกนัแมลง หลงัปลกูได้ 90 วนั พบใบแสดงอาการดา่งเป็นทางยาวตามแนวเส้นใบ รูปร่างบิดเบีย้ว สว่นของกลบีดอก
แสดงอาการด่างสีซีด จากการประเมินระดบัความรุนแรงโดยแบ่งเป็น 5 ระดบั (0-4) พบว่าระดบัความรุนแรงมากที่สดุ คือ 
ระดับ 3 คิดเป็น 33.75 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา ได้แก่ ระดับ 4, 2, 1 และ 0 คิดเป็น 25, 20, 13.75 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ และพบว่าความรุนแรงในระดับสูงส่งผลให้จ านวนดอกต่อต้นน้อยลง การตรวจสอบชนิดไวรัสด้วยเทคนิค 
ELISA พบเกิดจากไวรัส Cucumber mosaic virus (CMV) เมื่อศึกษาวิธีการก าจัดไวรัส CMV โดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ
เจริญปลายยอดขนาด 0.3 มิลลิเมตร การเพาะเลีย้งยอดจากหวัพนัธุ์ขนาด 0.5 เซนติเมตร ในอาหาร MS ที่ผสมสารริบา 
วิริน (ribavirin) ที่ความเข้มข้น 20 และ 40 มิลลกิรัมตอ่ลติร จากตรวจสอบการปลอดไวรัสด้วยเทคนิค RT-PCR พบวา่ต้นที่
ได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญปลายยอดขนาด 0.3 มิลลเิมตร และการเพาะเลีย้งยอดจากหวัพนัธุ์ขนาด 0.5 เซนติเมตร 
ในอาหาร MS ที่ผสมสารริบาวิริน 40 มิลลกิรัมตอ่ลิตร มีอตัราปลอดไวรัส 100 เปอร์เซ็นต์ และมีชีวิตรอดหลงัการเพาะเลีย้ง 
75 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส าหรับสตูรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของดองดึง ได้แก่ อาหาร MS ที่เติม BAP 
3.0 มิลลิกรัมต่อลติร และ NAA 0.5 มิลลกิรัมต่อลติร โดยมีการเพิ่มจ านวนยอดเฉลี่ยสงูสดุ 2.27 ยอดต่อต้น และจ านวนหวั
เฉลีย่สงูสดุ 2.20 หวัตอ่ต้น หลงัเพาะเลีย้งเป็นเวลา 12 สปัดาห์ 
 
ค าส าคัญ:  ดองดงึ  การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  ต้นออ่นพืชปลอดไวรัส CMV 
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พืน้ท่ีใบทัง้หมด แบ่งเป็น 5 ระดบัความรุนแรง (0-4) ตาม
วิธีการของ Akbar et al. (2015) คือ ระดับ 0 ไม่แสดง
อาการใบด่าง ส่วนระดบั 1-4 แสดงอาการด่างบนพืน้ที่ใบ
ตามล าดับ ดังนี ้1: 1-25, 2: 26-50, 3: 51-75 และ 4: 76-
100 เปอร์เซ็นต์ (Figure 1) และ การศึกษาผลกระทบของ
โรคไวรัสตอ่การออกดอกของดองดงึ โดยเลือกต้นดองดึงที่
แสดงอาการโรคไวรัสในแต่ละระดบัความรุนแรงระดบัละ 
6 ต้น วางแผนแบบล็อกสมบรูณ์ (randomized complete 
block design: RCBD) บันทึกผลโดยน าจ านวนการออก
ดอกและเปรียบเทียบจ านวนดอกต่อต้น หลงัปลกูได้ 18 
สปัดาห์ 

1.2 การตรวจสอบไวรัสด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยา 
น าใบดองดึงที่แสดงอาการใบด่างในสภาพ

โรงเรือนจ านวน 20 ตวัอย่าง มาตรวจสอบเบือ้งต้นเพื่อหา
ชนิดของไวรัสด้วยเทคนิค enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) โดยใช้แอนติซีรัมของไวรัส CMV (Agdia 
Elkhart, Indiana, USA) อ่านผลจากวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง ELISA 
reader ก าหนดค่าการดูดกลืนแสงที่ ให้ผลเป็นบวก 
(positive) มีค่ามากกว่าค่าที่อ่านได้จากแอนติซี ร่ัมท า
ปฏิกิริยากับใบดองดึงที่ไม่แสดงอาการใบด่างเป็น 2 เท่า 
ซึ่งให้ผลเป็นลบ (negative control) หรือไม่พบไวรัส CMV 
และ positive control คือ ตัวอย่างไวรัส CMV ที่สกัดได้
จากใบพริกที่แสดงอาการใบดา่ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. การผลิตดองดึงปลอดโรคไวรัสด้วยเทคนิค 
การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

2.1 การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญปลายยอด  
ศกึษาการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญปลายยอดโดย

ดัดแปลงจากวิธีการของ Yadav et al. (2012) โดยน าหัว
พันธุ์ดองดึงน า้หนัก 40-50 กรัม มาตัดเอาเฉพาะปลาย
ยอดความยาว 1-3 เซนติเมตร มาล้างให้สะอาดด้วยน า้
ไหล เป็นเวลา 30 นาที ตามด้วยแช่ลงในสารป้องกันและ
ก าจัดเชือ้ราแมนโคเซ็บ เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ฟอกฆ่า
เชือ้ผิวด้วย 75% ethanol เป็นเวลา 25 นาที แล้วย้ายมา
แช่ลงในน า้ 1% electrolyzed oxidizing (EO) ที่ผสม 2-3 
หยด ของ Tween 20 เขย่าเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ล้าง
ด้วยน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ 3 ครัง้ พักไว้ให้แห้งแล้วน ามาตัด
เนื อ้ เยื่ อ เจ ริญปลายยอด (meristem) ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอที่ก าลงัขยายที่ 20-40 เท่า ใช้มีด
ผ่าตัดตัดเอาส่วนเนื อ้เยื่อเจริญปลายยอดขนาด 0.3 
มิลลิ เมตร มาเลี ย้งบนอาหาร MS แล้วเพาะเลี ย้งไว้
อุณหภูมิห้องที่ 25 องศาเซลเซียส ให้แสง 1,200 lux 16 
ชั่วโมงต่อวนั บันทึกการมีชีวิตรอดของเนือ้เยื่อเจริญเมื่อ
เพาะเลีย้งได้ 2 สปัดาห์ และน าตวัอย่างใบดองดึงที่เจริญ
เป็นต้นสมบรูณ์ไปตรวจสอบการปลอดไวรัสในขัน้ตอ่ไป  

2.2 การใช้สารเคมีร่วมกบัการเพาะเลีย้งยอดขนาดเล็ก
ของดองดงึ  

น าส่ วนยอดของดองดึ ง  ค วามยาว  0.5 
เซนติเมตร จากหวัพนัธุ์ที่เพาะเลีย้งในสภาพการเพาะเลีย้ง
เนื อ้ เยื่ อ มาเลี ย้งในอาหาร MS ที่ ผสมสารริบาวิ ริน 
(ribavirin) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Sochacki and Podwyszyñska (2012) แบ่งออกเป็น 
3 กรรมวิธี ๆ ละ 15 ซ า้ ดงันี ้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

          (0)                    (1)                    (2)                       (3)                    (4) 
Figure 1. Strip mosaic symptoms of Gloriosa rothschildiana O’ Brien. Five criteria of severity levels rating at 0= 

No symptom, 1= 1-25%, 2= 26-50%, 3= 51-75%, 4= 76-100% observing in total leave area per plant 

การผลิตดองดึง (Gloriosa rothschildiana O’ Brien) ปลอดไวรัส CMV 
โดยใช้เทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
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กรรมวิธีที่ 1 MS (control) 
กรรมวิธีที่ 2 MS + 20 mg/L ribavirin  
กรรมวิธีที่ 3 MS + 40 mg/L ribavirin  
ว า งแ ผน ก า รท ด ล อ งแบ บ สุ่ ม สม บู ร ณ์ 

(completely randomized design: CRD) เพาะเลีย้งไว้ที่
อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส ให้แสง 1,200 lux นาน 16 
ชั่วโมงต่อวนั บันทึกจ านวนยอด ความสงูต้น จ านวนหัว 
ความยาวหัว ความยาวราก จ านวนราก และจ านวนใบ 
หลังเพาะเลีย้ง 5 สัปดาห์ พร้อมทัง้ร้อยละการรอดชีวิต
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และน าต้นท่ีเจริญสมบูรณ์ไป
ตรวจสอบการปลอดไวรัสตอ่ไป 

 
3. การตรวจสอบการปลอดไวรัส 

น าต้นดองดึงที่ผ่านการท าให้ปลอดไวรัสด้วย
เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญปลายยอด และการใช้
สารเคมีร่วมกับการเพาะเลีย้งยอดของดองดึงขนาด 0.5 
เซนติ เมตร มาตรวจสอบการปลอดไวรัสด้วยเทคนิค 
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) โดยใช้คู่ ไพรเมอร์ส าหรับตรวจหาไวรัส CMV 
ดดัแปลงจากวิธีการของ Zhang et al. (2017) 

 
4. การศึกษาสู ตรอาหารที่ เหมาะสมต่ อการ
เพาะเลีย้งดองดึง 

น าสว่นยอดดองดึง ความยาว 1 เซนติเมตร จาก
หัวพันธุ์ที่เพาะเลีย้งในสภาพการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ มา
เลีย้งในอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 6-
benzylaminopurine (BAP) แ ล ะ  napthalene acetic 
acid (NAA) ที่ความเข้มข้น 0-2 มิลลิกรัมต่อลิตร โดย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ดัดแปลงจากวิธีการของ Chatterjee and Ghosh (2015) 
จ านวนรวม 6 กรรมวิธี ๆ ละ 15 ซ า้ ดงันี ้ 

กรรมวิธีที่ 1 MS free hormone (control) 
กรรมวิธีที่ 2 MS + 0.5 mg/L NAA  
กรรมวิธีที่ 3 MS + 1.0 mg/L BAP  
กรรมวิธีที่ 4 MS + 2.0 mg/L BAP 
กรรมวิธีที่ 5 MS + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L 

NAA 
กรรมวิธีที่ 6 MS + 2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L 

NAA 
วางแผนการทดลองแบบ CRD เพาะเลีย้งไว้ที่

อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส ให้แสง 1,200 lux นาน 16 
ชั่วโมงต่อวัน บันทึกจ านวนยอด และจ านวนหัว หลัง
เพาะเลีย้ง 12 สปัดาห์ โดยเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
1. ลักษณะอาการโรคไวรัส และการตรวจวินิจฉัย  

1.1.การประเมินความรุนแรงของโรคไวรัส 
จากการศกึษาอาการโรคไวรัสในดองดงึในสภาพ

โรงเรือน หลงัปลูกได้ 90 วัน พบอาการใบด่างขีดสีเขียว
เข้มสลบัสีเขียวอ่อนเป็นทางยาวตามแนวเส้นใบ (stripe 
mosaic) ใบหงิกงอ มีรูปร่างบิดเบีย้ว และดอกมีสีซีดจาง
และด่าง (Figure 2) ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ 
Koenig and Lesemann (1974) ที่พบการเข้าท าลายของ
ไวรัส CMV ในดองดึงส่งผลให้พืชแสดงอาการด่างที่ใบ
และดอก หากมีอาการที่รุนแรงจะท าให้ล าต้นแคระแกร็น
และไม่ออกดอก จากการประเมินระดับความรุนแรงของ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

  A                              B                                C 

Figure 2. Viral symptoms in Gloriosa rothschildiana O’ Brien after planting for 90 days:  (A) stripe mosaic; 
(B) leaf curl and (C) pale mosaic on flower petals 
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อาการโรคไวรัสและการศึกษาผลกระทบของโรคไวรัสต่อ
การออกดอกของดองดึง พบว่ามีระดบัความรุนแรงมาก
ที่สุด คือ ระดับ 3 เฉลี่ย 33.75 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนดอก
ต่อต้นเฉลี่ย 3.17 ดอกต่อต้น รองลงมา ได้แก่ ระดบั 4, 2, 
1 และ 0 ตามล าดั บ  เฉลี่ ย  25, 20, 13.75 และ 7.5 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยมีดอกเฉลี่ยต่อต้น 1.0, 4.0, 
4.67 และ 5.33 ดอกต่อต้น ตามล าดับ และพบว่าความ
รุนแรงของโรคไวรัสต่อการออกดอกมีความสมัพนัธ์กนั ซึ่ง
หากดองดึงถกูไวรัสเข้าท าลายในระดบัที่รุนแรงมากจะท า
ให้ไม่ออกดอก สอดคล้องกบัการรายงานของ Niimi et al. 
(2003) ซึ่งศึกษาไวรัสที่เข้าท าลายพืชในสกุล Lillium ใน
ประเทศญ่ีปุ่ น พบว่าไวรัส CMV มีความส าคัญ ส่งผล
กระทบต่อการเจริญเติบโต การเกิดตาดอกและท าให้ดอก
มีขนาดเลก็ผิดปกติ กลบีดอกมีอาการสซีีดและดา่ง 

1.2 การตรวจสอบไวรัสด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยา 
จากการน าตวัอย่างใบดองดึงที่แสดงอาการใบ

ดา่งในสภาพโรงเรือนจ านวน 20 ตวัอยา่ง มาตรวจสอบหา
ชนิดของไวรัสสาเหตุโรคด้วยเทคนิค ELISA อ่านผลจาก
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm โดยการ
เปรียบเทียบกับค่าของ negative control (0.457) โดย
ค่ าที่ สูงกว่าสองเท่ าของค่ า O.D.405 ของ negative 
control (0.194) จะถือว่าเป็ นโรคหรือพบไวรัส จาก
การศกึษาในตวัอยา่งที่แสดงอาการของใบดา่ง จ านวน 20 
ใบ พบไวรัส CMV ในตัวอย่างที่มีค่า ELISA (O.D.405) 
อยู่ในช่วง 0.924-1.495 จ านวน 17 ตัวอย่าง และไม่พบ
ไวรัส CMV จ านวน 3 ตัวอย่าง ที่มีค่า ELISA (O.D.405) 
0.745, 0.836 ตามล าดบั ในขณะที่ตวัอย่างควบคุมที่เป็น 
positive control มีคา่ ELISA (O.D.405) 2.545 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. การผลิตดองดึ งปลอดไวรัสด้วยเทคนิคการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

2.1 การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญปลายยอด  
จากการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญปลายยอดขนาด 

0.3 มิลลิเมตร บนอาหารสูตร MS เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
พบว่ามีการเจริญเติบโตและพัฒนาได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งมี
ชีวิตรอดเฉลี่ย 75 เปอร์เซ็นต์ และหลงัเพาะเลีย้งเป็นเวลา 
4 สปัดาห์ เนือ้เยื่อเจริญปลายยอดสามารถพฒันาไปเป็น
ใบอ่อนคูแ่รกได้ และสามารถเจริญเป็นต้นที่สมบรูณ์โดยมี
ความสูงจากโคนต้นจนถึ งปลายใบประมาณ  3-4 
เซนติเมตร ในเวลา 9 สัปดาห์ จากการสังเกตพบว่าใบ
ดองดึงที่เจริญมาจากสว่นของเนือ้เยื่อเจริญปลายยอดนัน้
ไม่พบอาการด่างเมื่อเปรียบเทียบกับต้นดองดึงที่ไม่ได้
ผา่นการตดัเนือ้เยื่อเจริญปลายยอด (Figure 3) 

2.2 การใช้สารเคมีร่วมกบัการเพาะเลีย้งยอดขนาดเล็ก
ของดองดงึ 

จากการน ายอดของดองดงึขนาด 0.5 เซนติเมตร 
มาเพาะเลีย้งลงในอาหาร MS ที่ผสมสารริบาวิรินที่ความ
เข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 5 สปัดาห์ พบวา่สามารถเจริญเป็น
ต้นอ่อนได้ ในทุกกรรมวิ ธี  โดยมี ชีวิตรอดเฉลี่ย 100 
เปอร์เซ็นต์ และพบว่าการเติมสารริบาวิริน ที่ความเข้มข้น 
20 และ 40 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ลงในอาหาร MS มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของพืชที่ลดลง โดยมีจ านวนยอดเฉลี่ย 1.00 
ยอดต่ อ ต้ น  มี ความสู งยอด เฉลี่ ย  2.79 และ 2.40 
เซนติเมตร ตามล าดับ มีจ านวนหัวเฉลี่ย 1.00 และ 0.93 
หวัต่อต้น ตามล าดบั มีความยาวหวัเฉลี่ย 0.39 และ 0.21 
เซนติเมตร ตามล าดบั มีจ านวนรากเฉลี่ย 3.60 และ 3.00 
รากต่อต้น ตามล าดับ มีความยาวรากเฉลี่ย 0.37 และ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

0.3 mm  1.0 cm A                             B                              C                 D                   E 
Figure 3. Growth and development of meristem-tip of Gloriosa rothschildiana O’ Brien on MS medium: (A) at 

day 1; (B) at 4 weeks; and (C) at 9 weeks after culture; (D) healthy leaf of 3-month old seedling 
compared to; (E) mosaic symptom of the infected control 

การผลิตดองดึง (Gloriosa rothschildiana O’ Brien) ปลอดไวรัส CMV 
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0.26 เซนติเมตร ตามล าดับ และมีจ านวนใบเฉลี่ย 2.53 
และ 2.47 ใบต่อต้น ตามล าดบั ซึ่งมีความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติกบัชดุควบคมุ (MS) (Table 1) 
 
4. การตรวจสอบการปลอดไวรัส 

จากการตรวจสอบการปลอดไวรัส CMV ด้วย
เทคนิค RT-PCR โดยน าต้นดองดึงที่ผ่านการท าให้ปลอด
ไวรัสด้วยวิธีการต่าง ๆ พบว่าการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญ
ปลายยอดขนาด 0.3 มิลลิเมตร มีการปลอดไวรัส 100 
เปอร์เซ็นต์ และการเพาะเลีย้งยอดขนาด 0.5 เซนติเมตร 
ในอาหาร MS ที่ผสมสารริบาวิริน ความเข้มข้น 20 และ 40 
มิลลิกรัมต่อลิตร มี การปลอดไวรัส 26.67 และ 100 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (Table 2, Figure 4) สอดคล้องกับ
การรายงานของ Masuda et al. (2011) ที่ได้ศึกษาการ
ผลิตต้นลิลี (Lilium brownii var. colchesteri ) ปลอดไวรัส 
CMV, LMoV และ LSV พบว่าวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เจริญปลายยอดขนาด 0.3 มิลลิเมตร สามารถก าจัดไวรัส
ได้ 2 ชนิด คือ CMV และ LMoV ซึ่งมีการปลอดไวรัส 100 
และ 73.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และการเติมสารริบาวิริน 
ความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในอาหาร MS ที่ใช้
เพาะเลีย้งยอดอ่อน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ สามารถก าจัด
ไวรัส 2 ชนิด คือ CMV และ LSV มีการปลอดไวรัส 100 
และ 75 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แต่การเติมสารริบาวิรินลง
ในอาหาร MS สง่ผลให้การเจริญของจ านวนยอดลดลง 

 
5. การศึกษาสู ตรอาหารที่ เหมาะสมต่ อการ
เพาะเลีย้งดองดึง 

จากการศึกษาสตูรอาหาร MS ที่เติมสารควบคมุ
การเจริญเติบโต ได้แก่ BAP และ NAA จ านวน 6 กรรมวิธี 
เป็นเวลา 12 สปัดาห์ พบว่า กรรมวิธีที่ 6 ที่เติม BAP 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถเพิ่มจ านวนยอด และจ านวนหัวได้สูงที่สุด 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Effects of various concentrations of ribavirin supplemented in MS media on shoot formation 
and mini-tuber induction in Gloriosa rothschildiana O’ Brien after 5 weeks of cultures 

Ribavirin 
(mg/L) 

Shoot 
number 

Shoot 
length (cm) 

Tuber 
number 

Tuber length 
(cm) 

Root length 
(cm) 

Root 
number 

Leaves 
(no/plant) 

0 1.27 a1 3.78 a 1.13 a 0.70 a 0.94 a 6.67 a 3.53 a 
20 1.00 b 2.79 b 1.00 ab 0.39 b 0.37 b 3.60 b 2.53 b 
40 1.00 b 2.40 c 0.93 b 0.21 c 0.26 c 3.00 c 2.47 b 

CV (%) 24.27 12.63 24.65 27.88 23.37 15.96 18.15 
LSD 0.19 0.28 0.19 0.89 0.09 0.52 0.38 

1 Means followed by the difference letters were significantly different at P≤0.05 by the least significant difference (LSD) 

Table 2. Survival rates and virus elimination percentages of Gloriosa rothschildiana O’ Brien after excision of 
meristem at size 0.3 mm and 20 and 40 mg/L ribavirin treatments 

Treatment No. of explants No. of survival 
plant in vitro 

survival rate 
(%)1 

virus elimination 
(%)2 

meristem 0.3 mm 20 15 75 100 
ribavirin 40 ppm3 15 15 100 100 
ribavirin 20 ppm3 15 15 100 26.67 

1 Data were collected after 12 weeks of post-meristem tip culture on MS medium and after 4 weeks of post-shoot culture on 
MS medium + ribavirin 40, 20 mg/L 

2 Number of virus free plantlets, detection with PCR technique 
3  Excision of in vitro shoot of the tuber at size 0.5 cm 
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อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยมีจ านวนยอดเฉลี่ยสงูสุด 
2.27 ยอดต่อต้น และมีจ านวนหวัเฉลี่ยสงูสดุ 2.20 หวัต่อ
ต้น รองลงมาได้แก่ กรรมวิธีที่ 5 ที่เติม BAP 1.0 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับ IAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ามีจ านวน
ยอดเฉลี่ย 1.60 ยอดต่อต้น และมีจ านวนหัวเฉลี่ย 1.93  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หวัตอ่ต้น ซึง่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบั
ชุ ดควบคุมที่ ป ราศจากการเติ มสารควบคุมการ
เจริญเติบโต ในขณะที่เติมเฉพาะ BAP 1-2 มิลลิกรัมต่อ
ลติร หรือ เติมเฉพาะ NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าต้น
ดองดงึมีการเจริญที่ไมส่มบรูณ์และไมแ่ข็งแรง (Figure 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   (A)        (B)       (C)      (D)      (E)      (F) 

Figure 5. In vitro regeneration of Gloriosa rothschildiana O’ Brien from shoot explants after 12 weeks 
cultured:  (A) on MS medium with free-growth regulators; (B) MS + 0.5 mg/L NAA; (C) MS + 1.0 
mg/L NAA; (D) MS + 2.0 mg/L BAP; (E) MS + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA and (F) MS + 2.0 
mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA 

Figure 4. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products from leaves of gloriosa to detect CMV-free: (M) 
molecular marker 100 pb.; Lane 1: meristem culture; Lane 2: 40 mg/L ribavirin; Lane 3: in 20 mg/L 
ribavirin; Lane 4: primer for CMV (248 pb) and Lane 5: negative control 
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สรุป 
 

จากการศึกษาลกัษณะอาการใบดา่งขีดเป็นทาง
ยาวตามแนวเส้นใบของดองดึงพบมีความรุนแรงมากที่สดุ
ในระดบั 3 คิดเป็น 33.75 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน ามาตรวจสอบ
ชนิดของไวรัสด้วยเทคนิค RT-PCR และ EILSA พบไวรัส 
CMV เป็นสาเหตุโรค และเมื่อน าหวัพนัธุ์ดองดึงที่เป็นโรค
ไวรัสมาท าให้ปลอดไวรัสด้วยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเจริญ
ปลายยอดขนาด 0.3 มิลลิเมตร และการเพาะเลีย้งยอด
ขนาด 0.5 เซนติเมตร ในอาหาร MS ที่ผสมสารริบาวิริน 
เข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจัดไวรัสได้ 100 
เปอร์เซ็นต์  และมี ชีวิตรอด 75 และ 100 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั ในขณะที่เพาะเลีย้งยอดขนาด 0.5 เซนติเมตร 
ในอาหาร MS ที่ผสมสารริบาวิริน เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อ
ลติร สามารถก าจดัไวรัส CMV ได้ 26.67 เปอร์เซ็นต์ และมี
ชีวิตรอด 100 เปอร์เซ็นต์ และสตูรอาหาร MS ที่เติม BAP 
2 มิ ลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณต้นดองดึงโดยมีจ านวนยอด
เฉลี่ยสงูสดุ 2.27 ยอดต่อต้น และมีจ านวนหวัเฉลี่ยสงูสดุ 
2.20 หวัตอ่ต้น 
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