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The objective of this experiment was to study the effect of culture conditions on regeneration system 
of Molineria latifolia (Drayand. Ex W.T.Aiton) Herb ex. Kurz by tissue culture. The experiment was 
designed by factorial in CRD with 3 replications of 3 experiments, 1) Determination of antibiotics for 
sterilization 2 )  Examination of medium and light conditions for plant regeneration and 3 .  Effect of 
plant growth regulators on plant regeneration. The results showed that 1) MS medium with 10 mgL-1 
meropenem gave the survival explant and inhibited bacteria in explant. 2) Liquid medium gave the 
survival explants higher than solid medium at 78 and 67%, respectively and dark condition also gave 
the survival explant higher than light condition at 78 and 11% , respectively.  3 )  In the culture on 
medium that added only auxin or cytokinin any regenerated.  However, in the medium that added 
auxin and cytokinin (0.1 mgL-1NAA and 1.0 mgL-1BA or TDZ) with activated charcoal gave survival and 
induced to calli higher than others condition. In these experiments, these conditions could be used 
to regenerate the calli for Molineria latifolia (Drayand. Ex W.T.Aiton) Herb ex. Kurz and Arecacae. 

Keywords: Molineria latifolia (Drayand. Ex W.T.Aiton) Herb ex. Kurz, Plant Growth Regulators, tissue 
culture 

บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาอิทธิพลของปัจจัยการเพาะเลี้ยงและสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผลต่อการ
พัฒนาชิ้นส่วนเนื้อเยื่อของว่านสากเหล็ก การทดลองถูกออกแบบโดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ในรูปแบบ 
แฟกทอเรียล จำนวน 3 ซ้ำ ประกอบด้วย 3 งานทดลอง 1) การทดสอบการใช้สารปฏิชีวนะต่อการฟอกฆ่าเชื้อ  
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2) ชนิดของอาหารสังเคราะห์และปัจจัยการให้แสงต่อการพัฒนาชิ้นเน้ือเยื่อ และ 3) สารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผล
ต่อการพัฒนาชิ้นเน้ือเยื่อ ผลการทดลองพบว่า 1) อาหารสังเคราะห์ที่เติมสารปฏิชีวนะ (Meropenem) สามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเพาะเลี้ยงได้ 2) การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวมีอัตราการรอดมากกว่าอาหารกึ่งแข็ง
คิดเป็นร้อยละ 78 และ 67 ตามลำดับ และการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะไม่มแีสงมีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่าการให้แสง
ปกติคิดเป็นร้อยละ78 และ 11 ตามลำดับ 3) การเพาะเลี้ยงชิ้นเน้ือเยื่อบนอาหารสังเคราะห์ที่มีเพียงออกซิน หรือไซโต
ไคนินเพียงอย่างใดอย่างหนึ่งไม่สามารถพัฒนาเป็นแคลลัสได้ แต่การเพาะเลี้ยงร่วมกันของ 0.1 mgL-1 NAA และ 1.0 
mgL-1 BA หรือ TDZ ในอาหารกึ่งแข็งที่มีการเติม activated charcoal ร่วมด้วยสามารถทำให้อัตราการรอด และมี
การพัฒนาเป็นแคลลัสได้  

ค าส าคัญ: ว่านสากเหล็ก, สารควบคุมการเจริญเติบโต, เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ  

1. บทน า 
ว่านสากเหล็กเป็นไม้ล้มลุก มีถิ่นกำเนิดในจังหวัดสระบุรี  จัดเป็นไม้
ปาล์มพบมากในทางตอนใต้ของประเทศไทย จนถึงเกาะบอร์เนียว 
มาเลเซีย แต่ในขณะที ่ ในภาคอื ่นของประเทศไทยยังพบได้น้อย  
ว่านสากเหล็กเป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณหลากหลาย และช่วยในการ
ถอนพิษไข้ กระจายโลหิต แก้ฟกช้ำ เนื ่องจากมีสารแอลคาลอยด์  
เป็นส่วนประกอบหลัก ทั้งนี้ยังเป็นแหล่งต้านอนุมูลอิสระที่สำคัญอีก
แหล่งหนึ่งด้วย [2] [8] นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ต้านทานเชื้อแบคทีเรีย [2] 
ในการใช้ประโยชน์ด้านผิวพรรณและความงาม ด้วยการนำมาใช้ผสม
กับเหล้าขาวเพื่อลดอาการฝ้าบนใบหน้าและลอกผิวทำให้หน้าขาวได้
อีกด้วย [5] ท้ังน้ีในประเทศไทยมีแนวโน้มในการใช้สมุนไพรสูงเพ่ิมมากขึ้น 
ไม่ว่าจะเป็นทางเภสัชวิทยาที่นำมาใช้ร่วมกับการแพทย์แผนปัจจุบัน
และผลิตภัณฑ์ความงาม อาหารเสริมบำรุงร่างกาย ว่านสากเหล็กยังมี
การนำมาใช้ประโยชน์จากธรรมชาติ จึงควรศึกษาแหล่งขยายพันธุ์
เพื่อให้ใช้ประโยชน์ในทางธุรกิจให้หลากหลายประเภทมากขึ้น และไม่
เป็นการเบียดเบียนธรรมชาติยังเป็นการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชไว้ได้อีก
ทางหน่ึง  

 

อนึ่งในภาคอีสานยังพบว่านสากเหล็กมีปริมาณน้อย การเพิ่มปริมาณ
ให้เพียงพอต่อการใช้งาน จึงเป็นสิ่งที่ควรจัดเตรียมไว้ ถึงแม้ว่าสามารถ
ขยายพันธุ์โดยการแยกหน่อและเมล็ด แต่การขยายให้ได้ปริมาณมาก
และปราศจากโรคนั้น เป็นสิ่งจำเป็นต่อการเพาะปลูก การเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อคือ การนำชิ้นส่วนหรือเนื้อเยื่อของพืชมาเพาะเลี้ยงในอาหาร
สังเคราะห์ มีการควบคุมปัจจัยที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตที่ต้องควบคุม
ให้มีความเหมาะสมในสภาพปลอดเชื้อ แต่การเพาะเลี้ยงพืชตระกูล
ปาล์มที่มีการเจริญเติบโตภายใต้สภาพความชื้นมคีวามเสี่ยงต่อการติด
เชื ้อกลุ ่มแบคทีเร ียตามลำท่อน้ำเล ี ้ยงจึงเป ็นอุปสรรคกีดขวาง  
การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ไม่ให้เจริญเติบโตจึงเป็นสิ่งสำคัญสำหรับการ
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อในกระบวนการขั้นต้นคือ การฟอกฆ่าเชื้อ แต่การพบ
จุลินทรีย์ที่อยู่ในเนื้อเยื่อพืช (endophyte) ที่อยู่ตามราก ลำต้น หรือ
ใบ [11] อาจจะมีผลต่อการนำเนื้อเยื ่อเข้าสู่กระบวนการเพาะเลี ้ยง 
การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียด้วยการใช้สารยับยั้ง เช่น meropenem [14] 
จากน้ันจึงนำเข้าสู่ปัจจัยการเพาะเลี้ยงจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
[15] ก่อนการชักนำให้เกิดเป็นต้นอ่อนและออกสู่กระบวนการเลี ้ยง
แบบธรรมชาติจึงเป็นการเพิ่มศักยภาพการเจริญเติบโตและขยายเพิ่ม
จำนวนได้  นอกจากนี้แล้วยังมีการชักนำต้นของ Tupistra albiflora 
K. Larsen ท ี ่ เป ็นพ ืชใบเล ี ้ยงเด ี ่ยวด ้วยการใช ้สารควบคุมการ
เจริญเติบโตระหว่างไซโตไคนินและออกซินร่วมกันจากต้นอ่อน [9]  
ซ่ึงชี้ให้เห็นว่าสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชยังคงมีบทบาทสำคัญ
ต่อการพัฒนาชิ้นเน้ือเยื่อพืช  
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ในงานวิจัยนี ้จึงนำว่านสากเหล็กเป็นพืชตัวอย่างของกลุ่มสมุนไพร
ตระกูลปาล์มนำมาศึกษาปัจจัยการเพาะเลี ้ยง สารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืชที่ส่งผลต่อการเจริญและพัฒนาเนื้อเยื่อของว่าน
สากเหล็ก เพื่อนำเป็นแนวทางในการขยายต้นพันธุ์และยังนำวิธีการที่
สำเร็จคร้ังน้ีนำไปปรับปรุงใช้ในพืชชนิดอื่นในตระกูลเดียวกันต่อไป  

2. วัตถุประสงค์  
1. เพื่อศึกษาสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้แก่ การใช้สารยับยั้ง

แบคทีเรีย และสภาวะการเพาะเลี้ยง  
2. เพื่อศึกษาการเจริญและพัฒนาของเน้ือเย่ือจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโตพืชต่อการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
 

3.วิธีการศึกษา 
พืชศึกษา : นำส่วนยอดอ่อน (ส่วนเจริญจากไหลของต้น) นำมาฟอก
ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 10% ร่วมกับ Tween 20 
จำนวน 1–2 หยด แล้วตั้งบนเครื่อง magnetic stirrer เป็นเวลา 10 
นาที จากน้ันนำมาล้างด้วยน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วจำนวน 3 ครั้ง 
แล้วนำกาบใบที่ติดมากับชิ้นส่วนออก ให้เหลือเพียงต้นอ่อนข้างใน 
นำมาตัดแบ่งขนาด 0.8 ซม. จากนั้นจึงนำไปวางบนอาหารวุ้นกึ่งแข็ง
สำหรับงานทดลอง 

อาหารเพาะเลี้ยง จัดเตรียมอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and 
Skoog (MS) ประกอบด้วย น้ำตาลซูโครส 30 gL-1 ปรับค่า pH ที่ 5.7 
เติมวุ้น 8 gL-1 เป็นอาหารสังเคราะห์พื้นฐานที่ใช้ในการทดลอง โดยไม่
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตใด ๆ จากนั้นเทลงในขวดทดลองขวด
ละ 40 ml แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที แล้วนำมา
ปล่อยให้เย็นจึงนำไปใช้สำหรับงานทดลอง 

   การทดลอง แบ่งออกเป็น 3 งานทดลองได้แก่  

   1) การทดสอบการใช้สารปฏิชีวนะต่อการฟอกฆ่าเชื้อ วางแผนการ
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) จำนวน 3 ซ้ำ โดยหลังจากการฟอกฆ่า
เชื้อชิ้นส่วนเรียบร้อยแล้วและตัดให้ได้ตามขนาดที่กำหนด นำชิ้นส่วน
มาวางบนอาหารสังเคราะห์ที่เติม 10 mgL-1meropenem และไม่เติม
เป็นชุดเปรียบเทียบที่จัดเตรียมไว้ นำไปวางในห้องเพาะเลี ้ยงที ่มี
อุณหภูมิ 25±2 °C ให้ให้แสงโดยมีความเข้มแสง  1500 ลักซ์ 12 ชม.
ต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ แล้วทำการเปลี่ยนอาหารทุก ๆ 2 สัปดาห์ 
และเก็บข้อมูลอัตราการรอดชีวิตเพื่อคำนวณร้อยละอัตราการรอดของ
ชิ้นเน้ือเยื่อที่ทดสอบ  

    2) ชนิดของอาหารสังเคราะห์และปัจจัยการให้แสงต่อการพัฒนา
ชิ้นส่วน วางแผนการทดลองแบบ 2×2 factorial in CRD จำนวน 3 ซ้ำ 
โดยหลังจากการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นเนื้อเยื่อเรียบร้อยแล้วและตัดให้ได้ตาม

ขนาดที่กำหนด นำชิ้นส่วนมาวางบนอาหารสังเคราะห์ที่จัดเตรียมไว้ 
จำนวน 2 ชุดทดลอง ได้แก่ อาหารแข็งและเหลว แล้วนำมาเลี้ยงใน
สภาวะรับแสงและไม่รับแสงด้วยการห่อด้วยกระดาษอะลูมิเนียมฟอยด์
ทั้งชุดขวดทดลองแล้วนำผ้าคลุมสีดำมาคลุมทับอีกครั้ง แล้วนำไปวาง
ในห้องเพาะเลี ้ยงที ่มีอุณหภูมิ 25±2 °C ให้แสงโดยมีความเข้มแสง  
1500 ลักซ์ 12 ชม.ต่อวัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ โดยมีการย้ายอาหารทุก ๆ 
2 สัปดาห ์และเก็บข้อมูลอัตราการรอดและการเจริญของเน้ือเยื่อ 

    3) สารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีผลต่อการพัฒนาชิ้นส่วน แบ่ง
การทดสอบออกเป็น 3 ส่วน โดยส่วนท่ี 1 การทดสอบผลของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตประเภทออกซิน วางแผนการทดลองแบบ 
2×5 factorial in CRD ค ื อ  Indole-3 -acetic acid ( IAA)  และ 1-
Naphthaleneacetic Acid (NAA) ที่ความเข้มข้น 5 ระดับคือ 0 0.1 
0.5 1 และ 2 mgL-1 จากน้ันนำชิ้นส่วนที่เจริญจากการเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS นำมาตัดเป็นชิ้นขนาด 0.6×0.6 ซม. วางบนอาหาร
ทดสอบ แล้วนำไปวางในห้องเพาะเลี้ยงที่มีอุณหภูมิ 25±2 °C ให้แสง
โดยมีความเข้มแสง 1500 ลักซ์ 12 ชม.ต่อวัน เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
โดยมีการย้ายอาหารทุก ๆ 2 สัปดาห ์และเก็บข้อมูลอัตราการรอดและ
การเจริญของชิ้นเนื้อเยื่อ ส่วนท่ี 2 การทดสอบผลของสารควบคุม
การเจริญเติบโตประเภทไซโตไคนิน วางแผนการทดลองแบบ 2×4 
factorial in CRD ค ื อ  6 - Benzylaminopurine ( BA)  แ ล ะ 
Thidiazuron (TDZ) ที่ความเข้มข้น 4 ระดับคือ 0 1 2 และ 4 mgL-1

จากนั ้นจัดการชิ ้นเนื ้อเยื ่อและเลี ้ยงเช่นเดียวกันกับงานส่วนที ่ 1  
ส่วนท่ี 3 ผลของการทดสอบการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต
ร่วมกันของออกซินและไซโตไคนิน วางแผนการทดลองแบบ 4×2 
factorial in CRD จำนวน 3 ซ้ำ โดยปัจจัย 4 เป็นจำนวนสูตรอาหาร 
ได้แก่ 1.0 mg L-1 TDZ, 3.0 mgL-1 TDZ,  1.0 mg L-1 BA และ 3.0 
mgL-1 BA  โดยทุกทรีทเมนต์เติมร่วมกับ 0.1 mgL-1 NAA ในขณะที่
ปัจจัย 2 เป็นการเติมและไม่เติม 1.0 mgL-1 activated charcoal 
จากน้ันจัดการชิ้นเน้ือเยื่อและเลี้ยงเช่นเดียวกันกับงานส่วนที่ 1 

      การประเมินผลข้อมูล 

        อัตราการรอด (%)    =  
ชิ้นส่วนที่มีการพัฒนา

ชิ้นส่วนทั้งหมด 
  x 100 

 

        การพัฒนาของชิ้นส่วน (%)  =  
ชิ้นส่วนที่มีการพัฒนา

ชิ้นส่วนทั้งหมด 
  x 100 
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 ลักษณะการรอดของชิ้นเนือ้เยื่อ แทนด้วยสัญลักษณ์  

  3 คือ ชิ้นส่วนมีสีเขียวเข้ม  

  2 คือ ชิ้นส่วนที่ไม่มีการเกิดสี  

  1 คือ ชิ้นส่วนเกิดสีน้ำตาลหรือดำเล็กน้อย 

  0 คือ ชิ้นส่วนเกิดสีดำทั้งชิ้น 

ลักษณะของการพัฒนาแคลลัส แทนด้วยสัญลักษณ์  

3 คือ ชิ้นส่วนที่แตกเป็นแคลลัสชัดเจนและมีสีเขียว  

2 คือ ชิ้นส่วนที่แตกเป็นแคลลัสเล็กน้อยและมีขนขาวรอบชิ้นส่วน  

1 คือ ชิ้นส่วนที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงพัฒนาใด ๆ  

0 คือ ชิ้นส่วนตาย 

วิเคราะห์ข้อมูล ใช้โปรแกรมวิเคราะห์สถิติ Statistix 10 คำนวณ
ค่าเฉลี่ยความแปรปรวน เป็นแบบ one-sample t-test และ ANOVA 
โดยใช้ LSD 

ผลการทดลอง 

ผลของการเติมสารปฏิชีวนะในอาหารเพาะเลี้ยงต่อการอัตราการรอด
ของชิ้ น เนื้อ เยื่ อและปัจจัยต่อการเพาะเลี้ ยง ว่านสากเหล็ก 
ในกระบวนการฟอกฆ่าเชื้อ 

จากการนำชิ้นส่วนมาฟอกฆ่าเชื ้อ แต่ไม่สามารถรอดชีวิตได้ตั ้งแต่
อาทิตย์ที ่ 2 ที ่เกิดจากแบคทีเรียที่มีอยู ่ในท่อลำเลียงน้ำ จึงนำสาร
ปฏิชีวนะ Meropenem ที ่สามารถยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื ้อ
แบคทีเรียในชิ้นส่วนเข้าเติมทำให้สามารถมีชีวิตรอดได้มากกว่าการไม่เติม
สารปฏิชีวนะ โดยในสัปดาห์ที่ 2 อาหารที่ไม่เติมสารปฏิชีวนะเริ่มตาย
ไปมากกว่าร้อยละ 50 และลดลงเร่ือย ๆ จนไปถึงสัปดาห์ที่ 4 โดยพบว่า
อาหารที่เติมสารปฏิชีวนะมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่าอาหารที่ไม่เติม
สารปฏิชีวนะ คิดเป็นร้อยละ 66.67±0 และ 14.81±6.42 ตามลำดับ 
และชี้ให้เห็นว่าการเติมยาปฏิชีวนะมีประสิทธิภาพส่งเสริมให้เกิดอัตรา
การรอดชิ้นเน้ือเยื่อเพื่อนำไปทดสอบต่อไปได้  (ตารางที่ 1)  

ตารางที่ 1 ร้อยละอัตราการรอดของจ านวนชิ้นเนื้อเย่ือจากการเพาะเลี้ยงบน
อาหารที่เติมและไม่เติม 10 mgL-1 meropenem เป็นเวลา 4 สัปดาห์  

10 mgL-1  Percentage of survival for 4 weeks (%) 
meropenem  1 2 3 4 

with  100 92.59 ± 6.42 77.78±6.42 66.67±0 

without  100 48.15±6.42 40.74±6.42 14.81±6.42 

t-test ns * * * 

หมายเหตุ: * แสดงความความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P < 0.05 
และ ns แสดงถึงไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

ปัจจัยการเพาะเล้ียงที่มีผลต่ออัตราการรอดและการพัฒนา
ของชิ้นส่วน    

การทดสอบปัจจัยระหว่างชนิดอาหารและปัจจัยการให้แสงของการ
เลี้ยงเนื้อเยื่อพบว่า อาหารแข็งมีความแตกต่างระหว่างการเพาะเลี้ยง
ภายใต้สภาวะการไม่มีแสงสามารถรอดชีวิตได้มากกว่าสภาวะให้แสง 
คิดเป็นร้อยละ 67 และ 11 ตามลำดับ ในขณะที่อาหารเหลว ภายใต้
สภาวะการไม่มีแสง และการให้แสงไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ คิดเป็น
ร้อยละ 78 เท่ากัน (ตารางที่ 2) และต้นที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อ และรอด
ชีวิตในอาหารชุดน้ี ภายใน 4 สัปดาห์มีความแข็งแรง (ภาพที่ 1) ซ่ึงการ
ทดสอบนี้จึงเลือกนำปัจจัยของอาหารกึ่งแข็งและภายใต้สภาวะการไม่
มีแสงซึ่งจัดทำได้ง่ายและไม่เสี่ยงต่อการปนเปื้อนเป็นอาหารสำหรับ
การทดสอบในปัจจัยสารควบคุมการเจริญเติบโตในลำดับต่อไป 

ตารางที่ 2 ร้อยละอัตราการรอดของจ านวนชิ้นส่วนเนื้อเย่ือจากการเพาะเลี้ยง
ภายใต้ปัจจัยการเพาะเลี้ยงของแสงและชนิดของอาหารเพาะเลี้ยง 

Medium Conditions Percentage of survived 
explants 

Solid 
Dark 67a 
Light 11b 

Liquid 
Dark 78a 
Light 78a 

C.V (%)  32.97 
F-test  * 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงความความแตกต่างกัน
ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P < 0.05 (*)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ชิ้นส่วนเนื้อเย่ือที่สามารถรอดชีวิตได้ในสภาวะการเลี้ยงของชนิดอาหาร
แบบก่ึงแข็งและเหลว ภายใต้สภาวะการรับแสงแบบมีแสงและไม่มีแสงเลี้ยงบน
อาหารสังคราะห์สูตร MS ที่เติม 10 mgL-1 meropenem เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
(Bar=1.5 cm) 
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ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (PGRs) ท่ีมีผลต่ออัตรา
การรอดและการพัฒนาของชิ้นเนื้อเยื่อว่านสากเหล็ก 

สารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทออกซิน  จากการนำชิ้นส่วน
เนื้อเยื่อของว่านสากเหล็กมาทดสอบบนอาหารสังเคราะห์ MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทออกซิน (IAA และ NAA) ที่ระดับ
ความเข้นข้น 0, 0.1, 0.5, 1 และ 2 mgL-1 พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ
เป็นเวลา 4 สัปดาห์เนื้อเยื่อไม่มีการพัฒนาการใด ๆ มีเพียงการรอด
ชีวิตที ่สามารถบ่งบอกการตอบสนองได้บนอาหารเพาะเลี ้ยงที ่เติม
ร่วมกับ IAA และ NAA ที่ระดับ 0.1 mgL-1 ชิ้นส่วนมีสีเขียว และมีการ
รอดชีวิตสูงที่สุดเท่ากับในระดับที่เติม 0.5 mgL-1 แต่ชิ้นส่วนไม่มีสี
เหลืองเช่นเดียวกับในระดับอื่น ๆ และเมื่อเปรียบเทียบระหว่าง IAA 
และ NAA พบว่าทั้ง 2 ประเภทนี้ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่เมื่อ
พ ิจารณาระดับความเข ้มข ้น พบว่าระดับ 0.1 และ 0.5 mgL-1  
มีปริมาณการรอดชีวิตมากที่สุดเมื ่อเทียบกับระดับอื ่น ๆ อย่างมี
นัยสำคัญ ในการทดลองครั ้งนี ้จึงนำความเข้นข้นระดับ 0.1 mgL-1 
NAA เป็นตัวแทนสำหรับการนำไปเตรียมอาหารทดสอบร่วมกับสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตประเภทไซโตไคนินสำหรับการเพาะเลี้ยงเพื่อ
ชักนำให้เกิดแคลลัสในงานทดลองต่อไป (ตารางที่ 3) 

 
ตารางที่ 3 การรอดชีวิตของชิ้นส่วนและพัฒนาการว่านสากเหล็กที่เลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทออกซิน 

 

ตารางที่ 3 การรอดชีวิตของชิ้นส่วนและพัฒนาการว่านสากเหล็กที่เลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทออกซิน (ต่อ) 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงความความแตกต่างกัน
ทางสถิติที่ระดับความเช่ือม่ัน P < 0.05 (*) และ ns แสดงถึงไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ 

     สารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทไซโตไคนิน  จากการนำ
ชิ้นส่วนของว่านสากเหล็กมาทดสอบบนอาหารสังเคราะห์ MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทไซโตไคนิน (BA และ TDZ) ในระดับ 
0, 1, 2, และ 4 mgL-1 พบว่าหลังเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อมีการรอดชีวิตบนอาหารเพาะเลี้ยงที่เติม BA 
และ TDZ ที่ระดับ 1.0, 2.0 และ 4.0 mgL-1 ชิ้นส่วนมีสีเขียว มีการ
รอดชีวิต แต่ในสัปดาห์ที ่ 8 พบว่าทุกระดับที่มีการรอดชีวิต และ
พัฒนาการสามารถพัฒนาการเป็นแคลลัส หรือต้นอ่อนได้  และเมื ่อ
เปรียบเทียบระหว่าง BA และ TDZ ต่ออัตราการรอดของชิ้นส่วนพบว่า
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ และระดับความเข้มข้นที่มีร้อยละอัตรา
การรอดสูงสุดที่คือ 1.0, 2.0, 4.0 mgL-1 และ ไม่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เป็นร้อยละ 70.37, 55.56, 25.92 และ 18.52 ตามลำดับ 

Auxin Concentrati
on (mgL-1) 

survival 
explant (%) 

Callus color 

IAA 

0 22.22 b yellowish 

0.1 55.66 a greenish 

0.5 55.56 a yellowish  

1 33.33 ab yellowish 

2 11.11 b yellowish 

C.V.%  48.42  

F-test  *  

NAA 

0 33.33 ab yellowish 

0.1 66.67 a greenish 

0.5 55.56 ab yellowish  

1 44.44 ab  yellowish 

2 22.22 b yellowish 

Auxin Concentrati
on (mgL-1) 

survival 
explant (%) 

Callus color 

C.V.%  33.54  

F-test  *  

PGRs 

IAA  35.56  

NAA  44.44  

C.V.%  55.16  

F-test  ns  

Concentrati
on  (mgL-1)   

0  27.78 cd  

0.1  61.11 a  

0.5  55.56 ab  

1.0  38.89 bc  

2.0  16.67 d  

C.V %  38.49  

F-test  *  
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โดยมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ ดังนั ้นอาหาร
สังเคราะห์ที่เติม 1.0 mgL-1 มีความเหมาะสมต่อการนำไปเติมร่วมกับ
ออกซินเพื่อกระตุ้นให้เกิดการชักนำแคลลัสและต้นอ่อน ทั้งน้ีเน่ืองจาก 
2.0 และ 4.0 mgL-1 ท่ียังคงรอดชีวิตสามารถเจริญเติบโตได้ (ตารางท่ี 4)  

การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตร่วมกันระหว่างออกซินและไซโตไคนิน
เพื่อชักนำให้เกิดการพัฒนาชิ้นส่วนเป็นแคลลัสและต้นอ่อน จากการ
คัดเลือกระดับความเข้มข้นและชนิดที่ใช้สำหรับทดสอบจึงได้กำหนด 4 
สูตรอาหาร และยังพบว่าระหว่างการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนได้ปลดปล่อย
ส่วนน้ำยางออกจนส่งผลให้ชิ้นส่วนตายจึงได้นำ activated charcoal 
ที ่ช่วยในการดูดซับพิษต่าง ๆ เติมลงในส่วนของการเตรียมอาหาร
สังเคราะห์ที่จัดเตรียมขึ้น จากการทดลองในครั้งนี้พบว่าสูตรอาหาร
สังเคราะห์ที่เติม 0.1 mgL-1 NAA  และ 1.0 mgL-1   ทั้ง BA และ TDZ 
สามารถพัฒนาชิ้นเน้ือเย่ือเป็นแคลลัสและต้นอ่อนเล็ก ๆ ได้ (ตารางที่ 5) 
และนอกจากน้ีแล้วชิ้นส่วนที่มีความอ่อนแอต่อสูตรอาหารสังเคราะห์ที่
มีเพียงกลุ่มสารควบคุมการเจริญเติบโตแต่ไม่เติม activated charcoal 
นั ้นจะไม่มีชีว ิตรอดและตายเป็นสีดำภายในระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
ในขณะที่อาหารที่มีการเติม activated charcoal จะคอยยับยั้งการ
ปลอดปล่อยยางจากชิ ้นเนื ้อเยื ่อจนทำให้เสียหายและไม่สามารถ
เจริญเติบโตได้ (ภาพที่ 2)  

ตารางที่ 4 อัตราการรอดของชิ้นเนื้อเย่ือและพัฒนาการเจริญเติบโตของว่านสาก
เหล็กที่เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต
ประเภทไซโตไคนิน 

ตารางที่ 4 อัตราการรอดของชิ้นเนื้อเย่ือและพัฒนาการเจริญเติบโตของว่านสาก
เหล็กที่เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต
ประเภทไซโตไคนิน (ต่อ) 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงความความแตกต่างกัน
ทางสถิติที ่ระดับความเชื ่อมั ่น P < 0.01 (**) P  และ ns แสดงถึงไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ 

ตารางที่ 5 อัตราการรอดของชิ้นเนื้อเย่ือและพัฒนาการเจริญเติบโตของว่านสาก
เหล็กที่เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภท
ออกซินและไซโตไคนินร่วมกันในระดับความเข้มข้นที่ต่างกัน และเติมร่วมกับ 
activated charcoal  

Plant Growth 
Regulators (PGRs) 

Percentage of regeneration  
(%) 

Auxin 
(mgL-1) 

Cytokinin 
(mgL-1) 

+ activated 
charcoal 

- activated 
charcoal 

0.1 NAA 1.0 BA 80 a 46.67 a 
0.1 NAA 1.0 TDZ 80 a 46.67 a  
0.1 NAA 3.0 BA 20.00 b 20.00 b 
0.1 NAA 3.0 TDZ 26.66 b 13.33 b 
C.V (%) 46.75 57.34 
F-test * * 
Activated charcoal   
+ 55.00  
- 28.33  
C.V.% 70.01  
F-test *  

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงความความแตกต่างกัน
ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P < 0.05 (*) และ ns แสดงถึงไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ 

Cytokinin concentration 
mg/L 

survival explant 
(%) 

Callus 
color 

BA 0 11.11 b black 

1 59.26 a Green  

2 51.86 a Green  

4 29.63 b yellowish 

C.V.%  43.09  

F-test  **  

TDZ 0 18.52 c black 

1 81.48 a Green  

2 59.26 b Green 

4 25.92 c yellowish 

C.V.%  34.98  

F-test  **  

Cytokinin concentration 
mg/L 

survival explant 
(%) 

Callus 
color 

PGRs    

BA  37.04  

TDZ  46.30  

C.V.%  66.33  

F-test  ns  

Concentration (mgL-1)   

0  14.81 b  

1  70.37 a  

2  55.56 a  

4  25.92 b  

C.V%  40.39  

F-test  **  
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ภาพที่ 2 ชิ้นส่วนแคลลัสและต้นอ่อนที่สามารถรอดชีวิตและเริ่มมีการพัฒนาใน
สูตรอาหารต่าง ๆ ได้ เป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ (อาหารที่เติม activated 
charcoal ส่วนชิ้นส่วนที่เลี้ยงบนอาหารที่ไม่ได้เติม activated charcoal ชิ้นส่วน
ตายสมบูรณ์ในสัปดาห์ที่ 6 (Bar=0.5 cm)  

 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

การใช้สารปฏิชีวนะ Meropenem ด้วยการเติมในอาหารเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อมีอัตราการรอดที่สูงกว่าการเติมไม่สารปฏิชีวนะซึ ่ง
สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ [14] ที่ได้ทำศึกษาคุณประโยชน์ต่อการ
กำจัดเชื้อแบคทีเรียสำหรับการคัดเลือกชิ้นส่วนในการถ่ายยีนให้กับ
กลุ่มพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และในขณะเดียวกันได้นำรูปแบบการฟอกฆ่าเชื้อ
รูปแบบเดียวกันกับ [1] ที ่ทำการฟอกฆ่าเชื ้อของมะพร้าวนกคุ ่ม 
(Molineria sp.) แต่ว่านสากเหล็กมีพื้นที่การเจริญเติบโตที่ชื้นมากกว่า
จึงอาจส่งผลให้เชื ้อจุลินทรีย์มีการปนเปื้อนในชิ้นเนื ้อเยื ่อที ่จัดอยู ่
ประเภทของเอนโดไฟท์ที่อยู่ร่วมในพืชโดยไม่ทำลายการเจริญเติบโต 
[7] และพบมากในกลุ่มพืชสมุนไพรด้วย [11] แต่เมื่อเปลี่ยนสภาวะการ
เจริญอาจจะส่งผลให้มีภาวะเครียดจึงทำให้เชื้อที่อยู่ภายในท ่อน้ำเลี้ยง
เจริญจนทำลายชิ้นส่วนหลักได้ [3] ดังนั้นเพื่อให้ชิ้นเนื้อเยื่อปลอดเชื้อ
และเจริญได้ การเติมสารปฏิชีวนะในอาหารจึงมีส่วนต่อการกำจัดเชื้อ
ร่วมด้วยและส่งเสริมให้เชื้อจุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญได ้

สภาวะการเพาะเลี้ยงที่ได้เติม 1.0 mgL-1 Activated Charcoal ร่วม
ในอาหารสังเคราะห์มีการเจริญของชิ้นเนื้อเยื่อได้ดีกว่าการไม่เติมซึ ่ง
สอดคล้องกันกับ [4] รายงานว่าสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตประเภทออกซิน NAA ท่ีระดับความเข้มข้น 15 ไมโครโมลาร์ต่อ
ลิตร และมีการเติมผงถ่าน 0.5 กรัมต่อลิตร มีการพัฒนาเป็นส่วนยอด
และรากได้ในการปรับปรุงพันธุ์ปาล์มได้ นอกจากนี้แล้วผงถ่านยังทำ
หน้าที่ดูดซับสารกลุ่ม flavonoid และส่งเสริมให้ชิ้นส่วนเกิดการพัฒนา
ได้ [10] และพัฒนาเป็นต้นอ่อนได้ จึงมีความสอดคล้องกับ [6] 
ทำการศึกษาผลของออกซินต่อการชักนำให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอและ

การพัฒนาพืชต้นใหม่ และมีการเติม 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการ
เพาะเลี้ยงคัพภะของปาล์มสามารถชักนำให้เกิดได้ทั้งแคลลัสและราก 
แต่อยู่ในระยะการเจริญเติบโตที่ต่างกัน และมีการใช้ร่วมกับสารอื่นโดย
ไม่ต้องมีกลุ่มของไซโตไคนินร่วม ดังนั้นอาจจะเป็นไปได้ว่าส่วนของ
ชิ้นส่วนที่นำมาเพาะเลี้ยงอาจส่งผลให้ความต้องการต่อความจำเป็น
ของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีส่วนเสริมให้เกิดการชักนำได้มี
ความแตกต่างกัน รวมถึงการลดความเข้มข้นของธาตุอาหารในสูตร
อาหารสังเคราะห์ก็เป็นปัจจัยที่ส่งเสริมให้เกิดการชักนำให้เกิดแคลลัส
ได้เช่นกัน [12] แต่ในการศึกษาครั ้งนี ้การใช้เพียง 0.1 mgL-1NAA 
สามารถใช้ร่วมกับ Activated Charcoal เพื่อชักนำให้เกิดรากได้ และ
การเพาะเลี้ยงต้นอ่อนเพื่อให้สามารถออกปลูกภายใต้สภาวะธรรมชาติ
จึงเป็นสิ่งที่ควรดำเนินการในขั้นตอนลำดับต่อไป 

สรุปผลการทดลอง 
อิทธิพลของปัจจัยการเพาะเลี้ยงและสารควบคุมการเจริญเติบโตของ
พืชที่มีผลต่อการพัฒนาชิ้นส่วนเนื้อเยื่อของว่านสากเหล็ก (Molineria 
latifolia ( Drayand.  Ex W. T. Aiton)  Herb ex.  Kurz)  โ ด ย ว ิ ธ ี
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ โดยการเติมสารปฏิชีวนะ 10 mgL-1 Meropenem 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในชิ้นเนื้อเยื่อ ทำให้มีอัตรา
การรอดได้มากกว่าการไม่เติมสารปฏิชีวนะเป็น 6 เท่า แนวโน้มการชัก
นำให้เกิดการพัฒนาต้นอ่อนมีสภาวะที ่เหมาะสมคือการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตออกซินร่วมกับไซโตไคนินที่ระดับ 0.1 mgL-1 
NAA และ 1.0 mgL-1 BA หร ือ TDZ ร ่วมก ับการเต ิม 1.0 mgL-1 
activate charcoal สามารถส่งเสริมให้เกิดการชักนำของแคลลัสและ
ต้นอ่อนสำหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของว่านสากเหล็กคิดเป็นร้อยละ 
55 หรือคิดเป็นมากกว่าการไม่เติมถึง 5 เท่า  
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