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5.บทคัดย่อ 
            ด าเนินการศึกษาการขยายพันธุ์มันฝรั่งปลอดโรค โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของมันฝรั่งให้ได้ส่วน
ขยายพันธุ์ปลอดโรค  พัฒนาหาสูตรอาหารและสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมในการชักน าให้เกิด micro shootโดยใช้
ระบบ Temporary  Immersion  Bioreactor ( TIB)  เพ่ือผลิตส่วนขยายพันธุ์มันฝรั่งที่ปลอดโรคในเชิงพาณิชย์ 
ด าเนินการระหว่างปี 2559-2560  ในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพื่อให้ปลอดโรค การใช้ apical meristem  ขนาด 
0.1 - 0.2 เซนติเมตร  เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ร่วมกับ BA 5 µM สามารถชักน าให้มีการพัฒนาเป็นยอดที่
สมบูรณ์ยอด ในพันธุ์แอตแลนติก 36 เปอร์เซ็นต์ และพันธุ์สปุนตา 24 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อน
เชื้อ PVY ด้วยวิธีเซรุ่มวิทยา พบการปลอดโรคสูงถึง ได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์  และเม่ือศึกษาการเพ่ิมปริมาณยอดรวม
ในระบบ TIB เทียบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว  มันฝรั่งแอตแลนติกและสปุนตา สามารถเพ่ิมปริมาณยอดรวมได้สูง 
5.2 ยอด และ4.2 ยอด ต่อ 1ชิ้นส่วนพืช ตามล าดับและมีความสูงของยอดในเกณฑ์ปกติ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
MS ที่มี GA3 0.1 mg/l และ NAA 0.1 mg/L ส่วนในระบบ TIB สามารถให้ปริมาณยอดรวมสูงสุด 4.8 ยอดและ
3.6 ยอด ตามล าดับในอาหารสูตรเดียวกัน โดยให้อาหาร 8 ครั้งต่อวัน ครั้งละ 10 นาที    เมื่อศึกษาผลของ BA 
และน้ าตาลซูโครสต่อการเกิด micro tubers  ในอาหารเหลว พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม BA 40 µM  และ
น้ าตาลซูโครส ร่วมกับ 6 -8 เปอร์เซ็นต์  Chlorocholine chloride ( CCC) 500 มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถชักน า
ให้เกิด micro tubers ได้มากที่สุดในพันธุ์แอตแลนติก   ส่วนพันธุ์สปุนต้า อาหารเหลว MS ที่เติม BA 20 µM  
และน้ าตาลซูโครส  8 เปอร์เซ็นต์ สามารถชักน าให้เกิด micro tubers ได้ดีที่สุด  แต่ในระบบ TIB  ยังไม่สามารถ
สรุปได้ เนื่องจากท้ังแผนงานวิจัยถูกระงับการด าเนินงาน และยังมีปัจจัยที่ต้องศึกษาอีก เช่น ระยะเวลาการให้
อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช และ ความเข้มข้นของ CCC 
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      Masspropagation of disease-free potato has been done using temporary immersion 
bioreactor (TIB) during 2016-2017. Excised apical meristem explants, 0.1-0.2 cm, have been 
cultured on MS basal media supplemented with 5 µM benzyladenine (BA) for induction of 
microshoot (36% in Atlantic and 24% in Spunta). Serology investigation of PVY virus displayed 
90% elimination. Multiple shoot formation in liquid culture, MS basal media containing 0.1 mg/l 
gibberellic acid (GA3) and 0.1 mg/l naphthaleneacetic  acid (NAA), resulted in 5.2 
microshoots/explant in Atlantic and 4.2 microshoots/explant in Spunta with normal height. In 
the TIB system, the highest number of shoots was obtained from the similar media composition 
(4.8 microshoots/explant in Atlantic and 3.6 microshoots/explant in Spunta). The explants have 
received liquid media 8 times/day or every 3 hours with 10 minutes each time. For production 
of micro tuber of Atlantic in liquid media, the best media composition was MS basal media 
supplemented with 40 µM BA, 6-8% (w/v) sucrose and 500 mg/l chlorocholine chloride (CCC). In 
addition, the best media composition for micro tuber production in Spunta was MS media 
containing 20 µM BA, 8% (w/v) sucrose and 500 mg/l chlorocholine chloride (CCC). 
Unfortunately, research on TIB system has not been finished due to the official termination of 
research program. Various types of factors, including feeding frequency and CCC concentration 
etc, need further investigation. 

 
 

6. ค ำน ำ      มันฝรั่งจัดเป็นพืชที่เศรษฐกิจที่ส าคัญในภาคเหนือ   เป็นที่นิยมเพื่อการบริโภคและใช้เป็นวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมการแปรรูป   ปัจจุบันความต้องการมันฝรั่งเพ่ือป้อนโรงงานสูงถึงปีละหนึ่งแสนสองหมื่นตัน แต่การ
ปลูกมันฝรั่งในประเทศไทยยังต้องน าเข้าหัวพันธุ์มาจากต่างประเทศ คิดเป็นมูลค่ากว่า 75 ล้านบาทต่อปี
(http://www.komchadluek.net/2008/11/27/x agi b001_233276.php?news_ id=233276)เนื่องจากไทย
ผลิตได้ไม่เพียงพอกับความต้องการทั้งหัวพันธุ์มันฝรั่งและหัวมันฝรั่งสดเพ่ือการแปรรูป โดยเฉพาะหัวพันธุ์มันฝรั่ง
ประเทศไทยสามารถผลิตได้ปีละ ประมาณ 5,500 ตัน ขณะที่เกษตรกรต้องการใช้หัวพันธุ์เพ่ือเพาะปลูกสูงถึง 
20,000 ตัน/ปี   ถึงแม้ว่าจะมีการขยายพ้ืนที่ปลูก   มีการวิจัยเพื่อเพ่ิมผลผลิต ตลอดจนการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งที่มี
คุณภาพภายในประเทศ  แต่ก็ยังไม่เพียงพอต่อปริมาณความต้องการ  และยังมีปัญหาส าคัญในการผลิตหัวพันธุ์ที่มี
คุณภาพคือการติดเชื้อและการเกิดโรค โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส ซึ่งท าความเสียหายรุนแรงต่อ
ผลผลิต และการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่ง  ที่ส าคัญคือเมื่อเป็นโรคแล้วยังไม่มีวิธีการใดที่สามารถควบคุมการระบาดของ
โรคได้ (วงศ์, 2550)      
                    แนวทางหนึ่งที่สามารถใช้ในการป้องกันโรคและเพ่ิมผลผลิตของมันฝรั่งก็คือ การใช้หัวพันธุ์ที่
ปลอดจากเชื้อสาเหตุโรค  การผลิตหัวพันธุ์ที่ปลอดโรคและน าไปให้เกษตรกรเพาะปลูก เป็นแนวทางในการเพ่ิม
ผลผลิตให้กับเกษตรกรได้  นอกจากนี้การใช้เทคนิค Temporary  Immersion  Bioreacter ขยายพันธุ์มันฝรั่ง 
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ในปริมาณมากจะช่วยประหยัดเวลาแรงงาน และพ้ืนที่ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์ 
มันฝรั่งในสภาพปลอดเชื้อเชิงพาณิชย์ โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของมันฝรั่งให้ได้ส่วนขยายพันธุ์ปลอดโรค  พัฒนา
หาสูตรอาหารและสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมในการชักน าให้เกิด multiple shootsโดยใช้ระบบ Temporary  
Immersion  Bioreacter เปรียบเทียบกับการชักน าให้เกิด multiple shoots  ในอาหารเหลวรวมทั้งมีการปรบั
สภาพบางอย่างเช่นการชักน าให้เกิด  micro tuber ก่อนลงปลูก เพ่ือให้มีการพัฒนาความอยู่รอดในสภาพแปลง
ปลูกในเปอร์เซ็นต์ที่สูงเท่าที่สามารถท าได้   
 
7.อุปกรณ์และวิธีด ำเนินกำร 

1. การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพื่อให้ปลอดโรค 

                 น าสว่นของ ปลายยอด( apical  meristem )ของมันฝรั่งพันธุ์แอตแลนติก และพันธุ์สปุนต้าขนาด
ประมาณ 0.1 -0.2 เซนติเมตรชนิดละ 50 ยอด มาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ  บนอาหาร MS ที่เติม BA  หรือ 
kinetin  5 µM  เพ่ือชักน าให้เกิด  shoot     แล้วน าต้นอ่อนที่เกิดขึ้นไปตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อไวรัส PVY 
โดยใช้ วิธีทางเซรุ่มวิทยา 
            2.  ศึกษาการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots  ในอาหารเหลว 
                 น าต้นอ่อนที่ปราศจากเชื้อไวรัส  ที่มีข้อ 3 -4  ข้อ มาเลี้ยงในอาหารแข็งพ้ืนฐาน MS ร่วมกับสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต   GA3  0.1 mg / l    และ NAA 0.1  mg / l    และ  combination ของ GA และ NAA  
เปรียบเทียบกับไม่เติม      วางแผนการทดลองแบบ  CRD   3 ซ้ า  4 กรรมวิธี  
                           กรรมวธิีที่ 1 อาหาร MS   
                           กรรมวธิีที่ 2 อาหาร MS  +  GA3 0.1  mg /l  
                           กรรมวธิีที่ 3 อาหาร MS  + NAA 0.1 mg 
                           กรรมวธิีที่ 4 อาหาร MS  + GA3  0.1  mg / l + NAA 0. 1 mg/L 
 โดยทุกกรรมวิธีเติม  gelrite  0.3 %   sucrose 3 % pH  5.7   เลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน  
 บันทึกผล   1. อัตราการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots 
                2. ความสูงของ  multiple shoots 
                    
        3.  ศึกษาการเพิ่มปริมาณ  multiple shoots  ในระบบ TIB   
               3.1  จัดตั้งระบบ TIB 
               3.2   ศึกษาการเพ่ิมปริมาณยอดรวม ( multiple shoots )ในระบบ  TIB   โดยใช้สูตรอาหารของการ
ทดลองในอาหารเหลว น าไปทดลองเลี้ยงในระบบ TIB โดยใช้อาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
ดังกล่าวข้างต้น  ให้อาหารสัมผัสเนื้อเยื่อพืช วันละ 8 ครั้ง ๆ ละ3นาที  เลี้ยงในสภาพให้แสง 16 ชั่วโมง และไม่
เปลี่ยนอาหารเลย วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized  Design (CRD) 3 ซ้ า แต่ละสิ่งทดลอง 
(treatment) มีชิ้นส่วนพืช  12 ชิ้น (6 ยอด)   
                  วางแผนการทดลองแบบ  CRD   3 ซ้ า  4 กรรมวิธี  
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                          กรรมวธิีที่ 1 อาหาร MS   
                          กรรมวธิีที่ 2 อาหาร MS  +  GA3  0.1  mg /l  
                          กรรมวธิีที่ 3 อาหาร MS  + NAA 0.1 mg/l 
                          กรรมวธิีที่ 4 อาหาร MS  +  GA3 0.1  mg / l + NAA0.1 mg/L            
 โดยทุกกรรมวิธีเติม  sucrose 3 % pH  5.7   เลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน 
                      บันทึกผล     1. อัตราการเพ่ิมปริมาณ  multiple shoots 
                                       2. ขนาดและความสูงของ  multiple shoots  
         4.  ศึกษาการเกิด  micro tubers  
              4.1 ศึกษาผลของ  BA และ น้ าตาลซูโครสต่อการสะสมแป้งในรากในระบบอาหารเหลว และระบบ TIB 
              น ามันฝรั่ง ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณยอดอ่อนในอาหาร เหลว MS  เติม + GA3 0.1 mg + NAA 0.1 
mg/L นาน  4-6  สัปดาห์ จ านวน 10 ยอดต่อกรรมวิธี (ขวด)มาเลี้ยงบนอาหาร MS ที่มี  BAและน้ าตาล ใน
ปริมาณที่เหมาะสมในการเกิด ราก  ร่วมกับสารช่วยกระตุ้นให้เกิดการสะสมแป้งในราก  ได้แก่  Chlorocholine 
chloride  (CCC)  500 mg/l   ซึ่งมีผลท าให้เกิดหัวขนาดเล็ก ( micro tubers ) ร่วมกับราก น ามาเลี้ยงในที่มืด 
และท่ีมีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน  
            วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized Design  (CRD)  8 กรรมวิธี   4  ซ้ า       
กรรมวิธี ประกอบด้วย 
                        กรรมวิธทีี่1.  MS + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธีที่2. MS + sucrose  80 gm 
                        กรรมวิธทีี่3. MS+ BA 20 µM + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธทีี่4.  MS+ BA 20 µM + sucrose  80 gm 
                        กรรมวิธทีี่5.  MS+ BA 40 µM + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธทีี่6.  MS+ BA 40 µM + sucrose  80 gm 
                        กรรมวิธทีี่7.  MS+ BA 60 µM + sucrose  60 gm 
                        กรรมวิธทีี่8.  MS+ BA 60 µM + sucrose  80 gm 
              บันทึกข้อมูล   -  ปริมาณการเกิด micro tubers 
    ระยะเวลำท ำกำรวิจัย และแผนการด าเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ให้ระบุขั้นตอนอย่างละเอียด) 
         ระยะเวลา :  ตุลาคม 2558 – กันยายน 2561       
 
 
 
8. ผลกำรทดลอง และวิจำรณ์      

1.  การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพื่อให้ปลอดโรคโดยวิธี meristem culture 
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  หัวพันธุ์มันฝรั่งพันธุ์แอตแลนติกและสปุนต้า จาก ศวพ.เชียงใหม่ เมื่อน ามาเพาะให้งอกในสภาพโรงเรือน 
แล้วโดยน ายอดที่งอกออกมายาวประมาณ 3 -5 ซม. ฟอกฆ่าเชื้อภายนอกด้วยคลอรอกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์   ตัด
ชิ้นส่วนปลายยอด (apical meristem ) ขนาดประมาณ 1-2 มม.  ซึ่งมีความจ าเป็นต้องด าเนินการใต้กล้อง
จุลทรรศน์  แล้วน ามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MS   ปลายยอดมันฝรั่ง สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง ที่เติม BA  
ทั้ง 2 ระดับ คือที่ความเข้มข้น  1  และ 5 µM ในพันธุ์แอตแลนติก 18 ยอด คิดเป็น 38 % ของยอดที่น ามา
เพาะเลี้ยง และ สปุนต้า 12 ยอด คิดเป็น 24% ของยอดที่น ามาเพาะเลี้ยง และเมื่อเลี้ยงต่อไปจนกระทั่งยอดมีการ
เติบโต สูงประมาณ 6-8 ซม.  ตัดใบไปตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของเชื้อ  PVY ด้วยวิธเีซรุ่มวิทยาแบบ indirect  
elisa  จ านวนพันธุ์ละ 10 ตัวอย่าง ( 10ยอด ) อ่านค่า OD. 405 นาโนเมตร ที่เวลา 30 และ 60 นาที  พบการ
ปนเปื้อนเชื้อ PVY ในมันฝรั่งสปุนตา เพียง 1 ตัวอย่างคือในตัวอย่างที่7 ซึ่งมีค่า OD. 405 นาโนเมตร เฉลี่ยสูงกว่า
ค่าเฉลี่ยของ positive PVY  ในขณะที่พันธุ์แอตแลนติค มีค่า OD ต่ ากว่าค่าเฉลี่ย positive PVY   ซึ่งแสดงว่าไม่มี
โรคไวรัส (ตารางท่ี 1) 

 การทดลองด้วยวิธี meristem culture ครั้งนี้ให้ผลดี  ตามหลักการ เชื้อไวรัสไม่สามารถเคลื่อนย้ายไปสู่
เนื้อเยื่อที่ก าลังเจริญเติบโตได้ เพราะเนื้อเยื่อดังกล่าวเป็นเพียงกลุ่มเซลล์ ยังไม่มีการพัฒนาเป็น vascular system 
และนอกจากนี้บริเวณ apical meristem จะมีออกซินสูงซึ่งจะช่วยยับยั้งการเจริญของเชื้อไวรัสได้ (Morel และ 
Martin. 1952)    อย่างไรก็ตาม apical meristem ยิ่งมีขนาดเล็กจะยิ่งได้ชิ้นส่วนที่ปลอดโรค แต่ยิ่งเล็กเท่าไร
โอกาสที่จะเจริญเป็นยอดก็มีน้อยลงมาก  จากการทดลองเพาะเลี้ยง  apical meristem พันธุ์ละ 50 ชิ้น มีการ
เติบโตเป็นยอดระหว่าง 12 – 18 ยอดคิดเป็น 24-36 % เท่านั้น   และในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของไวรัส 
ตรวจเฉพาะเชื้อ PVY เนื่องจากว่าเป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรครุนแรงในมันฝั่งทางภาคเหนือของไทยซึ่งท าให้ใบมันฝรั่ง
เสียคลอโรฟิลล์ ท าให้ผลผลิตเสียหายมากถึง 80 % ในขณะที่เชื้อ PVX ท าความเสียหายให้ผลผลิตเพียง 20 %  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ตารางที่1. ผลการตรวจไวรัส PVY ในมันฝรั่ง แสดงค่า OD. 405  นาโนเมตรที่เวลา 30 และ 60 นาที 
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sample 
 ค่ำ  OD. 405  นำโนเมตร ทีเ่วลำ 30 นำท ี ค่ำ  OD. 405  นำโนเมตร ที่เวลำ 60 นำที 

rep 1 rep 2 average result rep 1 rep 2 average result 

#สปุน 1 0.17 0.16 0.16 N 0.22 0.21 0.21 N 

#สปุน 2 0.14 0.15 0.15 N 0.17 0.17 0.17 N 

#สปุน 3 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.17 0.17 N 

#สปุน 4 0.13 0.14 0.13 N 0.16 0.16 0.16 N 

#สปุน 5 0.13 0.14 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 

#สปุน 6 0.13 0.14 0.14 N 0.16 0.17 0.16 N 

#สปุน 7 1.4 1.33 1.37 P 2.40 2.47 2.43 P 

#สปุน 8 0.14 0.14 0.14 N 0.18 0.17 0.18 N 

#สปุน 9 0.15 0.14 0.14 N 0.18 0.17 0.17 N 

#สปุน 10 0.15 0.13 0.14 N 0.17 0.16 0.16 N 

#แอต 1 0.14 0.13 0.13 N 0.16 0.15 0.15 N 

#แอต 2 0.15 0.15 0.15 N 0.19 0.18 0.18 N 

#แอต 3 0.14 0.14 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 

#แอต 4 0.14 0.14 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 

#แอต 5 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.16 0.16 N 

#แอต 6 0.14 0.13 0.14 N 0.16 0.16 0.16 N 

#แอต 7 0.14 0.14 0.14 N 0.18 0.17 0.17 N 

#แอต 8 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.17 0.17 N 

#แอต 9 0.14 0.14 0.14 N 0.17 0.17 0.18 N 

#แอต10 0.13 0.14 0.14 N 0.18 0.18 0.18 N 

Positive 

PVY 1.1 1.19 1.14   

 

1.93 

 

2.05 

 

1.99 

 

H  มันฝรั่ง 0.14 0.13 0.13   0.15 0.15 0.15  

bf 0.12 0.12 0.12   0.13 0.13 0.13  

cut off 0.26 0.30 

 
 
 
 

2. ศึกษาการเพ่ิมปริมาณ multiple shoots  และ micro tubers ในอาหารเหลว 
    2.1  การเพิ่มปริมาณ  multiple shoots 
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                 เมื่อน ายอดอ่อนที่ปราศจากเชื้อไวรัส  ที่มีข้อ  3  ข้อของมันฝรั่งสปุนต้า และแอตแลนติค ทดลอง

เลี้ยงในอาหารเหลวพ้ืนฐาน MS ร่วมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  ได้แก่  GA3  0.1  mg / l และ NAA 

0.1  mg / l    และ  combination ของ  GA3 และ NAA  เปรียบเทียบกับไม่เติม    

                ผลการทดลองพบว่าในมันฝรั่งแอตแลนติคเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญ 

เติบโต ให้จ านวนยอดรวมน้อยสุด แต่ยอดมีการเจริญยืดยาวขึ้น โดยจะที่มีสร้าง  micro shoot  1.8 ยอดต่อ 1

ชิ้นส่วน โดยยอดมีความสูงเฉลี่ย 3.8 ซม  สว่นการเติม  GA3 0.1 mg/L ให้จ านวนยอดรวมสูงสุด 5.8 ยอด ต่อ 1

ชิ้นส่วนแต่ยอดไม่ยืดยาว มีความสูงเฉลี่ยเพียง 2.4 ซม.   การเติม NAA 0.1 mg/l มีจ านวนยอด 4.2 ยอด ความสูง

เฉลี่ย 2.8 ซม. ในขณะที่การเติม  GA3  0.1  mg / l และ NAA  0.1  mg / l ลงในอาหารให้ผลดีที่สุด มีการแตก 

Microshoot  เพ่ิมข้ึน  5.2 ยอด ต่อ 1ชิ้นส่วน และความสูงของยอดอยู่ในเกณฑ์ปกติ ไม่แตกต่างกับการใช้อาหาร 

MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  (ภาพท่ี1 และ ตารางที่2)    

    มันฝรั่งพันธุ์สปุนตาก็ให้ผลในท านองเดียวกันคือการเลี้ยงในอาหารทีมี GA3 0.1 mg +  NAA 0.1 mg/L ให้

ผลดีที่สุด ได้ยอด 4.2 ยอด ความสูง 2.8 ซม.ถึงแม้จ านวนยอดที่ได้จะน้อยกว่าการเลี้ยงในอาหาร MS ที่มี GA3 เพียงอย่าง

เดียวเล็กน้อยแต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ในขณะที่ความสูงเฉลี่ยมากกว่าและแตกต่างทางสถิติอย่างชัดเจน   

   ในการวิจัยครั้งนี้ ใช้อาหาร MS  เนื่องจากเป็นอาหารพื้นฐานที่ใช้ได้ผลดีในการขยายพันธุ์มันฝรั่ง 

โดยทั่วไปจะใช้อาหารแข็ง แต่ในกรณีที่ต้องการเพ่ิมปริมาณยอดเป็นจ านวนมากมักจะใช้อาหารเหลว นอกจากนี้การ

เพ่ิมปริมาณยอดและการเจริญเติบโตยังขึ้นกับอุณหภูมิที่เหมาะสม คือที่ 22-25 องศาเซลเซียส และได้รับแสง 16 

ชั่วโมงต่อวัน  ( Wang and Hu .1982)   นอกจากนี้สารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นปัจจัยส าคัญในการเพ่ิมปริมาณ

ยอดของมันฝรั่ง โดยเฉพาะ combination ที่เหมาะสม NAA ที่ใช้เป็นสารควบคุมการเจริญประเภทออกซินซึ่งมีผล

ส่งเสริมกระตุ้นการแบ่งเซลล์หรือการแตกหน่อ ส่วน GA3 ช่วยส่งเสริมให้ยอดยืดยาวขึ้น อย่างไรก็ตามยังมีความ

แปรปรวนขึ้นอยู่กับ genotype  และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตของมันฝรั่งด้วย ( Abbott and 

Belcher,1986 ) 

                                                                  

ภาพที่ 1.   แสดงการเพ่ิมปริมาณยอดรวมมันฝรั่งแอตแลนติค ในอาหารชนิดต่างๆ 
 
 

      MS  MS+  GA3 0.1 mg/L  MS + NAA 0.1 mg/L MS + GA3 0.1 mg  
+NAA0.1 mg/L 
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ตาราง2  เปรียบเทียบสูตรอาหารเหลว ในการเพ่ิมปริมาณยอดรวม 

    สูตรอาหาร แอดแลนติค สปุนตา 
จ านวนยอด
เฉลี่ย / ยอด 

ความสูง 
ซม. 

 จ านวนยอด  
เฉลี่ย / ยอด 

ความสูง 
ซม. 

1. MS       1.8 c 3.8 a       1.2 c     2.9 a 
2. MS+  GA3 0.1 mg/L       5.8 a 2.4 b       4.4 a     1.8 c 
3.MS + NAA 0.1 mg/L       4.2 b 2.8 b       3.2 b       2.2 bc 
4.MS + GA3 0.1 mg + 
   NAA0.1 mg/L 

      5.2 ab   3.7 a       4.2 a     2.8 ab 

                      cv        21       24                  26     23 

ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันท่ีตามดว้ยอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%    
  โดยวิธี    Duncan’s New Multiple Range Test  (DMRT) 

 

               2.2  ศึกษาการชักน าให้เกิด    micro tubers  ในอาหารเหลว 

                    ท าการศึกษาผลของ   BA  และน้ าตาลซูโคลส  ต่อการเกิด micro tubers   น ามันฝรั่ง ที่เกิดจาก

การเพ่ิมปริมาณยอดอ่อนในอาหาร เหลว MS  เติม + GA3 0.1 mg + NAA 0.1 mg/L นาน  4-6  สัปดาห์ จ านวน 

5 ยอดต่อกรรมวิธี (ขวด) มาทดสอบสูตรอาหารที่ชักน าให้เกิด micro tuber  โดยศึกษาความเข้มข้นของปริมาณ

น้ าตาล ระหว่าง 60 – 80  กรัม ต่อลิตร และ ความเข้มข้น  BA  ระหว่าง  20 -60 µM ร่วมกับ Chlorocholine 

chloride  (CCC)  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  โดยเลี้ยงในที่มืด นาน  8 สัปดาห์   พบว่าในการเลี้ยงระยะ 3-4- 

สัปดาห์แรกในทุกสูตรอาหารมีการพัฒนาเพ่ิมปริมาณยอดขึ้น เป็นผลของ BA  ซึ่งเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโต

ในกลุ่มไซโตไคนิน ต่อจากนั้นจึงเริ่มมีพัฒนาการเป็นหัวขนาดเล็ก ( micro tuber)  ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 5 เป็นต้นไป   

และเม่ือวัดผลในสัปดาห์ที่8 พบว่า ในพันธุ์แอตแลนติก การเลี้ยงในอาหาร  MS ที่เติม BA  40  µM และน้ าตาล  

8 เปอร์เซ็นต์ ได้ micro tubers  เฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 8.6 หัว  น้ าหนักรวม 5.1 กรัม แต่ก็ไม่ต่างทางสถิติกับอาหาร

ที่เติม BA  40  µM และน้ าตาล  6 เปอร์เซ็นต ์ ส่วนอาหารที่ไม่เติม BA   จ านวน micro tubers ที่เกิดขึ้นจะน้อย

ทีสุ่ด  ในขณะที่พันธุ์สปุนตา มีการสร้าง micro tubers  ในอาหาร MS ที่เติม BA  20  µM และน้ าตาล  8 

เปอร์เซ็นต ์โดยมีจ านวนหัวเฉลี่ยต่อขวดมากสุดเท่ากับ 7.1 หัว จะเห็นได้ว่าน้ าตาลในปริมาณความเข้มข้นสูง จะมี

แรงดันออสโมซิสเพ่ิมข้ึน ซึ่งมีผลให้พืชเข้าสู่ระยะ maturity  และเข้าสู่ระยะสร้าง micro tubers  (Hassain et 

al,. 2006)  นอกจากนี ้ ในการทดลองดังกล่าวข้างต้น ได้เติม Chlorocholine chloride  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  

ซึ่งเป็นสารประกอบ compound  ที่นิยมใช้ในการเลี้ยงพืชในสภาพปลอดเชื้อจะมีส่วนช่วยให้มันฝรั่งมีการสร้าง 

micro tubers โดยจะช่วยควบคุมการเจริญของพืชทางด้าน vegetative  ส่งเสริมให้มีการสะสมแป้งในราก ( 

Neerja  et al.,1998) 
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   ตารางที่ 3 . ผลของ BA และน้ าตาลซูโครส ต่อการชักน าให้เกิด micro tubers ในอาหารเหลว 

    สูตรอาหาร แอตแลนติก สปุนตา 
จ านวนหัว * นน. รวม 

กรัม * 
จ านวนหัว * นน.รวม 

กรัม.* 
1. MS + sucrose  60 gm 1.6 d 0.6 d 1.1 e 0.2 e 
2. MS + sucrose  80 gm 3.2 c 1.2 c 2.8 d 1.8 d 
3. MS+ BA 20 µM + sucrose  60 gm 6.8 b 3.6 b 6.8 ab 4.2 a 
4. MS+ BA 20 µM + sucrose  80 gm 
5. MS+ BA 40 µM + sucrose  60 gm 

 7.4 b 
8.2 a 

4.2 ab 
4.3 ab 

7.1 a 
5.3 bc 

3.9 a 
3.8 ab 

6. MS+ BA 40 µM + sucrose  80 gm 8.6 a 5.1 a 4.8 c 2.9 bc 
7. MS+ BA 60 µM + sucrose  60 gm 6.3 b 4.1 b 2.9 d 2.3 cd 
8. MS+ BA 60 µM + sucrose  80 gm 7.6 ab 4.7 a 3.1 d 1.9 d 

CV 24 30 29 31 
ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันท่ีตามดว้ยอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%   โดยวิธี  Duncan’s 

New Multiple Range Test  (DMRT) 

            *  ตัวเลขแสดงค่าเฉลี่ยจ านวนหัว และน้ าหนักต่อ 1 กรรมวิธี (ขวด) 

   

                     

ภาพที่2  ลักษณะและการชักน าให้เกิด micro tubers ของมันฝรั่งแอตแลนติก 

                              

                                                        

  ภาพที่ 3       mini tuber  ที่ได้น าไปเก็บ

รักษาไว้ที่อุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส เพื่ อ 

break dormancy  เป็น เวลา 3 เดือนแล้ว

น าไปปลูกในกระถางเพื่อทดสอบความงอก 

พบว่า มีอัตราการงอกเฉลี่ย 83 %  ตามภาพ 
 C 



10 
 

4. การชักน าให้เกิด multiple shoots และ micro tubers ในระบบ TIB 

      4.1 จัดตั้งระบบการเลี้ยงแบบ Temporary  immersion Bioreacter  ใช้ระบบ SETIS TM    

 

ประกอบด้วยขวดแก้วเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขนาด 3000 ml.   12 คู่ 
                     Air pump                             1  ชุด 

 Cellulose  nitrate  filter                          24  ตัว         
                     วาลว์ปรับระดับอากาศ                           12  ตัว 
                     Standing                  1  ตัว 
                     สายซิลโิคน  

 
 
 

 

 
 

            
ภาพที่4  ระบบTIB ที่ประกอบด้วยขวดแก้วขนาดความจุ  3 ลิตร 
 

   ระบบ Temporary  Immersion  Bioreactor (TIB) เป็นวีการหนึ่งที่ใช้เลี้ยงต้นอ่อนเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ในสภาพปลอดเชื้อ เป็นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอาหารเหลวทั้งหมด ระบบการเลี้ยงแบบนี้ประกอบด้วย ขวดใส่พืช 
(plant vessel) และขวดใส่อาหาร (medium vessel) ซึ่งขวดทั้งสองจะเชื่อมต่อกันทางสายยาง     โดยขวดที่ใส่
อาหารเหลวจะอยู่ในระดับต่ ากว่า    เมื่อต้องการจะให้อาหารชิ้นส่วนพืชจะท าการอัดแรงดันลมผ่านไปทางขวดใส่
อาหาร  โดยใช้แรงดันอากาศ ตั้งแต่ 1 – 30 นาที ขึ้นกับชนิดพืช และปริมาณอาหาร  แรงดันลมจะดันอาหารให้
ไหลขึ้นไปยังขวดใส่ชิ้นส่วนพืช โดยในขั้นตอนนี้อากาศที่อยู่ในขวดใส่ชิ้นส่วนพืชจะถ่ายเทออกไปด้วย  และเมื่อครบ
ก าหนดเวลาที่ให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช ท าการปิดแรงลม อาหารที่อยู่ในขวดใส่ชิ้นส่วนพืช จะไหลกลับมายังขวด
ใส่อาหารตามแรงโน้มถ่วง ดังนั้นอาหารจะเคลือบอยู่บนผิวของชิ้นส่วนพืช ซึ่งพืชจะใช้ในการเจริญเติบโตต่อไป 
           เมื่อจัดตั้งระบบ TIB แล้ว ท าการทดสอบประสิทธิภาพของระบบ ในการเพ่ิมยอดรวมมันฝรั่งทั้ง 2 ชนิด 
ดังนี้ 

Stationary phase Immersion phase. 
Compressed air is 
supplied  into the 
media vessel in order 
to transfer growth 
media to the upper 
culture vessel. 

End of immersion. 
Growth media is 
returned to the 
media vessel by 
gravity force 

Ventilation phase. 
Compressed air is 
supplied into the culture 
vessel to renew its air 
composition. 
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             4.1  ศึกษาการเพ่ิมปริมาณ ยอดรวมของมันฝรั่งสปุนตา และแอตแลนติกในระบบ TIB 
               การศึกษาครั้งนี้ใช้อาหารสูตรที่ใช้ในการทดลองอาหารเหลวเพ่ือท าการเปรียบเทียบ คือ MS ร่วมกับ
การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  ได้แก่   GA3 0.1  mg / l และ NAA 0.1  mg / l    และ  combination 
ของ GA3 และ NAA    และให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช วันละ 8 ครั้ง ๆละ 10 นาที ปริมาณอาหารต่อขวดเท่ากับ 
1.5 ลิตร  

    จากการศึกษาหลังการเลี้ยงในระบบ นาน 8 สัปดาห์ พบว่ามันฝรั่งแอตแลนติก สามารถเพ่ิมจ านวน
ยอดรวมสูงสุด  5.2 ยอด ต่อชิ้นส่วนเริ่มต้น  เมื่อใช้อาหาร MS+ GA0.1 mg/L  รองลงมาได้แก่อาหาร MS+ GA3 
0.1 mg + NAA 0.1 mg/L ได้จ านวนยอดรวม  4.8 ยอดต่อชิ้นส่วน แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่อาหาร 
MS+  GA3 0.1 mg/l + NAA 0.1 mg/Lนี้ยอดมันผรั่งเจริญเติบโตตามปกติ มีความสูง 3.2 ซม ซึ่งแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญกับอาหารที่เติม GA อย่างเดียว  ในมันฝรั่งสปุนตาก็ให้ผลในท านองเดียวกัน การเลี้ยงในอาหาร MS เติม 
GA3 0.1 mg/L และ MS ที่มีส่วนผสมของ  GA3 0.1 mg และ  NAA 0.1 mg/L จะให้จ านวนยอด 3.8 และ 3.6 
ยอด โดยไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่อาหารที่มีส่วนผสมของ  GA3  0.1 mg และ  NAA 0.1 mg/ ยอดจะมีความสูง 
2.9 ซมมากกว่าในอาหาร ที่เติม  GA3 เพียงอย่างเดียว ( ตารางที4่)   

 
ตารางที4่  ผลของ GA และ NAA   ต่อจ านวนยอดรวมและความสูงของยอดในระบบ TIB  

    สูตรอาหาร แอตแลนติก สปุนตา 
จ านวนยอด
เฉลี่ย /ชิ้นส่วน  

ความสูง 
    ซม. 

 จ านวนยอด  
เฉลี่ย / ช้ินส่วน 

ความสูง 
ซม. 

1. MS       1.5 c    3.6 a       1.4 c     2.8 a 
2. MS+ GA3 0.1 mg/L       5.2 a    2.2 b       3.8 a     1.8 b 
3.MS+ NAA 0.1 mg/L       3.9 b    2.4 b       2.7 b       3.1 a  
4.MS+ GA3 0.1 mg + 
   NAA 0.1 mg/L 

      4.8 a    3.2 a       3.6 a     2.9 a 

                      cv 25 24 29 30 

ค่าเฉลี่ยในคอลัมน์เดียวกันท่ีตามดว้ยอักษรเหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%    
 โดยวิธี    Duncan’s New Multiple Range Test  (DMRT) 

 
เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการเพ่ิมปริมาณยอดรวมในอาหารเหลว และในระบบ TIB จะเห็นว่าปริมาณยอด

รวมในระบบTIB น้อยกว่าการเลี้ยงในอาหารเหลว ทั้งนี้เนื่องจาก ในระบบ TIB ไม่มีการเปลี่ยนถ่ายอาหาร และ
ระยะเวลาที่ให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช นอกจากนี้การปั้มอาหารเหลวให้สัมผัสชิ้นส่วนพชืวันละ  8  ครั้งละ 10 
นาที ชิ้นส่วนมันฝรั่งไม่ได้สัมผัสอาหารตลอดเวลาเหมือนกับการเลี้ยงในอาหารเหลว  อาจจะยังไม่เพียงพอส าหรับ
ความต้องการธาตุอาหาร จ าเป็นจะต้องปรับสูตรอาหารในระบบ TIB ใหม่ ให้มีปริมาณความเข้มข้นของสารอาหาร 
และสารควบคุมการเจริญเติบโต รวมทั้งระยะเวลาในการให้อาหารให้นานขึ้นกว่าเดิม ซึ่งจะต้องทดลองต่อไป แต่
ไม่สามารถด าเนินการได้เนื่องจากการทดลองไม่ได้รับงบประมาณสนับสนุนจาก วช. 
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              การเพ่ิมปริมาณ ยอดรวมด้วยระบบ TIB  เป็นการรวมข้อดีของการเลี้ยงบนอาหารแข็งและอาหาร
เหลวเข้าด้วยกัน โดยที่ในระบบอาหารแข็ง ชิ้นส่วนพืชจะสัมผัสกับอากาศแต่ไม่สัมผัสอาหารทั้งชิ้นส่วน  ส่วนใน
อาหารเหลวพืชจะสัมผัสอาหารอยู่ตลอดเวลา ไม่สัมผัสอากาศ จึงท าให้เกิดการบวมหรือฉ่ าน้ า ( Smith and 
Spoomer,1995 ; Aitken et al. 1995 )  ส่วนการขยายพันธุ์ในระบบ TIB วิธีการนี้เป็นการให้อาหารพืชอย่าง
ต่อเนื่อง มีการให้ชิ้นส่วนสัมผัสอาหารอย่างทั่วถึงเป็นเวลา 
               ข้อดีของการขยายเพ่ิมปริมาณยอดรวมด้วยระบบ TIB  สามารถลดแรงงานและเวลาในการเปลี่ยนถ่าย
อาหาร ต้นอ่อนที่ได้จะใช้เวลาในการเจริญเติบโตเร็วกว่าอาหารแข็ง ( Etienne and Berthouly, 2002 ) 
นอกจากนี้ยังสามารถลดจ านวนขวดและพ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยง รวมทั้งลดการ  Sub –culture อีกด้วย (Chu , 
1995) แต่อย่างไรก็ตาม ยังคงมีข้อจ ากัด วิธีนี้จะง่ายต่อการปนเปื้อนของเชื้อในระบบ เนื่องจากมีรอยรั่วบริเวณฝา
ปิด และการเชื่อมต่อสายยางซิลิโคน แรงดันลมสูงเกินไป การด าเนินการจึงต้องใช้ความระมัดระวังเป็นพิเศษ  และ
ในพืชแต่ละชนิดจะต้องศึกษาสารอาหาร และช่วงเวลาที่เหมาะสมในการให้อาหาร นอกจากนี้ การปรับระดับความ
ดันอากาศท่ีจะเข้าสู่ขวดแต่ละขวด ต้องมีความเหมาะสม แรงดันที่สูงเกินไปอาจไปลดประสิทธิภาพ ของ Air filter 
จะท าให้ปนเปื้อนง่ายขึ้น 
            4.2   ศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งขนาดจิ๋วด้วยระบบไบโอรีแอคเตอร์จมชั่วคราว  
             ท าการศึกษาความเข้มข้นของน้ าตาล ร่วมกับ CCC  และ BA ต่อการชักน าให้เกิด  micro tubesr  ใน
การให้อาหารของระบบไบโอรีแอคเตอร์จมชั่วคราว ( SETIS )  โดยใช้ชิ้นส่วนของ micro shoot  ที่เกิดจากการ
เพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว  MS เติม  NAA 0.1 µM  GA3 0.1 µM ใช้ชิ้นส่วนกรรมวิธีละ 50 ยอด  
            วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design or CRD) โดย ท าการศึกษา
ในระบบไบโอรีแอคเตอร์จมชั่วคราว ( SETIS )  โดยท าการทดลอง 3 กรรมวิธี ๆละ 4 ซ้ า  กรรมวิธีได้แก่ ความ
เข้มข้นของน้ าตาล 3 ระดับ คือ 60  70  และ 80 กรัม ต่อลิตร    ในแต่ละกรรมวิธี   ใช้อาหารเหลวสูตร MS  ที่
เติม BA 40  µM ร่วมกับ CCC  500 มิลลิกรัมต่อลิตร  จ านวนครั้งในการให้อาหาร คือ  8 ครั้งต่อวัน แต่ละครั้ง
นาน 10 นาที  ท าการเลี้ยงในที่มืด นาน 8 สัปดาห์ 
            ผลการทดลอง  เกิดการปนเปื้อนในระบบ TIB   จ านวน 3 คู่ท าให้ไม่สามารถวิเคราะห์ผลทางสถิติได้   
แต่ในส่วนที่เหลือพบว่าการเพาะเลี้ยงด้วยการใช้ ความเข้มข้นของน้ าตาล ทั้ง 3 ระดับ คือ 60  70  และ 80 กรัม 
ต่อลิตร ให้ผลในการเกิด  micro tubers  น้อยกว่าการเลี้ยงในอาหารเหลวที่เติมน้ าตาลในทุกระดับ ตามภาพที่5  
แต่จะมีการเจริญเป็นยอดมากกว่า  อย่างไรก็ตามจ าเป็นที่จะต้องท าการทดสอบเพิ่มเติมโดยศึกษาระยะเวลาในการ
ให้อาหารสัมผัสกับชิ้นส่วนพืช ร่วมกับความเข้มข้นของน้ าตาล และความเข้มข้นของ CCC 

          
 
ภาพที่ 5  เปรียบเทียบการเกิด micro tubers ในระบบอาหารเหลว (A)  และระบบ TIB  (B) และ (C) 
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
          1. ในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเพื่อให้ปลอดโรค การใช้ apical meristem  ขนาด 0.1 - 0.2 เซนติเมตร  เมื่อ
เลี้ยงบนอาหารแข็ง MS ร่วมกับ BA 5 µM สามารถชักน าให้มีการพัฒนาเป็นยอดที่สมบูรณ์ยอด ในพันธุ์
แอตแลนติก 36 เปอร์เซ็นต์ และพันธุ์สปุนตา 24 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อ PVY ด้วยวิธีเซรุ่ม
วิทยา พบการปลอดโรคสูงถึง ได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ 
         2. การเพ่ิมปริมาณยอดรวม ( multiple shoots) ในอาหารเหลว และระบบTIB 
            มันฝรั่งแอตแลนติกและสปุนตา สามารถเพ่ิมปริมาณยอดรวมได้สูง 5.2 ยอด และ4.2 ยอด ต่อ 1ชิ้นส่วน
พืช ตามล าดับและมีความสูงของยอดในเกณฑ์ปกติ เฉลี่ยเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MS ที่มี GA3 0.1 mg/l และ 
NAA 0.1 mg/L ส่วนในระบบ TIB สามารถให้ปริมาณยอดรวมสูงสุด 4.8 ยอดและ3.6 ยอด ตามล าดับ  ในอาหาร
สูตรเดียวกัน     
         3. เมื่อศึกษาผลของ BA และน้ าตาลซูโครสต่อการเกิด micro tubers  ในอาหารเหลว พบว่าอาหารสูตร 
MS ที่เติม BA 40 µM  และน้ าตาลซูโครส  6-8 เปอร์เซนต์ร่วมกับ Chlorocholine chloride (CCC)  500 
มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถชักน าให้เกิด micro tubers ได้มากสุด ในพันธุ์แอตแลนติก ส่วนพันธุ์สปุนต้าอาหาร
เหลว MS ที่เติม BA 20 µM  และน้ าตาลซูโครส  8 เปอร์เซนต์ สามารถชักน าให้เกิด micro tubers ได้ดีที่สุดแต่
ในระบบ TIB  ยังไม่สามารถสรุปได้ มีปัจจัยที่ต้องศึกษาอีก เช่น ระยะเวลาการให้อาหารสัมผัสชิ้นส่วนพืช และ 
ความเข้มข้นของ CCC 
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. ได้หัวพันธุ์มันฝรั่งปลอดโรค PVY ขนาดเล็ก ( micro tubers) ส าหรับน าไปขยายพันธุ์เพ่ิมปริมาณต่อได้ 
2.  ได้เทคโนโลยีการชักน าให้เกิด micro tubers ในระบบอาหารเหลว 
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