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ABSTRACT: The in vitro culture of mature ray floret of 5 commercial chrysanthemum cultivars on 
solid MS medium containing 0, 0.1, 0.5 and 1.0 mg/l 2,4–D in combination with 0, 1, 2 and 3 mg/l BA 
was performed at 50 µmol/m2/s 16 hr light and 25 ± 2 oC for 8 weeks. The results demonstrated that 
the hormone free medium and the medium containing only 2,4–D or BA were unable to induced 
callus in all cultivars tested. Meanwhile, medium containing both 2,4–D and BA showed green and 
compact callus. The calli were then subjected to shoot regeneration on MS solid medium containing 
0, 1, 2 and 3 mg/l kinetin. Regenerated shoots were observed at 8 weeks after shoot induction and 
higher number of shoots observed at 12 weeks. The difference in responses to kinetin concentration 
of callus was statistically significance as the highest kinetin concentration generated highest number 
of shoots. The interaction of callus induction medium and shoot regeneration medium also revealed. 
Different cultivars also demonstrated different response to shoot regeneration as well.
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บทคัดย่อ

จากการเพาะเลีย้งกลบีดอกชนดิ ray floret ที่
พฒันาแล้วของเบญจมาศพันธุก์ารค้า 5 พันธ์ุ บนอาหาร
แขง็สูตร MS  ทีเ่ติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2, 4–D 
ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 และ 1.0  มลิลกิรมัต่อลติร  ร่วม
กับ BA ความเข้มข้น 0, 12 และ 3 มลิลกิรมัต่อลติร  
เพาะเลีย้งในสภาพทีใ่ห้แสง 50 ไมโครโมลต่อตารางเมตร
ต่อวนิาท ี16 ชัว่โมงต่อวนั อณุหภูม ิ25 ± 2 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 8 สัปดาห์พบว่า ในอาหารที่มีเพียง 2, 4–D 
หรือ BA เพียงชนิดเดียวและที่ไม่มีการเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโต ไม่สามารถชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้ใน
เบญจมาศทั้ง 5 พันธุ์ ส่วนอาหารที่มีทั้ง 2, 4–D และ 
BA สามารถชักน�ำให้เกิดแคลลัสที่มีลักษณะเป็นแบบ
เกาะกนัแน่นสีเขยีว เมือ่น�ำแคลลสัมาชกัน�ำให้เกดิยอด
บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญ
เติบโตไคเนตินความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อ
ลติรพบว่าเร่ิมมยีอดเกิดขึน้เมือ่ 8 สปัดาห์ และเกดิยอด
ได้มากขึ้นเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 สัปดาห์ ท้ังนี้ 
พบว่าแคลลัสมกีารตอบสนองต่อไคเนตินที่แตกต่างกัน
อย่างมนัียส�ำคัญทางสถติิโดยอาหารทีเ่ติมไคเนตินความ
เข้มข้นสูงสุดคือ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน�ำให้
เกิดยอดได้มากที่สุด และยังพบปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
อาหารสูตรชักน�ำให้เกิดแคลลัสและอาหารสูตรชักน�ำ
ยอดที่มีต่อการพัฒนาเป็นยอดจากแคลลัส นอกจากนี้
พันธุ์เบญจมาศที่แตกต่างกันก็ตอบสนองต่อการชักน�ำ
ให้เกิดยอดได้ต่างกันอีกด้วย

ค�ำส�ำคัญ: เบญจมาศ, แคลลัส, กลีบดอก

บทน�ำ

เบญจมาศ เป็นไม้ดอกในวงศ์ Compositae ที่
ได้รับความนิยมแพร่หลายทัว่โลก จงึมงีานวิจัยเกีย่วกบั
การขยายพันธุ์โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออย่างแพร่
หลาย ทั้งที่เป็นการชักน�ำให้เกิดยอดใหม่จากเนื้อเย่ือ

เจรญิปลายยอดและตาข้าง รวมท้ังการชกัน�ำให้เกดิต้น
ใหม่จากส่วนอื่น ๆ ที่ไม่ใช่เนื้อเยื่อเจริญ เช่น จากใบ
และส่วนต่าง ๆ  ของดอก น�ำมาชักน�ำให้เกดิแคลลสัแล้ว
ชักน�ำให้แคลลัสพัฒนาเป็นยอดใหม่ Rout and Das 
(1997) ซึ่งโดยทั่วไปแล้วการชักน�ำให้เกิดยอดจาก
เนื้อเยื่อเจริญนั้นต้นที่เกิดขึ้นมาใหม่จะมีลักษณะที่ตรง
ตามพันธุ ์ แต่การชักน�ำให้เกิดต้นโดยผ่านการเกิด
แคลลสันัน้มโีอกาสเกิด somaclonal variation และน�ำ
ไปสูก่ารกลายพนัธุซ์ึง่สามารถน�ำมาใช้ประโยชน์ในด้าน
การปรับปรุงพันธุ ์ได้ ซ่ึงในเบญจมาศมีรายงานว่า
ประสบความส�ำเร็จในการสร้างพันธุ์ใหม่ด้วยวิธีการนี้
ด้วยเช่นกัน Roest and Bokelmann (1973)

ในการชกัน�ำให้เกดิยอดใหม่โดยผ่านแคลลสั ใน
เบญจมาศมีรายงานว่าประสบความส�ำเร็จโดยใช้
เนื้อเยื่อส่วนกลีบดอกในหลายรายงาน เช่น  (Nahid et 
al., 2007; Berakat et al., 2010; Thangmanee and 
Kanchanapoom, 2011) โดยในข้ันตอนการชักน�ำให้เกิด
แคลลสันยิมใช้สารควบคุมการเจรญิเตบิโตในกลุม่ออก
ซนิร่วมกบักลุม่ไซโตไคนนิ ส่วนการชกัน�ำให้เกดิต้นจาก
แคลลัสนิยมใช้สารในกลุ่มไซโตไคนินเพียงอย่างเดียว 
อย่างไรก็ตาม แม้ว่าในรายงานต่าง ๆ ที่กล่าวแล้วจะมี
การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มเดียวกัน แต่
ก็มีการเลือกใช้ชนิดของสารที่แตกต่างกัน รวมทั้งยังใช้
ความเข้มข้นท่ีต่างกันอีกด้วย ท้ังนี้เพราะความส�ำเร็จ
ของการชกัน�ำให้เกดิแคลลสัและยอดนัน้นอกจากจะขึน้
อยูก่บัอาหารเพาะเลีย้งและสารควบคมุการเจริญเตบิโต
ทีเ่ตมิลงไปแล้ว ชนดิของเนือ้เยือ่และพันธกุรรมของพชื
ก็มีผลอย่างมากเช่นกัน (Gahan and George, 2008) 

เป้าหมายหลกัของโครงการวิจยัคอืการชักน�ำให้
เกดิการกลายพันธุโ์ดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่เบญจมาศ
ในรปูแบบท่ีผ่านแคลลสัดงันัน้วัตถุประสงค์ของงานวจิยั
นี้คือศึกษาผลของ 2, 4–D และ BA ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ทีม่ต่ีอการพฒันาเป็นแคลลสัจากเนือ้เยือ่ส่วนของกลบี
ดอกที่พัฒนาสมบูรณ์แล้วรวมทั้งศึกษาผลของสูตร
อาหารที่ใช้ในการชักน�ำแคลลัสและสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนิน คือ ไคเนตินท่ีมีผลต่อ
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การเกิดยอดจากแคลลัสของเบญจมาศพันธุ์การค้า 5 
พันธุแ์ละหลงัจากนัน้จะน�ำต้นออกปลกูในแปลงทดลอง
เพื่อตรวจสอบการเกิด somaclonal variation ซึ่งอาจ
ได้พนัธ์ุกลายลักษณะใหม่ ๆ  สามารถน�ำมาใช้ประโยชน์
ในด้านการปรับปรุงพันธุ์เบญจมาศต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ

1. การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อ
การเกิดแคลลัสจากกลีบดอก

น�ำกลีบดอกชนิด ray florets ของดอก
เบญจมาศสายพนัธุก์ารค้าจ�ำนวน 5 สายพนัธุ ์คอื พนัธุ์
ขาวมะลิ  พันธุ์เขียวโรงแรม พันธุ์โพลาริสสีแดง พันธุ์
โพลารสิสชีมพู และพนัธุช์มพหูวาน มาฟอกฆ่าเชือ้ทีผ่วิ
โดยการแช่ในเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 1 นาที จากนั้น
น�ำมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลายไฮเตอร์ 5 เปอร์เซ็นต์ 
(สารออกฤทธิ์: sodium hypochlorite 6%) นาน  
15 นาที แล้วล้างสารละลายไฮเตอร์ออกด้วยน�้ำที่นึ่ง 
ฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที

ตัดส่วนโคนและปลายกลีบออกให้เหลือความ
ยาวของกลีบดอกประมาณ 1 เซนติเมตร น�ำไปเพาะ
เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS Murashige and Skoog 
(1962)  ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2, 4–
dichlorophenoxyacetic acid (2,4–D) ความเข้มข้น 
0  0.1  0.5 และ 1.0  มลิลกิรมัต่อลติร  ร่วมกบั benzyl 
adenine (BA)  ความเข้มข้น 0  1  2 และ 3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร โดยอาหารแต่ละสูตรเติมน�้ำตาลซูโครส   
30 กรัมต่อลิตร และผงวุ้น  7.5 กรัมต่อลิตร  ปรับค่า 
pH ที่ 5.7  เพาะเลี้ยงในสภาพที่ให้แสง  16 ชั่วโมงต่อ
วัน  ที่ความเข้มแสง 50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อ
วนิาท ี ในห้องควบคมุอณุหภมู ิ 25 ± 2  องศาเซลเซยีส  
เปลี่ยนอาหารทุก 4 สัปดาห์บันทึกผลการเกิดแคลลัส
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ บันทึกน�้ำหนักและ
การเปลี่ยนแปลงอื่น ๆ เช่น สีและลักษณะของแคลลัส 
ฯลฯ เปรียบเทียบในแต่ละสูตรอาหาร วางแผนการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design 

(CRD) ทรีทเมนต์ละ 3 ซ�้ำ ซ�้ำละ 10 ชิ้นเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในแต่ละทรีตเมนต์ด้วยวิธี  
DMRT

2. การชักน�ำให้เกิดยอดจากแคลลัส
น�ำแคลลัสท่ีชักน�ำได้จากการทดลองแรกท่ีอายุ 

8 สัปดาห์ มาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5 x 0.5 
เซนตเิมตร โดยแคลลสัจากแต่ละสตูรจะแยกน�ำลงเพาะ
เลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเติมไคเนตนิความเข้มข้น 
0, 1,  2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งอาหารทุกสูตรเติม
น�้ำตาลซูโครส  30 กรัมต่อลิตร และผงวุ้น 7.5  กรัมต่อ
ลิตร ปรับค่า pH ที่ 5.7 เพาะเลี้ยงในสภาพที่ให้แสง  
50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาท ี16 ชัว่โมงต่อวนั  
ในห้องควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เปลี่ยน
อาหารทุก 4 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) จัดสิ่ง
ทดลองแบบ factorial โดยแต่ละพันธุ์ประกอบด้วย  
9 x 4 ทรีทเมนต์ (สูตรอาหารที่ชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้
จ�ำนวน 9 สูตร จากการทดลองแรก และความเข้มข้น
ของไคเนตนิ 4 ระดบั) ท�ำการทดลองทรทีเมนต์ละ 3 ซ�ำ้ 
ซ�้ำละ 5 ชิ้นบันทึกผลเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 
สปัดาห์ และเปรยีบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลีย่ใน
แต่ละทรีทเมนต์ด้วยวิธี DMRT 

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. รูปแบบการพัฒนาเป็นแคลลัสและยอดของกลีบ
ดอก

จากการเพาะเลี้ยงกลีบดอกเบญจมาศทั้ง 5 
พันธุ์บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 2, 4–D ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 และ 
1.0  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0, 1,  
2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพท่ี 
ให ้แสง 50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต ่อวินาที  
16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ  25 ± 2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  8  สัปดาห์ พบว่า ในอาหารที่มีทั้ง 2, 4–D 
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และ BA เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ กลีบดอกมี
การม้วนงอและเร่ิมเกิดแคลลัสสีเขียวบริเวณรอยตัด 
และเมือ่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ เน้ือเยือ่กลบีดอก
ด้านในเปลี่ยนเป็นสีน�้ำตาล ส่วนแคลลัสมีลักษณะเป็น
แบบเกาะกันแน่นสีเขียว มีขนาดใหญ่ขึ้น ซึ่งเมื่อเพาะ
เลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ แคลลัสมีลักษณะเป็นก้อน
ขนาดใหญ่ สเีขยีวอมเหลือง (Figure 1A) ส่วนในอาหาร
ทีม่เีพยีง 2, 4–D หรอื BA และทีไ่ม่เตมิสารควบคมุการ
เจรญิเตบิโตเลยนัน้ไม่สามารถชกัน�ำให้เกดิแคลลัสได้ใน
ทั้ง 5 พันธุ์

เมือ่น�ำแคลลสัทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารแขง็สตูรชกั
น�ำแคลลสัเป็นเวลา 8 สปัดาห์ มาตดัเป็นช้ินสีเ่หลีย่มขนาด 
0.5 x 0.5 เซนตเิมตร เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ี
เตมิสารควบคมุการเจรญิเตบิโตไคเนตนิ ความเข้มข้น 0, 
1, 2 และ 3 มลิลกิรมัต่อลติรในสภาพเพาะเลีย้งเดมิ โดย
เปลีย่นอาหารทุก 4 สปัดาห์ พบว่า เมือ่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 
4 สปัดาห์ แคลลสัมขีนาดใหญ่และเริม่มจีดุสีเขยีวเข้ม เมือ่
เพาะเลีย้งต่อเป็นเวลา 8 สปัดาห์ เนือ้เยือ่เริม่พฒันาเป็น
ยอดและมใีบเลก็ ๆ  เกิดขึน้ และยอดมกีารพฒันาสมบูรณ์
และสามารถตดัแยกเป็นยอดเดีย่ว ๆ  ได้เมือ่เพาะเลีย้งเป็น
เวลา 12 สปัดาห์ (Figure 1B)

A: Callus induction

B: Shoot regeneration             

           week 0                        week 4                         week 6                      week 8

                             week 4                       week 8                       week 12

Figure 1 Time course development (A) callus induction (on MS+2 mg/l BA+1mg/l 2,4–D) and (B) shoot 
 regeneration (on MS+2 mg/l kinetin) from ray floret explants of chrysanthemum ‘Sweet Pink’ 
 culture at 25 ± 2oC and 50 µmol/m2/s light 16 hr/d
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2. ผลของ BA และ 2, 4–D ต่อการเกิดแคลลัสจาก
กลีบดอก

สูตรอาหารที่สามารถชักน�ำให้เกิดแคลลัสจาก
กลีบดอกเบญจมาศทั้ง 5 สายพันธุ์ คือสูตรที่มีการเติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA และ 2, 4–D ร่วมกัน
ส่วนสูตรอาหารที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต
และสูตรที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเพียงชนิด
เดียวไม่ว่าจะเป็น BA หรือ 2, 4–D ไม่สามารถชักน�ำให้
เกิดแคลลัสได้ (Table 1 and Figure 2) ส�ำหรับสูตรที่
ชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้น้ันพบว่าการเจริญเติบโตของ
แคลลัสมีความแตกต่างกัน สูตรอาหารที่เติม BA ความ
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้ม
ข้น 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 8 สัปดาห์ ส่งผลให้แคลลสัมลีกัษณะเป็นสนี�ำ้ตาล 
ซึ่ง George and Sherrington (1984) อธิบายว่าใน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช มีความสัมพันธ์ระหว่างสาร
ในกลุ่มออกซินและไซโตไคนินต่อการพัฒนาไปเป็น
อวยัวะของพืช การใช้สารควบคมุการเจรญิเติบโตเพยีง
ชนดิเดยีวอาจท�ำให้การพัฒนาไปเป็นอวยัวะของพืชเกิด
ขึ้นได้น้อยหรืออาจไม่มีการพัฒนาเลย

จากการทดลองนีส้ตูรอาหารทีส่ามารถชักน�ำให้
เกดิแคลลัสจากกลีบดอกเบญจมาศทัง้ 5 พันธุ ์ได้ดโีดย
แคลลัสมีน�้ำหนักมากท่ีสุดอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  
คือ สูตรอาหารที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ 2, 4–D  
ความเข้มข้น 0.5–1 มิลลิกรัมต่อลิตร และสูตรอาหาร
ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น  
2 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ 2,4–D ความเข้มข้น  
1 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งผลที่ได้นี้สอดคล้องกับงานวิจัย 
ของ Thangmanee and Kanchanapoom (2011) 

ทีเ่พาะเลีย้งกลบีดอกเบญจมาศ [Chrysanthemum x 
grandiflorum (Ramat.) Kitam.] บนอาหารสูตร MS 
ท่ีเติม BA และ 2, 4–D ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ และ 
พบว่า อาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 13.3 
ไมโครโมลาร์ (3 มลิลกิรมัต่อลติร) ร่วมกบั 2, 4–D ความ
เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ (0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให้
ประสิทธิภาพการเกิดแคลลัสสูงสุดอย่างไรก็ตาม จาก
การทดลองนี้ยังพบว่า สูตรอาหารท่ีเติม BA และ 2, 
4–D ความเข้มข้นสูง ๆ มียอดเกิดขึ้นด้วยเล็กน้อย 
(Figure 2) แต่ยอดท่ีได้นี้มีขนาดเล็กและฉ�่ำน�้ำ ซ่ึงไม่
เหมาะจะน�ำออกปลกูในสภาพธรรมชาติ ดงันัน้ ในการ
ชักน�ำยอดจากแคลลัสในขั้นตอนต่อไปนั้น ยอดเหล่านี้
จะถูกตัดออก

จากการวิเคราะห์อิทธิพลของ BA และ 2, 4–D 
พบว่าเม่ือเพิม่ความเข้มข้นของ 2,4–D มผีลต่อการเพิม่
น�้ำหนักของแคลลัสอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ส่วนการ
เพิ่มความเข้มข้นของ BA นั้นไม่มีผลท�ำให้น�้ำหนัก
แคลลัสแตกต่างกันทางสถิติท่ีเป็นเช่นนี้อาจเนื่องจาก 
สารในกลุ่มออกซินมีผลอย่างมากต่อการกระตุ้นการ
เจริญเติบโต การแบ่งเซลล์ และการขยายขนาดของ
เซลล์ การเติมออกซินลงในอาหาร จึงท�ำให้แคลลัส 
มีการเจริญเติบโตมากข้ึน ส่วนสารในกลุ่มไซโตไคนิน  
จะมีผลในการชักน�ำให้เกิดยอดมากกว่าการแบ่งเซลล์
และการขยายขนาดของเซลล ์  ซ่ึงงานวิจัยของ 
Kachonpadungkitti and Jala (2015) ที่ศึกษา
อิทธิพลของ BA  IAA  2, 4–D และ Kinetin ต่อการ
ขยายพันธุ์ต้นแก้วมังกรในสภาพปลอดเชื้อจากใบจริง 
ก็พบว่ามีผลในท�ำนองเดียวกันคือพบว่า 2, 4–D  
ความเข้มข้นต�่ำกว่า 1 มิลลิกรัมต่อลิตรชักน�ำให้เกิด
แคลลัสได้น้อย
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Table 1 The average callus weight (±SE) of 5 chrysanthemum cultivars derived from mature ray floret 
cultured on MS medium supplemented with various concentrations of 2,4–D and BA for 8 
weeks. The culture condition was 50 µM/m2/s light 16 hr photoperiod and 25 ± 2 oC

MS medium
(BA+2, 4–D) 

(mg/l)

Average callus weight (g)1/

Mali White Hotel Green Red Polaris Pink Polaris Sweet Pink

(0 + 0)
(0 + 0.1)
(0 + 0.5)
(0 + 1.0)

0c

0c

0c

0c

0d

0d

0d

0d

0f

0f

0f

0f

0d

0d

0d

0d

0f

0f

0f

0f

(1 + 0)
(1 + 0.1)
(1 + 0.5)
(1 + 1.0)

0c

0.78 ± 0.12b

0.83 ± 0.09ab

1.08 ± 0.09ab

0d

 1.17 ± 0.16ab

 0.76 ± 0.08c

 0.99 ± 0.15bc

0f

1.12 ± 0.05ed

1.79 ± 0.11b

1.34 ± 0.08cde

0d

0.59 ± 0.04c

1.16 ± 0.07a

1.28 ± 0.08a

0f

0.53 ± 0.02e

0.69 ± 0.02cd

0.72 ± 0.02c

(2 + 0)
(2 + 0.1)
(2 + 0.5)
(2 + 1.0)

0c

0.81 ± 0.14b

1.04 ± 0.13ab

0.79 ± 0.08b

0d

 0.99 ± 0.12bc

 1.12 ± 0.05ab

 1.07 ± 0.10ab

0f

1.41 ± 0.14cd

1.68 ± 0.11bc

2.18 ± 0.40a

0d

0.78 ± 0.05b

0.78 ± 0.05b

1.13 ± 0.07a

0f

0.55 ± 0.02e

0.71 ± 0.03c

0.82 ± 0.04b

(3 + 0)
(3 + 0.1)
(3 + 0.5)
(3 + 1.0)

0c

1.07 ± 0.16ab

1.12 ± 0.13a

0.85 ± 0.09ab

0d

0.96 ± 0.15bc

0.98 ± 0.05bc

1.32 ± 0.03a

0f

1.03 ± 0.07e

1.37 ± 0.06cde

1.36 ± 0.10cde

0d

0.85 ± 0.06b

1.23 ± 0.06a

1.20 ± 0.07a

0f

0.62 ± 0.03d

0.68 ± 0.04cd

0.90 ± 0.04a

F–test * * * * *

1/average callus weight in the same column with the same letter is not significantly different at P>0.05 
  according to Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (n = 30)
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Figure 2 The 8–weeks–old calli of ‘Sweet Pink’ cultivar cultured on MS supplemented with 0–1.0 mg/l  
 2,4–D in combination with 0–3.0 mg/l BA. The culture condition was 50 µM/m2/s light, 16 hr 
 photoperiod and 25 ± 2 oC

0 	                    0.1	               0.5	                         1
2,4–D 
(mg/l)  

BA 
(mg/l)

0

1

2

3

3. การชักน�ำให้เกิดยอดจากแคลลัส
ในการชกัน�ำให้เกดิยอดจากแคลสัในเบญจมาศ

ทั้ง 5 พันธุ์ที่ทดลองนี้พบความแตกต่างในการตอบ
สนองของแต่ละพันธุ์ โดยพบว่าแคลลัสพันธุ์ขาวมะลิ
และพันธุ์เขียวโรงแรมเกิดยอดได้ดีที่สุด รองลงมาคือ
พันธุ์โพลาริสสีแดงและพันธุ์โพลาริสสีชมพู ส่วนพันธุ์ที่

เกิดยอดได้น้อยที่สุดคือพันธุ์ชมพูหวาน (Sweet Pink) 
นอกจากนีเ้มือ่พจิารณาผลของไคเนตนิต่อการเกดิยอด
ในแต่ละพันธุ์พบว่ามีการตอบสนองต่อไคเนตินที่แตก
ต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยอาหารท่ีเติม 
ไคเนตินความเข้มข้นสูงสุดคือ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถชักน�ำให้เกดิยอดได้มากท่ีสดุ โดยเหน็ได้ชัดเจน



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2560 329

ในพนัธุท์ีต่อบสนองดี 2 พนัธุ ์คือ พนัธ์ุขาวมะลแิละพนัธุ์
เขียวโรงแรมนอกจากน้ี จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติ
พบว่ามีอิทธิพลร่วมระหว่างอาหารที่ใช้ชักน�ำให้เกิด
แคลลสัและอาหารทีใ่ช้ชกัน�ำให้เกิดยอด (Table 2) โดย
จากผลการทดลอง พบว่า แคลลัสพันธุ์ขาวมะลิและ
พันธุ์เขียวโรงแรมจากทุกสูตรอาหารชักน�ำแคลลัสเมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมไคเนตินความเข้มข้น
ต่าง ๆ แคลลัสส่วนใหญ่สามารถพัฒนาเป็นยอดได้
ยกเว้น แคลลัสทีไ่ด้จากสตูรอาหารทีม่ ี2, 4–D และ BA 
ความเข้มข้นสูง (3 และ1 มิลลิกรัมต่อลิตร) เมื่อย้ายมา
ชกัน�ำให้เกดิยอดในอาหารทีเ่ติมไคเนตินพบว่าเกดิยอด
ได้ค่อนข้างน้อย

แคลลัสพันธุ์ขาวมะลิที่เพาะเลี้ยงจากอาหาร
สูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร
สามารถพัฒนาเป็นยอดได้มากที่สุดเฉลี่ย 2.8 ยอดต่อ
ชิน้แคลลสั รองลงมาคือ แคลลสัทีเ่พาะเลีย้งจากอาหาร
สูตร MS ที่เติม BA และ 2, 4–D ความเข้มข้น 1 
มลิลกิรัมต่อลติร สามารถพฒันาเป็นยอดได้ เฉล่ีย 2.33 
ยอดต่อชิน้แคลลสั ส่วนแคลลสัพันธุเ์ขยีวโรงแรมทีเ่พาะ
เลี้ยงจากอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถพัฒนาเป็นยอดได้มากท่ีสุด
เฉลี่ย 2.0 ยอดต่อชิ้นแคลลัสและนอกจากนี้จะเห็นได้
ว่าทัง้แคลลสัพนัธุข์าวมะลแิละพนัธุเ์ขยีวโรงแรมทีเ่พาะ
เลี้ยงจากอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถพัฒนาเป็นยอดได้เมื่อเพาะ
เล้ียงบนอาหาร MS ที่เติมไคเนตินทุกความเข้มข้น 
(Table 2)

อย่างไรกต็าม ส�ำหรบัแคลลสัพนัธุโ์พลารสิสแีดง
ให้ผลตรงกันข้าม คือ พบว่าแคลลัสส่วนใหญ่สามารถ
พฒันาเป็นยอดได้เมือ่เพาะเลีย้งบนอาหาร MS ท่ีไม่เตมิ
ไคเนตินหรือเติมที่ความเข้มข้นต�่ำ ๆ โดยแคลลัสที่
ชักน�ำด้วยสูตรอาหาร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้มข้น 1 

มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถพัฒนาเป็นยอดได้มากท่ีสุด
เฉลี่ย 1.47 ยอดต่อชิ้นแคลลัส

ในพันธุ์โพลาริสสีชมพู แม้ว่าจะเกิดยอดได้น้อย
แต่มแีนวโน้มการชกัน�ำให้เกดิยอดคล้ายกนักบัพนัธ์ุขาว
มะลแิละพนัธุเ์ขียวโรงแรม คอืการชักน�ำยอดด้วยไคเนตนิ
ความเข้มข้นสูงมีประสิทธิภาพดีกว่าที่ความเข้มข้นต�่ำ 
โดยทรทีเมนต์ทีเ่กดิยอดได้ดมีเีพยีงแคลลสัทีช่กัน�ำจาก
สูตรอาหาร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร และเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมไคเนติน
ความเข้มข้น 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ส่วนพันธุ์ชมพูหวานมีเพียงแคลลัสที่ชักน�ำจาก
อาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ 2, 4–D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และชักน�ำให้เกิดยอดบนอาหาร MS ท่ีเติมไคเนติน
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เท่านั้นที่พัฒนาเป็น
ยอดได้เฉลีย่ 1.07 ยอดต่อชิน้แคลลสั  ในสตูรอืน่ ๆ  ไม่มี
การเกิดยอด

ในการทดลองนีพ้บว่าแคลลสัเบญจมาศต่างสาย
พันธุ ์กัน มีการตอบสนองต ่ออาหารที่ ใช ้ ในการ 
เพาะเลี้ยงต่างกันจึงมีการพัฒนาเป็นยอดได้ต่างกัน 
ผลดังกล่าวนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Roest and 
Bokelmann (1973) ที่รายงานว่าเบญจมาศ 2 สาย
พนัธุ ์มกีารเกดิยอดทีต่่างกัน แม้ว่าจะเพาะเลีย้งอาหาร
ชนิดเดียวกันและในสภาพแวดล้อมเดียวกันโดย
เบญจมาศพนัธุ ์Bravo สามารถเกดิยอดได้มากกว่าพนัธ์ุ 
Super Yellow ซึ่ง Gahan and George (2008) อธิบาย
ไว้ว่า การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจะประสบความส�ำเร็จ
ได้นั้น ต้องค�ำนึงถึงชนิดและพันธุ์พืชที่น�ำมาเพาะเลี้ยง
ด้วย ถงึแม้ว่าในอาหารเพาะเลีย้งจะมกีารดดัแปลงโดย
การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนิน
ซึง่เป็นกลุม่สารท่ีสามารถชักน�ำให้เกดิยอดในสภาพการ
เพาะเลี้ยงได้ ดังนั้น นอกจากสายพันธุ์ที่ต่างกันแล้วยัง
อาจเป็นเพราะสดัส่วนของออกซนิและไซโตไคนนิ ทัง้ที่
มอียูใ่นเนือ้เยือ่พชืเองและทีเ่ตมิลงในอาหารเพาะเลีย้ง
ท่ีต้องมีสัดส่วนท่ีเหมาะสมต่อการพัฒนาของยอด  
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(George and Sherrington, 1984) นอกจากนีก้ารทีพ่บว่า
ไม่สามารถชกัน�ำให้แคลลสัพฒันาไปเป็นยอดได้ อาจมี
สาเหตุมาจากประสิทธิภาพของไซโตไคนินในรูปที่ใช้
ท�ำการทดลองคอืไคเนติน ท่ีอาจมปีระสทิธภิาพในการ
ชักน�ำให้เกดิยอดได้น้อยกว่าไซโตไคนนิในรปูอืน่ โดยมี
รายงานการทดลองทีบ่่งชีป้ระสทิธภิาพของสารในกลุม่ 
ไซโตไคนนิ 2 ชนดิ ได้แก่ ไคเนตนิและ BA โดย Sungsuwan 
(2009) ได้ทดลองเพาะเลี้ยงตาข้างของกวาวเครือขาว  
พบว่า ในสูตรอาหาร MS ที่เติมไคเนตินตาข้างของ
กวาวเครอืขาวมกีารพฒันาเป็นยอดทีไ่ม่สมบรูณ์ ยอดมี
ขนาดเลก็ และยงัพบว่าส่วนใหญ่พฒันาไปเป็นแคลลสัอกี
ด้วย  ส่วนสตูรอาหารทีเ่ติม BA กลบัพบว่าตาข้างพฒันา

ไปเป็นยอดท่ีสมบูรณ์ได้เป็นจ�ำนวนมาก 
นอกจากนี้ แม้ว่าจากการทดลองนี้จะพบว่า

เบญจมาศแต่ละพนัธุท์ีท่ดลองมกีารตอบสนองต่ออาหาร
ท่ีใช้ชักน�ำให้เกดิแคลลัสและยอดได้แตกต่างกนั แต่ยอด
ท่ีได้ท้ังหมดสามารถตดัแยกเป็นต้นเดีย่ว ๆ ได้หลงัจาก
เลีย้งในอาหารสตูรชักน�ำยอดเป็นเวลา 12 สปัดาห์ และ
เมื่อน�ำมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมสาร
ควบคมุการเจรญิเตบิโต ยอดสามารถพฒันาเป็นยอดท่ี
สมบูรณ์รวมท้ังสามารถออกรากได้โดยไม่พบลกัษณะผดิ
ปกตทิางสรรีะ ซ่ึงยอดท้ังหมดนี ้จะได้น�ำไปปลกูในสภาพ
ธรรมชาต ิเพ่ือศกึษาการเกดิ somaclonal variation ใน
ล�ำดบัต่อไป

Table 2  Number of shoots of 5 chrysanthemum cultivars induced from the calli derived from MS 
medium supplemented with various concentrations of 2,4–D and BA for 8 weeks in various 
kinetin used in shoot induction medium for 12 weeks. The culture condition was 50 µM/
m2/s light, 16 hr photoperiod and 25 ± 2 oC

Callus induction 
medium

MS+(BA+2,4–D)
(mg/l)

kinetin 
(mg/l)

Average number of shoots per callus piece

Jasmine 
White

Hotel
Green

Red
Polaris 

Pink
Polaris 

Sweet
Pink

MS+(1+0.1)

0
1
2
3

0.27
0.80
1.07
1.60

0.67
1.47
1.53
2.00

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MS+(1+0.5)

0
1
2
3

0
0.20
0.27
0.20

0
0.07
0.67
0.93

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MS+(1+1.0)

0
1
2
3

0.20
0.53
0.60
2.33

0.20
0.20
0.47
0.40

0
0.13

0
0

0
0.07
0.07

0

0
0
0
0

MS+(2+0.1)

0
1
2
3

0.13
0.47
0.67
1.00

0.27
0.53
0.80
0.93

0.13
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0
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Callus induction 
medium

MS+(BA+2,4–D)
(mg/l)

kinetin 
(mg/l)

Average number of shoots per callus piece

Jasmine 
White

Hotel
Green

Red
Polaris 

Pink
Polaris 

Sweet
Pink

MS+(2+0.5)

0
1
2
3

0.33
0.47
0.40
0.67

0.00
0.13
0.47
0.80

0.60
0
0
0

0
0

0.13
0.27

0
0
0
0

MS+(2+1.0)

0
1
2
3

0
0
0

0.07

0
0.13
0.13
0.67

1.47
0
0
0

0
0

0.93
0.53

0
0

1.07
0

MS+(3+0.1)

0
1
2
3

0.13
0.33
0.87
2.80

0
0.13
0.27
0.67

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MS+(3+0.5)

0
1
2
3

0.40
0.40
0.80
1.20

0
0.13
0.20
0.67

0.40
0

0.47
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MS+(3+1.0)

0
1
2
3

0
0

0.20
0.80

0
0

0.07
0

0.13
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

Effect of medium formula * * * * *

Effect of kinetin * * * * *

Callus induction x kinetin * * * * *

* Means are significantly different at P > 0.05 according to DMRT

สรุป

ผลจากการทดลองนี้พบว่า พันธุ์เบญจมาศที่
แตกต่างกันมีการตอบสนองต่อการชกัน�ำให้เกดิแคลลสั
และยอดได้ต่างกัน โดยกลีบดอกชนิด ray floret ของ
เบญจมาศพันธุ์การค้า 5 พันธุ์เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร

แขง็สตูร MS  ทีเ่ตมิสารควบคมุการเจรญิเตบิโต 2, 4–D 
ความเข้มข้น 0–1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความ
เข้มข้น 0–3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา  8  สัปดาห์พบ
ว่า ในอาหารที่มีเพียง 2, 4–D หรือ BA เพียงชนิดเดียว
และท่ีไม่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ไม่
สามารถชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้ในเบญจมาศทั้ง 5 พันธุ์  

Table 2  (Continue)
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ส่วนอาหารที่มีทั้ง 2, 4–D และ BA สามารถชักน�ำให้
เกิดแคลลัสที่มีลักษณะเป็นแบบเกาะกันแน่นสีเขียว  
เมื่อย้ายแคลลัสมาเลี้ยงในอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 
ไคเนตินความเข้มข้น 0–3 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็น 8 
สัปดาห์ พบว่า เนื้อเยื่อเกิดยอดและพัฒนาเป็นต้น
สมบรูณ์สามารถตัดแยกเป็นต้นเด่ียวๆ ได้หลงัจากเลีย้ง
ในอาหารเป็นเวลา 12 สปัดาห์ และพบว่าอาหารทีเ่ตมิ
ไคเนตินความเข้มข้นสูงสุดคือ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถชักน�ำให้เกิดยอดได้มากที่สุด 

กิตติกรรมประกาศ

ง า น วิ จั ย นี้ ไ ด ้ รั บ ก า ร ส นั บ ส นุ น จ า ก  
ศูนย ์ เทคโนโลยี ชี วภาพเกษตร มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร ์  ภายใต ้ศูนย ์ความเป ็นเลิศด ้าน 
เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิตศึกษา
และวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส�ำนักงาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา และโครงการการสร้าง
ภาคีในการผลิตบัณฑิตระดับปริญญาโท-เอก สถาบัน 
วจิยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย

เอกสารอ้างอิง

Berakat, M.N., R.S. Rania, S.A. Fattah, M. Badr and M.G. El–Torky.  2010.  In vitro culture and plant 
regeneration derived from ray florets of Chrysanthemum morifolium.  Afr. J. Biotechnol. 
9: 1151–1158.

Gahan, P.B. and E.F. George.  2008.  Adventitious regeneration, In George, E.F., M.A. Halls and 
G.D. Klerk eds. Plant Propagation by Tissue Culture: Volume 1. The Springer, Netherlands.

George, E.F. and P.D. Sherrington.  1984.  Plant Propagation by Tissue Culture: A Hand Book and 
Dictionary of Commercial Laboratories. Exgetics Ltd., England. 709p.

Kachonpadungkitti, Y. and A. Jala.  2015.  Influence of BA, IAA, 2, 4–D and kinetin on micro–
propagation of Hylocereu sundatus from segments of hypocotyl and true leaf.  Thai 
J. Sci. and Tech. 4: 147–154. (in Thai)

Murashige, T. and F. Skoog.  1962.  A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco 
	 tissue cultures.  Physiol. Plant. 15: 473–497.
Nahid, J.S., S. Shyamali and H. Kazumi.  2007.  High frequency shoot regeneration from petal 

explants of Chrysanthemum morifolium Ramat. in vitro.  Pak. J. Biol. Sci. 10: 3356– 
3361.

Roest, S. and G.S. Bokelmann.  1973.  Vegetative propagation of Chrysanthemum cinerariae 
folium in vitro. Sci. Hortic. 1: 120–122.

Rout, G.R. and P. Das. 1997.  Recent trends in biotechnology of chrysanthemum: A critical review. 
Sci. Hortic. 69: 239–257.



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2560 333

Sungsuwan, C., S. Burikam and V. Keeratinijakal.  2009.  In vitro mass propagation of Pueraria 
candollei Grah.E x Benth. var. mirifica (Airy Shaw and Suvat.) Niyomdham from axillary 
buds. p. 94–100. In Proceedings of the 47th Kasetsart University Annual Conference: 

Plants. Kasetsart University, Bangkok, Thailand. (in Thai)
Thangmanee, C. and K. Kanchanapoom  2011. Regeneration of chrysanthemum plants 

(Chrysanthemum x grandiflorum (Ramat.) Kitm.) by callus derived from ray floret 
explants. Prop. Ornm. Plants 11: 204–209.


