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ABSTRACT

 In vitro shoot cultures of Eucalyptus interspecific hybrid (Eucalyptus camaldulensis Dehnh. 
X Eucalyptus pellita F. Muell.) have hyperhydricity  problem in process therefore experimenting 
of suitable  medium formula. A 3×4 in factorial designs in RCBD with two factors namely, 
ammonium nitrate concentration at three level (82.5 mgl-1, 165 mgl-1 and 330 mgl-1) and four 
levels of filter (0, 1, 2 and 3 pore) to create different relative humidity. After four weeks, record 
relative humidity, hyperhydricity rate and number of shoots were record, One week after subculture 
to root induction medium root induction rate, quantity of root and root elongation were record.
 The results showed that root elongation was significantly influenced by ammonium 
nitrate. Hyperhydricity rate, number of shoots, root induction rate, quantity of root and survival 
rate were significantly influenced by relative humidity, Number of shoots were decreased when 
relative humidity was decrease. Subculturing hyperhydricity shoot into root induction medium 
caused undeveloped or poor root and the plant died when applied to transplanting it died.
 Analysis of data showed that treatment MSc9 had ammonium nitrate 82.5 mgl-1 and 
relative humidity 78.66% as the treatment best of low hyperhydricity rate, many shoot, high root 
induction rate and many number of root. Reduction of ammonium nitrate concentration to half 
of the standard formula at 82.5 mgl-1 can reduce production costs of seedlings.
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บทคัดย่อ

 ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ยคูาลปิตัสลกูผสม มักจะพบปัญหายอดมอีาการฉ�า่น�า (hyperhydricity)เป็นประจ�า ซ่ึง

อาการฉ�่าดังกล่าวส่งผลท�าให้ยอดไม่แข็งแรง ชักน�าให้เกิดรากยาก เมื่อย้ายปลูกจะมีอัตราการรอดตายน้อย โดยปัจจัย

หลักที่ส่งผลท�าให้เกิดอาการฉ�่าน�าได้แก่ ปริมาณไนโตรเจน และ ความชื้นสมพัทธ์ในขวดเพาะเลี้ยง จึงได้วางแผน

การทดลองแบบแฟคทอเรียล (3x4 in factorial designs in RCBD) โดยปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช้แอมโมเนียไน

เตรท 3 ระดับ (82.5, 165 และ 330 มิลลิกรัมต่อลิตร) และปรับความชื้นสัมพัทธ์โดยใช้รูกรองอากาศ 4 ระดับ (0, 1, 2 

และ 3 รู) ท�าการเพาะเลี้ยงด้วยสูตร MS ดัดแปลง เพื่อเพิ่มปริมาณยอด เก็บข้อมูลความชื้นสัมพัทธ์ในขวดเพาะเลี้ยง

อตัราการฉ�า่น�า้ และการให้ยอด หลงัจากน้ันท�าการเพาะเลีย้งเพือ่ชกัน�าให้ยอดยดืยาว และท�าการชกัน�าให้เกดิราก เกบ็

ข้อมูลอัตราการออกราก จ�านวนราก และความยาวราก

 จากผลการทดลองพบว่าปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทส่งผลต่อความยาวราก และจ�านวนรูกรองอากาศส่ง

ผลต่อจ�านวนยอด อัตราการฉ�่า ความชื้นสัมพัทธ์ อัตราการออกราก จ�านวนราก ความยาวราก อย่างมีนัยส�าคัญยิ่ง โดย

เฉพาะความชื้นสัมพัทธ์ และจ�านวนยอด จะลดลงเมื่อจ�านวนรูกรองอากาศมากขึ้น นอกจากนี้ยอดที่มีอาการฉ�่าน�้าจะ

ไม่เกิดรากหรือเกิดรากแต่ไม่สมบูรณ์ ซึ่งการทดลองที่มีประสิทธิภาพที่สุดได้แก่ ปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท 82.5 

มิลลิกรัมต่อลิตร และรูกรองอากาศ 2 รู (ความชื้นสัมพัทธ์ 78.66 %) เนื่องจากมีอาการฉ�่าน�้าต�่าและมีปริมาณการเพิ่ม

ยอดทีด่ ีเมือ่น�าไปชกัน�าให้เกดิรากมอีตัราการออกรากสงู และจ�านวนรากมาก นอกจากนี ้ยงัสามารถลดต้นทนในการ

ผลิตกล้าไม้ยูคาลิปตสลูกผสมลงได้เนื่องจากใช้ปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทลดลงจากสูตรปกติ 1 เท่า

ค�าส�าคัญ: การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  การฉ่�าน้�า  ยูคาลิปตัส  ความชื้นสัมพัทธ์  แอมโมเนียมไนเตรท

ค�าน�า

 ยูคาลิปตัส (Eucalyptus spp.) เป็นพรรณไม้

ต่างถ่ิน (exotic specie) ท่ีประเทศไทยน�าเข้ามาจาก

ประเทศออสเตรเลียเพื่อน�ามาปลูกเป็นไม้เศรษฐกิจ 

สามารถเติบโตได้ในเกือบทุกสภาพภูมิอากาศและ

ภูมิประเทศ ของประเทศไทย เนื้อไม้ยูคาลิปตัสจึงเป็น

วัตถุดิบท่ีส�าคัญของอุตสาหกรรมชิ้นไม้สับและเยื่อ

กระดาษ จากการปรับปรุงพันธุ์โดยการผสมข้ามชนิด

พันธุ์ ด้วยการน�า Eucalyptus camaldulensis Dehnh. ที่

มีข้อดีคอืปลกูได้อย่างกว้างขวางในประเทศ และทนแล้ง

ได้ดี มาผสมพันธุ์กับ E. pellita F.Muell. ท่ีมีข้อดีคือ

ทนทานต่อโรคและแมลงมาผสมพันธุ์จนเป็นพันธุ์

ลูกผสมแล้วน�ามาขยายจ�านวนในห้องปฏิบัติการ โดย

ใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (tissue culture) แต่ปัญหา

ต้นอ่อนของยูคาลิปตัสลูกผสมที่น�ามาเลี้ยงภายในขวด

ใช้อาหารพื้นฐานสูตร MS (Murashige and Skoog 

medium) มีอาการฉ�่าน�้า (hyperhydricity) เม่ือท�าการ

ขยายเพิ่มจ�านวน จะท�าให้ต้นอ่อนยูคาลิปตัสที่เลี้ยงมี

อาการใบซีด (chlorosis) และตายในที่สุด 

 อาการฉ�า่น�า้ เป็นอาการผดิปกติทางสรรีวทิยา

ของพชืท่ีเกดิจากความเครยีด (stress) เกดิจากการได้รบั

ฮอร์โมนและธาตุอาหารมากเกนิไปหรอืน้อยเกนิไป เกดิ

ความไม่สมดุลของอาหารและฮอร์โมน  การได้รับแสง

น้อยเกินไป (Cassells and Curry, 2001)  ความเข้มข้น

ของวุน้ต�า่ แอมโมเนียมในอาหารมปีรมิาณทีส่งู (Franck 

et  al., 2004)  อาการฉ�่าน�้ามีผลกระทบต่อพืช คือ 

การท�าหน้าที่ของปากใบ (stomata) ผิดปกติและความ

แข็งแรงของเซลล์ลดลง ผลที่ตามมาคือการรอดตาย

ของพืชจากการย้ายช�าออกนอกขวดเลี้ยงน้อยมากหรือ

โอกาสรอดตายเป็นศูนย์ (Kei-ichiro et al., 1998) โดย

ทั่วไปอาการของการฉ�่าน�้า คือใบมีลักษณะโปร่งแสง 

เกิดจากคลอโรฟิลล์ (chlorophyll) ลดลงหรือมีจ�านวน
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น้อย และปริมาณน�้าในเซลล์สูง มีการขาดของชั้น

คิวติเคิล (cuticle) หรือมีชั้นคิวติเคิลบางลง เซลล์ด้อย

การพัฒนาและพบว่าช่องว่างภายในเซลล์มีขนาดใหญ่

ในชั้นมีโซฟิลล์ (mesophyll) เป็นลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาที่พบจากอาการฉ�่าน�้า (Cassells and Curry, 2001)  

 ปัญหาการฉ�า่น�า้ท่ีเกดิข้ึนระหว่างกระบวนการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สามารถเกิดขึ้นได้ในทุกสูตรอาหาร

สงัเคราะห์ สาเหตุการเกดิอาการฉ�่าน�้ามีหลายปจัจัยเข้า

มาเกีย่วข้อง หลายกรณยีงัไม่สามารถตอบได้ว่าการเกดิ

อาการฉ�่าน�้าดังกล่าวเกิดจากสาเหตุใด (Gribble et al., 

1998)  การแก้ไขอาการฉ�่าน�้าต้องแก้ตามปัจจัยที่ก่อให้

เกิดอาการหรือบางกรณีเกิดจากหลายปัจจัยร่วมกัน มี

การทดลองการแก้ปัญหาอาการฉ�่าน�้าของพืชหลาย

ชนิด โดยวิธีการแก้ปัญหาจะแตกต่างกนัทัง้นีข้ึ้นอยูก่บั

ปัจจัยที่ก่อให้เกิดอาการฉ�่าน�้า เช่น การเพิ่มปริมาณวุ้น

ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของคาร์เนชั่น (Sadhy et 

al., 2005, Casanova et al., 2008) แอปริคอท (Prunus 

armeniaca)  (Tornero et al., 2001) การเพิ่มรูระบาย

อากาศเพือ่ให้อากาศจากภายนอกขวดผ่านเข้ามาในขวด

ได้ ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ Scrophularia yoshimura 

(Lai et al., 2005) และความสมดุลของฮอร์โมน ในการ

เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมะเขือยาว (Edgard et al., 2001) 

ยคูาลปิตัส (Whitehouse et al., 2002) คาร์เนชัน่ (Manoj 

et al., 2003) เป็นต้น

 ในการศกึษาผลของแอมโมเนยีมไนเตรทและ

ความช้ืนสัมพัทธ์ต่อการฉ�่าน�้าของยูคาลิปตัสลูกผสม 

สายต้น H20 มีวัตถุประสงค์เพื่อหาสาเหตุและปัจจัย

ของอาการฉ�่าน�้าและพัฒนาสูตรอาหารเพื่อลดอาการ

ฉ�่าน�้าในกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

อุปกรณ์ และวิธีการ

สายต้น (clone) ยูคาลิปตัสที่ศึกษา
 ใช้สายต้นของยูคาลปิตัส 1 สายต้น คือ H20 เป็น

 ยูคาลิปตัสลูกผสมข้ามชนิด E. camaldulensis Dehnh. 

x E. pellita F.Muell. ท่ีพบอาการฉ�า่น�า้ ในกระบวนการผลติ 

ภายในห้องปฏบัิติการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ของบริษัทสยาม

ฟอเรสทรีจ�ากัด 

การวางแผนการทดลอง

 วางแผนการทดลองแบบ แฟคทอเรยีล (3 × 4 

in factorial designs in RCBD) มี 2 ปัจจยั โดยปัจจยัแรก

คือปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท และปัจจัยท่ีสองคือ

จ�านวนรูกรองอากาศ (0, 1, 2 และ 3 รู)  โดยจัดวางขวด

เลี้ยงของแต่ละชุดการทดลอง (treatment)  เป็นแถว

แบบสุ่ม แต่ละแถววางขนานตามความยาวของหลอดไฟ 

โดยมี 3 แถว บนแต่ละชั้นเลี้ยง แถวที่ 1 ได้รับความ

เข้มแสง 2,000 ลักซ์ แถวที่ 2 ได้รับความเข้มแสง 3,000 

ลักซ์ และ แถวที่ 3 ได้รับความเข้มแสง 3,100 ลักซ์ ให้

แสง ได้รับแสง ระยะเวลา 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส ในหนึ่งชุดการทดลองมี 15 ขวด ใส่

ชิ้นพืช 2 ชิ้นต่อขวด ให้หนึ่งชุดการทดลองเท่ากับ 1 ซ�้า 

ท�าการทดลอง 3 ซ�้า   

วิธีการ

 ท�าการขยายยอดด้วยการตัดแบ่งชิ้นพืช 

(explants) ลงในสูตรอาหาร MS  ที่เติมฮอร์โมน BAP 

(6-benzylaminopurine) 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร, Kinetin 

(N6-furfuryladenine) 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร, D-cal-pan  

1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Biotin 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น

เวลา 4 สปัดาห์ หลงัจากนัน้ตัดแต่งและย้ายชิน้พชืลงสตูร

อาหาร MS ดดัแปลงท่ีมีปรมิาณแอมโมเนียมไนเตรท แตก

ต่างกนั 3 ระดับคือ 82.5 มิลลกิรมัต่อลติร, 165 มิลลกิรมั

ต่อลติร และ 330 มิลลกิรมัต่อลติร โดยในแต่ละปรมิาณ

ใช้ฝาท่ีถูกเจาะรู 4 แบบ 0, 1, 2 และ 3  รู  แต่ละรูมี

เส้นผ่านศูนย์กลาง 2 มิลลเิมตรและหุม้รดู้วยกระดาษทิชชู 

โดยมีต�าแหน่งของรูดังแสดงใน Figure 1 เลี้ยงในขวด

เจาะรเูป็นเวลา 4 สัปดาห์ หลงัจากนัน้ตัดยอดย้ายทัง้หมด

ย้ายไปลงอาหารสูตร G
40

  ที่ประกอบด้วย MS basal 1 

ลิตร + GA (gibberellic acid) 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร + 

ผงถ่าน 3 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 สัปดาห์ จึงท�าการ

ตัดยอดท้ังหมดย้ายไปออกรากในอาหารสตูร MS basal 

1 ลิตร +NAA (1-naphthaleneacetic acid) 0.1 มิลลิกรัม

ต่อลิตรเป็นเวลา 1 สัปดาห ์ที่ใช้ฝาแบบปกติไม่เจาะรู



25วารสารวนศาสตร์ 36 (1) : 22-32 (2560)
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Number of pores diameter 2 mm. made on bottle covers 
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Figure 2 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot. 
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Figure 3 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 in GA40 medium. A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot. 
 
 
 

Figure 1  Number of pores diameter 2 mm. made on bottle covers.

การเก็บข้อมูล

 การบนัทึกข้อมูลในการทดลอง ท�าการบันทกึ

อัตราการขยายจ�านวนยอด อัตราการฉ�่าน�้า และใช้

เครื่องวัดความชื้น (ยี่ห้อ smart sensor รุ่น AR847)  วัด

ความชื้นสัมพัทธ์ภายในขวด  บันทึกผลในสัปดาห์ที่ 4  

อัตราการเกิดราก จ�านวนรากต่อช้ิน และใช้เวอร์เนียร์

คาลิปเปอร์ (ยี่ห้อ MITUTOYO  รุ่น 530-312) วัดความ

ยาวราก บันทึกหลังจากน�ายอดย้ายลงอาหารชักน�าราก 

7 วัน ส่วนจ�านวนวนวันที่อาหารแห้งให้บันทึกเมื่อพบ

ว่าอาหารแห้งจนติดก้นขวด

วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ

 ท�าการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถติิระหว่าง

ปรมิาณแอมโมเนียมไนเตรทและจ�านวนรกูรองอากาศ 

โดยใช้วิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 

Variance, ANOVA) และวเิคราะห์ความต่างระหว่างค่า

เฉลี่ยตามวิธีการ Duncan’s New Multiple Range Test 

โดยใช้โปรแกรมส�าเร็จรูปทางสถิติ

ผลและวิจารณ์

ผลของแอมโมเนียมไนเตรท
 การขยายยอด

 จากการวิเคราะห์อัตราการขยายยอดของ

ยอดยคูาลิปตัสทีเ่ล้ียงในอาหาร MS ดัดแปลงเป็นเวลา 4 

สัปดาห์ แต่ละชุดการทดลองพบว่าปรมิาณแอมโมเนียม

ไนเตรทในอาหารมีอิทธิพลต่อการให้ยอด อย่างไม่มี

นัยส�าคัญทางสถิติ (p = 0.059) โดยที่ปริมาณของ

แอมโมเนียมไนเตรท 330 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ�านวน

ยอดเฉลี่ยอยู่ในช่วงระหว่าง 13.51±1.53 ถึง 14.31±2.1 

ยอดตต่อขวด  มีมีความสม�า่เสมอของยอดมากกว่าและมี

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานน้อยกว่า ชุดทดลองท่ีมีแอมโมเนียม

ไนเตรท 165 และ 82.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (Table 1)

 อัตราการฉ�่าน�้า

 ภายหลงัการทดลองได้ 4 สปัดาห์ พบว่าปรมิาณ

แอมโมเนียมไนเตรทในอาหารมีอิทธิพลต่อการฉ�่าน�้า

ของเนือ้เยือ่อย่างไม่มีนยัส�าคญัทางสถติิ (p = 0.76) โดยท่ี

ปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทที่ระดับ 165 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร มีอัตราการฉ�่าน�้าเฉลี่ยมากที่สุดอยู่ในช่วงระหว่าง 

8.89 % ถึง 37.77 %  (Table 1)
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Table 1 Number of shoots and hyperhydricity rate of in vitro shoots of Eucalyptus interspecific 
hybrid H20 under difference NH4NO3 concentrations  and number of filtered pores.

Treatment NH4NO3 
(gl-1)

No. of 
pores

% Relative 
humidity

No. of shoots/
bottle

%
Hyperhydricity

Medium 
drying (day)

MSc1 330 1 81.96±1.47 14.04±0.32  19.99 60
MSc2 330 2 79.33±0.57 14.31±2.10 8.89 42
MSc3 330 3 73.50±2.27 13.51±1.53 8.89 21
MSc4 330 0 100 13.82±3.44  28.89 90
MSc5 165 1 81.26±0.40 14.17±2.30 8.89 60
MSc6 165 2 76.83±0.15 13.48±1.78 8.89 42
MSc7 165 3 73.46±0.72 12.35±1.81 8.89 21

MSc (control) 165 0 100 13.17±2.96  37.77 90
MSc8 82.5 1 81.66±0.15 14.53±3.03 17.77 60
MSc9 82.5 2 78.66±2.13 13.55±1.75 8.89 42
MSc10 82.5 3 75.30±1.15 13.84±1.76 8.89 21
MSc11 82.5 0 100 12.66±2.14  24.44 90

P - value
NH4NO3 0.74ns 0.059 ns 0.76ns

Filter 0.0001** 0.004** 0.0001**
NH4NO3 x 
Filter

0.23ns 0.75 ns 0.02 ns

Notes:  ns: non-significant different at p-value ≥ 0.05; **: highly significant different at p-value < 0.01

ผลของปริมาณรูกรองอากาศที่ฝาปิดขวดต่อ

ความชื้นสัมพัทธ์

 ความชื้นสัมพัทธ์

 ภายหลังการทดลองได้ 4 สัปดาห์ พบว่า

จ�านวนรูกรองอากาศมีอิทธิพลต่อความชื้นสัมพัทธ์

ภายในภาชนะเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออย่างมีนัยส�าคัญยิ่ง

ทางสถิติ (p <0.0001) โดยชุดการทดลองที่ไม่มีรูกรอง

อากาศ ซึ่งเป็นชุดทดลองควบคุมมีความชื้นสัมพัทธ์

เฉลี่ยมากที่สุดคือ 100 % และชุดการทดลองที่มีรูกรอง

อากาศ 3 รู มคีวามชื้นสัมพทัธ์เฉลี่ยน้อยที่สุดอยู่ในช่วง

ระหว่าง 73.46 – 75.30 %  (Table 1) จากการทดลอง

จะเห็นได้ว่า เม่ือมีจ�านวนรูกรองอากาศมากเท่าไหร่ 

ความชื้นสัมพัทธ์ยิ่งลดน้อยลง และมีผลต่อความแห้ง

ของอาหาร พบว่า ชุดการทดลองที่มีความชื้นสัมพัทธ์ 

73.46 – 75.30 % อาหารสังเคราะห์แห้งลงอย่างรวดเร็ว 

เพยีง 21 วนั ชดุการทดลองท่ีมีความชืน้สมัพทัธ์ 76.83 – 

79.33 % อาหารสงัเคราะห์แห้งลงภายใน 42 วนั ชดุการ

ทดลองที่มีความชื้นสัมพัทธ์ 81.26 – 81.96 % อาหาร

สังเคราะห์แห้งลงภายใน 60 วัน และชุดการทดลองที่มี

ความชืน้สัมพทัธ์ 100% อาหารเพาะเลีย้งแห้งลงภายใน 

90 วนั (Table 1) อาหารสังเคราะห์ทีแ่ห้งลงอย่างรวดเรว็

ส่งผลต่อชิ้นพืช ท�าให้ชิ้นพืชแห้งตามไปด้วยโดยเริ่ม

ที่ใบจะแห้งเป็นสีน�้าตาล จนในที่สุดแห้งตายทั้งต้น 

 ส�าหรับรูกรองอากาศ พบว่าการใช้งานจริง 

เกิดความไม่สะดวกในการใช้งาน และมีข้อเสียหลาย

ประการคือ การดาษทิชชูเม่ือโดนความชื้นจะเปื่อยยุ่ย

ง่าย และท�าให้เกิดการปนเปื้อนได้ง่าย  นอกจากนี้ก่อน

การใช้งานต้องน�าทิชชูและอุปกรณ์ไปน่ึงฆ่าเชื้อ แล้ว
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น�ามาเปล่ียนในตู้ปลอดเชือ้ เกดิการท�างานหลายข้ันตอน

ไม่สะดวกต่อผูป้ฏบิตังิาน ดงันัน้จงึเหน็สมควรต่อยอด

การทดลองนี้ต่อไป

 การขยายยอด 

 ภายหลงัการทดลองได้ 4 สัปดาห์ พบว่าจ�านวน

รูกรองอากาศมีอิทธิพลต่ออัตราการขยายยอดอย่างมี

นัยส�าคัญยิ่งทางสถิติ (p < 0.01)โดยชุดการทดลองที่มี

รูกรองอากาศ 1 รู มีอัตราการขยายยอดเฉลี่ยมากที่สุด

อยูใ่นช่วงระหว่าง 14.04 – 14.53 ยอดต่อขวด  และชดุการ

ทดลองทีม่รีกูรองอากาศ 3 ร ูมอีตัราการขยายยอดเฉลีย่

น้อยที่สุดอยู่ในช่วงระหว่าง 12.35 – 13.51 ยอดต่อขวด 

(Table 1) จากผลการทดลอง พบว่าอากาศถ่ายเทมากข้ึน 

จ�านวนยอดจะลดลง Zobayed et al.  (2001) ได้รายงาน

ว่า อากาศที่ถูกถ่ายเทมากเกินไปจะมีผลเสียต่อจ�านวน

ยอดทีเ่พิม่ขึน้และรปูแบบของยอด และรายงานของ Lai 

et al. (2005) กล่าวว่า การที่น�้าในอาหารสามารถระเหย

ผ่านรูกรองอากาศพร้อมก๊าซต่างๆ จะมีอิทธิพลต่อการ

ตอบสนองทางกายภาพ และเป็นเครื่องมือลดอาการ

ฉ�า่น�า้ลงได้ อย่างไรกต็ามอตัราการขยายจ�านวนยอดลด

ลงต่อขวดตามการแพร่ของก๊าซ 

 จากการสังเกตพบว่า ตัวอย่างในชุดทดลอง

ที่ไม่มีรูกรองอากาศ เม่ือผ่านไป 4 สัปดาห์จะสังเกต

เห็นก้อนเนื้อเยื่อคล้ายแคลลัส ที่บริเวณ ใบ ยอด และ

ล�าต้น แต่ในตัวอย่างในชุดทดลองที่มีรูกรองทั้งสาม

ชดุการทดลองไม่พบหรอืพบน้อยมาก เม่ือเวลาผ่านไป

ก้อนเนื้อเยื่อคล้ายแคลลัสจะขยายใหญ่จนปกคลุมยอด 

ใบ และล�าต้น และจะแห้งตายในทีส่ดุ ในการเพาะเลีย้ง

เนื้อเยื่อยูคาลิปตัส Roux and  Van (1991) พบปัญหา

ที่เกิดระหว่างการเพาะเล้ียงยอดยูคาลิปตัส โดยยอดยู

คาลิปตัสที่เพาะเลี้ยงน้ันมักมีการผลิตก้อนแคลลัสสี

ขาวคล้ายน�้าตาล ปรากฏอยู่ที่ผิวใบ ล�าต้น และแกนใบ 

พบในยูคาลิปตัสหลายชนิด ได้แก่ E. dalrympleana, 

E. delagatensis, E. ficifolia, E. grandis, E. regnans 

และ E. gunnii แคลลัสนี้เริ่มพัฒนามาจากรอยต่อของ

เนือ้เยือ่บรเิวณก้านใบ และเพิม่ขนาดใหญ่ขึน้จนปิดทับ

ตาข้าง เป็นผลให้พชืท้ิงใบ และเกดิการเสือ่มสภาพของ

ยอดและกิ่งข้าง

 อัตราการฉ�่าน�้า

 จ�านวนรกูรองอากาศท่ีเจาะบนฝาและปิดด้วย

กระดาษทชิชมีูอทิธิพลต่ออตัราการฉ�า่น�า้อย่างมีนยัส�าคัญ

ยิ่งทางสถิติ (p <0.0001) โดยชุดการทดลองที่มีรูกรอง

อากาศ 2 และ 3 ร ูอตัราการฉ�า่น�า้เฉลีย่น้อยท่ีสุดคือ 8.89 %  

และชุดการทดลองท่ีไม่มีรกูรองอากาศ ซึง่เป็นชุดทดลอง

ควบคมุมีอตัราการฉ�า่น�า้เฉลีย่มากท่ีสดุอยูใ่นช่วงระหว่าง 

24.44 – 37.77 % (Table 1)  จากผลการทดลองแสดง

ว่าการเลีย้งยอดยูคาลปิตัส เม่ือมีรกูรองอากาศ อตัราการ

ฉ�่าน�้าลดลง สอดคล้องกับรายงาน Read (1990) การมี

รถู่ายเทอากาศจะลดความชืน้สัมพทัธ์ในภาชนะเพาะเลีย้ง

เนือ้เยือ่ มีผลต่อการเพิม่จ�านวนยอด และลดอตัราการฉ�า่น�า้

ลง รายงานของ Debergh and Maene (1984) กล่าวว่า

การจ�ากัดการแลกเปลี่ยนก๊าซภายในภาชนะเพาะเลี้ยง 

ท�าให้พืชเติบโตช้าเป็นสาเหตุของรูปแบบเนื้อเยื่อที่

ผดิปกติและเกดิการเปลีย่นแปลงทางสรีระ รายงานของ 

Lai et al. (2005) กล่าวว่าหลังจากเปิดให้มีรูระบายให้

อากาศถ่ายเทไปมาระหว่างภายในและภายนอกภาชนะ

เพาะเลี้ยง ชิ้นพืชไม่ปรากฏอาการฉ�่าน�้า

 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาพภาชนะถูกปิด

ท�าให้อากาศภายในภาชนะไม่ได้รบัการถ่ายเทส่งผลให้

ความชืน้สัมพทัธ์สงูกว่าปกติเม่ือเทียบกบัอากาศภายนอก

ขวด และภายในภาชนะเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือยังพบ ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์
 
ในช่วงเวลากลางวัน การสะสม

ของก๊าซเอธิลนี (ethylene) และสารพษิอืน่ๆ  (Kozai et al., 

1992) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด
 ์
ถูกปล่อยออกมาใน

ปริมาณมากจากกระบวนการต่างๆของพืชที่ใช้ใน

ขบวนการพฒันาและเติบโต มผีลต่อกระบวนการคายน�า้

และการสังเคราะห์แสง รวมถึงกระตุ้นการสังเคราะห์

ก๊าซเอธิลีนมากขึ้นด้วย (Grodzinski et al., 1981) การ

สะสมของก๊าซเอธิลีนในขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ มีผล
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ไปยับยั้งการเติบโตและพัฒนาการ เพิ่มอัตราการฉ�่าน�้า 

และลดปรมิาณคลอโรฟิลล์ท่ีใบ (Zobayed et al., 2000)   

จากการสังเกตชิ้นพืชท่ีมีอาการฉ�่าน�้า พบว่าลักษณะ

ทางกายภาพ มีใบบาง ใส และบิดม้วนเข้าหากลางใบ  

ล�าต้นโปร่งใสยืดยาว และอวบน�า้ แตกต่างกับชิ้นพืช

ปกติอย่างเห็นได้ชัด (Figure 2)

 
 
 
 
 
 
Figure 1 Number of pores diameter 2 mm. made on bottle covers 
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Figure 2 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot. 
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Figure 3 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 in GA40 medium. A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot. 
 
 
 

Figure 2 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot.

 การชักน�ายอดให้ยืดยาว

 ภายหลังจากการทดลองอาหารท่ีมีระดับ

แอมโมเนียมไนเตรท และจ�านวนรูกรองอากาศต่างๆ

กัน เป็นเวลา 4 สัปดาห ์น�าชิ้นพืชทั้งหมดย้ายลงอาหาร

ชักน�าพืชให้ยืดยาวพบว่า ชิ้นพืชที่มีอาการฉ�่าน�้า และ

ชิ้นพืชปกติสามารถยดืยาวได้ปกติ แต่ชิ้นพืชที่มีอาการ

ฉ�่าน�้าจะมีล�าต้นโปร่งแสง ใบโปร่งแสงและม้วนพับ

เข้าหาเส้นกลางใบ มีความห่างระหว่างข้อใบ แตกต่าง

จากชิ้นพืชที่ปกติ ที่ใบมีขนาดใหญ่ ล�าต้นไม่โปร่งแสง

และมีสุขภาพดี (Figure 3)
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Figure 2 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot. 
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Figure 3 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 in GA40 medium. A. Hyperhydricity shoot B. normal shoot. 
 
 
 

Figure 3 In vitro shoot of the interspecific hybrid  H20 in GA40 medium. A. Hyperhydricity 
shoot B. normal shoot.
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การชักน�าให้เกิดราก
 อัตราการเกิดราก

 ภายหลังจากการย้ายชิน้พชืลงอาหารชกัน�ายอด

ให้ยืดยาวแล้ว น�าชิ้นพืชทั้งหมดย้ายลงอาหารชักน�าให้

เกิดราก นาน 1 สัปดาห์ พบว่า  ชิ้นพืชที่มีอัตราการเกิด

รากสูงที่สุด คือ ชิ้นพืชที่มาจากชุดการทดลอง MS
c
5, 

MS
c
7 และ MS

c
10 มีอตัราการเกดิรากมากท่ีสุด คอื 100%  

รองลงมา คอืชดุการทดลอง MS
c
1, MS

c
2,  MS

c
3, MS

c
4 

และ MS
c
9 มีอัตราการเกิดราก คือ 96.67% (Table 2) 

จากการทดลองชุดการทดลองที่รูกรองอากาศพบว่ามี

เปอร์เซ็นต์การออกราก มากกว่าชดุการทดลองควบคมุ

มีอัตราการเกิดราก 86.67 % และชุดทดลองควบคุมมี

อัตราการฉ�่าน�้าสูงกว่าชุดการทดลองที่มีรูกรองอากาศ 

สอดคล้องกบัรายงานของ Roux and Van (1991) พบว่า

ชิ้นพืชที่ฉ�่าน�้าชักน�าให้ ออกรากได้ยาก และมีโอกาส

ท่ีชิ้นพืชจะตาย ในการทดลองพบว่าเม่ือน�าชิ้นส่วน

พืชที่มีอาการฉ�่าน�้าไปเลี้ยงในอาหารชักน�าราก นาน 1 

สัปดาห์ ไม่เกิดราก หรือเกิดรากไม่สมบูรณ ์เมื่อน�าไป

ย้ายช�ากล้าจะตายแต่ในทางปฏบัิติจรงิ จะมีการคัดเลอืก

ยอดที่สมบูรณ์ปราศจากอาการฉ�่าน�้า ไปท�าการย้ายลง

อาหารออกรากต่อไป 

 จ�านวนราก

 จากการทดลองเลีย้งยอดในอาหารชกัน�าราก

นาน 1 สัปดาห์ชิ้นพืชที่เลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณ

แอมโมเนียมและจ�านวนรูกรองอากาศต่างกัน พบว่า 

แอมโมเนียมไนเตรทมีอิทธิพลต่อจ�านวนรากอย่าง

ไม่มีนัยส�าคัญทางสถิติ (p=0.276)  ส่วนรูกรองอากาศ

มีอิทธิพลต่อจ�านวนรากอย่างมีนัยส�าคัญยิ่งทางสถิติ 

(p <0.0001)  โดย ชิน้พชืทีท่ีม่าจากชุดการทดลอง MS
c
9 

มีจ�านวนรากมากที่สุดเฉลี่ยต่อยอด 5.73 ราก รองลง

มาคือชุดการทดลองที่มี MS
c
2, MS

c
3 และ MS

c
10 มี

จ�านวนรากเฉลี่ยต่อยอด 5.33, 5.30 และ 5.27  ราก ตาม

ล�าดับ (Table 2)

 ความยาวราก

 ปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทและจ�านวน

รกูรองอากาศมีอทิธิพลต่อความยาวรากอย่างมีนยัส�าคญั

ยิ่งทางสถิติ (p <0.0001) โดยความยาวเฉลี่ยของราก

มากที่สุดคือ 5.97 มิลลิเมตร มาจากชิ้นพืชที่มาจากชุด

การทดลอง MS
c
1 รองลงมาคือ 5.32 มิลลิเมตรมาจาก

ชุดการทดลอง MS
c
3 (Table 2)
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Table 2 Roots induction rate, quantity of roots and root elongation from in vitro shoots 
eucalyptus interspecific hybrid under difference NH4NO3 and filtered pores after 
tranformed into root induction medium.

 Shoots from 
treatment

NH4NO3 
(gl-1)

No. of 
pores

Rooted shoot
(%)

Root length1

(cm.) No. of root1

MSc1 330 1 96.67 5.97±2.06a 4.10±0.99cd
MSc2 330 2 96.67 3.65±1.07ef 5.33±2.32ab
MSc3 330 3 96.67 5.32±1.24ab 5.30±1.62ab
MSc4 330 0 96.67 3.67±1.02ef 4.33±1.32cd
MSc5 165 1 100 4.12±1.34de 5.00±1.26abc
MSc6 165 2 93.3 3.22±0.94f 4.50±1.35bcd
MSc7 165 3 100 2.55±0.66g 4.13±1.61cd

MSc (control) 165 0 86.67 3.55±1.23ef 3.83±0.95d
MSc8 82.5 1 93.3 3.55±1.91ef 4.70±1.68bcd
MSc9 82.5 2 96.67 4.87±1.21bc 5.73±2.03a
MSc10 82.5 3 100 4.60±1.35cd 5.27±2.10ba
MSc11 82.5 0 86.67 4.45±0.98cd 3.80±1.58d

P - value
NH4NO3 0.647ns 0.0001** 0.276 ns

Filter 0.003** 0.0001** 0.004**
NH4NO3 x Filter 0.890ns 0.0001** 0.0001**

Notes:  ns: non-significant different at p-value ≥ 0.05; **: highly significant different at p-value < 0.01  
  1/ The same characters appear in the same column means that there is non-significantly 

difference at 95% by DMRT

สรุป
 ปรมิาณของแอมโมเนยีมไนเตรท 330 มิลลกิรมั

ต่อลิตรในอาหาร ให้จ�านวนยอดเฉลีย่อยูใ่นช่วงระหว่าง 

13.51±1.53 ถึง 14.31±2.1 ยอดต่อขวด รองลงมาคือ 

ปรมิาณของแอมโมเนียมไนเตรท 82.5 มิลลิกรมัต่อลติร 

และชุดทดลองที่มีแอมโมเนียมไนเตรท 165 มิลลิกรัม

ต่อลิตรให้จ�านวนยอดเฉลี่ยอยู่ในช่วงน้อยที่สุด ซ่ึง

แอมโมเนยีมไนเตรท 330 มิลลกิรมัต่อลติร มีความสม�า่เสมอ

ของยอดมากกว่าเพราะมีค่าเบีย่งเบนมาตรฐานน้อยกว่า 

ในชดุทดลองทีมี่แอมโมเนียมไนเตรท 165 มิลลกิรมัต่อ

ลิตร มีอัตราการฉ�่าน�้าเฉลี่ยมากที่สุดอยู่ในช่วงระหว่าง 

8.89 % ถึง 37.77 %  ส่วน ปรมิาณของแอมโมเนียมไนเตรท 

82.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีอัตราการฉ�่าน�้าเฉลี่ยน้อยที่สุด

อยู่ในช่วงระหว่าง 8.89 % ถึง 24.44 %

 จากจ�านวนรกูรองอากาศทีฝ่าปิดขวดมีผลต่อ

การพฒันาของยอดยคูาลปิตัส ชดุการทดลองทีมี่รกูรอง

อากาศ 1 ร ูมีอตัราการขยายยอดเฉลีย่มากท่ีสดุอยูใ่นช่วง

ระหว่าง 14.04 – 14.53 ยอดต่อขวด และชุดการทดลอง

ที่มีรูกรองอากาศ 2 และ 3 รู อัตราการฉ�่าน�้าเฉลี่ยน้อย

ที่สุดคือ 8.89 % 

 การทดลองชกัน�ายอดด้วยวธีิการเพิม่ลดปรมิาณ

แอมโมเนยีมไนเตรท และการเจาะรเูพือ่ให้มกีารถ่ายเท

อากาศ มีผลต่อเน่ืองถงึการเกิดรากของยอด โดยช้ินพชื

ที่เลี้ยงในแอมโมเนียมไนเตรท 165 มิลลิกรัมต่อลิตร มี

ความชืน้สัมพทัธ์ 81.2 % และ 73.46 % และแอมโมเนยีม

ไนเตรท 82.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีความชื้นสัมพัทธ์ 

75.3 % มีอัตราการเกิดรากมากที่สุด คือ 100%  ชิ้นพืช

ที่เลี้ยงในแอมโมเนียมไนเตรท 330 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
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ความชืน้สัมพทัธ์ 81.96  %มีความยาวเฉลีย่ของรากท่ีมาก

ทีสุ่ดคือ 5.97 มิลลเิมตร และชิน้พชืทีเ่ลีย้งในแอมโมเนียม

ไนเตรท 82.5 มิลลกิรมัต่อลติร มีความช้ืนสมัพทัธ์ 78.66 % 

มีจ�านวนรากเฉลี่ยต่อต้นมากที่สุด คือ 5.73 รากต่อต้น 

 ผลการศึกษาครัง้นีช้ีใ้ห้เหน็ว่า ชดุการทดลอง 

MS
c
9 ที่มีปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท 82.5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร และมีความชื้นสัมพัทธ์ 78.66 % เป็นชุดการ

ทดลองท่ีมีประสทิธิภาพมากทีส่ดุ เนือ่งจากมีอตัราการ

ฉ�า่น�า้ต�า่ และมกีารให้ยอดทีดี่ รวมทัง้มีอตัราการออกราก 

และจ�านวนรากสูง และรากไม่ยาวเร็วเกินไปซึ่งส่งผล

ต่อการย้ายช�าทีอ่าจจะท�าให้รากหกัและเสยีหายได้ และ

ใช้ปรมิาณแอมโมเนียมไนเตรท เพยีง 82.5 มลิลิกรมัต่อ

ลิตร  ซึ่งลดลงจากสูตรมารตฐาน 1 เท่า  ท�าให้ประหยัด

ค่าใช้จ่าย และลดต้นทุนของกล้าไม้ได้
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