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Abstract
The effects of iron, activated charcoal, and agar showed against yellowing leaves and growth of 

in vitro curcuma hybrid cv. Violet. The curcuma plantlets were cultured on the MS medium containing 
3% sucrose, activated charcoal, iron, and agar at various levels. The concentration of agar affected the 
occurrence of leaf yellowness and the growth of curcuma. Using iron (2.78 g L-1) in combination with 
0.2% activated charcoal and 2.8 g L-1 agar in culturing the curcuma hybrid cultivar, Violet, resulted in 
the lowest level of leaf yellowness and growing well was found.
Keywords:  Iron, activated charcoal, agar, leaf chlorosis

บทคัดยอ
การศึกษาผลของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต และวุน ตอการเกิดใบเหลือง และการเจริญเติบโต ของปทุมมาลูกผสม

สายพันธุสมีวง (Violet) ในสภาพปลอดเช้ือ โดยเพาะเล้ียงตนปทุมมาบนอาหารสังเคราะห สตูร MS ทีป่ระกอบดวย นำ้ตาล
ซูโครส 3% ผงถานกัมมันต เหล็ก และวุนในระดับตาง ๆ พบวา ความเขมขนของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต และระดับ
ความเขมขนของวุน มีผลตอการเกิดใบเหลืองและการเจริญเติบโตของปทุมมาที่แตกตางกัน การใชธาตุเหล็ก 1 เทา 
(2.78 g L-1) รวมกับผงถานกัมมันต 0.2% และวุน 2.8 g L-1 ในการเพาะเลี้ยงปทุมมาสายพันธุสีมวง (Violet) ทำใหมีระดับ
ความเหลืองของใบนอยที่สุด และมีการเจริญเติบโตดี
คำสำคัญ:  ธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต วุน การเกิดใบเหลือง
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คำนำ
การขยายพันธุปทุมมาดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

เปนการเพิม่ปรมิาณพชืเพือ่ใหไดจำนวนมากในเวลาอนัรวดเรว็ 
โดยการเพาะเลีย้งจากสวนของชอดอกออนจากตนทีไ่มเปนโรค 
และยงัมกีาบใบหอหุมอยู จะชวยลดการปนเปอนจากภายนอก

ธาตุเหล็ก (Iron; Fe) เปนธาตุอาหารท่ีกระตุนการสราง
คลอโรฟลล ทำใหใบพชืมสีเีขยีว เปนแหลงในการสงัเคราะห
แสงของพชื เปนตวัสงถายอเิลก็ตรอนในขบวนการสงัเคราะห
แสง และขบวนการหายใจเพือ่ใหไดพลังงานในการดำรงชวีติ
ของพืช พืชที่ขาดธาตุเหล็กใบจะมีสีเหลืองซีด (บุญยืน, 
2544) โดย Vadim et al., 2019 รายงานวาการขาดธาตุเหลก็
เปนสาเหตุหลักที่ทำใหเกิดอาการใบเหลืองของราสเบอรรี
ที่เพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ ในปจจุบันมีการใชเหล็ก
ทีอ่ยูในรปู Fe-EDTA ซึง่สะดวกในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้ง
เนือ้เยือ่มากขึน้ โดยทัว่ไปจะใชธาตเุหลก็ประมาณ 1 ไมโคร
โมลาร (ประสาทพร, 2541)

การเตมิผงถานกมัมนัต (Activated Charcoal; AC) 
ในอาหาร ในปริมาณ 0.5-30 เปอรเซ็นต จะชวยดูดซับสาร
ที่เนื้อเยื่อพืชปลดปลอยออกมา (Phenolic Compound) 
ทำใหเน้ือเยือ่พชืไมไดรบัอนัตรายจากสารเหลานัน้ซึง่ บญุยนื 
(2544) ไดกลาวถึงอิทธิพลของการใสผงถานกัมมันต โดย
อาจเกิดขึ้นดังนี้ คือ การดูดซับสารประกอบท่ียับยั้งการ
เจรญิเตบิโต (Absorption of Inhibitor Compound) การ
ดดูซับสารเรงการเจรญิจากอาหาร (Absorption of Growth 
Regulator from Culture Media) หรือการทำใหอาหาร
มีสีดำ (Darkening of the Medium) ทำใหมองเห็น
ลกัษณะของพืชทีท่ำการเพาะเล้ียงไดชดัเจนข้ึน การใสผงถาน
กัมมันตอาจชวยสงเสริมหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของพืช 
ซึง่ข้ึนอยูกบัชนดิพชืและปจจยัอ่ืน ๆ  รวมดวย (ชลธชิา และ
คณะ, 2558) โดยรายงานของ กรณ (2558) พบวา ผงถาน
กัมมันตสามารถชักนำใหเกิดรากไดดีในขมิ้นชัน รากมีการ
เจริญด ีมรีากฝอยจำนวนมาก รากจะไมกระจายข้ึนขางบน 
และมทีศิทางตามแนวแรงโนมถวงของโลก แตรายงานของ 
ชลธิชา และคณะ (2558) กลาววา ผงถานกัมมันตสงผลตอ
การเกดิยอดและใบของขงิ โดยทำใหจำนวนยอดและจำนวน
ใบลดลง แตไมมีผลกับการสรางเหงาของขิง ในบางครั้ง
พบวาการใสผงถานกัมมันตจะชวยลดอาการใบเหลืองของ
พืชได (Wu et al., 2009)

ปริมาณของวุน (Agar) หรือสารเพิ่มความแข็ง
ใหอาหารท่ีใชในอาหารจะขึน้อยูกบัความตองการใหอาหาร

แข็งมากหรือนอยเพียงใด วุนบางชนิดสามารถทำใหเกิด
อาการยอดเหลอืงของราสเบอรรใีนการเพาะเลีย้งในสภาพ
ปลอดเช้ือได (Vadim et al., 2019) ในการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อพืชบางชนิดมีการใช KELCOGEL®(Gellan gum) 
แทนการใชวุน Agar ซึ่ง KELCOGEL®(Gellan gum) 
เปนสารใหความแข็งของอาหารคุณภาพสูงชนิดหนึ่ง ที่มี
ลักษณะใส สามารถมองเห็นการปนเปอนของจุลินทรียได
ชัดเจน (เทคโนโลยีชีวภาพและพันธุกรรม, 2554) การใช 
KELCOGEL®(Gellan gum) จะตองปรบัปริมาณของประจุ
บวกที่มักดูจากแคลเซียมกับแมกนีเซียมใหมีปริมาณ 4-8 
มลิลโิมลาร เพือ่การแข็งตวั หากต่ำกวาหรือมากกวา อาหาร
อาจจะไมแข็งตัว การใช KELCOGEL®(Gellan gum) 
มักจะพบวาพืชจะมีอาการฉ่ำน้ำมากกวาพืชที่เลี้ยงในวุน 
(ประสาทพร, 2541)

อุปกรณและวิธีการ
ปทมุมาลกูผสมสายพนัธุสมีวง (Violet) ทีไ่ดจากการ

เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อขนาด 8 ออนซ 
คัดเลือกตนปทุมมาที่มีขนาดเทากัน เพื่อใชในการทดลอง 
โดยใชแผนการทดลองแบบปจจยัรวมในสุมสมบรูณ (2×2×3 
Factorial in CRD) โดยมี 3 ปจจัยหลัก คือ ธาตุเหล็ก (Fe-
EDTA) มีความเขมขน 2 ระดับ ไดแก 2.78 และ 5.56 กรัม
ตอลิตร ผงถานกัมมันต (Activated charcoal) มี 2 ระดับ 
ไดแก 0 เปอรเซ็นต และ 0.2 เปอรเซ็นต และสารเพิม่ความแขง็
ของอาหาร KELCOGEL®(Gellan gum) มี 3 ระดับ ไดแก 
2.6, 2.8 และ 3.0 กรัมตอลิตร โดยทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
ซ้ำละ 5 ตน

เตรียมอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือปทุมมาโดยใชสูตร 
Murashige and Skoog (1962); MS (Murashige and 
Skoog, 1962) ทำการเพาะเล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 
25 องศาเซลเซียส ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน โดยใชหลอด
ฟูลออเรสเซนต ความสวาง 30 ไมโครโมลารตอตาราง
เซนติเมตรตอวินาที

การบันทึกขอมูลหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 
9 สปัดาห โดยวัดความสูงตน (เซนติเมตร) จำนวนใบตอตน 
จำนวนหนอที่แตกใหมตอตน ความยาวราก (เซนติเมตร) 
จำนวนราก และความเหลืองใบ โดยแบงระดับความเหลือง
ของใบ จำนวน 4 ระดับ ดังนี้
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ระดับที่ 1 หมายถึง ไมมีอาการใบเหลือง (Figure 1A)
ระดับท่ี 2 หมายถึง เริ่มมีอาการใบเหลือง 1-10 เปอรเซ็นต (Figure 1B)
ระดับท่ี 3 หมายถึง มีอาการใบเหลืองอยูในระดับปานกลาง 11-30 เปอรเซ็นต (Figure 1C)
ระดับท่ี 4 หมายถึง มีอาการใบเหลืองอยูในระดับมาก >30 เปอรเซ็นต (Figure 1D)

Figure 1 The level of in vitro culture of curcuma leaf yellowness A) leaf yellowness level 1; B) leaf 

yellowness level 2; C) leaf yellowness level 3; and D) leaf yellowness level 4

A

C D

B

 ผลการวิจัยและวิจารณ
จากการศึกษาปจจัยของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต 

และวุน ในการเพาะเล้ียงปทุมมาลูกผสมสายพันธุสีมวง 
(Violet) ในสภาพปลอดเช้ือ พบวา ทั้งสามปจจัยไมสงผล
ใหการเจรญิเตบิโตดานความสงู จำนวนใบ จำนวนยอด และ
จำนวนราก มีความแตกตางทางสถิติ แตความยาวราก
มีความแตกตางกัน (Table 1) โดยมีความยาวของราก
มากที่สุดเมื่อมีการใชผงถานกัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต 

ลักษณะความเหลืองของใบมีความแตกตางทางสถิติอยาง
มีนัยสำคัญยิ่ง โดยการใชเหล็ก 5.56 กรัมตอลิตร รวมกับ
ผงถานกมัมันต 0.2 เปอรเซน็ต มคีาเฉล่ียระดับความเหลือง
ใบมากที่สุด เทากับ 2.53 และ 3.13 ตามลำดับ ซึ่งการใช
เหลก็ 2.78 กรมัตอลิตร รวมกบัผงถานกมัมนัต 0.2 เปอรเซน็ต 
และการใชเหลก็ 5.56 กรมัตอลติร โดยไมใสผงถานกมัมันต
มีคาเฉลี่ยระดับความเหลืองของใบเทากับ 1.53 และ 1.40 
ตามลำดับ (Table 2)
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Table 1 The effects of iron (Fe-EDTA), activated charcoal (AC), and agar on curcuma hybrid cv. Violet 

height, leaf numbers, new shoots number, leaf yellowness level, root length, and the root 

number after culturing on MS medium for 9 weeks

Factors Plant 
Height 
(cm)

Leaf 
No.

Shoot 
No.

Leaf 
yellowness

Root No.
Root 

length 
(cm)Fe AC (%) Agar (g L-1)

(2
.7

8 
g 

L-1
) 0.2

2.6
2.8
3.0

13.04
14.32
12.72

3.2
2.6
3.2

0.2
0.6
0.2

1.0c

2.2bc

1.4c

6.0
7.4
6.4

4.90c

8.30ab

5.36c

0
2.6
2.8
3.0

12.98
12.78
13.24

2.6
3.4
3.0

0.4
0.4
0.8

2.6ab

2.2bc

2.8ab

6.2
7.2
8.2

6.34bc

6.22bc

5.12c

(5
.5

6 
g 

L-1
) 0.2

2.6
2.8
3.0

13.80
13.46
14.26

3.2
3.0
3.0

0.0
0.8
0.2

3.2a

3.2a

3.0a

7.0
7.4
7.0

5.72c

5.84c

9.26a

0
2.6
2.8
3.0

12.32
12.28
12.66

3.0
3.0
3.0

0.4
0.6
0.4

1.8bc

1.0c

1.4c

5.2
6.8
6.8

5.84c

5.20c

5.34c

F-Test
C.V.%

ns
12.46

ns
16.61

ns
17.09

**
52.21

ns
24.61

**
27.92

Remarks: Mean values follow by different letters in column indicate significant differences by Duncan’s new 
multiple range test, the alpha level of p<0.05

 ** = significant differences at the confidence level 99%
 ns = non-significant differences

ปฏิสัมพันธระหวางการใชธาตุเหล็กรวมกับผงถาน
กัมมันต มีอิทธิพลตอระดับความเหลืองของใบ ซึ่งการใช
ธาตเุหลก็ 5.56 กรมัตอลติร โดยไมใสผงถานกมัมนัต ทำให
มีคาเฉล่ียระดับความเหลืองของใบนอยที่สุดเทากับ 1.40 
(Table 2) โดยปกตธิาตเุหลก็เปนธาตอุาหารทีก่ระตุนการสราง
คลอโรฟลล เปนแหลงในการสงัเคราะหแสงของพชื เปนตวั
สงถายอิเล็กตรอนในขบวนการสังเคราะหแสง ทำใหใบพืช
มสีเีขยีว (บญุยนื, 2544) ซึง่การรายงานของ Vadim et al. 
(2019) ไดกลาววา การขาดธาตุเหล็ก คือสาเหตุหลักของ
อาการใบเหลืองที่พบในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช การเพ่ิม
ความเขมขนของธาตุเหล็กเปน 2 เทาในอาหารสังเคราะห
เพือ่ลดการเกดิใบเหลอืงในราสเบอรรทีีเ่พาะเลีย้งในสภาพ
ปลอดเชือ้ (Wu et al., 2009) ซึง่ในการทดลองการเพาะเลีย้ง

ปทุมมาลูกผสมสายพันธุ (Violet) ในอาหารสังเคราะหที่มี
การเพิ่มปริมาณธาตุเหล็กขึ้นเปน 5.56 กรัมตอลิตรนั้น 
สามารถทำใหมีคาเฉลี่ยระดับความเหลืองของใบลดลง 
เม่ือเทียบกับอาหารสังเคราะหที่มีการใชธาตุเหล็กเพียง 
2.78 กรัมตอลิตร ปริมาณธาตุเหล็กที่เพิ่มขึ้นจึงมีสวนชวย
ใหพชืสงัเคราะหแสงไดด ีทำใหใบพชืมสีเีขยีว และจากการ
ทดลองยังพบอีกวา การใชธาตุเหล็ก 5.56 กรัมตอลิตร 
รวมกับผงถานกัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต ทำใหใบมีคาเฉลี่ย
ระดับความเหลืองของใบนอยท่ีสุดเชนกัน (Table 2) 
ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Wu et al. (2009) ที่กลาววา 
การใสผงถานกัมมันตสามารถชวยสงเสริมเจริญเติบโตของ
หนอและสามารถลดการเกิดใบเหลืองของราสเบอรรี
ที่เพาะเล้ียงในสภาพปลอดเชื้อได โดยปกติการเติมผงถาน
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กัมมันตในอาหารสังเคราะหสำหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 
จะชวยดดูซบัสารพษิ (Phenolic compound) ทีเ่น้ือเยือ่พชื
ปลดปลอยออกมา ทำใหเน้ือเยื่อพืชไมไดรับอันตรายจาก

สารพิษเหลานั้น (อรุณี, 2559) อาจชวยสงเสริมหรือยับยั้ง
การเจรญิเตบิโตของพืช ซึง่ขึน้อยูกบัชนดิพชืและปจจัยอืน่ ๆ  
รวมดวย (ชลธิชา และคณะ, 2558)

Table 2 The effects of interaction between iron (Fe-EDTA) and activated charcoal (AC) on leaf yellowness 

of curcuma hybrid cv. Violet

Factor Average of leaf yellowness

2.78 g L-1 Fe-EDTA + 0.2% AC 
2.78 g L-1 Fe-EDTA + 0% AC 

5.56 g L-1 Fe-EDTA + 0.2% AC 
5.56 g L-1 Fe-EDTA + 0% AC 

1.53c

2.53b

3.13a

1.40c

Remarks: Mean values follow by different letters in column indicate significant differences by Duncan’s new 
multiple range test, the alpha level of p<0.05

นอกจากนีก้ารใชเหล็ก 2.78 กรมัตอลติร รวมกบัวุน 
2.8 กรมัตอลติร และการใชเหล็ก 5.56 กรมัตอลติร รวมกับ
วุน 3.0 กรัมตอลิตร มีคาเฉลี่ยความยาวรากมากที่สุด 
เทากับ 7.26 และ 7.30 เซนติเมตร ตามลำดับ ซึ่งมากกวา
การใชเหล็ก 2.78 กรัมตอลิตร รวมกับวุน 2.6 กรัมตอลิตร 
(Table 3) ปฏสิมัพนัธระหวางผงถานกัมมนัตกบัวุน (Table 4) 
พบวามคีวามแตกตางกันอยางมนียัสำคญั โดยการใชผงถาน

กัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต รวมกับวุน 2.8 กรัมตอลิตร และ
การใชผงถานกัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต รวมกับวุน 3.0 กรัม
ตอลติร มคีาเฉลีย่ความยาวรากมากทีส่ดุ เทากบั 7.07 และ 
7.31 เซนตเิมตร ตามลำดบั รองลงมาคอื การใชวุน 2.6 กรมั
ตอลติร โดยไมใสผงถานกมัมนัต และการใชวุน 2.8 กรัมตอ
ลติร โดยไมใสผงถานกัมมนัตมคีาเฉล่ียความยาวราก เทากับ 
6.09 และ 5.71 เซนติเมตร ตามลำดับ

Table 3 The effect of interaction between iron (Fe-EDTA) and agar on root length of curcuma hybrid 

cv. Violet

Factor Average root length (cm)

2.78 g L-1 Fe-EDTA + 2.6 g L-1 Agar 
2.78 g L-1 Fe-EDTA + 2.8 g L-1 Agar 
2.78 g L-1 Fe-EDTA + 3.0 g L-1 Agar 
5.56 g L-1 Fe-EDTA + 2.6 g L-1 Agar 
5.56 g L-1 Fe-EDTA + 2.8 g L-1 Agar 
5.56 g L-1 Fe-EDTA + 3.0 g L-1 Agar 

5.62b

7.26a

5.24b

5.78b

5.52b

7.30a

Remarks: Mean values follow by different letters in column indicate significant differences by Duncan’s new 
multiple range test, the alpha level of p<0.05
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Table 4 The effect of interaction between activated charcoal (AC) and agar on root length of curcuma 

hybrid cv. Violet

Factor Average root length (cm)

0.2% AC + 2.6 g L-1 Agar 
0.2% AC + 2.8 g L-1 Agar 
0.2% AC + 3.0 g L-1 Agar 
0% AC + 2.6 g L-1 Agar 
0% AC + 2.8 g L-1 Agar 
0% AC + 3.0 g L-1 Agar 

5.31c

7.07a

7.31a

6.09b

5.71bc

5.23c

Remarks:  Mean values follow by different letters in column indicate significant differences by Duncan’s new 
multiple range test, the alpha level of p<0.05

จากการรายงานของ รัฐภัทร และคณะ (2553) ที่ได
ทำการเพาะเล้ียงใบออนของรากดำใบยาว โดยมีการเติม
ผงถานกัมมนัตในอาหารสังเคราะห พบวาอาหารสังเคราะห
สูตร MS ที่เติมผงถานกัมมันตระดับความเขมขน 1.0 กรัม
ตอลติร ทำใหเพิม่จำนวนใบออนและจำนวนรากไดมากท่ีสดุ 
และใบออนที่เกิดขึ้นใหมไมแสดงลักษณะอาการบวมหรือ
อวบน้ำ หรือแสดงอาการขาดธาตุอาหาร เชน อาการ
ใบเหลือง บุญยืน (2544) ไดกลาววา ผงถานกัมมันต
มีความสามารถในการดูดซับสารบางตัวออกจากอาหารได 
เนื่องจากผงถานมีชองวางที่ละเอียดมาก มีพื้นที่ผิวใน
ชองวางสูง มักใชในความเขมขน 0.2-3.0 เปอรเซ็นต 
ในอาหารสังเคราะหสำหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จึงใช
ผงถานในการดูดซับสารพิษ นอกจากน้ีอาจใชผงถาน
ในระยะที่เกิดรากเพื่อลดปริมาณการไดรับแสงบริเวณราก 
และทำใหรากเจริญเติบโตไดด ีผงถานจึงสำคัญตอการสราง
เปนตนใหม ซึ่งสามารถชักนำใหเกิดรากไดดีในขม้ินชัน 
(กรณ และคณะ, 2560) และในบางคร้ังการใสผงถาน
กัมมันตก็อาจยับยั้งการเจริญเติบโตของพืชได ดังรายงาน
ของ ชลธิชา และคณะ (2558) กลาววา ผงถานกัมมันต
สงผลตอการเกิดยอดและใบของขิง โดยทำใหจำนวนยอด
และจำนวนใบลดลงแตไมมีผลกับการสรางเหงาของขิง

สรุปผลการวิจัย
จากการศึกษาการผลของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต 

และวุน ตอการเกิดใบเหลือง และการเจริญเติบโตของ
ปทุมมาลูกผสมสายพันธุสีมวง (Violet) ที่เพาะเลี้ยง
ในสภาพปลอดเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบทั้ง 3 ปจจัย พบวา 

ความเขมขนของธาตเุหลก็ ผงถานกัมมนัต และระดบัความ
เขมขนของวุน มีผลตอการเกิดใบเหลืองและการเจริญ
เติบโตของปทุมมาลูกผสมสายพันธุสีมวง (Violet) การใช
ธาตุเหล็ก 2.78 กรัมตอลิตร รวมกับผงถานกัมมันต 0.2 
เปอรเซน็ต และวุน 2.8 กรมัตอลติร ทำใหมรีะดับใบเหลือง
นอยที่สุด และมีการเจริญเติบโตที่ดี อยางไรก็ตาม ควรมี
การศกึษาเปรยีบเทยีบจำนวนชุดตวัอยาง ปจจยัทีท่ำใหเกดิ
ใบเหลืองและระดับความเขมขนที่หลากหลายมากขึ้น 
เพื่อใหไดผลที่ชัดเจนมากขึ้น
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