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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

บทคัดยอ
การศึกษาผลของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต และวุน ตอการเกิดใบเหลือง และการเจริญเติบโต ของปทุมมาลูกผสม

สายพันธุสมีวง (Violet) ในสภาพปลอดเช้ือ โดยเพาะเล้ียงตนปทุมมาบนอาหารสังเคราะห สตูร MS ทีป่ระกอบดวย นำ้ตาล
ซูโครส 3% ผงถานกัมมันต เหล็ก และวุนในระดับตาง ๆ พบวา ความเขมขนของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต และระดับ
ความเขมขนของวุน มีผลตอการเกิดใบเหลืองและการเจริญเติบโตของปทุมมาที่แตกตางกัน การใชธาตุเหล็ก 1 เทา 
(2.78 g L-1) รวมกับผงถานกัมมันต 0.2% และวุน 2.8 g L-1 ในการเพาะเลี้ยงปทุมมาสายพันธุสีมวง (Violet) ทำใหมีระดับ
ความเหลืองของใบนอยที่สุด และมีการเจริญเติบโตดี
คำสำคัญ:  ธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต วุน การเกิดใบเหลือง
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คำนำ
การขยายพันธุปทุมมาดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

เปนการเพิม่ปรมิาณพชืเพือ่ใหไดจำนวนมากในเวลาอนัรวดเรว็ 
โดยการเพาะเลีย้งจากสวนของชอดอกออนจากตนทีไ่มเปนโรค 
และยงัมกีาบใบหอหุมอยู จะชวยลดการปนเปอนจากภายนอก

ธาตุเหล็ก (Iron; Fe) เปนธาตุอาหารท่ีกระตุนการสราง
คลอโรฟลล ทำใหใบพชืมสีเีขยีว เปนแหลงในการสงัเคราะห
แสงของพชื เปนตวัสงถายอเิลก็ตรอนในขบวนการสงัเคราะห
แสง และขบวนการหายใจเพือ่ใหไดพลังงานในการดำรงชวีติ
ของพืช พืชที่ขาดธาตุเหล็กใบจะมีสีเหลืองซีด (บุญยืน, 
2544) โดย Vadim et al., 2019 รายงานวาการขาดธาตุเหลก็
เปนสาเหตุหลักที่ทำใหเกิดอาการใบเหลืองของราสเบอรรี
ที่เพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ ในปจจุบันมีการใชเหล็ก
ทีอ่ยูในรปู Fe-EDTA ซึง่สะดวกในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้ง
เนือ้เยือ่มากขึน้ โดยทัว่ไปจะใชธาตเุหลก็ประมาณ 1 ไมโคร
โมลาร (ประสาทพร, 2541)

การเตมิผงถานกมัมนัต (Activated Charcoal; AC) 
ในอาหาร ในปริมาณ 0.5-30 เปอรเซ็นต จะชวยดูดซับสาร
ที่เนื้อเยื่อพืชปลดปลอยออกมา (Phenolic Compound) 
ทำใหเน้ือเยือ่พชืไมไดรบัอนัตรายจากสารเหลานัน้ซึง่ บญุยนื 
(2544) ไดกลาวถึงอิทธิพลของการใสผงถานกัมมันต โดย
อาจเกิดขึ้นดังนี้ คือ การดูดซับสารประกอบท่ียับยั้งการ
เจรญิเตบิโต (Absorption of Inhibitor Compound) การ
ดดูซับสารเรงการเจรญิจากอาหาร (Absorption of Growth 
Regulator from Culture Media) หรือการทำใหอาหาร
มีสีดำ (Darkening of the Medium) ทำใหมองเห็น
ลกัษณะของพืชทีท่ำการเพาะเล้ียงไดชดัเจนข้ึน การใสผงถาน
กัมมันตอาจชวยสงเสริมหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของพืช 
ซึง่ข้ึนอยูกบัชนดิพชืและปจจยัอ่ืน ๆ  รวมดวย (ชลธชิา และ
คณะ, 2558) โดยรายงานของ กรณ (2558) พบวา ผงถาน
กัมมันตสามารถชักนำใหเกิดรากไดดีในขมิ้นชัน รากมีการ
เจริญด ีมรีากฝอยจำนวนมาก รากจะไมกระจายข้ึนขางบน 
และมทีศิทางตามแนวแรงโนมถวงของโลก แตรายงานของ 
ชลธิชา และคณะ (2558) กลาววา ผงถานกัมมันตสงผลตอ
การเกดิยอดและใบของขงิ โดยทำใหจำนวนยอดและจำนวน
ใบลดลง แตไมมีผลกับการสรางเหงาของขิง ในบางครั้ง
พบวาการใสผงถานกัมมันตจะชวยลดอาการใบเหลืองของ
พืชได (Wu et al., 2009)

ปริมาณของวุน (Agar) หรือสารเพิ่มความแข็ง
ใหอาหารท่ีใชในอาหารจะขึน้อยูกบัความตองการใหอาหาร

แข็งมากหรือนอยเพียงใด วุนบางชนิดสามารถทำใหเกิด
อาการยอดเหลอืงของราสเบอรรใีนการเพาะเลีย้งในสภาพ
ปลอดเช้ือได (Vadim et al., 2019) ในการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อพืชบางชนิดมีการใช KELCOGEL®(Gellan gum) 
แทนการใชวุน Agar ซึ่ง KELCOGEL®(Gellan gum) 
เปนสารใหความแข็งของอาหารคุณภาพสูงชนิดหนึ่ง ที่มี
ลักษณะใส สามารถมองเห็นการปนเปอนของจุลินทรียได
ชัดเจน (เทคโนโลยีชีวภาพและพันธุกรรม, 2554) การใช 
KELCOGEL®(Gellan gum) จะตองปรบัปริมาณของประจุ
บวกที่มักดูจากแคลเซียมกับแมกนีเซียมใหมีปริมาณ 4-8 
มลิลโิมลาร เพือ่การแข็งตวั หากต่ำกวาหรือมากกวา อาหาร
อาจจะไมแข็งตัว การใช KELCOGEL®(Gellan gum) 
มักจะพบวาพืชจะมีอาการฉ่ำน้ำมากกวาพืชที่เลี้ยงในวุน 
(ประสาทพร, 2541)

อุปกรณและวิธีการ
ปทมุมาลกูผสมสายพนัธุสมีวง (Violet) ทีไ่ดจากการ

เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อในขวดเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อขนาด 8 ออนซ 
คัดเลือกตนปทุมมาที่มีขนาดเทากัน เพื่อใชในการทดลอง 
โดยใชแผนการทดลองแบบปจจยัรวมในสุมสมบรูณ (2×2×3 
Factorial in CRD) โดยมี 3 ปจจัยหลัก คือ ธาตุเหล็ก (Fe-
EDTA) มีความเขมขน 2 ระดับ ไดแก 2.78 และ 5.56 กรัม
ตอลิตร ผงถานกัมมันต (Activated charcoal) มี 2 ระดับ 
ไดแก 0 เปอรเซ็นต และ 0.2 เปอรเซ็นต และสารเพิม่ความแขง็
ของอาหาร KELCOGEL®(Gellan gum) มี 3 ระดับ ไดแก 
2.6, 2.8 และ 3.0 กรัมตอลิตร โดยทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
ซ้ำละ 5 ตน

เตรียมอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือปทุมมาโดยใชสูตร 
Murashige and Skoog (1962); MS (Murashige and 
Skoog, 1962) ทำการเพาะเล้ียงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 
25 องศาเซลเซียส ใหแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน โดยใชหลอด
ฟูลออเรสเซนต ความสวาง 30 ไมโครโมลารตอตาราง
เซนติเมตรตอวินาที

การบันทึกขอมูลหลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 
9 สปัดาห โดยวัดความสูงตน (เซนติเมตร) จำนวนใบตอตน 
จำนวนหนอที่แตกใหมตอตน ความยาวราก (เซนติเมตร) 
จำนวนราก และความเหลืองใบ โดยแบงระดับความเหลือง
ของใบ จำนวน 4 ระดับ ดังนี้
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ระดับที่ 1 หมายถึง ไมมีอาการใบเหลือง (Figure 1A)
ระดับท่ี 2 หมายถึง เริ่มมีอาการใบเหลือง 1-10 เปอรเซ็นต (Figure 1B)
ระดับท่ี 3 หมายถึง มีอาการใบเหลืองอยูในระดับปานกลาง 11-30 เปอรเซ็นต (Figure 1C)
ระดับท่ี 4 หมายถึง มีอาการใบเหลืองอยูในระดับมาก >30 เปอรเซ็นต (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
จากการศึกษาปจจัยของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต 

และวุน ในการเพาะเล้ียงปทุมมาลูกผสมสายพันธุสีมวง 
(Violet) ในสภาพปลอดเช้ือ พบวา ทั้งสามปจจัยไมสงผล
ใหการเจรญิเตบิโตดานความสงู จำนวนใบ จำนวนยอด และ
จำนวนราก มีความแตกตางทางสถิติ แตความยาวราก
มีความแตกตางกัน (Table 1) โดยมีความยาวของราก
มากที่สุดเมื่อมีการใชผงถานกัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต 

ลักษณะความเหลืองของใบมีความแตกตางทางสถิติอยาง
มีนัยสำคัญยิ่ง โดยการใชเหล็ก 5.56 กรัมตอลิตร รวมกับ
ผงถานกมัมันต 0.2 เปอรเซน็ต มคีาเฉล่ียระดับความเหลือง
ใบมากที่สุด เทากับ 2.53 และ 3.13 ตามลำดับ ซึ่งการใช
เหลก็ 2.78 กรมัตอลิตร รวมกบัผงถานกมัมนัต 0.2 เปอรเซน็ต 
และการใชเหลก็ 5.56 กรมัตอลติร โดยไมใสผงถานกมัมันต
มีคาเฉลี่ยระดับความเหลืองของใบเทากับ 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

ปฏิสัมพันธระหวางการใชธาตุเหล็กรวมกับผงถาน
กัมมันต มีอิทธิพลตอระดับความเหลืองของใบ ซึ่งการใช
ธาตเุหลก็ 5.56 กรมัตอลติร โดยไมใสผงถานกมัมนัต ทำให
มีคาเฉล่ียระดับความเหลืองของใบนอยที่สุดเทากับ 1.40 
(Table 2) โดยปกตธิาตเุหลก็เปนธาตอุาหารทีก่ระตุนการสราง
คลอโรฟลล เปนแหลงในการสงัเคราะหแสงของพชื เปนตวั
สงถายอิเล็กตรอนในขบวนการสังเคราะหแสง ทำใหใบพืช
มสีเีขยีว (บญุยนื, 2544) ซึง่การรายงานของ Vadim et al. 
(2019) ไดกลาววา การขาดธาตุเหล็ก คือสาเหตุหลักของ
อาการใบเหลืองที่พบในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช การเพ่ิม
ความเขมขนของธาตุเหล็กเปน 2 เทาในอาหารสังเคราะห
เพือ่ลดการเกดิใบเหลอืงในราสเบอรรทีีเ่พาะเลีย้งในสภาพ
ปลอดเชือ้ (Wu et al., 2009) ซึง่ในการทดลองการเพาะเลีย้ง

ปทุมมาลูกผสมสายพันธุ (Violet) ในอาหารสังเคราะหที่มี
การเพิ่มปริมาณธาตุเหล็กขึ้นเปน 5.56 กรัมตอลิตรนั้น 
สามารถทำใหมีคาเฉลี่ยระดับความเหลืองของใบลดลง 
เม่ือเทียบกับอาหารสังเคราะหที่มีการใชธาตุเหล็กเพียง 
2.78 กรัมตอลิตร ปริมาณธาตุเหล็กที่เพิ่มขึ้นจึงมีสวนชวย
ใหพชืสงัเคราะหแสงไดด ีทำใหใบพชืมสีเีขยีว และจากการ
ทดลองยังพบอีกวา การใชธาตุเหล็ก 5.56 กรัมตอลิตร 
รวมกับผงถานกัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต ทำใหใบมีคาเฉลี่ย
ระดับความเหลืองของใบนอยท่ีสุดเชนกัน (Table 2) 
ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Wu et al. (2009) ที่กลาววา 
การใสผงถานกัมมันตสามารถชวยสงเสริมเจริญเติบโตของ
หนอและสามารถลดการเกิดใบเหลืองของราสเบอรรี
ที่เพาะเล้ียงในสภาพปลอดเชื้อได โดยปกติการเติมผงถาน
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กัมมันตในอาหารสังเคราะหสำหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 
จะชวยดดูซบัสารพษิ (Phenolic compound) ทีเ่น้ือเยือ่พชื
ปลดปลอยออกมา ทำใหเน้ือเยื่อพืชไมไดรับอันตรายจาก

สารพิษเหลานั้น (อรุณี, 2559) อาจชวยสงเสริมหรือยับยั้ง
การเจรญิเตบิโตของพืช ซึง่ขึน้อยูกบัชนดิพชืและปจจัยอืน่ ๆ  
รวมดวย (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

นอกจากนีก้ารใชเหล็ก 2.78 กรมัตอลติร รวมกบัวุน 
2.8 กรมัตอลติร และการใชเหล็ก 5.56 กรมัตอลติร รวมกับ
วุน 3.0 กรัมตอลิตร มีคาเฉลี่ยความยาวรากมากที่สุด 
เทากับ 7.26 และ 7.30 เซนติเมตร ตามลำดับ ซึ่งมากกวา
การใชเหล็ก 2.78 กรัมตอลิตร รวมกับวุน 2.6 กรัมตอลิตร 
(Table 3) ปฏสิมัพนัธระหวางผงถานกัมมนัตกบัวุน (Table 4) 
พบวามคีวามแตกตางกันอยางมนียัสำคญั โดยการใชผงถาน

กัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต รวมกับวุน 2.8 กรัมตอลิตร และ
การใชผงถานกัมมันต 0.2 เปอรเซ็นต รวมกับวุน 3.0 กรัม
ตอลติร มคีาเฉลีย่ความยาวรากมากทีส่ดุ เทากบั 7.07 และ 
7.31 เซนตเิมตร ตามลำดบั รองลงมาคอื การใชวุน 2.6 กรมั
ตอลติร โดยไมใสผงถานกมัมนัต และการใชวุน 2.8 กรัมตอ
ลติร โดยไมใสผงถานกัมมนัตมคีาเฉล่ียความยาวราก เทากับ 
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
ทำการเพาะเล้ียงใบออนของรากดำใบยาว โดยมีการเติม
ผงถานกัมมนัตในอาหารสังเคราะห พบวาอาหารสังเคราะห
สูตร MS ที่เติมผงถานกัมมันตระดับความเขมขน 1.0 กรัม
ตอลติร ทำใหเพิม่จำนวนใบออนและจำนวนรากไดมากท่ีสดุ 
และใบออนที่เกิดขึ้นใหมไมแสดงลักษณะอาการบวมหรือ
อวบน้ำ หรือแสดงอาการขาดธาตุอาหาร เชน อาการ
ใบเหลือง บุญยืน (2544) ไดกลาววา ผงถานกัมมันต
มีความสามารถในการดูดซับสารบางตัวออกจากอาหารได 
เนื่องจากผงถานมีชองวางที่ละเอียดมาก มีพื้นที่ผิวใน
ชองวางสูง มักใชในความเขมขน 0.2-3.0 เปอรเซ็นต 
ในอาหารสังเคราะหสำหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จึงใช
ผงถานในการดูดซับสารพิษ นอกจากน้ีอาจใชผงถาน
ในระยะที่เกิดรากเพื่อลดปริมาณการไดรับแสงบริเวณราก 
และทำใหรากเจริญเติบโตไดด ีผงถานจึงสำคัญตอการสราง
เปนตนใหม ซึ่งสามารถชักนำใหเกิดรากไดดีในขม้ินชัน 
(กรณ และคณะ, 2560) และในบางคร้ังการใสผงถาน
กัมมันตก็อาจยับยั้งการเจริญเติบโตของพืชได ดังรายงาน
ของ ชลธิชา และคณะ (2558) กลาววา ผงถานกัมมันต
สงผลตอการเกิดยอดและใบของขิง โดยทำใหจำนวนยอด
และจำนวนใบลดลงแตไมมีผลกับการสรางเหงาของขิง

สรุปผลการวิจัย
จากการศึกษาการผลของธาตุเหล็ก ผงถานกัมมันต 

และวุน ตอการเกิดใบเหลือง และการเจริญเติบโตของ
ปทุมมาลูกผสมสายพันธุสีมวง (Violet) ที่เพาะเลี้ยง
ในสภาพปลอดเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบทั้ง 3 ปจจัย พบวา 

ความเขมขนของธาตเุหลก็ ผงถานกัมมนัต และระดบัความ
เขมขนของวุน มีผลตอการเกิดใบเหลืองและการเจริญ
เติบโตของปทุมมาลูกผสมสายพันธุสีมวง (Violet) การใช
ธาตุเหล็ก 2.78 กรัมตอลิตร รวมกับผงถานกัมมันต 0.2 
เปอรเซน็ต และวุน 2.8 กรมัตอลติร ทำใหมรีะดับใบเหลือง
นอยที่สุด และมีการเจริญเติบโตที่ดี อยางไรก็ตาม ควรมี
การศกึษาเปรยีบเทยีบจำนวนชุดตวัอยาง ปจจยัทีท่ำใหเกดิ
ใบเหลืองและระดับความเขมขนที่หลากหลายมากขึ้น 
เพื่อใหไดผลที่ชัดเจนมากขึ้น
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