
























บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ธรรมชาติของตนเปลานอย 
 

เปลานอยเปนพืชสมุนไพรไทยที่สําคัญชนิดหนึ่ง มีชื่อทางพฤกษศาสตรคือ  Croton 
sublyratus Kurz. ซึ่งจัดอยูในวงศ Euphobiaceae เปนไมผลัดใบ ลักษณะเปนพุมแตกกิ่งกาน สูง 2-
4 เมตร มีใบเดี่ยว เรียงสลับกัน ยอดมีขนออนสีน้ําตาลสั้นๆ นิ่มๆ คลุมอยู ซึ่งแตกตางจากเปลาชนิด
อ่ืนๆ ที่ไมพบขนชนิดนี้ในยอดออน ลักษณะของใบเปนใบที่มีปลายแหลม ขอบใบหยักเล็กๆ แบบฟน
เลื่อย ใบกวาง 4-6 เซนติเมตร ยาว 15-20 เซนติเมตร ฐานใบเรียว แหลม ไมมีขน ดอกของเปลานอย
จะมีสีนวลเปนชอที่ปลายกิ่ง โดยดอกตัวผูจะอยูดานบน สวนดอกตัวเมียอยูดานลาง ผลมีลักษณะ
คอนขางกลมมี 3 พู ขนาดโตเทาเมล็ดขาวโพด (พเยาว, 2537) 

 
 เปลานอยเปนพืชตระกูลเปลา ที่มีทั้งหมดทั่วโลก 750 ชนิด และมีในประเทศไทย 15 ชนิด 
มักพบขึ้นอยูในบริเวณประเทศที่ตั้งอยูแถบชายฝงทะเลอันดามัน ไดแก ไทย, อินโดนีเซีย, มาเลเซีย 
และทางตอนใตของประเทศจีน ในประเทศไทยไดมีการสํารวจพบในเขตปาเบญจพรรณ จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ, ปราจีนบุรี และตามแนวชายแดนประเทศไทยกับพมา ไดแกจังหวัดกาญจนบุรี 
เปนตน (ณรงค, 2530)  
 
1.2 การขยายพันธุเปลานอย 

 
 การขยายพันธุ เปลานอยทําไดหลายวิธีคือ  การเพาะเมล็ด , ตอนกิ่ง, ปกชํา เปนตน 
Matsunaga และ Domethong (1990) ไดทําการขยายพันธุเปลานอยโดยวิธีทาบกิ่งเพื่อเตรียมตน
พันธุและใชใบเปลานอยเปนวัตถุดิบในการผลิตสารเปลาโนทอลในอุตสาหกรรม การขยายพันธุวิธี
การดังกลาว มีประสิทธิภาพดีในการผลิตใบที่มีคุณภาพ เนื่องจากการทาบกิ่ง จะไดกิ่งพันธุเปลานอย
พันธุดีที่ตองการขยายพันธุ มาทาบกับตนตอของเปลาใหญ (Croton oblongifolius Roxb.) ทั้งนี้
เนื่องจากตนตอเปลาใหญมีการเจริญเติบโตที่ดี สามารถตานทานตอการเกิดโรครากเนา ซึ่งเปน
ปญหาสําคัญในการผลิตใบเปลานอย การขยายพันธุโดยวิธีนี้ไมสงผลกระทบตอปริมาณสารเปลาโน
ทอล (พเยาว, 2537) 



  
เนื่องจากในปจจุบันมีการใบเปลานอยเปนวัตถุดิบที่สําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตยา จึงมี

ความจําเปนที่ตองเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตใบในปริมาณที่มากในระยะเวลาอันรวดเร็ว Shibata 
และคณะ (1996) ขยายพันธุเปลานอยโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยใชสวนของใบเลี้ยงที่ไดจาก
การเพาะเมล็ด นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige และ Skoog, 1962) ที่เติม NAA 2 
มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 2 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใหเกิดแคลลัสแลวจึงยายลงเลี้ยงในอาหาร MS ที่
เติม BA 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ GA3 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อชักนําใหเกิดยอด (regenerate) แลว
จึงนํายอดที่ไดมาเลี้ยงในอาหาร MS ที่เติม IAA 0.02 มิลลิกรัมตอลิตร และ ไบโอไฟเบอร (BD2) เพื่อ
ชักนําใหยอดเกิดรากไดสําเร็จ อพัชชา (2537) เลี้ยงสวนของใบเปลานอยเพื่อใหเกิดแคลลัสและ
สามารถชักนําแคลลัสใหพัฒนาเปนยอดไดในอาหารสูตร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตอลิตรและ GA3 

0.05 มิลลิกรัมตอลิตร Shibata และคณะ (1996) ไดคนพบวาสูตรอาหารสังเคราะหที่เหมาะสมตอ
การเจริญของเปลานอยคือ สูตร MS ที่เติม BA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร  ตอมาชลิดาและวีระเดช (2541) 
พบวา สามารถชักนําสวนปลองของเปลานอยใหเกิดยอดไดในอาหาร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร 
 
1.3 สรรพคุณทางยา 
 

เปลานอยมีสรรพคุณเปนสมุนไพรรักษาโรคไดหลายชนิดมาตั้งแตในอดีต (สุนทรี, 2535) 
ดอกสามารถใชเปนยาขับและฆาพยาธิ ผลใชแกโรคน้ําเหลืองเสีย เปลือกมีฤทธิ์ชวยในการบํารุงธาตุ 
แกนใชเปนยาขับโลหิต รากใชในการแกคัน, รักษามะเร็งเพลิง, โรคผิวหนัง กลากเกลื้อน, ริดสีดวง
ทวาร, แกไอเปนโลหิต, แกพยาธิตางๆ สวนใบซึ่งเปนสวนที่สําคัญมากใชบํารุงธาตุ, บํารุงโลหิต
ประจําเดือน และแกโรคกระเพาะ เนื่องจากใบเปลานอยมีสาร Diterprene alcohol (CS-684 หรือ 
เปลาโนทอล) อยูซึ่งคุณสมบัติของตัวยาเปลาโนทอลนี้ มีฤทธิ์สมานแผลในกระเพาะอาหาร และลําไส
ไดเปนอยางดี โดยสามารถกระตุนการสรางเนื้อเยื่อบุลําไสที่เสียไป ทําใหแผลหายเร็วขึ้น ทั้งยังลด
ปริมาณการหลั่งของกรดในกระเพาะอาหารใหนอยลง และทําใหระบบปองกันการดูดซับกรดของ
เนื้อเยื่อบุกระเพาะซึ่งถูกทําลายดวยสารบางชนิดกลับคืนดี  ทั้งนี้ยังเปนสารที่มีความเปนพิษตํ่า
เหมาะสําหรับผลิตเปนตัวยารักษาโรคกระเพาะอาหารไดดีเยี่ยม ถือวาเปน Broad spectrum 
antiseptic ulcer drug (สุนทรี, 2535) 
 



ในปจจุบันมีการเตรียมยาแผนปจจุบันจากใบเปลานอยโดย ดร.โอกิโซแหงบริษัทซันเกียว 
ประเทศญี่ปุน ไดนําสมุนไพรจากรานขายยาไทยแผนโบราณไปศึกษา พบวาสมุนไพร “ใบเปลานอย” 
มีผลที่นาสนใจ จึงเขามาทําการสํารวจพันธุเปลานอยในประเทศไทยพบวา Croton sublylatus 
Kurz. ที่พบแถบจังหวัดประจวบคีรีขันธใหสารสําคัญในใบคือ เปลาโนทอล ซึ่งมีฤทธิ์สมานแผลใน
กระเพาะอาหารสูงสุด  
 

เมื่อนํามาศึกษาถึงคุณสมบัติตางๆ ทางเคมี เภสัชวิทยา และพิษวิทยาตลอดจนไดผลิตเปน
ยาเม็ดแผนปจจุบัน ออกวางจําหนายแลวในปจจุบัน มีการจดทะเบียน โดยบริษัทซันเกียว ประเทศ
ญี่ปุน ซึ่งมีพื้นที่เพาะปลูกที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ มากกวา 7,000 ไร ตั้งเปนโรงงานสกัดสารเปลาโน
ทอลดวย เมทานอลไดวันละ 9 ตัน และนํากลับไปดําเนินตอที่ประเทศญี่ปุน ไดสารเปลาโนทอลซึ่ง
เปนวัตถุดิบในการผลิตยารักษาแผลในกระเพาะอาหาร มีชื่อทางการคาวา “Kelnac” ยอมรับไดวา
เปนยาแผนปจจุบันชนิดลาสุดที่สกัดไดจากพืชสมุนไพรไทย (พรอมจิตร, 2537) 

 
1.4 โรคที่เกิดกับเปลานอย 
 
  Matsunaga และคณะ (1991) ไดรายงานวา โรคสําคัญที่เกิดกับเปลานอยคือ โรครากเนาซึ่ง
เกิดจากสภาพแวดลอมและการเขตกรรม และโรคที่เกิดจากเชื้อรา Amyna punctum นอกจากนี้ยัง
พบวาเชื้อราดังกลาวสามารถทําใหเกิดโรคกับตนเปลาชนิดอื่นๆ เชน Croton capitatus, Croton 
monanthogynus และ Croton texensis และยังพบโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Cercospora spp., 
Phyllostieta  
 
 ชลิดา เล็กสมบรูณ และนลิน นิลอุบล (2540) รายงานพบการระบาดของโรคใบจุดที่เกิดกับ
เปลานอยเปนครั้งแรกในประเทศไทยในปพ.ศ. 2538 และ 2539 ในเขตบริเวณหาดวนกร จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ โดยพบตนที่เกิดโรคคิดเปนรอยละ 76 ของตนเปลานอยทั้งหมดที่ทําการสํารวจ  



 
นอกจากนี้ยังพบการระบาดของโรคใบจุดกับตนเปลานอยบริเวณเขื่อนแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี 
จากการสํารวจโรคใบจุดเปลานอยทั้ง 2 แหงขางตนพบวา เชื้อสาเหตุของโรคใบจุดคือ เชื้อรา
Glomerella cingulata 
 
1.5 โรคใบจุดของเปลานอย 
  

โรคใบจุดเปลานอย มีเชื้อสาเหตุเกิดจากเชื้อรา Glomerella cingulata โดยลักษณะอาการ
เร่ิมแรกของโรคใบจุด จะเกิดจุดสีเขียวชุมน้ําขนาดเล็กกระจายอยูทั่วบริเวณใบ ตอมาอาการของโรค
จะปรากฏเปนแผลจุดกลมสีน้ําตาล ถึงสีดํา มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร และมี
วงสีเหลือง (halo) ลอมรอบ นอกจากนี้อาจพบแผลบนเสนกลางใบมีสีดํา ภายในแผลพบฟรุตติ้งบอดี้ 
(friuting body) ของเชื้อเปนจุดสีดําขนาดเล็กกระจายอยูบริเวณแผล อาการของโรคจะมีความรุนแรง
เพิ่มมากขึ้น เมื่อระดับความชื้นในอากาศสูง (ชลิดา และนลิน, 2540) 
 
 เชื้อรา Glomerella cingulata เปนระยะ telemorph stage ของเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides ซึ่งจัดอยูในระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (perfect stage) สามารถพบไดใน
ภูมิประเทศเขตรอนและกึ่งรอน มีการแพรระบาดอยางกวางขวาง เชื้อราใน species นี้มีความแตก
ตางกันถึง 9 รูปแบบ ทั้งในดานรูปราง การเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ พืชอาศัย และความ
สามารถในการทําใหเกิดโรค โดยจัดวาเปนเชื้อราที่มีความผนัแปรคอนขางสูง เชื้อราจะสรางฟรุต-     
ติ้งบอดี้แบบเพอริธิเซียม (perithicium) ที่มีรูปรางคลายขวดรูปชมพู ฝงอยูในเนื้อเยื่อของพืช มีความ
ยาวของเสนผานศูนยกลางประมาณ 100-300 นาโนเมตร ภายในเพอริธิเซียมเปนที่กําเนิดของ    
แอสคัส (ascus) มีลักษณะเปนรูปไข (ellipsoidal) ตรงหรือโคง ขนาดประมาณ 55-70x10-14 

ไมโครเมตร ภายในมี 8 แอสโคสปอร (ascospore) แอสโคสปอรมีรูปรางกลม รี ไมมีสี (hyaline) ไมมี
ผนังกั้น (non-septate) มีขนาดประมาณ 12–28 x 4–7 ไมโครเมตร (Dennis,1968) 
 
 สวนเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides จัดเปนเชื้อราที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัย
เพศ (imperfect stage) จะสราง acervulus ประกอบดวย stromatic cell ซึ่งแตละเซลลจะมี
ลักษณะยาวเรียวเล็กลงที่สวนปลาย (sublate) หรือรูปรางทรงกระบอก (cylindrical) อยูใตชั้น 
cuticle epidermis ของพืช ภายใน acervulus พบ conidiophore ที่ไมมีสีหรือมีสีน้ําตาล มีผนังกั้น
ขวางแตกแขนงเฉพาะที่บริเวณฐาน conidiogenous cell จะมีลักษณะเปนเซลลส้ันๆ (phialidic) รูป



รางทรงกระบอก ความยาวคงที่ ผนังเรียบไมมีสี ใหกําเนิด conidium จากผนังเซลลดานใน 
(enteroblastic)  conidium รูปรางทรงกระบอก หัวทายมน (cylindrical) ลักษณะตรงไมมีสี ไมมีผนัง
กั้น  มีขนาด  9-24x3-4.5 ไมโครเมตร สราง appressorium รูปรางคลายกระบอง (clavate) ไมแตก
กิ่งกาน   สีน้ําตาล  ขนาด 6-20x4-12 ไมโครเมตร (Sutton,1980) 
 
 Latham และคณะ (1983) ไดรายงานวาเชื้อราดังกลาวเปนสาเหตุของโรค Bitter rot ใน 
แอปเปล นอกจากนี้ไดพบวาเชื้อราชนิดนี้สามารถเขาทําลายสตรอเบอรี่ (Howard และคณะ, 1984; 
Freeman และคณะ, 1997) โกโก (Mohanan และคณะ, 1987) หญาสโตไล (Lenne’ และคณะ, 
1987) camellia (Dickens และ Cook, 1989) สม (Liyanage และคณะ, 1992) พริก, ทุเรียน, เงาะ, 
มะมวง, เสาวรส, พริก (Jeffiries และคณะ, 1990; Uecker, 1994) และตนชา (Hirota และคณะ, 
1993) กอใหเกิดโรคพืชและสงผลใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตของพืชดังกลาวเปนอันมาก 
 
1.6 การศึกษาสารพิษกับการเกิดโรค 
 
 มีการศึกษาพบวา สาเหตุของการเกิดโรคใบจุดนั้น สวนใหญเกิดจากการที่เชื้อสาเหตุสราง
สารพิษเขาไปทําลายเซลลพืชโดยอาการจุดที่เห็นจะเกิดขึ้นภายหลังจากที่เชื้อสาเหตุไดเขาทําลาย
สวนตางๆ บริเวณดังกลาวแลว (Bilgram และคณะ, 1976) ในการศึกษาถึงบทบาทของสารพิษที่มี
ตอเซลลพืชนั้นยังมีนอยมาก ทั้งนี้เนื่องจากไมสามารถทราบปริมาณแนนอนของสารพิษที่มีอยูในตน
พืชที่เปนโรคได ปริมาณของสารพิษที่ใชในการทดสอบปฏิกิริยาตอพืชนั้น จะใชสารพิษที่สกัดไดใน
ความเขมขนสูงและใชเวลาในการใหสารนอย สงผลใหพืชแสดงอาการของโรคมากขึ้น โดยทั่วไปสาร
พิษตางชนิดกันจะใหผลแตกตางกัน ผลของสารพิษที่มีตอพืชนั้นไมไดมีลักษณะจําเพาะมากนัก อาจ
พบลักษณะที่คลายคลึงกัน ซึ่งเกิดจากโรคอื่นหรือ พืชอยูในภาวะเครียด โดยอาจเกิดจากฮอรโมน
หรือสภาวะแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป (Hanchey,1981) Wang (1986) ทดสอบสารพิษจากเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata) กับแคลลัสของมะกอกพบวามีผลทําให
การเจริญเติบโตของแคลลัสลดลง และกลายเปนสีน้ําตาลในที่สุด 
 
 ฮอรโมนหรือสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชนั้นมีประโยชนในแงของการเรงการเจริญ
เติบโตของพืช แตในขณะเดียวกันมีการศึกษาพบวา สารออกซินที่สรางโดยแบคทีเรีย 
Pseudomonas savastanoi ทําใหเกิดอาการปุมปม(tumor) กับตนยี่โถ (Wilson, 1965) เชนเดียว
กับรายงานของสุนีย (2535) พบวาเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella 



cingulata) ผลิตสาร indoleacetic acid ซึ่งจัดวาเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ทําให
เกิดอาการของโรคหอมเลื้อย โดยทําใหหอมหัวใหญมีลักษณะใบบิดโคงงอ หัวลีบยาว เมื่อนํามา
วิเคราะหพบสาร indoleacetic acid บริเวณเซลลที่มีขนาดใหญกวาเซลลปกติ จึงสามารถสรุปไดวา 
เชื้อราสาเหตุสามารถสรางสาร indoleacetic acid และสารนี้ทําใหเกิดโรคกับหอมหัวใหญ Kawazu 
(1996) ศึกษาพบวาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus megaterium สรางสาร phenylacetic acid ซึ่งเปนสาร
ออกฤทธิ์ในกลุมออกซินเชนกันเปนสาเหตใุหเกิดโรคเหี่ยวในตนสน (Pinus thunbergii) 
 
 เนื่องจากออกซินเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่พืชสามารถสรางได มีฤทธิ์ในการกระตุน
ใหเซลลเกิดการขยายตัวและแบงเซลล แตในกรณีที่มีความเขมขนเกินสมดุลยภายในเซลล อาจจะ
เขาไปขัดขวางหรือทําลายปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซมในกระบวนการเมตาบอลิซึมของพืช อาจมี
ผลทําใหโปรตีนภายในเซลลพืชเกิดปฏิกิริยา hydrolysis หรืออาจไปยับยั้งกระบวนการเมตาบอลิซึม
ของโปแทสเซียม ซึ่งปฏิกิริยาเหลานี้อาจเปนสาเหตุใหทออาหารถูกทําลาย หรือเขาไปขัดขวางการ
เคล่ือนยายของสารประกอบฟอสเฟตที่มีพลังงานสูง เชน ATP ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณนั้นตายได อาการ
ของโรคจึงปรากฎใหเห็นในลักษณะของใบจุดและใบไหม (Peter, 1995) 

 
Wightman และ Lighty (1982) ศึกษาวิเคราะหสาร phenylacetic acid ในลําตนของพืชชั้น

สูง 6 ชนิด พบวาสาร phenylacetic acid เปนสารออกซินที่มีฤทธิ์ออนกวาสาร indoleacetic acid 
แตในปริมาณความเขมขนที่สูงกวา ในเนื้อเยื่อพืช ทั้งนี้เนื่องจากมีรายงานพบวา สาร phenylacetic 
acid ถูกสรางขึ้นโดยอาศัย indoleacetic และ typtophan เปนสารตั้งตนซึ่งมีอยูในเซลลพืช 
(Wightman และ คณะ, 1975) 
 

 Darren และคณะ (1991) นํา culture filtrate ของเชื้อรา Glomerella cingulata ทดสอบ
กับพืชอาศัยพบวาสามารถทําใหเกิดโรคได และมีการศึกษาพบวาสารพิษที่เชื้อราดังกลาวสรางขึ้นนั้น 
เปนสารประเภทเอนไซมชนิดหนึ่ง ซึ่งมีฤทธิ์เขาไปทําปฏิกิริยากับเซลลของพืชอาศัย และพืชแสดง
อาการของโรคใหเห็น Naik และคณะ (1991) ไดศึกษาพบวา culture filtrate ของเชื้อราชนิดเดียวกัน
นี้ สามารถยับยั้งการงอกของเมล็ดผกัชีและมะเขือเทศได Hirota และคณะ (1993) ทําการแยกและ
สกัดสารพิษบริสุทธิ์ของเชื้อรา Glomerella cingulata สาเหตุโรคใบไหมสีน้ําตาล (tea brown 
blight) ในชาญี่ปุน พบสาร phenylacetic acid (PAA), indoleacetic acid (IAA) และสารอีกชนิด
หนึ่งซึ่งยังไมทราบแนชัดวาเปนสารประเภทใด โดยสารทั้งสองชนิดแรกนั้นเปนสารควบคุมการเจริญ
เติบโตของพืชในกลุมออกซิน  



 
 
1.7 การคัดพันธุพืชตานทานโรคโดยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเร่ิมข้ึนตั้งแตปค.ศ. 1902 เมื่อ Harberlandt นักวิทยาศาสตรชาว
เยอรมันไดพยายามเอาเซลลพืชมาทดลองเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหแตไมประสบความสําเร็จ การ
ทดลองในระยะแรกนั้นสวนใหญเปนการทําใหเนื้อเยื่อพืชมีชีวิตอยูรอดไดในอาหารสังเคราะหเทานั้น 
จนกระทั่ง White (1934) คนพบสูตรอาหารใหมที่ สมบรูณที่สุดในขณะนั้น ทําใหสามารถเลี้ยงราก
มะเขือเทศใหมีชีวิตอยู และมีการเจริญเติบโตตอไปได จากนั้นมีนักวิทยาศาสตรหลายคนศึกษาสตูร
อาหารที่มีองคประกอบแตกตางกันมากมาย เชน สูตรอาหารเลี้ยงกลวยไมของ Knudson (1946) 
สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัสของยาสูบของ Hildebrandt (1946) สูตรอาหารสําหรับเลี้ยงพืชทั่วๆไปของ 
Murashige และ Skoog (1962) สูตรเลี้ยงยาสูบของ Nitsch และ Nitsch (1969) สูตร B-5 ของ 
Gamborg (1970) และสูตรอาหารเลี้ยงพืชตระกูลปาลมหรือสูตร Y3 ของ Eeuwens (1976) 
 
 การคนพบที่ถือวาเปนความกาวหนาของงานวิจัยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือการคนพบของ 
Skoog และ Miller (1957) พบวา การพัฒนาของเนื้อเยื่อไปเปนตนหรือรากขึ้นอยูกับความ สมดุลย
ของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 กลุม คือ ออกซิน และ ไซโตไคนิน โดยที่อัตราสวนของออกซินต่ํา
กวาไซโตไคนินเนื้อเยื่อจะพัฒนาไปเปนยอด อัตราสวนของออกซินเทากับไซโตไคนินเนื้อเยื่อจะ
พัฒนาไปเปนแคลลัส และถาอัตราสวนของออกซินสูงกวาไซโตไคนินเนื้อเยื่อจะพัฒนาเปนราก หลัง
จากการคนพบดังกลาว ทําใหงานวิจัยดานการเพาะเลี้ยงเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชถูกนํามาใชในการศึกษา
ดานตางๆ อยางกวางขวาง เชน การปรับปรุงพันธุพืช การขยายพันธุพืช และการผลิตตนพืชที่
ปราศจากโรค  
 
 สําหรับงานทางดานปรับปรุงพันธุพืช เชน การใชเทคนิคการเลี้ยงละอองเกสรยาสูบเพื่อหา
สายพันธุที่ดีมีคุณภาพดีและผลผลิตสูงไดสําเร็จ สามารถยนระยะเวลาที่ใชในการปรับปรุงพันธุได
มาก (Patrascu และคณะ, 1981) การเลี้ยงละอองเกสรหนอไมฝร่ังเพื่อสรางพอ–แมพันธุที่ใหลูกผสม
เปนตัวผูทั้งหมด (Tsay และคณะ, 1981) การสรางสายพันธุขาวทนตอโรคไหมโดยอาศัยเทคนิคการ
เลี้ยงละอองเกสร ซึ่งเปนผลสําเร็จในระยะเวลา 2 ป ในขณะที่การปรับปรุงพันธุในสภาพไรนาใชเวลา
ถึง 12 ป (Li และคณะ, 1983) การสรางพันธุใหมๆ จากการผสมโซมาติกเซล (somatic 
hybridization) เชน การผสมยาสูบกับแครอท และชักนําใหลูกผสมเจริญเปนตนพืชไดสําเร็จ ซึ่งการ



ผสมขามวงศเชนนี้ไมอาจทําไดโดยการผสมเกสรตามปกติ (Kumar และคณะ, 1984) สวนงานวิจัย
ทางดานการคัดเลือพันธุพืชตานทานตอโรคนั้น Carlson (1973) ทดลองใชสารเคมีซึ่งคลายกับสาร
พิษที่ทําใหเกิดโรคใบไหม (wildfire disease) ในการคัดเลือกยาสูบใหตานทานตอโรค ในอาหารเพาะ
เลี้ยงเนื้อเยื่อ และสามารถชักนําเซลลที่ตานทานใหเจริญเปนตนไดสําเร็จ ตอมาจึงไดมีการศึกษาคัด
เลือกพืชตานทานโรคในพืชชนิดอื่น โดยใชเชื้อสาเหตุโรค สารพิษที่เชื้อสาเหตุสรางขึ้น (pathotoxin) 
สารเคมแีละ culture filtrate เปนตัวคัดเลือก ( Sun และ Zheng, 1990) การใชสารพิษ (toxin) ที่เชื้อ
สาเหตุโรคสรางขึ้นนั้นตองมีความสัมพันธกับการกอใหเกิดโรคกับพืชในธรรมชาติ (Rup และ 
Sukanya, 1990) โดยแผลที่เกิดจากสารพิษจะตองมีอาการคลายกับแผลของโรคที่เกิดจากการเขา
ทําลายของเชื้อดวย (Magaret, 1986) สารพิษที่สรางโดยเชื้อสาเหตุสวนใหญยังมิไดมีการจําแนก
อยางจริงจังหรือยากแกการทําใหเปนสารบริสุทธิ์ ดังนั้นการนํา culture filtrate มาใชเปนตัวคัดเลือก 
จึงเปนวธิีการที่ดีสําหรับการคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ตานทานในขั้นตน สําหรับความเปนพิษตอ
เซลลที่คัดเลือก อาจเนื่องมาจากสวนประกอบของอาหารที่เลี้ยงเชื้อ และสารพิษอ่ืนๆ ที่เชื้อสาเหตุไม
ไดสรางโดยตรง เชื้อโรคอาจจะผลิตสารหลักที่สรางความเปนพิษในอาหารเพียงเล็กนอย ซึ่งไม
สามารถเขาทําลายพืชไดโดยตรง จากขอสงสัยนี้สามารถใชสารพิษบริสุทธิ์มาทดสอบเพื่อยืนยันได
อีกครั้งหนึ่ง (Rup และ Sukanya, 1990) Batchvarova และคณะ (1992) ไดนําพันธุขาว 4 พันธุคือ 
Labelle, Leah, Lemont และ Red ซึ่งมีความตานทานตอเชื้อรา Cercospora oryzae มาทดสอบ
กับสาร cercosporin ที่เชื้อสาเหตุโรคสรางขึ้น เพื่อศึกษาถึงความตานทานตอการเกิดอาการ 
chlorosis และ necrosis บนใบขาว พบวาพันธุ Red เปนพันธุที่มีความตานทานตอสารพิษของเชื้อ
สูงสุดและสามารถเจริญตอไปได โดยพบวาภายในเซลลที่ตานทานนั้น มีการสรางสาร carotenoid 
ซึ่งมีผลในการยับยั้งสารพิษดังกลาว  

 
เพชรรัตน (2537) ไดทําการพัฒนาเทคนิคในการคัดเลือกขาวหอมพันธุขาวดอกมะลิ 105 ให

ตานทานโรคใบไหมโดยใช culture filtrate ของเชื้อราผสมลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อคัดเลือก
เนื้อเยื่อและแคลลัส พบวาเมื่อความเขมขนของ culture filtrate เพิ่มข้ึน จะมีผลในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของขาวทั้งดานความสูงและจํานวนการเกิดยอด ตลอดจนมีขนาดของแคลลัสลดลง เมื่อ
อายุการเพาะเลี้ยงนานขึ้น จะมีผลทําใหมีอัตราการตายของยอดและแคลลัสของขาวมีมากขึ้น จาก
นั้นนําตนขาวที่ตานตอ culture filtrate ออกปลูกในสภาพธรรมชาติ และศึกษาความแปรปรวนของ
ลักษณะตางๆ เทียบกับตนขาวที่ไมไดผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (control) พบวามีลักษณะภายนอก
ที่กลายพันธุไปจาก control เชน ขนาดของใบใหญขึ้น ความสูงเพิ่มข้ึน อายุการออกดอกสั้นลง และ



พบวาเปอรเซ็นตของตนที่ตานทานโรค มีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเมื่อความเขมขนของ culture filtrate 
มากขึ้น ในขณะที่ control ไมพบตนตานทานโรค  
 
 
1.8 มูลเหตุจูงใจ 
 
 เปลานอยเปนพืชสมุนไพรที่สําคัญทางเศรษฐกิจของไทย เนื่องจากมีการใชใบเปลานอยเปน
วัตถุดิบในการผลิตตัวยาเปลาโนทอล ในระดับอุตสาหกรรมเพื่อใชรักษาโรคแผลกระเพาะอาหาร 
และมีรายงานพบโรคใบจุดเปลานอย ซึ่งมีผลกระทบตอปริมาณของสารเปลาโนทอลในใบ (ธนสาร, 
2542) การควบคุมปองกันโรคยังไมเคยมีการรายงาน เนื่องจากเปลานอยเปนพืชปา ที่ขึ้นอยูในสภาพ
ที่มีความหลากหลายทางชีวภาพ ไมมีการใชสารเคมี การคัดเลือกพืชตานทานสารพิษที่เชื้อสาเหตุ
โรคสรางขึ้นโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จึงเปนแนวทางหนึ่งที่อาจจะชวยลดความสูญเสียเนื่อง
จากโรคนี้ได เพชรรัตน (2542)พบวาในสารพิษจากเชื้อสาเหตุโรคใบจุดเปลานอยนี้ ประกอบไปดวย
สาร 3 ชนิด คือ Indoleacetic acid (IAA), Phenylacetic acid (PAA) และสารไมระบุชนิดอีก 1 ชนิด 
ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษานี้ ตองการทราบวาสารพิษที่สรางโดยเชื้อรา Glomerella cingulata  
ชนิดใดที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรค ซึ่งอาจเกิดจากสารเพียงชนิดเดียว หรือการทํางานรวมกันของสาร
มากกวา 1 ชนิด โดยนําสารพิษดังกลาวมาใชสําหรับคัดเลือกแคลลัสและยอดเปลานอยใหตานทาน
สารพิษในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อเปนแนวทางสําหรับการคัดเลือกเปลานอยตานทานโรคตอ 



 
1.9.ขอบเขตงานวิจัย 
 

1.เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปลานอยในขวดและชักนําใหเปนยอดและแคลลัส 
2.เลี้ยงเชื้อรา Glomerella cingulata ใหสรางสารพิษ 
3.สกัดสารพิษของเชื้อราจาก culture filtrate 
4.ศึกษาชนิดของสารพิษจากเชื้อราตอการเจริญเติบโตของยอดและแคลลัสในขวดเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ 
5.ชักนําใหยอดและแคลลัสตานทานตอสารพิษ และคัดเลือกชิ้นสวนพืชที่มีความตานทาน
สารพิษ 
6.ยายยอดและแคลลัสที่ตานทานตอสารพิษจากขอ 5 ลงในอาหารที่มีความเขมขนของสาร
พิษสูงขึ้น และคัดเลือกยอด และแคลลสัที่ตานทานตอสารพิษสูงขึ้น 



บทที่ 2 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
2.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

2.1.1 หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Auto steam sterilizer) รุน KT-30SD บริษัท ALP ประเทศ
ญี่ปุน 

2.1.2 เครื่อง HPLC  รุน SCL-8A บริษัท Shimadzu ประเทศญี่ปุน 
2.1.3 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน F-13E บริษัท Horita ประเทศญี่ปุน 
2.1.4 ตูอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุน NE-7670 บริษัท Matsushita Electric 

Industrail ประเทศญี่ปุน 
2.1.5 ตูอบแหง (Hot air oven) รุน 240M บริษัท Contherm Scientific ประเทศนิวเซอร

แลนด 
2.1.6 เครื่องเหวี่ยง (Centrifuge) รุน Z230 บริษัท Hermle AG ประเทศเยอรมัน 
2.1.7 ตูยายเนื้อเยื่อพืช (Laminar air flow hood) รุน HS-124 บริษัท International 

Scientific Supply  ประเทศไทย 
2.1.8 เครื่องชั่ง (Analytical Balance) รุน AE240 บริษัท Metler Instrumente AG 

ประเทศสวิสเซอรแลนด 
2.1.9 เครื่องระเหยสูญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) รุน RE52 บริษัท Yamato  

ประเทศญี่ปุน 
2.1.10 ตูบมเชื้อ (Incubator) รุน UL-92AK บริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุน 
2.1.11 กลองจุลทรรศน รุน Alphaphot-YS2 บริษัท NiKon ประเทศญี่ปุน  

 
 



 
2.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
 2.2.1 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
  

Indole-3-acetic acid (IAA) บริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  α-Napthaleneacetic acid (NAA) บริษัท Fluka Biochemika ประเทศสวิสเซอรแลนด 

Phenylacetic acid (PAA) บริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6-Benzylaminopurine acid (BA) บริษัท Fluka Biochemika ประเทศสวิสเซอรแลนด 
 

 2.2.2 สารเคมีที่ใชในการฟอกฆาเชื้อและสารลดแรงตึงผิว 
 
  คลอรอกซ (Clorox) กรมสรรพสามิต ประเทศไทย 
  เอทานอล (Ethanol) Commercial grade ประเทศไทย 
 ทวีน 80 (Tween-80) บริษัท Fluka Biochemika ประเทศสวิสเซอรแลนด 
  
 2.2.3 สารเคมีที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อรา ไดแก Potato dextrose agar (PDA), Czapek 
agar (CZA), Czapek’s Dox Medium, Yeast extract และ Richard’s Medium (ภาคผนวกที่ 1) 
  

2.2.4 สารเคมีที่ใชสําหรับแยกสกัด และวิเคราะหสารพิษจากเชื้อรา  
 
เอทิลอะซิเตด (ethylacetate), Commercial grade บริษัท MERCK ประเทศเยอรมัน 
เมทานอล (Absollute Methanol) บริษัท J.T. Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
โซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate) Commercial grade บริษัท MERCK ประเทศเยอรมัน 
กรดไฮโดรคลอริค (Hydrocholic acid) Commercial grade บริษัท MERCK ประเทศ
เยอรมัน 

 



2.3 วิธีการทดลอง 
 
 2.3.1 พืชทดลอง 
 
  เปลานอย (Croton sublyratus) ตนพันธุ IBGE 2 จากแปลงทดลองของสถาบันเทคโนโลยี
ชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
 2.3.2 อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

  เตรียมอาหารสังเคราะหแข็งสูตร Murashige และ Skoog (1962) (ภาคผนวกที่ 1ก) ในสูตร
อาหารที่ชักนําใหเปนยอด เติม 6-Benzylaminopurine acid (BA) 1 มิลลิกรัมตอลิตร และในสูตร
อาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัส เติม α-Napthaleneacetic acid (NAA) 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 
0.2 มิลลิกรัมตอลิตร (Morimoto และ Murai, 1989)  
 
 2.3.3 การเตรียมตัวอยางพืชและการฟอกฆาเชื้อ 
 
  นํายอดเปลานอย ความยาว 7-10  เซนติเมตร มาตัดใบออก เอาเฉพาะสวนปลองลางดวย
น้ําสะอาด แชในแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต นาน 1-2 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นนํามา
ฟอกฆาเชื้อดวยสารละลาย คลอรอกซ 15 เปอรเซน็ต เปนเวลา 10 นาที และ คลอรอกซ 5 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 4 คร้ัง แลวตัดเปนชิ้นเล็กๆ หนาประมาณ 3 มิลลิเมตร  
 

2.3.4 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปลานอย 
   

นําชิ้นสวนปลองที่ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลวจากขอ 2.3.3 วางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเพื่อชักนํา
ใหเกิดแคลลัสและชักนําใหเกิดยอดตามขอ 2.3.2โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพ
ที่ไดรับแสงฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 5,000 ลักซ เปนเวลา16 ชั่วโมงตอวัน และทําการเปลี่ยน
อาหารทุก 3 สัปดาห เพื่อใชในงานทดลองตอไป 



 
2.4 การเลี้ยงเชื้อรา Glomerella cingulata ใหสรางสารพิษ 
 
 2.4.1 การเก็บรักษาเชื้อรา Glomerella cingulata  
 
 ใชเข็มเขี่ย (needle) เขี่ยลากเสนใยของเชื้อรา Glomerella cingulata (streak) ลงบนผิว
หนาของอาหารวุนเอียง (agar slant) สูตร Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวกที่ 1ข) ที่อยูใน
หลอดทดลองจุกฝาเกลียว บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เมื่อเชื้อราเจริญเต็มที่
แลว นําสวนหนึ่งเก็บไวในตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส สวนหนึ่งเก็บไวที่
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 
 
 2.4.2 การเตรียมอาหารวุนเอียง (agar slant) 
 
 หลังจากเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Czapek’s Dox Medium (ภาคผนวกที่ 1ข) ปเปต
อาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร อุดปากหลอดดวย
จุกสําลี นําไปฆาเชื้อดวยไอน้ําภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว และความรอน 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหอุณหภูมิเย็นลงถึง 60 องศาเซลเซียส แลวจึงเอียงหลอดบรรจุ
อาหารเลี้ยงเชื้อดวยมุมที่เทากัน ทั้งนี้เพื่อควบคุมผิวหนาของอาหารวุนเอียงใหมีพื้นที่ผิวใกลเคียงกัน
มากที่สุดในแตละหลอด ทิ้งไว 1 วันเพื่อดูการปนเปอนกอนนําไปปลูกเชื้อ 
  



 
2.4.3 การเลี้ยงเชื้อใหสรางสปอรและเตรียมสปอรแขวนลอย 

  
 เขี่ยเสนใยของเชื้อรา G. cingulata จากเชื้อที่เก็บไวในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยใชเข็ม
เขี่ยเชื้อลาก (streak) ลงบนอาหารแข็งเอียงสูตร Czapek’s Dox Medium ที่อยูในหลอดทดลองจุก
สําลี บมเชื้อที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตหลอดไฟฟลูออเรสเซนตคูลไวท เปนเวลา 7 วัน 
(เพชรรัตน, 2542) เพื่อใหเชื้อราสรางสปอร จากนั้นทําการลางสปอรออกจากหลอด ดวยสารละลาย 
tween-80 ความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตรตอปริมาตร ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองที่เลี้ยงเชื้อรา ใชแทงไมที่ผาการนึ่งฆาเชื้อแลวเชนกันขูดใหสปอรหลุดออกจากผิวหนา
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เขยาอยางแรงดวยเครื่องเขยา (vertex) แลวกรองผานผาขาวบางที่ซอนกันหนา 
4-5 ชั้น จะไดสารแขวนลอยของสปอร นับจํานวน สปอรโดยใช Haemacytometer ภายใตกําลัง
ขยาย 400 เทาของกลองจุลทรรศน เพื่อหาความเขมขนของสปอร (สปอรตอมิลลิลิตร) ปรับความเขม
ขนของสปอรของเชื้อราใหเทากับ 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร 
 

2.4.4 การเลี้ยงเชื้อเพื่อเตรียมหัวเชื้อ 
 
 นําสปอรแขวนลอยของเชื้อราที่เตรียมไวในขอ 2.4.3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถายลงในอาหาร
เหลวสําหรับเตรียมหัวเชื้อสูตร Czapek’s Dox Medium ที่เติมสารสกัดยีสต 0.1 เปอรเซ็นต (Hirota 
และคณะ ,1993) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพู (flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไป
บมบนเครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปนเวลา 48     
ชั่วโมง 
  

2.4.5 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารพิษ 
 

 ถายหัวเชื้อที่เตรียมไวตามขอ 2.4.4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว Czapek’s Dox 
Medium ที่เติม 0.1 เปอรเซ็นต yeast extract สําหรับผลิตสารพิษ ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู
ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาที่ควบคมุอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปนเวลา 4 วัน (เพชรรัตน, 2542) 



 
2.5 การสกัดสารพิษจากเชื้อรา 
 
 นําน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อรา G. cingulata ในอาหารเหลวที่เตรียมไวตามขอ 2.4.5 
กรองผานผาขาวบาง 3 ชั้น และกระดาษกรองเบอร 1 ของเหลวที่ไดเรียกวา culture filtrate แลวนํา
มาลดปริมาตรลงใหเหลือ 10 เปอรเซ็นตของปริมาตรของ culture filtrate เร่ิมตน โดยใชเครื่องระเหย
ภายใตสูญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
80 รอบตอนาที นํา culture filtrate ที่ลดปริมาตรแลวไปปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหได 2.5 ดวย 
6N HCl และนําไปสกัดดวย ethylacetate 3 คร้ังๆ ละ 1/3 เทาของปริมาตร culture filtrate (Zeigler 
และคณะ, 1980) นําสารละลายในชั้นของ ethylacetate ไประเหยเพื่อเอาตัวทําละลายออก ไดสาร
สกัดจากเชื้อราที่มีลักษณะเหนียวขนเรียกวา crude extract toxin จากนั้นทําการชั่งน้ําหนักสารสกัด 
 
 
2.6 การวิเคราะหหาปริมาณสาร phenylacetic acid (PAA) และ indoleacetic acid (IAA) ที่มี
อยูในสารสกัดจากเชื้อรา Glomerella cingulata  โดยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 
 
 2.6.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 
 

ทําการผันแปรความเขมขนของสารมาตรฐาน phenylacetic acid (PAA) ความบริสุทธิ์ 98 
เปอรเซ็นต ใหมีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร และ indoleacetic acid 
(IAA) ความบริสุทธิ์ 98 เปอรเซ็นตใหมีความเขมขน 0, 5, 10, 15 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ฉีดเขา
เครื่อง HPLC โดยใชสภาวะในการวิเคราะหหาปริมาณสารมาตรฐาน ดังนี้ 



 
คอลัมน    : Selectosil 5 C18 

ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.6 มิลลิเมตร 
ความยาว 250 มิลลิเมตร 

 
สารละลายตัวพา  : Methanol 30 เปอรเซ็นต ใน  acetate buffer 

pH 4.8 
 
อัตราการไหลของสารละลายตัวพา: 1 มิลลิลิตรตอนาที 
 
เครื่องตรวจวัด : Ultraviolet ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
 
ปริมาตรสารที่ใชในการวิเคราะห : 5 ไมโครลิตร 
 
ความดัน   : 120-170 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 

 
  สรางกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขน และพื้นที่ใตพีคของสารทั้ง 2 ชนิด จาก
ความสัมพันธเชิงเสนตรง  

 
คํานวณหาสมการเสนตรง 
 

Y =  aX + b 
 
 เมื่อกําหนดให 
 
    A = ความชันของเสนตรง 

  B = จุดตัดแกน Y 
  X = ความเขมขนของสารมาตรฐาน 
  Y = พื้นที่ใตพีค 





















































รายการอางอิง 
 
ภาษาไทย 
 
ชลิดา เล็กสมบรูณ และ นลิน นิลอุบล.  2540.  โรคใบจุดของพืชสมุนไพรไทย ” เปลานอย“.  หนา 

413-417. การ ประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรคร้ังที่ 35.  มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ. 

 
ชลิดา เล็กสมบรูณ และ วีระเดช สุขเอียด.  2541.  การขยายพันธุตนเปลานอยโดยการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อและการเปลี่ยนยอด. สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและพันธุวิศวกรรมศาสตร  จุฬาลง-
กรณมหาวิทยาลัย, กรุงเทพฯ. 

 
ณรงค เพ็งปรีชา.  2530.  เปลานอย.  วนสาร 45(2).  181 หนา 
 
ธนาสาร ขาวสอาด.  2542.  การเกิดโรคใบจุดของเปลานอย (Croton sublyratus Kurz.) โดย 

Glomerella cingulata และผลกระทบตอปริมาณสารเปลาโนทอลในใบ.  วิทยานิพนธ
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

 
นพดล จรัสสัมฤทธิ์.  2537.  ฮอรโมนพืชและสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช.  กรุงเทพมหานคร:  

โรงพิมพสหมิตรออฟเซต. 
 
พรอมจิตร ศรลัมพ.  2537.  สมุนไพรกับระบบทางเดินอาหาร.  ภาควิชาเภสัชพฤกษศาสตร.  

มหาวิทยาลัยมหิดล. 
 
พเยาว เหมือนวงศญาติ.  2537.  สมุนไพรกาวใหม.  สํานักพิมพเมดิคัลมีเดีย.  กรุเทพมหานคร. 
 
พีรเดช ทองอําไพ. 2529. ฮอรโมนและสารสังเคราะหแนวทางการใชประโยชนในประเทศไทย. 

กรุงเทพมหานคร: หจก. ไดนามิคการพิมพ 196หนา. 
 
 



เพชรรัตน จันทรทิณ.  2537.  การพัฒนาเทคนิคที่ใชในการคัดเลือกขาวหอมพันธุขาวดอกมะลิ 105 
ใหตานทานโรคใบไหมโดยใชสารพิษรวมกับเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ.  วิทยานิพนธปริญญา
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพมหานคร. 

 
เพชรรัตน จันทรทิณ และคณะ.  2542.  การคัดเลือกเปลานอยที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใหตาน

ทานตอสารพิษของเชื้อรา Glomerella cingulata.  ทุนวิจัยกองทุนรัชดาภิเษกสมโภช.      
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

 
สุนทรี สิงหบุตร.  2535.  สรรพคุณสมุนไพร 200 ชนิด.  บริษัท คุณ 39 จํากัด. 
 
สุนีย องอาจวาณิชยและคณะ.  2535.  ความสัมพันธของการสังเคราะหสาร IAA ตอการเลื้อยของ

หอมหัวใหญที่เกิดจากเชื้อรา Collectotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.  การประชุม
วิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรคร้ังที่ 35 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ. 

 
อพัชชา วงศเจริญสถิตย.  2537.  การวิเคราะหปริมาณสารเปลาโนทอลที่ไดจากใบและเนื้อเยื่อของ

เปลานอย.  วิทยานิพนธปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
 
ภาษาอังกฤษ 
 
Amolik, N.,J.  G.  Dickson and A.  D.  Dickson.  1959.Deterioration of barley in storage by 

microoganism. Phytopathology.  49: 475-461. 
 
Batchvarova, R.  B., V.  S.  Reddy and J.  Benett.  1992. Cellular resistance in rice to 

cercosporin, a toxin of Cercospora. Phytopathology.  82: 642-646. 
 
Bilgram, K., and Dube, H. C.  1976  A text book of modern plant pathology.  New Delhi: 

Vikas Publishing House PVT. 
 
Carlson, P.  S.  1973.  Methaionine sulfoximine-resistance mutants of tobacco.  Science.  

180: 1366-1368. 



 
Darren R.  Krause, Christopher J.  Wood and Donald J.  Maclean.  1991.  Glucoamylase 

(exo-1, 4-∝- D-glucan glucanohydrolase, E( 3.2.1.3) is the major start-degrading 
enzyme secreated by the phytopathogenic fungus Collectotrichum gloeosporioides.  
Journal of General Microbiology.  Printed in Great Britain.  137: 2463-2468. 

 
Dennis, Z.  G.  1968.  British ascomycetes.  Cambridge: Cambridge University Press. 
 
Dickens, J.  S.  W., and Cook, R.  T.  A.  1989.  Glomerella cingulata on Camallia.  Plant 

Path.  38: 75-85. 
 
Eeuwens, C.  J.  1979.  Mineral requirements for growth and callus initiation of tissue 

explants excised from mature coconut palm (Cocos nucifera) and cultured in vitro. 
Physiol.  Plant.  36: 23-28 

 
Freeman, S., and Katan, T.  1997  Identification of Collectotricum species responsible for 

anthracnose and root necrosis of strawberry in Israel.  Phytopathology.  87: 516-521. 
 
Gamborg, O’ L’.  1970.  The effects of amino acids and ammonium on the growth of plant 

cells in suspension.  Plant Physiol.  45: 372-375. 
 
Haberlandt, C.  1902.  Culturversuche mit isolicrten.  Pflanzellen  Sitz-Ber.  Mat-Nat Kl. 

Kais Akad.  Wiss-wien.  111: 69-92. 
 
Hanchey, P.  1981.  Ultrastructural effects, pp.  449-475 In R.  D Durbin(ed).  Toxin in Plant 

Disease.  Academic Press, New York. 
Hildebrant, A.  C., A.  J.  Riker and B.  M.  Dugger. 1946.  The influence of the composition 

of the medium on growth in vitro of excised tobacco and sunflower tissue culture. 
Am.  J.  Bot.  33: 591-597. 

 



Hirota, A., Horikawa, T., and Horikawa, T., Fujiwara, A.  1993  Isolation of phenyl acetic 
acid and indoleacetic acid from a phytopathologenic fungus, Glomerella cingulata. 
Biosci.  Biotech.  Biochem.  57(3): 492 

 
Howard, C., and Albregts, E.  E.  1984.  Anthracnose of strawberry fruit caused by 

Glomerella cingulata in Florida.  Plant Dis.  68(9): 824-825. 
 
Jeffiries, P.  Dodd, J.  C., Jeger, M.  J.  and Plumbley, R.  A.  1990.  The biology and 

control of Collectotrichum species on tropical fruit crops.  Plant Pathology.  39: 
343-366. 

 
Kawazu, K., Zhang H.  and Kanzai H.  1996.  Accumulation of benzoic acid in suspension 

culture cells of Pinus thunbergii Parl.  In response to phenylacetic acid 
adminstration.  Biosci.  Biotect.  60(9): 1410-1412. 

 
Knudson, L.  1946.  A new nutrient solution for the germination of orchid seed.  Am Orchird 

Soc.  Bull.  15: 214-217. 
 
Kumar, P., R.  Hauptmann and J.  M.  Widholm.  1984.  Characterization of tobacco x 

carrot somatic hybrids (abs.).  Plant Physiol.  75: 133. 
 
Latham, A.  J., and Williams, J.  C.  1983.  Cultural characteristics and pathogenicity of 

Glomerella cingulata isolates from apples in Alabama.  Plant dis.  67: 1065-1068. 
 
Lenne’, J.  M., Vargade Avarez and J.  W.  Miles.  1987.  Effect of anthracnose and other 

factors on survival of segregation Stylosanthes guianesis population in several 
pasture environment.  Phytopathology.  77: 1730. 

 
Li, M.  F., P.  C.  Ni, Y.  Q.  Chen and J.  H.  Chen.  1983.  Studies on anther culture for 

breeding varieties resistant to rice blast. Acta Agron.  Sincia.  9: 173-179. 



 
Liyanage, H.  D., McMillan, R.  T., and  Kistler, H.  C.  1992.  Two genetically distinct 

population of Collectotrichum gloeosporioides from citrus.  Phytopathology.  82: 
1371-1376. 

 
Magaret, E.  D.  1986.  Tissue culture and the selection of resistance to pathogen.  

Ann.Rev.  Phytopathology.  24: 159-186. 
 
Matsunaga, E., Domethong, C.  1990.  Studies on the cultivation of a Thai medicinal plant, 

Plau-Noi tree (Croton sublyratus Kurz.).  Japan.  J.  Trop  Agr  34(1): 48-50. 
 
Matsunaga, E., Hirobe, Y., Siriphol M, and Pracone, U.K.  1991.  Control of Root Rot and 

Amyna Punctum (Fabricius) Plaunoi (Croton sublyratus Kurz.).  in the Plantation 
in Thailand Japan.  J.  Trop.  Agr.  35(4): 273-277. 

 
Morimoto, H., and Murai, F.  1989.  The effect of gelling on plaunotol accumulation in 

callus cultures of Croton sublyratus Kurz.  Plant Cell Rep.  8: 210-213. 
 
Murashige, and Skoog, F.  1962.  A revised medium of rapid growth and bioassays with 

tobacco cultures.Physiol Plant 15: 473-497. 
 
Naik, K.  S Hiremath, P.  C.  and Hegde, R.  K.  1989. Toxic metabolte production by 

Collectotrichum gloeosprioides causing anthracnose of betelvine. 
 
Naik, K.  S Hiremath, P.  C.  and Hegde, R.  K.  1991.  Toxic metabolte production by 

Collectotrichum gloeosprioides causing blight of coriander.  Karnataka- Journal-
of Agriculture Sciences.  4:1-2, 27-31 (CD-ROM). CAB Abstract: UD950316. 

 
Nitsch, J.  P.  and C.  Nitsch.  1969.  Haploid plants from pollen grain.  Science.  163: 85-

87. 



 
Patrascu, M., E.  Ioan and G.  Deculescu.  1981.  Production of isogenic lines through 

anther culture and their utilization in tobacco breeding.  Probleme de Genetica 
Teoretica si Apicata.  13: 387-396. 

 
Peter J.  Davies.  1995.  Plant Hormone Physiology, Biochemisty and Molecular Biology.  

Kuwer academic publishers.  Nertherlands. 
 
Rup, L.  and Sukunya, L.  1990.  Cell Selcection and long-term high-frequency 

regeneration of cereal and legumes.  pp.  238-242.  In Crop Improvement 
Utilizing Biotechnology.  CRC Press Inc, Boca Ration. 

 
Shibata, W., Murai, F., Akiyama, T., Siliphol, M., Matusnaga, E.  and Morimoto, H.  1996.  

Micropropagation of Croton sublyratus Kurz.  A tropical tree of medicinal 
importance.  Plant Cell Rep.  16: 147-152. 

 
Skoog, F.  and C.  O.  Miller.  1957.  Chemical regulation of growth and organ formation in 

plant tissue cultivated in vitro  Sym.  Soc.  Exp. Biol.  11: 118-131. 
 
Sun, Z. and X. Zheng, K. L 1990. Somaclonal variation in rice, pp. 288-315. In 

Y.p.s.Baja(ed.). Biotechnology in Agriculture and Forestry. Vol II. Springer-Verlag, 
Berlin. 

 
Sutton, B.  C.  1980.  The coelomycetes fungi imperfecti with pycnidia acervuli and stroma. 

England: Commonwealth Agricluture Bureaux. 
 
Tsay, H. S., P. C. Lai and L. J. Chen. 1981. Breeding for all male plants through tissue 

culture in asparagus. Proc.sym. plant breeding Taichung, Taiwan. 
 



Vecker, F. A. 1994. Ontogeny of the ascoma of Glomerella cingulata. Mycoogia. 86(1): 82-
88. 

 
Wang, J. W. 1986. Studies on the toxin from Collectotrichum gloeosporioides injuring olive 

protoplast. Scientia. Silvae. Siniae 22: 1, 30-37.(CD-ROM). CAB Abstract : 
UD950201. 

 
Wightman, F., Milborrow, B.  V., Purse, J.  G.  1975.  On the auxin activity of phenylacetic 

acid.  Ann.  Bot.  39: 1143-1146. 
 
Wightman, F.  and Lighty, D.  L.  1982.  Identification of phenylacetic acid as a natural 

auxin in the shoots of higher plants.  Physiol. Plant.  55: 17-24. 
 
Willson, E.  E.  1965.  Plantpathologycal histogenesis in olender tumur induce by 

Psuedomonas savastinoi.  Phytopathology.  55: 122-1249. 
 
Zeigler, R. S., L. E. Powell and H. D. Thurston. 1980 Gibberrellin A4 production by 

Sphaceloma manihoticola, causal agent of cassava superlongation disease. 
Phytopathology. 70: 589-593. 
































	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ธรรมชาติของต้นเปล้าน้อย
	1.2 การขยายพันธุ์เปล้าน้อย
	1.3 สรรพคุณทางยา
	1.4 โรคที่เกิดกับเปล้าน้อย
	1.5 โรคใบจุดของเปล้าน้อย
	1.6 การศึกษาสารพิษกับการเกิดโรค
	1.7 การคัดพันธุ์พืชต้านทานโรคโดยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	1.8 มูลเหตุจูงใจ
	1.9.ขอบเขตงานวิจัย

	บทที่ 2 อุปกรณ์และวิธีการทดลอง
	2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง
	2.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง
	2.3 วิธีการทดลอง
	2.4 การเลี้ยงเชื้อรา Glomerella cingulata ให้สร้างสารพิษ
	2.5 การสกัดสารพิษจากเชื้อรา
	2.6 การวิเคราะห์หาปริมาณสาร phenylacetic acid (PAA) และ indoleacetic acid (IAA) ที่มีอยู่ในสารสกัดจากเชื้อรา Glomerella cingulata โดยวิธี High Performance LiquidChromatography (HPLC)
	2.7 ศึกษาสารสกัดจากเชื้อราต่อการเจริญเติบโตของแคลลัสและยอดเปล้าน้อยในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	2.8 คัดเลือกแคลลัสและยอกเปล้าน้อยให้มีความต้านทานต่อสารสกัดจากเชื้อราที่มีความเข้มข้นสูงขึ้น

	บทที่ 3 ผลการทดลอง
	3.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมสำหรับการสร้างสปอร์ของเชื้อรา Glomerella cingulata
	3.2 การเลี้ยงเชื้อราGlomerella cingulata ให้สร้างสารพิษ
	3.3 ผลของสารสกัดจากเชื้อรา Glomerella cingulata ต่อการเจริญของแคลลัสและยอด
	3.4 การคัดเลือกแคลลัสและยอดของเปล้าน้อยที่ต้านทานต่อสารสกัดจากเชื้อรา Glomerella cingulata ที่มีความเข้มข้นสูงขึ้น

	บทที่ 4 วิจารณ์
	บทที่ 5 สรุปผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



