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การฟอกฆาเชื้อที่ผิว
         ขั้นตอนแรกที่สําคัญที่จะนําไปสูความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ การทําให
ชิ้นสวนพืชท่ีตองการนํามาเพาะเลี้ยงอยูในสภาพที่ปลอดเชื้อ การฟอกฆาเชื้อท่ีผิวชิ้นสวนพืช
จะไดผลดีเพียงใดนั้นขึ้นอยูกับการเตรียมชิ้นสวนพืช การเลือกใชสารเคมี ความเขมขนของ
สารเคมี และเวลาที่ใชในการฟอกฆาเชื้อ สารเคมีท่ีเคยมีรายงานวาใชในการฟอกฆาเชื้อท่ีผิว
ของเอ็มบริโอปาลมน้ํามัน  เชน เมอรคิวริกคลอไรด (Rajesh และคณะ, 2003) โซเดียมไฮโป
คลอไรด (Teixeira และคณะ, 1993) คลอรอกซ (วิสุทธิ์ พัชรพิสุทธิ์สิน, 2332 ; Te-chato,
1993) การฟอกฆาเชื้อท่ีผิวใหไดผลเต็มที่นั้น อาจทําไดโดยการฟอกฆาเชื้อท่ีผิวเอนโดสเปรม
กอน จากนั้นแซะเอ็มบริโอออกจากสวนเอนโดสเปรม และฟอกฆาเชื้ออีกครั้งกอนนําไปเพาะ
เลี้ยง แตในทางปฏิบัติแลวมักเลือกใชวิธีใดวิธีหนึ่ง เชน นําสวนเอนโดสเปรมที่มีเอ็มบริโออยู
ภายในมาฟอกฆาเชื้อท่ีผิวกอน จากนั้นแซะเอ็มบริโอออกมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่เตรียม
ไว (Rohani and Paranjothy, 1985; Alang and Fadzillah, 1986) วิธีนี้สามารถใชสารที่มีความ
เขมขนสูงและเวลาที่ยาวนานได เพราะเอ็มบริโอท่ีอยูภายในไมไดสัมผัสกับสารฟอกฆาเชื้อ
โดยตรง  หรืออีกวิธี คือ แซะเอ็มบริโอออกจากเอนโดสเปรม แลวจึงนํามาฟอกฆาเชื้อท่ีผิว
(Hodel,  1977)  วิธีนี้สารที่ใชฟอกฆาเชื้อจะสัมผัสกับเอ็มบริโอโดยตรง  จึงไมสามารถใชสาร
ท่ีมีความเขมขนสูงและเวลาที่ยาวนานได เพราะอาจกระทบตอความมีชีวิตของเอ็มบริโอได
อยางไรก็ตามการทดลองเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอสวนใหญจะเลือกใชวิธีแรก  เนื่องจากให
เปอรเซ็นตของเนื้อเยื่อท่ีไมปนเปอนสูง และไมกระทบตอความมีชีวิตของเอ็มบริโออีกดวย
เชนเดียวกับการทดลองในครั้งนี้ มีการเตรียมเมล็ดปาลมกอนการฟอกฆาเชื้อท่ีผิว คือ การตัด
เอาสวนเนื้อปาลมออก จากนั้นเอาเมล็ดปาลมไปอบที่อุณหภูมิ 38-40 องศาเซลเซียส เปนเวลา
48 ชั่วโมง การอบนอกจากจะทําใหเมล็ดปาลมแหงเพื่อสะดวกในการทุบเอาชั้นกะลาออกแลว
ยังเปนการทําลายการพักตัวของเมล็ดปาลมน้ํามันอีกดวย หลัง จากทุบเอาชั้นกะลาออกเหลือ
แตสวนเมล็ดในจะมีการตัดเอาสวนเอนโดสเปรมออกบางสวนเพื่อความสะดวกในการฟอก
ฆาเชื้อท่ีผิวและแซะเอ็มบริโอออกจากสวนเอนโดสเปรม นอกจากนี้ยังเปนการตัดเอาสวนที่



อาจติดเชื้อและไมตองการออกอีกดวย  โดยจะตัดเปนรูปลูกบาศกขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 x
0.5 มิลลิเมตร

ขั้นตอนการฟอกฆาเชื้อในการทดลองนี้ คือ แชชิ้นสวนพืชในเอธิลแอลกอฮอล 70  
เปอรเซ็นต   เปนเวลา 10 นาทีกอน ซึ่งเปนการฆาเชื้อและละลายไขมันบางสวนออกจากชิ้น
สวนพืช เพ่ือใหชิ้นสวนพืชสัมผัสกับสารที่ใชในการฟอกฆาเชื้อมากที่สุด จากนั้นทําการฟอก
ฆาเชื้อดวยคลอรอกซท่ีมีโซเดียมไฮโปคลอไรดเปนสารออกฤทธิ์ผสมอยู โดยใชคลอรอกซท่ี
ความเขมขน 40  เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 นาที ตามที่วิสุทธิ์ พัชรพิสุทธิ์สิน (2532) เคยรายงาน
ไววาที่สภาวะนี้ใหเปอรเซ็นตเนื้อเยื่อท่ีไมปนเปอนและอัตรารอดสูงที่สุด (95 และ 100 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ) และทําการฟอกซ้ําอีกครั้งดวยคลอรอกซความเขมขน  20  เปอรเซนต 
เปนเวลา 20 นาที หลังจากเสร็จสิ้นขั้นตอนการฟอกฆาเชื้อเรียบรอยแลว ชิ้นสวนจะถูกแชคาง
คืนไวในน้ํากลั่นฆาเชื้อเปนเวลา 3 วัน กอนจะถูกแซะออกจากเอนโดเสปรมไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารเพาะเลี้ยงสูตรตาง ๆ  จากการทดลองในครั้งนี้ พบวาเปอรเซ็นตความปลอดเชื้อและ
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอปาลมน้ํามันในแตละชุดการทดลองมีความไมสม่ําเสมอ 
แมจะใชวิธีการฟอกฆาเชื้อท่ีผิววิธีการเดียวกัน ทําใหทราบวานอกจากปจจัยท่ีไดกลาวมาใน
ตอนตนแลว เปอรเซ็นตความปลอดเชื้อของเนื้อเยื่อและเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเอ็มบริโอ
ปาลมน้ํามัน ยังขึ้นอยูกับระยะเวลาในการเก็บเมล็ดปาลมน้ํามันกอนนํามาฟอกฆาเชื้อท่ีผิวดวย

การชักนําตนจากไซโกติกเอ็มบริโอ
         เอ็มบริโอของพืชบางชนิดไมสามารถเจริญเติบโตไดในธรรมชาติ การเอาเอ็มบริโอมา
เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะหสามารถนํามาชวยแกปญหานี้ได นอกจากนั้นยังชวยยนระยะ
เวลาไดดวย เชน เมล็ดของพืชบางชนิดมีเปลือกแข็งทําใหเอ็มบริโองออกออกมาจากเมล็ดได
ยาก จะตองเสียเวลาจนกวาเปลือกจะแตกออก แตถาแยกเอาเฉพาะเอ็มบริโอมาเลี้ยงก็จะชวย
ยนระยะเวลาได (บุญยืน กิจวิจารณ, 2540)

การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอในสภาพปลอดเชื้อ เปนการศึกษาถึงปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาที่
ปกติของเอ็มบริโอ เนื่องจากปญหาการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอมักจะมีการพัฒนาของรากไมดีหรือ
ไมพัฒนาใหเกิดราก  การเจริญเติบโตที่ปกติของเอ็มบริโอมักขึ้นอยูกับสูตรอาหาร ผงถาน 
และชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชท่ีใช Alang และ Fadzillah (1986) ไดทดลอง
เลี้ยงเอ็มบริโอในอาหาร 4 สูตร โดยใชอาหารสูตร MS เปนสูตรอาหารพื้นฐาน พบวาการ



เปลี่ยนแปลงองคประกอบของอาหารไมทําใหเอ็มบริโอเจริญเติบโตแตกตางกันในสูตรอาหาร
ท่ีใชท้ัง  4  สูตร   กลาวคือ  เอ็มบริโอเจริญเติบโตไดดีในอาหารทุกสูตร จากการทดลองใน
ครั้งนี้ พบวาในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรที่มีการเติม BA รวมกับผงถานมีการเจริญเติบโตของ
เอ็มบริโอไปเปนตนที่สมบูรณดีกวาสูตรอาหารที่ไมเติม BA รวมกับผงถานอยางเห็นไดชัด
กลาวคือ ในสูตรอาหารที่ไมเติม BA รวมกับผงถาน เอ็มบริโอจะมีการพัฒนาของรากไมดีหรือ
ไมมีรากเกิดขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Paranjothy และ Otman (1982) และ Rohani 
และ Paranjothy (1985) ซึ่งรายงานไววา การเติมผงถานลงในอาหารชวยใหการเจริญของราก
ดีย่ิงขึ้น อาหารที่ไมเติมผงถานมักไมปรากฏการเจริญของรากหรือเจริญไมดี Wang และ 
Huang (1976) ไดทดลองเกี่ยวกับการใชผงถานเชนกัน  พบวาเอ็มบริโอเจริญเติบโตไดดีใน
อาหารที่มีผงถานอยูดวย โดยทําใหยอดและรากมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัด และ
กลาววาผงถานเปนตัวชวยดูดซับสารพิษและปองกันการเปลี่ยนสีของอาหารอันเนื่องมาจาก
สารที่ปลอยออกมาจากเนื้อเยื่ออีกดวย

การใชสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชรวมดวยในสูตรอาหาร ชวยใหเอ็มบริโอ
เจริญเติบโตไดดีเชนกัน โดย Jones และ Dethan (1973) รายงานวาเอ็มบริโอท่ีเลี้ยงในอาหารที่
ไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชจะเจริญใหเห็นเฉพาะสวนยอดเทานั้น ไมพัฒนาให
เกิดราก และพบวาเอ็มบริโอท่ีเลี้ยงในอาหารที่มี IAA และ kinetin ความเขมขนต่ํา มีการ
พัฒนาของยอดและรากที่สมดุล จะเห็นไดวานอกจากสูตรอาหารและผงถานแลว การเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชลงในสูตรอาหารชวยใหเอ็มบริโอเจริญเติบโตไดดีย่ิงขึ้น ซึ่ง
สอดคลองกับการทดลองครั้งนี้ท่ีมีการเติม BA ลงไปดวย พบวาเอ็มบริโอเจริญเติบโตดี ให
ความสูงของตนและความยาวของรากดีกวาสูตรอาหารที่ไมมี BA ซึ่งเปนไปตามการทดลอง
ของวิสุทธิ์ พัชรพิสุทธิ์สิน (2532) ท่ีพบวาในสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชตางชนิดกัน
BA ใหการเจริญเติบโตของเอ็มบริโอดีท่ีสุด รองลงมาคือ 2,4-D, kinetin และ NAA ตามลําดับ
นอกจากนี้ยังพบวาการชักนําตนโดยการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอในอาหารเหลวใหการเจริญไป
เปนตนที่สมบูรณดีกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งโดยมีการเจริญที่ดีกวาทั้งในสวนของตน
และราก เนื่องจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวพืชสามารถรับสารอาหารไดเต็มที่กวา

การชักนําใหเกิดแคลลัสจากไซโกติกเอ็มบริโอ



          จากรายงานที่ผานมา พบวาการชักนําใหเกิดแคลลัสในพืชตระกูลปาลมอาจมีการใช
ออกซินเพียงอยางเดียว (วิสุทธิ์ พัชรพิสุทธิ์สิน, 2532 ; บุญสนอง ชวยแกว, 2534 ; Te-chato, 
1993) ออก-ซินรวมกับไซโทไคนิน (Omar, 1990 ; Veramendi, 1996 ; Huong, 1999 ; Rajesh, 
2003) ออกซินรวมกับผงถาน (Teixeira และคณะ, 1993 ; Chan และคณะ, 1998) หรือ ออกซิน 
รวมกับไซโทไคนินและผงถาน (Gabr และ Tisserat, 1985 ; Veramendi และ Navarro, 1996 ;
Al-Khayri และ Al-Bahrany, 2001) Teixeira และคณะ (1993) กลาววา ถึงแมการเกิด
เอ็มบริโอเจเนซีสจากการเพาะเลี้ยงเซลลของปาลมน้ํามันจะแสดงใหเห็นวาเกี่ยวของกับแหลง
ของชิ้นสวนที่ใชมากกวาสภาวะในการเพาะเลี้ยง อยางไรก็ตาม การใช 2,4-D ก็ยังคงเปนสิ่งที่
จําเปนในการชักนําแคลลัสและการรักษาเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส
         ในการทดลองครั้งนี้มีการชักนําแคลลัสในอาหารที่มีออกซิน คือ 2,4-D dicamba และ
2,4-D รวมกับ 2iP ในระดับความเขมขนต่ํา (12.5 µM) และอาหารที่มี 2,4-D ระดับความเขม
ขนสูง (500 µM) รวมกับผงถาน โดยเพาะเลี้ยงในที่มืด เนื่องจากการเลี้ยงในที่มืดสามารถชัก
นําใหเกิดแคลลัสไดดีกวาการเลี้ยงในที่มีแสง (ทานตะวัน พูลสวัสดิ์, 2531) จากผลการทดลอง 
พบวาสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสจากเอ็มบริโอไดจากอาหารทุกสูตร โดยแคลลัสที่ไดมี
ลักษณะแข็งและมีการเจริญเติบโตชาตามรายงานของ Smith & Thomas (1973) ซึ่งแคลลัสมี
ขนาดใกลเคียงกันในอาหารที่มีระดับสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชในระดับต่ํา ๆ เมื่อ
เปรียบเทียบน้ําหนักสดของแคลลัสที่ชักนําไดจากอาหารแตละสูตร พบวา dicamba สามารถ
ชักนําแคลลัสจากเอ็มบริโอไดดีกวา 2,4-D เล็กนอย ซึ่งคลายกับที่อาสลัน หิเล (2545) เคยราย
งานไววา dicamba มีประสิทธิภาพในการชักนําแคลลัสจากใบออนปาลมน้ํามันไดสูงกวา 2,4-
D และ NAA ตามลําดับ แคลลัสที่ไดมีลักษณะเปนกลุมกอน อัดกันแนน สีเหลืองออน ซึ่งเปน
ลักษณะแคลลัสที่มักพบในอาหารที่มี 2,4-D ไมวาชิ้นสวนพืชท่ีเพาะเลี้ยงจะเปนใบออน ราก
หรือเอ็มบริโอ ซึ่งคลายกับการทดลองของ Smith และ Thomas (1973) ; Martin และ
Rabechault  (1976) ; Lioret (1981) ; Paranjothy และ Otman (1982) ; Nwankwo และ
Krikorian (1983) ; Thomas และ Roa (1985) Smith และ Thomas (1973) กลาววาลักษณะการ
เจริญเติบโตของแคลลัสขึ้นกับชนิดของออกซินที่ใช แคลลัสที่เกิดจากอาหารที่มี NAA มีสีจาง
กวา และมีแนวโนมที่จะเกิดรากมากกวาแคลลัสที่เลี้ยงในอาหารที่มี 2,4-D สวนในสูตรอาหาร
ท่ีมีระดับสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชสูง ๆ รวมกับผงถาน พบวาแคลลัสที่ไดมีขนาด
เล็กกวา ลักษณะเปนกลุมกอน อัดกันแนน มีสีเหลืองเขม ตามที่ Paranjothy และ Otman



(1982) กลาววา การเติมผงถานลงในอาหารที่ใชเลี้ยงสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดเชนกัน 
แตปริมาณออกซินที่ใชจะตองเพิ่มขึ้น ในการทดลองครั้งนี้ ยังพบวาปริมาณของ 2,4-D และผง
ถานที่เติมรวมกันจําเปนตองมีสัดสวนที่สมดุลกัน จึงจะสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดตาม
ตองการ กลาวคือ ในอาหารสูตรชักนําแคลลัสที่มี 2,4-D 500 µM รวมกับผงถาน 0.05 
เปอรเซ็นต สามารถชักนําเอ็มบริโอใหเกิดแคลลัสขนาดเล็กได แตเมื่อมีการเติมผงถานเพิ่ม
เปน 0.3 เปอรเซ็นต เอ็มบริโอจะเจริญกลายเปนตนแทน ซึ่งอาจเนื่องจากการเติมผงถานที่มาก
ขึ้นอาจดูดซับสารควบคุมการเจริญเติบโตไดมากขึ้น ทําใหความเขมขนของ 2,4-D ลดลง จนมี
ระดับความเขมขนไมมากพอที่จะชักนําใหเกิดแคลลัสจากเอ็มบริโอไดอีก ในอาหารแข็งสูตร
ท่ีมี 2iP พบวามีการปลอยสารสีน้ําตาลออกมาในอาหาร เปนไปตามที่ Martin และ Rabechault
(1976) เคยรายงานไววาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามัน ไซโทไคนินและวุนมีผลทําให
เกิดสีน้ําตาลขึ้นในพืช การทดลองครั้งนี้ ใชวิธีการยายแคลลัสลงอาหารขวดใหมทุก 1 เดือน 
ซึ่งสามารถลดการเกิดปญหาดังกลาวได นอกจากนี้ยังพบวาในอาหารสูตรเดียวกัน การชักนํา
แคลลัสโดยการเลี้ยงเอ็มบริโอในอาหารเหลวใหน้ําหนักแคลลัสมากกวาการเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง เนื่องจากการเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็งมีเนื้อท่ีจํากัดในการสัมผัสกับอาหารทําใหดูดซับ
พวกธาตุอาหารไมดีเทาที่ควร และเกิด gradient ในการรับสารอาหาร สวนการเลี้ยงในอาหาร
เหลวแคลลัสสามารถไดรับสารอาหารไดเต็มที่กวา และอาจมีน้ําหนักของน้ํารวมอยูดวย

 
การเพิ่มปริมาณแคลลัส

 Lioret (1981) ไดจําแนกแคลลัสปาลมน้ํามันออกเปน 2 ชนิดคือ แคลลัสเจริญเติบโตชา
(โตประมาณ 50 เปอรเซนตของกอนแคลลัสเดิมในเวลา 2 เดือน) มีลักษณะเปนกลุมกอนอัด
กันแนน มีสีเหลืองครีม และแคลลัสเจริญเร็ว (โตเปน 2 เทาในระยะเวลา 10-30 วัน) มีลักษณะ
เปนเม็ด ๆ ไมอัดแนน และมีสีเหลืองออน  แคลลัสเริ่มตนที่เลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณออกซิน
สูงจะเจริญเติบโตชา แตหลังจากยายแคลลัสเหลานี้ลงในสูตรอาหารที่เหมาะสม  แคลลัสจะ
เจริญตอไปอยางรวดเร็ว Parthasrathy และคณะ (2001) กลาววา การทําใหเกิดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสในปาลมน้ํามันสามารถชักนําและเก็บรักษาในอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต 
โดยเฉพาะอยางยิ่งออกซินและไซโทไคนินจากนั้นยายไปยังอาหารที่ลดความเขมขนของสาร
ควบคุมการเจริญ   เติบโตลงเพื่อใหเกิดการแสดงออกดานศักยภาพในการเกิดเอ็มบริโอเจนิค 
เกิดการพัฒนาของเอ็มบริโอและสามารถเปลี่ยน เปนพืชตนใหม โดย 2,4-D เปนออกซินที่ถูก



ใชมากที่สุดในการชักนําใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ (Rajesh และคณะ, 2003) การลดระดับ 
2,4-D ลงชวยใหการเจริญเติบโตของแคลลัสดีย่ิงขึ้น (Martin and Rabechault, 1976 ; Thomas 
and Roa, 1985)  การเติมผงถานลงในอาหารที่มี 2,4-D เปนการลดระดับ 2,4-D ลงทางหนึ่ง
เชนกัน (Paranjothy and Otman, 1982)  การทดลองในครั้งนี้ แคลลัสเริ่มตนที่ชักนําไดจะถูก
เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรตาง ๆ โดยเปรียบเทียบความสามารถในการเพิ่มปริมาณแคลลัสโดย
คํานวณจากน้ําหนักแคลลัสที่เพ่ิมขึ้นตอน้ําหนักแคลลัสเริ่มตน พบวาสูตรอาหารที่มีผงถานมี
การเจริญเติบโตของแคลลัสดีกวาสูตรที่มี ascorbic acid โดยแคลลัสมีการเจริญเติบโตอยาง
รวดเร็ว  คือ โตประมาณ 2-3 เทาของกอนแคลลัสเดิม ลักษณะแคลลัส มีสีเหลืองออน เปนเม็ด
ไมอัดแนน เมื่อเปรียบเทียบเฉพาะสูตรอาหารที่มีการเติมผงถานดวยกัน พบวาแมจะมีการเพิ่ม
ปริมาณ BA ก็ไมไดมีผลในการเพิ่มปริมาณแคลลัส สวนในสูตรอาหารที่ไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต (ไมไดแสดงผล) พบวาสามารถเพิ่มปริมาณแคลลัสไดมากกวาสูตรที่มีสารควบ
คุมการเจริญเติบโต ทําใหคาดไดวาในการเพิ่มปริมาณของแคลลัสไมตองการสารควบคุมการ
เจริญเติบโต สวนในอาหารสูตรที่มีการเติม ascorbic acid รวมกับออกซิน พบวาสูตรอาหารที่
มี NAA สามารถเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดีกวาสูตรที่เติม dicamba และ 2,4-D ตามลําดับ สวน
สูตรที่มี 2,4-D รวมกับ kinetin และ ABA ซึ่ง Huong และคณะ (1999) เคยรายงานไววาเปน
สูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดในการเพิ่มปริมาณและรักษาเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสของ Canary 
Island date palm แตในการทดลองครั้งนี้ พบวาสามารถเพิ่มปริมาณแคลลัสไดนอยท่ีสุด ซึ่ง
อาจเนื่องมาจากพืชตางชนิดกัน และเลือกใชชิ้นสวนตางกัน ทําใหมีการตอบสนองตอสาร
ควบคุมการเจริญของพืชตางกัน และอาจเนื่องมาจากการมี ABA ซึ่งเปนสารที่ยับยั้งการเจริญ
เติบโตของพืช

การเกิดเอ็มบริโอเจเนซิสของแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย
Hanower และ Pannetier (1982) กลาววาการชักนําใหเกิดเอ็มบริออยดสามารถทําได 2

ทางคือ การทําใหไดแคลลัสเจริญเร็วแลวชักนําใหเกิดเอ็มบริออยด ซึ่งคลายกับการทดลอง
ของ Lioret (1981) และการชักนําใหเกิดเอ็มบริออยดโดยตรงจากแคลลัสเริ่มตน

ในการทดลองครั้งนี้ แคลลัสที่ชักนําไดจากอาหารสูตรเพ่ิมปริมาณแคลลัสจะถูกนํามา
เลี้ยงในอาหารเหลวที่มี ABA รวมกับการมีหรือไมมีออกซิน คือ 2,4-D, dicamba, NAA หรือ
ไซโทไคนิน คือ 2iP, kinetin, BA เมื่อยายแคลลัสลงในอาหารเหลวเพื่อชักนําใหเกิดเอ็มบริ-



ออยด พบวาในสูตรอาหารที่มีไซโทไคนิน คือ 2iP, BA และ kinetin แคลลัสจะคอย ๆ เปลี่ยน
เปนสีน้ําตาลดํา และสารละลายเปนสีเหลีองน้ําตาล เชนเดียวกันกับในสูตรที่มีเฉพาะ ABA
แตไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เพียงแตมีการเปลี่ยนแปลงที่ชากวาสูตรที่มีไซโท-ไคนิน
รวมอยูดวย สวนสูตรที่มีออกซิน คือ 2,4-D, dicamba และ NAA แคลลัสยังคงมีสีเหลือง และ
สารละลายใสหรือขุนเล็กนอย ซึ่งพบวาสูตรอาหารที่เติม NAA ใหผลดีท่ีสุดคือ แคลลัสยังมีสี
ขาวเหลือง บวม สารละลายขุนเล็กนอย

ถึงแมวาสูตรที่มีผงถานจะเปนสูตรที่ดีในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณแคลลัส แตจากผลการ
ทดลองยายเลี้ยงแคลลัสจากสูตรเพ่ิมปริมาณแคลลัสลงในอาหารเหลวที่มี NAA รวมกับ ABA
เปนเวลา 3 เดือน พบวาแคลลัสที่มาจากสูตรที่มี 2,4-D รวมกับ ascorbic acid ใหลักษณะเซลล
แขวนลอยดีกวาสูตรอื่น ๆ โดยแคลลัสยังคงมีสีเหลือง ในขณะที่แคลลัสที่มาจากสูตรที่มีผง
ถาน หรือสูตรที่มี 2,4-D รวมกับ kinetin และ ABA  เมื่อเลี้ยงไปเรื่อย ๆ แคลลัสจะคอย ๆ
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาล และเมื่อทดลองยายเลี้ยงแคลลัสไปยังอาหารใหมท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืชเปนเวลา 3 เดือน พบวาเกิดการสรางรากขึ้นในแคลลัสที่มาจากสูตรที่มีผง
ถานในชวงการเพิ่มปริมาณแคลลัส

Verdeil และคณะ (1994) รายงานวา ในการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีสของมะพราว
การไดรับ 2,4-D ท่ีระดับความเขมขนต่ํา ๆ ในอาหาร ตอดวยการเติม BA เปนสิ่งจําเปนในการ
เกิดเปนไบโพลารท่ีสมบูรณของเอ็มบริโอ Aberlenc-Bertossi และคณะ (1999) กลาววาการให
BA ในระหวางการพัฒนา ชวยกระตุนการเกิดปลายยอดและเพิ่มอัตราการงอกของปาลมน้ํา
มันถึง 70 เปอรเซ็นต การเกิดยอดรวมเปนผลมาจากการไดรับไซโทไคนินเปนระยะเวลานาน
ในระหวางการพัฒนาของเอ็มบริโอ การเลี้ยงบนอาหารที่มี BA เปนระยะเวลาสั้น ๆ ในตอน
ตน ๆ ของการพัฒนาของเอ็มบริโอ ใหผลในการผลิตยอดเดี่ยว ๆ

เอ็มบริออยดที่พบในการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย
จากการศึกษาการพัฒนาของเอ็มบริออยดท่ีเกิดขึ้นโดยวิธีการยายเลี้ยงไปยังอาหารใหม

เปนเวลา 3 เดือน พบวาเกิดเอ็มบริออยดลักษณะตาง ๆ จากแคลลัสที่มาจากสูตรเพิ่มปริมาณ
แคลลัสสูตร Y3 + 2,4-D 10 µM รวมกับ  ascorbic acid 250 มก/ล และ Y3 + dicamba 10 µM 
รวมกับ  ascorbic acid 250 มก/ล ท่ียายลงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรชักนําเอ็มบริออยดสูตร Y3

+ NAA µM รวมกับ ABA 2 µM   จากการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยาของเอ็มบริโอเริ่มตนและ



เอ็มบริออยดของปาลมน้ํามันที่ไดจากการทดลองไปศึกษาลักษณะทางกายวิภาค ดวยการตัด
เนื้อเยื่อตามวิธีการของ Johansen (1968) พบลักษณะของเอ็มบริออยดในระยะรูปกลม 
(globlar stage) และรูปหัวใจ heart stage) ซึ่งมีลักษณะเปนกลุมเซลลขนาดใกลเคียงกัน   
ขนาดเล็ก อัดตัวกันแนนอยางเปนระเบียบ คลายกับกลุมของเนื้อเยื่อเจริญที่พบในเอ็มบริโอ
เริ่มตน แตไมมีการพัฒนาใหเห็นเปนเนื้อเยื่อเจริญสวนปลายยอดหรือปลายราก ซึ่งอาจเนื่อง
มาจากการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเขยาตลอดเวลา ทําใหไมเกิดการแสดงออกของความ
เปนโพลารของเอ็มบริออยด เมื่อยายเอ็มบริออยดท่ีชักนําไดไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรที่ใชใน
การชักนําใหเกิดตน พบวาเอ็มบริออยดมีการเจริญกลับเปนแคลลัสหรือมีการสรางเปนรากขึ้น
มาแทน ซึ่งอาจเนื่องมาจากเอ็มบริออยดดังกลาวยังไมแก (mature) พอ รวมทั้งการเลี้ยงในสูตร
อาหารที่มีออกซินเปนระยะเวลานานในชวงของการชักนําแคลลัส การเพิ่มปริมาณแคลลัส 
และการชักนําใหเกิดเอ็มบริออยดในอาหารเหลว ทําใหมีการกระตุนการเจริญเฉพาะสวนที่จะ
เจริญไปเปนรากมากกวาสวนที่จะเจริญไปเปนยอด

ซึ่งเปนลักษณะของเนื้อเยื่อเจริญที่พบใน เอ็มบริโอเริ่มตน โดยกลุมเซลลนี้มีโครงสรางที่คอน
ขางกลม ซึ่งเปนลักษณะของเอ็มบริออยดในระยะรูปกลม (globular stage) ยังไมมีการพัฒนา
ใหเห็น ซึ่งอาจเกิดจาก



เอ็มบริออยดของปาลมน้ํามันที่ไดจากการทดลองไปศึกษาลักษณะทางกายวิภาค ดวยการตัด
เนื้อเยื่อตามวิธีการของ Johansen (1968) พบลักษณะของเอ็มบริออยดในระยะรูปกลม 
(globlar stage) และรูปหัวใจ heart stage) ซึ่งมีลักษณะเปนกลุมเซลลขนาดใกลเคียงกัน   
ขนาดเล็ก อัดตัวกันแนนอยางเปนระเบียบ คลายกับกลุมของเนื้อเยื่อเจริญที่พบในเอ็มบริโอ
เริ่มตน แตไมมีการพัฒนาใหเห็นเปนเนื้อเยื่อเจริญสวนปลายยอดหรือปลายราก ซึ่งอาจเนื่อง
มาจากการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเขยาตลอดเวลา ทําใหไมเกิดการแสดงออกของความ
เปนโพลารของเอ็มบริออยด เมื่อยายเอ็มบริออยดท่ีชักนําไดไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรที่ใชใน
การชักนําใหเกิดตน พบวาเอ็มบริออยดมีการเจริญกลับเปนแคลลัสหรือมีการสรางเปนรากขึ้น
มาแทน ซึ่งอาจเนื่องมาจากเอ็มบริออยดดังกลาวยังไมแก (mature) พอ รวมทั้งการเลี้ยงในสูตร
อาหารที่มีออกซินเปนระยะเวลานานในชวงของการชักนําแคลลัส การเพิ่มปริมาณแคลลัส 
และการชักนําใหเกิดเอ็มบริออยดในอาหารเหลว ทําใหมีการกระตุนการเจริญเฉพาะสวนที่จะ
เจริญไปเปนรากมากกวาสวนที่จะเจริญไปเปนยอด

ซึ่งเปนลักษณะของเนื้อเยื่อเจริญที่พบใน เอ็มบริโอเริ่มตน โดยกลุมเซลลนี้มีโครงสรางที่คอน
ขางกลม ซึ่งเปนลักษณะของเอ็มบริออยดในระยะรูปกลม (globular stage) ยังไมมีการพัฒนา
ใหเห็น ซึ่งอาจเกิดจาก
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