
บทที่ 2

วิธีการทดลอง

วัสดุ
         1. พืชทดลอง : ผลสุกปาลมน้ํามันพันธุเทเนอรา ( Elaeis  guineensis  Jacq. cv. Tenera )

2.  สารเคมีตางๆ
2.1 สารเคมีท่ีใชฟอกฆาเชื้อ เชน เอธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต คลอรอกซ ทวีน 20
2.2 สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหาร คือ

2.2.1 สารเคมีท่ีใชเปนองคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร Y3 (Euwens,
         1976) (ภาคผนวก  ก) ไดแก ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง สารประกอบธาตุ
         เหล็ก สารอินทรียตาง ๆ
2.2.2 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth regulators) ไดแก ABA, 2iP,
         2,4-D, BA, dicamba, kinetin, NAA และ น้ํามะพราว (coconut water, CW)
2.2.3 ผงวุน เชน วุนตรานางเงือก เจลไลท
2.2.4 ผงถาน (activated  charcoal, AC)

2.3 สารเคมีท่ีใชทําความสะอาดเครื่องแกว เชน ทีโพล  ซันไลต
3. วัสดุท่ีใชในการเตรียมเมล็ดปาลม

2.3 กรรไกรตัดกิ่งไม
2.4 ถุงพลาสติกชนิดใส
2.5 ถังพลาสติก
2.6 คอน
2.7 ถุงมือ

4. วัสดุท่ีใชสําหรับการเตรียมอาหารพวกเครื่องแกวและพลาสติก เชน บิกเกอร ฟลาสก   
     กระบอกตวง ขวดใสสารเคมี ขวดแกวและฝาปด แทงแกวคนสาร แทงแมเหล็ก
     ปเปต
5. วัสดุท่ีใชในตูปลอดเชื้อ เชน ดามมีด ใบมีด ปากคีบ จานเลี้ยงเชื้อปลอดเชื้อ ผา
    สําหรับเช็ดพ้ืนตู กระบอกฉีดแอลกอฮอล ขวดใสแอลกอฮอล  95 เปอรเซ็นต



6. เครื่องกรองจุลินทรีย และกระดาษกรอง ขนาด 0.45  ไมครอน
7. อื่น ๆ เชน กระดาษฟอยล จุกสําลี ฟองน้ํา แปรงลางขวด

 อุปกรณ
1.  อุปกรณท่ีใชในการเตรียมอาหาร

       -  เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง (Mettler รุน PJ 100 และ 400   
           ตามลําดับ)

 -  เครื่องคนสารระบบแมเหล็ก (magnetic stirring hot plate) (Heidolph รุน MR 300)
 - เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) (Horiba รุน  F-13)
 -  ตูอบไมโครเวฟ (microwave oven) (Sharp รุน R-245)
 -  หมอนึ่งอัดไอ (autoclave) (Eyela รุน MAC-601)

         2. ตูปลอดเชื้อ (larminar air flow carbinet)
         3. ตะเกียงและถังแกส

 4. เครื่องเขยา (orbital shaker) (Firstek Sciencific รุน S103)
         5. กลองจุลทรรศแบบอินเวอรเตด (Olympus inverted research microscope model IMT-2)
         6. กลองถายรูปและอุปกรณ
         7. ชั้นวางอาหาร
         8. หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีมีชั้นวางขวดเพาะเลี้ยงที่มีหลอดไฟฟลูออเรสเซนตสีขาวความ
              เขมแสง 1,500-2,000 ลักซ 16 ชั่วโมงแสงตอวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส

วิธีการวิจัย
         แบงวิธีการวิจัยเปน  3 ขั้นตอน คือ
         1. การเตรียมชิ้นสวนปาลมน้ํามัน
         2. การฟอกฆาเชื้อท่ีผิว
         3. การทดลอง

      แบงการทดลองเปน
      3.1 การชักนําตนจากไซโกติกเอ็มบริโอ
      3.2 การชักนําแคลลัสจากไซโกติกเอ็มบริโอ



      3.3 การเพิ่มปริมาณแคลลัส
      3.4 การชักนําใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีสจากการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย
      3.5 การชักนําใหเกิดตนจากเอ็มบริออยด

          1.  การเตรียมช้ินสวนปาลมน้ํามัน (ภาพท่ี 11 )
             1) แกะผลปาลมน้ํามันสุกออกจากทะลาย
             2) ใชกรรไกรตัดกิ่งไม ตัดเอาสวนเนื้อปาลมน้ํามันออก
             3) อบที่อุณหภูมิ 38-40 องศาเซลเซียส  ประมาณ 24 ชั่วโมง
             4) บรรจุเมล็ดปาลมที่แหงสนิทดีแลวลงในถุงพลาสติกชนิดใส ทุบดวยคอนใหกะลา
                แตกออก แยกสวนของกะลาออก จะเห็นสวนเมล็ดใน (เอนโดสเปรม)
             5) ตัดสวนเอนโดสเปรมที่มีเอ็มบริโอยูภายในเปนรูปสี่เหลี่ยมลูกบาศก ขนาด
                 ประมาณ 0.5 x  0.5 x 0.5 มิลลิเมตร

2. การฟอกฆาเชื้อที่ผิว (ทําในตูปลอดเชื้อ) (ภาพที่ 12)
             1) นําชิ้นสวนปาลมน้ํามันที่ผานการเตรียมเรียบรอยแลว แชในเอธิลแอลกอฮอล 70
                  เปอรเซ็นต  เพ่ือฆาเชื้อและละลายไขมันบางสวนออก เปนเวลา 10 นาที

       2) ฟอกฆาเชื้อท่ีผิวดวยคลอรอกซท่ีมีโซเดียมไฮโปคลอไรต (sodium hypochlorite)
           เปนสารออกฤทธิ์ผสมอยู โดยใชคลอรอกซความเขมขน 40 เปอรเซ็นต รวมกับ
           น้ํายาเคลือบผิวทวีน 20  2-3 หยดตอสารฟอกฆาเชื้อ 100 มิลลิลิตร เวลาที่ใชในการ
           ฟอกฆาเชื้อ 20 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อซ้ําอีกครั้งดวยคลอรอกซความเขมขน 20
           เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อแลว 3 ครั้ง
       3) แชน้ําคางคืนไวในน้ํากลั่นฆาเชื้อแลวเปนเวลา 3 วัน กอนแซะเอ็มบริโอออกจาก
           สวนของเอนโดสเปรมในสภาพปลอดเชื้อ (ภาพที่ 13) ไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
           สังเคราะหสูตรตาง ๆ

 4) บันทึกผลเปนเปอรเซ็นตของเนื้อเยื่อท่ีปลอดเชื้อ และเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอด
      ของเอ็มบริโอท้ังหมด เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห



ภาพที่ 11  การเตรียมชิ้นสวนปาลมน้ํามัน
     Figure 11  Preparation of oil palm explant
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ภาพที่ 12  การฟอกฆาเชื้อที่ผิว
                                                       Figure 12  Surface sterilization
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ภาพที่ 13  ช้ินสวนปาลมน้ํามันหลังจ
                 (A, B)  เอ็มบริโอที่แซะออ
Figure 13  Oil palm explants after su
                  and excised embryos prio
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             3.2  การชักนําใหเกิดแคลลัสจากเอ็มบริโอ
             ศึกษาการเกิดเปนแคลลัสในอาหารแตละสูตร เพ่ือหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการ
ชักนําใหเกิดแคลลัสเริ่มตน โดยการนําชิ้นสวนปาลมน้ํามันมาฟอกฆาเชื้อตามวิธีการขางตน 
แซะเอาเฉพาะสวนเอ็มบริโอปาลมน้ํามันออกจากเอนโดสเปรมไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง
และในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ดังนี้
อาหารชุดที่ 1

C11  =   Y3 + 2,4-D 12.5 µM (วิสุทธิ์  พัชรพิสุทธิ์สิน, 2532)
C12  =   Y3 + 2,4-D 10 µM + 2iP 2.5 µM (Huong และคณะ, 1999 )
C13  =   Y3 + 2,4-D 500 µM + 0.05% AC
ผลจากการชักนําเอ็มบริโอในอาหารชุดที่ 1 พบวาเมื่อยายแคลลัสที่ชักนําไดจากการ

เลี้ยงในอาหารเหลวไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเพ่ิมปริมาณแคลลัส  เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา
น้ําหนักแคลลัสเพิ่มขึ้นนอยกวาแคลลัสที่ชักนําไดจากการเลี้ยงบนอาหารแข็งมาก ในการ
ทดลองครั้งตอมา จึงทําการชักนําแคลลัสจากเอ็มบริโอบนอาหารแข็งเทานั้น และเพิ่มสูตร
อาหารที่มี dicamba เพ่ิมขึ้นมาอีก 1 สูตร
อาหารชุดที่ 2

C21  =   Y3 + 2,4-D 12.5 µM (วิสุทธิ์  พัชรพิสุทธิ์สิน, 2532)
C22  =   Y3 + 2,4-D 10 µM + 2iP 2.5 µM (Huong และคณะ, 1999 )
C23  =   Y3 + 2,4-D 500 µM + 0.3% AC (Teixeira และคณะ, 1995)
C24  =   Y3 + dicamba 12.5 µM
เพาะเลี้ยงในสภาพมืด แตละหนวยการทดลองทํา 100 ขวด  ทําการเปลี่ยนลงอาหาร

ใหมทุก 4 สัปดาห  สังเกตและบันทึกผลเปรียบเทียบโดยการชั่งน้ําหนักสดเมื่อแคลลัสอายุ 10 
สัปดาห บันทึกภาพเปรียบเทียบ

             3.3  การเพิ่มปริมาณแคลลัส
             ศึกษาการเจริญเติบโตของแคลลัสเริ่มตนเปนแคลลัสเจริญเติบโตเร็วในอาหารแตละ
สูตรเพ่ือหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณแคลลัส  โดยนําแคลลัสเริ่มตนที่ไดจาก
การชักนําแคลลัสจากการทดลองที่ 3.2 มาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งสูตรตาง ๆ  ดังนี้
อาหารชุดที่ 1



P11 =   Y3 + 2,4-D 10 µM + 0.05% AC
P12  =   Y3 + 2,4-D 10 µM + ascorbic acid 250 mg/l  (Teixeira และคณะ, 1995)
P13  =   Y3 + 2,4-D 2.26µM + kinetin 0.83 µM + ABA 2 µM (Huong และคณะ,1999)
P14  =   Y3 + 2,4-D 22.62 µM + 0.05% AC (วิสุทธิ์  พัชรพิสุทธิ์สิน, 2532)
จากผลการทดลอง พบวาอาหารสูตร B3 ไมเหมาะในการเพิ่มปริมาณแคลลัส เนื่องจาก

มีการปลอยสารสีน้ําตาลออกมาในอาหารและใหการเจริญเติบโตของแคลลัสนอยมาก สวน
สูตรอาหาร B4 ใหผลในการเพิ่มปริมาณแคลลัสไมตางกับสูตร B1 ถึงแมจะมีการเพิ่มความเขม
ขนของ 2,4-D ในการทดลองครั้งตอมาจึงตัดสูตร B3 และ B4 ออก และเพิ่มสูตรอาหารที่มี
dicamba และ NAA เพ่ิมขึ้นมาเพื่อเปรียบเทียบผลของออกซินชนิดตาง ๆ ในการเพิ่มปริมาณ
แคลลัส
อาหารชุดที่ 2

P21  =   Y3 + 2,4-D 10 µM + ascorbic acid 250 mg/l  (Teixeira และคณะ, 1995)
P22  =   Y3 + dicamba 10 µM + ascorbic acid 250 mg/l
P23  =   Y3 + NAA 10 µM + ascorbic acid 250 mg/l
P24  =   Y3 + 2,4-D 10 µM + 0.05% AC
เพาะเลี้ยงในสภาพมีแสง 16 ชั่วโมงแสงตอวัน แตละหนวยการทดลองทํา 20 ขวด  

สังเกตและบันทึกผลเปรียบเทียบโดยการชั่งน้ําหนักสดเมื่อแคลลัสอายุ 4  สัปดาห คํานวณหา
น้ําหนักแคลลัสที่เพ่ิมขึ้นตอน้ําหนักแคลลัสเริ่มตน บันทึกภาพเปรียบเทียบ

      3.4  การเกิดเอ็มบริโอเจเนซีสจากการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย
            ศึกษาการเจริญและการเปลี่ยนแปลงของแคลลัสในอาหารเหลวแตละสูตรเพ่ือหาสูตร
อาหารที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีส โดยการนําแคลลัสเจริญเติบ
โตเร็วท่ีไดจากการทดลองที่ 3.3 น้ําหนักประมาณ 0.25 กรัม เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวปริมาตร 
25 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร สูตรตาง ๆ  ดังตอไปนี้
อาหารชุดที่ 1

E11  =  Y3 + NAA 15 µM + ABA 2  µM (Teixeira และคณะ, 1995)
E12  =  Y3 + 2,4-D 15 µM + ABA 2  µM
E13   =  Y3 + 2iP 15 µM + ABA 2  µM



E14   =  Y3 + kinetin 15 µM + ABA 2  µM
จากผลการทดลอง พบวาอาหารสูตร E13 และ E14 ไมเหมาะในการเพาะเลี้ยงเซลล

แขวนลอย เนื่องจากทําใหแคลลัสและอาหารเปนสีน้ําตาลดํา ในการทดลองชุดตอมาจึงตัด
สูตรอาหาร E13 และ E14 ออก และเพิ่มสูตรอาหารที่มี dicamba, BA และไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืชเพ่ิมขึ้นมา เพ่ือเปรียบเทียบผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชใน
การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย
อาหารชุดที่ 2

E21  =  Y3 + ABA 2  µM (Huong และคณะ, 1999 )
E22  =  Y3 + NAA 15 µM + ABA 2  µM (Teixeira และคณะ, 1995)
E23   =  Y3 + dicamba 15 µM + ABA 2  µM
E24   =  Y3 + 2,4-D 15 µM + ABA 2  µM
E25   =  Y3 +  BA15 µM + ABA 2  µM

อาหารชุดที่ 3
            ยายเซลลแขวนลอยที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร E22 ของอาหารชุดที่ 2 ได 4 สัปดาห ลง
เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร
           S3  =  Y3 + BA 1 µM + kinetin 0.46 µM (Huong และคณะ, 1999 )
            เพาะเลี้ยงในสภาพมีแสง 16 ชั่วโมงแสงตอวัน ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 90 
รอบ/นาที ยายเลี้ยงลงอาหารใหมทุก 2 สัปดาห แตละหนวยการทดลองทํา 3 ฟลาสก  สังเกต
และบันทึกผลการเปลี่ยนแปลงทุก 4 สัปดาห

             3.5 การเกิดตนจากเอ็มบริออยด
            ศึกษาการเจริญและการเปลี่ยนแปลงของเอ็มบริออยดท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลวเพื่อหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดตนจากเอ็มบริออยด โดยการนําเอ็มบริ-
ออยดท่ีไดจากการทดลองที่ 3.4 (อาหารชุดที่ 1 และ 2) อายุ 3 เดือน มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตรตาง ๆ  ดังตอไปนี้
อาหารชุดที่ 1
 T1  =   Y3 NGR
 T2  =   1/2 Y3 (Guerra และ Handro, 1998)



T3  =  Y3 + CW 15%
T4  =   Y3 + coconut milk 15%
T5  =   Y3 + AC 0.05%
T6  =   Y3 + CW 15%  + AC 0.05% (วิสุทธิ์  พัชรพิสุทธิ์สิน, 2532)

อาหารชุดที่ 2
โดยการนําเอ็มบริออยดท่ีไดจากการทดลองที่ 3.4 (อาหารชุดที่ 3) อายุ 2 เดือน มาเพาะ

เลี้ยงในอาหารแข็งสูตรตาง ๆ ดังนี้
S1  =  Y3 NGR
S2  =  Y3 + BA 4.44 µM + AC 0.05% (บุญสนอง  ชวยแกว, 2534 )

              เพาะเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงในสภาพมีแสง 16 ชั่วโมงแสงตอวัน แตละหนวยการ
ทดลองทํา 10 ขวด  สังเกตและบันทึกผลทุก 1 เดือน

4. เนื้อเยื่อวิทยาของเอ็มบริโอและเอ็มบริออยด
         นําไซโกติกเอ็มบริโอเริ่มตนและเอ็มบริออยดของปาลมน้ํามันที่ไดจากการทดลองไป
ศึกษาลักษณะทางกายวิภาค ดวยการตัดเนื้อเยื่อตามวิธีการของ Johansen (1968) ทําการบันทึก
ภาพที่ได

5.  การคํานวณคาทางสถิติ
         การศึกษาเปรียบเทียบอาหารสูตรตางๆ ในการชักนําแคลลัส  โดยการชั่งน้ําหนักสด และ
การเพิ่มปริมาณแคลลัส โดยคํานวณคาจากน้ําหนักแคลลัสที่เพ่ิมขึ้นตอน้ําหนักแคลลัสเริ่มตน  
นํามาคํานวณหาคาเฉลี่ยและวิเคราะหความแปรปรวนของขอมูลดวยวิธี ANOVA และเปรียบ
เทียบคาเฉลี่ยโดยวิธีของ Scheffe วิเคราะหโดยใชโปรแกรม SPSS 11.0


	º··Õè 2
	ÇÔ¸Õ¡ÒÃ·´ÅÍ§
	ÇÑÊ´Ø

