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บทคัดย่อ 

 
การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มน า้มันโดยการน าโซมาติกเอ็มบริโอมาสร้าง

บาดแผลด้วยการหัน่เป็นชิน้เล็กๆ แล้วเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร Oil palm culture medium 
(OPCM) เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200  มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร วางเลีย้งภายใต้การให้แสงเป็นเวลา 14 ชัว่โมงตอ่วนั ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 สปัดาห์ สง่เสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้สงูสดุ 2.35 เอ็มบริโอตอ่หลอด จากนัน้น า
โซมาติกเอ็มบริโอท่ีได้มาหัน่และไม่หัน่มาจุ่มแช่สารละลาย Ethylmethanesulfonate (EMS) เพ่ือ
ชกัน าการกลายพนัธุ์  พบว่า โซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่มีการหัน่และจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความ
เข้มข้น 0-1 เปอร์เซ็นต์ ให้อตัรารอดชีวิตสงูกว่า 50% แต่ต้นกล้ามีลกัษณะทางสณัฐานท่ีตา่งจาก
ต้นในชดุควบคมุคือ มีการเจริญเติบโตของต้นท่ีช้ากว่าต้นควบคมุ มีจ านวนใบท่ีมากกว่าต้นในชุด
ควบคมุ และพบว่าท่ี EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมให้มีการสร้างช่อดอกในหลอด
ทดลอง โดยท่ี EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์มีการสร้างช่อดอกมากท่ีสดุ 40 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับโซ
มาติกเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่และจุ่มแช่ในสารละลาย EMS 0.81 เปอร์เซ็นต์ ให้อตัรารอดชีวิต 50% 
ชิน้ส่วนท่ีรอดชีวิตมีการพฒันาเป็นแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอใหม่ โดยท่ี EMS เข้มข้น 0.75 
เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอร่วมกับเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมากท่ีสุด คือ  77.78 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือเจริญเป็นต้นกล้ามีลักษณะทางสณัฐานท่ีต่างจากต้นในชุดควบคมุคือ คือ มีการ
เจริญเติบโตของต้นท่ีช้ากว่าต้นควบคมุ มีลกัษณะใบท่ีหนา หยิก มีสีเขียวเข้ม มีจ านวนใบท่ีมาก
และขนาดใหญ่กว่าต้นในชดุควบคมุ และพบว่าต้นมีการสร้างช่อดอกในทกุความเข้มข้นของ EMS 
โดยท่ี EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์มีการสร้างชอ่ดอกมากท่ีสดุ คือ 50 เปอร์เซ็นต ์ 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีเจริญจาก
โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ด้วยเทคนิค Simple sequence repeat (SSR) 
โดยใช้ไพรเมอร์ 9 คู ่ คือ EgCIR0008, EgCIR0243, EgCIR0337, EgCIR0409, EgCIR0446, 
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EgCIR0465, EgCIR0781, EgCIR0905 และ EgCIR1772 พบว่ามีเพียงไพรเมอร์ EgClR0465 ท่ี
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะ polymorphism และให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 275 bp ระหว่าง
ต้นกล้าปกติกับต้นกล้าท่ีมีการสร้างช่อดอกท่ีเจริญจากโซมาติกเอ็มบริโอ SE ทัง้ท่ีหัน่และไม่หัน่
และผ่านจุ่มแช่สารละลาย EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับไพรเมอร์อ่ืนๆ ให้รูปแบบดีเอ็นเอท่ี
เหมือนกนัในทกุตวัอย่าง สรุปได้ว่า EMS ท่ีความเข้มข้นสงูส่งผลตอ่การออกดอกของต้นกล้า และ
ท าให้รูปแบบของดีเอ็นเปล่ียนแปลงไปเม่ือตรวจสอบด้วยเทคนิค SSR 
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ABSTRACT 

 
 Somatic embryos of oil palm were chopped into small pieces. They were 

cultured on oil palm culture medium (OPCM) supplemented with 0.1 mg/l dicamba and 
200 mg/l ascorbic acid under 14 h photoperiod at 28  ± 2°C for 4 weeks. The result 
showed that chopped SE gave the numbers of somatic embryos (SEs) at 2.35 
embryos/test tube. After that, both non chopped SEs and chopped SEs were used for 
induction of mutation by treatment with ethylmethanesulfonate (EMS). In case of non 
chopped SEs, 0-1 % EMS gave the higher survival rate of SE than 50%. Plantlets 
derived from treatment SE with EMS had slow growth with high number of leaves. In 
addition, plantlets derived from treatment SE with EMS at 0.75 and 1% produced flowers 
in vitro. EMS at 1% gave the highest in vitro flowering plantlet at 40%.  In case of 
chopped SEs, EMS at concentration of 0.81% gave the decrement of survival rate to 
50% (LD50). Some SEs produced yellow embryogenic callus alone while some others 
produced both embryogenic callus and SEs. EMS at 0.75% gave the highest 
embryogenic callus together with SE formation at 77.78%. Plantlets derived from 
treatment SE with EMS had slow growth with high number of leaves. The leaves were 
thick and curl. In addition, all EMS treatment promoted the formation of flowers in vitro. 
EMS at 1% gave the highest in vitro flowering plantlet at 50%. 

Analysis of genetic variation of plantlets derived from treating SE with 
EMS by 9 primers of simple sequence repeat (SSR) marker revealed that EgClR0465 
gave polymorphism of DNA and also gave specific band at 275 bp. This DNA indicated 
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in vitro flowering plantlet developed from SE after treatment with 1% EMS. The other 
primers gave monomorphism of DNA in all samples tested. In conclusion, the high 
concentration of EMS affected flowering of plantlet and caused a change in DNA pattern 
as proving by SSR. 
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หลงัวางเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม

ตอ่ลิตร กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

25 

2 ผลของสภาพการเพาะเลีย้งตอ่การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มนํา้มนั หลงัวาง

เลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

กรดแอสคอร์บคิ เข้มข้น 200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

25 

3 ผลของการหัน่ชิน้ส่วนพืชและความเข้มข้นของสารละลาย EMS ตอ่เปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิตของโซมาติกเอ็มบริโอ  หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร OPCM เติม 

dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

27 

4 พฒันาการของ SSE  จํานวนยอด  และจํานวนท่ีผิดปกติ ท่ีพฒันาจากโซมาติก

เอ็มบริโอท่ีไม่หั่นและผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ 

หลังเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS เติมนํา้ตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 0.2        

โมลาร์ เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 

29 

5 พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอจากชิน้ส่วน         

โซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ  

หลงัวางเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM ท่ีเติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม

ตอ่ลิตร กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์   

32 

6 พฒันาการของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS 

ความเข้มข้นต่างๆ หลังเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS เติมนํา้ตาลซอร์       

บทิอลเข้มข้น 0.2  โมลาร์ เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 

34 

7 จํานวนใบ ความกว้างของใบ และความสูงของต้นกล้าท่ีพัฒนาจากโซมาติก

เอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ 

หลงัย้ายเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต 

เป็นเวลา 2 เดือน 

38 

 

 

 

 



     (12) 

รายการตาราง (ต่อ) 
 

ตารางท่ี  หน้า 

8 จํานวนใบ ความกว้างของใบ ความสงูของต้นท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ

ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลงัย้าย

เลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็น

เวลา 2 เดือน 

40 

9 จํานวนต้นกล้าปาล์มนํา้มนัทัง้หมด ต้นกล้าท่ีเกิดช่อดอก และเปอร์เซ็นต์การ

เกิดช่อดอกของต้นกล้าท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการ

จุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัจากย้ายเลีย้งบนอาหาร

สตูรแข็ง MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 5 เดือน 

42 

10 จํานวนต้นกล้าปาล์มนํา้มนัทัง้หมด ต้นกล้าท่ีเกิดช่อดอก และเปอร์เซ็นต์การ

เกิดช่อดอกของต้นกล้าท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่ม

แชใ่นสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัจากย้ายเลีย้งบนอาหารสตูร

แข็ง MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 5 เดือน 

44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     (13) 

รายการภาพ 

 

ภาพท่ี  หน้า 

1 เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มนํา้มันจากการวางเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร 

OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 

200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํา้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 

13 

2 ลกัษณะของชิน้สว่นพืชเร่ิมต้นก่อนการชกันําโซมาตกิเอ็มบริโอ 18 

3 ลกัษณะโซมาตกิเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้งเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั และ

โซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารแข็งสูตร OPCM เติม dicamba เข้มข้น  0.1 

มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 

สปัดาห์ 

26 

4 อตัราการรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) ของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และหัน่

และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 90 นาที 

หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม

ตอ่ลิตร กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

28 

5 พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หั่นและผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย 

EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลงัจากเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม

นํา้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์  กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัม

ตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์   

30 

6 ลกัษณะโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีลกัษณะผิดปกติ ท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ

ท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัจาก

เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเติมนํา้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ 

กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 

31 

7 ลกัะษณเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัและโซมาติกเอ็มบริโอท่ีพฒันาจากชิน้ส่วนโซ

มาติกอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ด้วยสารละลาย EMS ความเข้มข้น

ต่างๆ หลังวางเลีย้งบนอาหารสูตร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 

มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 

สปัดาห์ 

33 

 

 

 



     (14) 

 รายการภาพ (ต่อ) 

 

 

ภาพท่ี  หน้า 

8 ลกัษณะโซมาติกเอ็มบริโอชดุท่ี 2 (SSE) ท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่

และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ (ก)   

และ 1 เปอร์เซ็นต์ (ข) บนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเตมินํา้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 

0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 

35 

 

 

9 ลักษณะยอดท่ีเ กิดจากโซมาติกเ อ็มบริโอท่ีหั่นและผ่านการจุ่มแช่ใน

สารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ี

เติมนํา้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น  0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 

มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์   

36 

10 ลกัษณะโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีลกัษณะผิดปกติ ท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ

ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลงัจาก

เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเติมนํา้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ 

กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 

37 

11 การเจริญเติบโตของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่

หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัเพาะเลีย้ง

บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 

เดือน 

39 

12 การเจริญเติบโตของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่

และผ่าน การจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัเพาะเลีย้งบน

อาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 เดือน 

41 

13 ต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีสร้างช่อดอกท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และ

ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ หลงัเพาะเลีย้งบน

อาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 5 เดือน 

43 

14 ต้นกล้าปาล์มนํา้มันท่ีสร้างช่อดอกท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหั่นและ

ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลงัเพาะเลีย้งบน

อาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโตเป็นเวลา 5 เดือน 

45 

 

 

 

 



     (15) 

 รายการภาพ (ต่อ) 

 

 

ภาพท่ี  หน้า 

15 การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอจากชิน้ส่วนใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ี

พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สารละลาย 

EMS ความเข้มข้นตา่งๆ ท่ีสกดัตามวิธีการของ Doyle และ Doyle (1990) 

ด้วยวิธีการทางคณุภาพเปรียบเทียบกบั λ DNA 

47 

 

 

16 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 

EgClR0465 

48 

17 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 

EgClR0008 

49 

18 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 

EgClR0243 

50 

19 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 

EgClR0337 

51 

20 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 

EgClR0409 

52 

 

 

 

 



     (16) 

 รายการภาพ (ต่อ) 

 

 

ภาพท่ี  หน้า 

21 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 

EgClR0446 

53 

 

 

22 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 
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23 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 
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24 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก

โซมาตกิเอ็มบริโอทัง้ท่ีไมห่ัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 
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     (17) 

สัญลักษณ์คาํย่อและตวัย่อ 
 

bp  = base pair 

5-BU  = 5-Bromouracil 

CRD  = Completely randomized design 

CTAB  = Hexadecyltrimethylammonium bromide 

2, 4-D  = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

dES  = Diethylsulphate  

dicamba = 3, 6-dichloro-2-methoxybenzoic acid 

DMRT  = Duncan’s multiple range test 

DNA  = Deoxyribonucleic acid 

dNTP  = Deoxynucleotide triphosphate 

EDTA  = Ethylenediaminetetraacetic acid 

EMS  = Ethylmethanesulfonate 

HCl  = Hydrochloric acid 

HE  = Haustorium embryo 

LD50  = Lethal dose 

LSD  = Least significant difference 

MS  = Murashige and Skoog medium 

Na2EDTA = Disodium ethylenediaminetetraacetate 

OPCM  = Oil palm culture medium 

PCR  = Polymerase chain reaction 

PVP-40  = polyvinyl pyrrolidone-40 

PGR  = Plant growth regulator 

RAPD  = Randomly amplified polymorphic DNA 

SE  = Somatic embryo 

SSE  = Secondary somatic embryo 

SSR  = Simple sequence repeats 

TAE  = Tris-acetic acid-disodium ethylenediaminetetraacetic acid 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
บทน าต้นเร่ือง 
 

ปัจจุบนัประชากรของโลกได้เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้ความต้องการเคร่ือง
อุปโภคและบริโภคย่อมสูงขึน้ตามไปด้วย โดยเฉพาะผลผลิตด้านการเกษตรท่ียงัไม่เพียงพอต่อ
ความต้องการของประชากร การปรับปรุงพนัธุ์พืชเพ่ือผลิตพืชให้ได้ปริมาณมากและมีคณุลกัษณะ
ดีตรงตามความต้องการจึงเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถช่วยเพิ่มผลผลิตทางการเกษตรได้  ปาล์ม
น า้มนั (Elaeis guineensis Jacq.) จดัเป็นพืชน า้มนัชนิดหนึ่งท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย เป็นพืชน า้มนัท่ีมีศกัยภาพในการแข่งขนัทางเศรษฐกิจสูงกว่าพืชน า้มนัชนิดอ่ืนๆทัง้
ด้านการผลิตและการตลาด เน่ืองจากเป็นพืชท่ีให้ผลผลิตน า้มนัปริมาณมากเม่ือเปรียบเทียบกบัพืช
น า้มนัชนิดอ่ืนๆ (Konan et al., 2006)  เช่น ในปี พ.ศ. 2551 มีผลผลิตน า้มนัตอ่หน่วยพืน้ท่ีสงูกว่า
ถัว่เหลือง เรปซีด ทานตะวนั ฝ้าย และถัว่ลิสงประมาณ 8.60  5.04  7.72  20.62 และ 18.23 เท่า 
ตามล าดบั (ธีระ, 2554) นอกจากนีน้ า้มันปาล์มยังเป็นน า้มันพืชท่ีสามารถน ามาแปรรูปเพ่ือ
น าไปใช้ประโยชน์ได้อยา่งหลากหลายทัง้ในด้านอปุโภคและบริโภค เชน่ เป็นน า้มนัปรุงอาหาร ผลิต
เนยเทียม เนยขาว ไขมันท าขนมปัง สบู่ เทียนไข และผงซกัฟอก เป็นต้น โดยเฉพาะในยุคน า้มัน
แพง ยงัสามารถน ามาใช้เป็นวตัถดุบิเพ่ือผลิตพลงังานทดแทนได้อีกด้วย การผลิตน า้มนัปาล์มจึงมี
แนวโน้มขยายตวัเพิ่มสงูขึน้อยา่งตอ่เน่ืองและรวดเร็ว เพ่ือให้เพียงพอตอ่ความต้องการของผู้บริโภค
ท่ีสูงขึน้ (เปรมปรี, 2549)  พิจารณาได้จากการเพิ่มขึน้ของปริมาณการผลิตและการบริโภค ซึ่ง
พบว่าปริมาณการผลิตน า้มนัปาล์มของโลกมีการเพิ่มขึน้อย่างก้าวกระโดดในช่วงหลายทศวรรษท่ี
ผ่านมา จากท่ีสามารถผลิตได้เฉล่ีย 1.26 ล้านตนัระหว่างปี 2501-2505 เพิ่มขึน้เป็น 17 ล้านตนั
ระหว่างปี 2539-2543 จนสามารถผลิตได้ถึง 53 ล้านตนัในปี 2555 เพิ่มขึน้จากปี 2554 5.1 
เปอร์เซ็นต์ โดยประเทศผู้ผลิตน า้มนัปาล์มรายใหญ่ของโลกคืออินโดนีเซียและมาเลเซีย ทัง้สอง
ประเทศสามารถผลิตน า้มนัปาล์มได้กว่า 87 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณการผลิตน า้มนัปาล์มโลก โดย
ปี 2555 อินโดนีเซียผลิตได้ 52 เปอร์เซ็นต์ของโลก มาเลเซียผลิตได้ร้อยละ 35 ขณะท่ีไทยผลิตได้
ร้อยละ 3.3 (ศนูย์วิจยักสิกรไทย, 2556) 

  การปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน า้มัน เพ่ือให้ได้ต้นพันธุ์ปาล์มน า้มันท่ีดี ให้ผลผลิต
ทะลาย และผลผลิตน า้มัน /หน่วยพืน้ ท่ี /หน่วยระยะเวลาสูง และสามารถปรับตัวเข้ากับ
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สภาพแวดล้อมในแหลง่ปลกูได้ดีจงึมีความส าคญัอยา่งยิ่ง เพราะจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพและ
ลดต้นทุนในการผลิตตลอดอายุการเก็บเก่ียวของปาล์มน า้มันได้ (ธีระ, 2554) ซึ่งปกติแล้วการ
ปรับปรุงพนัธุ์ปาล์มน า้มนัจะท าการปรับปรุงพนัธุ์โดยใช้วิธีดัง้เดิม (Conventional breeding)  ซึ่ง
ต้องใช้ระยะเวลานานหลายปี (ธีระ และคณะ, 2543) การชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยสารเคมี
เป็นการปรับปรุงพันธุ์วิธีหนึ่งท่ีสามารถท าได้อย่างรวดเร็ว วิธีดงักล่าวสามารถชักน าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงลักษณะท่ีแตกต่างไปจากเดิม สารเคมีท่ีใช้ในการก่อกลายพันธุ์  เช่น EMS 
(Ethylmethane sulfonate), dES (Diethylsulphate) และ 5-BU (5-Bromouracil) แตท่ี่นิยมใช้
มากท่ีสดุในการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ในพืช คือ EMS เพราะมีประสิทธิภาพสงูในการท า
ให้เกิดการกลายพนัธุ์และใช้ได้ผลดีกับพืชหลายชนิด (สิรนุช, 2540) อย่างไรก็ตามได้มีการน า
เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช ซึ่งเป็นวิธีท่ีจะสามารถขยายพนัธุ์ได้เป็นจ านวนมากในระยะเวลา
อันสัน้มาใช้ร่วมกับการชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์   จะสามารถช่วยสร้างสายพันธุ์ใหม่ๆ  ใน
ระยะเวลาอนัสัน้  ดงันัน้การทดลองนีจ้ึงได้ศึกษาผลของสารเคมี EMS ผ่านโซมาติกเอ็มบริโอ 
(Somatic embryo; SE) ของปาล์มน า้มนัในหลอดทดลอง เพ่ือให้ได้ต้นปาล์มน า้มนัท่ีมีลกัษณะ
ใหม่ๆ จากนัน้จึงตรวจสอบผลของการเปล่ียนแปลงพนัธุกรรมโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล เพ่ือ
ชว่ยยืนยนัวา่ต้นท่ีได้นัน้มีลกัษณะเปล่ียนแปลงไปจากลกัษณะเดมิ 
 
การตรวจเอกสาร 
 
การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อปาล์มน า้มัน 
 
  การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช คือ กระบวนการตดัแยกชิน้ส่วนพืชมาเลีย้งบนอาหาร
สงัเคราะห์ในสภาพปลอดเชือ้ ภายในห้องท่ีมีการควบคมุแสง อณุหภูมิ และความชืน้ท่ีเหมาะสม 
เพ่ือให้ชิน้ส่วนพืชมีการพฒันาต่อไป (สมปอง, 2539) การขยายพนัธุ์พืชด้วยวิธีนี ้ สามารถเพิ่ม
ปริมาณต้นพืชได้เป็นจ านวนมาก และใช้ระยะเวลาสัน้ ปัจจบุนัสามารถเพาะเลีย้งส่วนของคพัภะ 
และใบอ่อนของปาล์มน า้มนั ซึ่งสามารถสร้างยอดใหม่ได้จ านวนมาก และยงัสามารถใช้แคลลัส
เพ่ือการปรับปรุงพนัธุ์ได้   
   Kanchanapoom และDamyaos (1999) ตดัแยกคพัภะปาล์มน า้มนัมาเพาะเลีย้ง
บนอาหารสูตร Y3 (Eeuwens) เติม 2,4-D (2,4-dichorophenoxy-acetic acid) เข้มข้น  2 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าชิน้ส่วนดังกล่าวสามารถชักน าแคลลัสได้ภายใน 8 สัปดาห์ หลังจาก
เพาะเลีย้ง และชักน าเอ็มบริออยด์ (embryoid) บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 0.5 
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มิลลิกรัมตอ่ลิตร แตไ่ม่พบการเจริญเป็นต้นอ่อน     Te-chato (1998b) รายงานการผลิตต้นกล้า
ปาล์มน า้มันท่ีปกติจ านวนมากจากการเพาะเลีย้งใบอ่อนปาล์มน า้มันจากต้นเทเนอราผ่าน
กระบวนการเอ็มบริโอเจนีซีสในอาหารท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตความเข้มข้นต ่า ทัง้ใน
ระยะชักน าแคลลัส พัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอ การชักน าการงอกยอด และต้นกล้าท่ีปกติ 
โดยทัว่ไปกระบวนการสร้างพืชต้นใหม่จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมี 2 กระบวนการ คือ  เอ็มบริโอ
เจนีซีส และออร์แกโนเจนีซีส ซึ่งพืชต้นใหม่ท่ีเกิดขึน้อาจเกิดขึน้โดยตรงจากชิน้ส่วนท่ีเพาะเลีย้ง 
หรือเกิดจากแคลลัส กระบวนการเอ็มบริโอเจนีซีสท าให้เกิดเป็นพืชต้นใหม่โดยการพัฒนาของ
เอ็มบริโอในระยะตา่ง ๆ เหมือนกบัเอ็มบริโอท่ีได้จากการผสมพนัธุ์ด้วยวิธีปกติ เรียกเอ็มบริโอท่ีมี
พฒันาการมาจากเซลล์ร่างกายวา่โซมาตกิเอ็มบริโอ หรือเอ็มบริออยด์  
 
การขยายพันธ์ุปาล์มน า้มันโดยการใช้โซมาตกิเอ็มบริโอ 
 
  การขยายพนัธุ์ด้วย SE เป็นการขยายพนัธุ์โดยไม่อาศยัเพศท่ีมีความส าคญัในพืช
หลาย ๆ ชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชท่ีขยายพนัธุ์ด้วยวิธีตามปกติท่ีท าได้ยาก เช่น ปาล์มน า้มนั 
(Hilae and Te-chato, 2005)  มะพร้าว (Chan et al., 1998)  และอินทผลมั (Al-Khayri and Al-
Bahrany, 2001) เป็นต้น ซึ่งระยะการพฒันาของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมี 4 
ระยะ คือ เอ็มบริโอระยะรูปกลม รูปหวัใจ รูปทอร์ปิโด และระยะสร้างใบเลีย้ง (สมปอง, 2539) โดย
โซมาติกเอ็มบริโอจะพฒันาเป็นพืชต้นใหม่ได้นัน้สามารถเกิดขึน้เองตามธรรมชาติ หรือต้องอาศยั
ปัจจัยต่าง ๆ ในการงอกและพัฒนา เช่น อุณหภูมิ แสง ภาชนะเพาะเลีย้ง และสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เป็นต้น     ธนวดี (2551) ได้ชกัน า SE โดยการน าเอ็มบริโอเจนิคเเคลสัของปาล์ม
น า้มนัมาเพาะเลีย้งในอาหารสตูร MS เตมิ dicamba เข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในสภาพแวดล้อม 
2 สภาพ คือ มืดและสว่างท่ีอณุหภูมิ 26 ± 4  องศาเซลเซียส (ห้องวางเลีย้ง) และอณุหภูมิ 28 ± 
0.5 องศาเซลเซียส (ตู้ควบคมุอณุหภูมิ) เป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบว่า การวางเลีย้งในสภาพให้แสงท่ี
อณุหภูมิ 26 ± 4 องศาเซลเซียส ชกัน าการเกิด SE รวมสงูสดุ เฉล่ีย 23.28 เอ็มบริโอ      Te-chato 
(1998a) ได้เพาะเลีย้งคพัภะปาล์มน า้มนับนอาหารสตูร MS ท่ีเติมเคซีนไฮโดรไลเซส เข้มข้น 1000 
มิลลิกรัมตอ่ลิตรและกรดแอสคอร์บิค เข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยเปรียบเทียบสารควบคมุ
การเจริญเติบโตสองชนิด คือ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ dicamba ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมกบัการให้แสงท่ีความเข้มแสงตา่งๆ คือ 2,500 4,500 และ 6,000 
ลกัซ์ พบวา่ การเพาะเลีย้งเอ็มบริโอบนอาหารสตูร MS เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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ภายใต้การให้แสงท่ีความเข้มแสง 6,000 ลกัซ์ ส่งเสริมให้มีการเปล่ียนแปลงของ SE เป็นเอ็มบริโอ
ระยะสร้างจาว (ใบเลีย้ง) (Haustorium embryo: HE) ได้ 48.15 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติกบั 2,4-D และความเข้มแสงอ่ืนๆ     Te-chato (2002) ชกัน า SE ปาล์มน า้มนั
โดยเพาะเลีย้งแคลลสัในอาหารสตูร MS เติมน า้ตาลเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ กรดแอสคอร์บิค เข้มข้น 
200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และสารควบคมุการเจริญเติบโตสองชนิด คือ 2,4-D หรือ dicamba ท่ีความ
เข้มข้น 0.1-0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ภายใต้การให้แสงความเข้ม 2,500 ลกัซ์เป็นเวลา 14 ชัว่โมงตอ่
วนั พบว่าการใช้ dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมแคลลสัเร่ิมต้นให้พฒันาเป็น
แคลลสัท่ีเจริญรวดเร็ว 61.11 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากวางเลีย้งเป็นเวลา 90 วนั  ผลดงักล่าวท าให้ร่น
ระยะเวลาในการชกัน าเป็นต้นได้ในเวลา 8-10 เดือน เม่ือชกัน าการงอกของ SE และอนบุาลต้น
กล้าลงดินปลกูไม่พบการผิดปกติของต้นกล้า     Balzom และคณะ (2013) น าเอ็มบริโอเจนิค
แคลลสัของปาล์มน า้มนัมาเพาะเลีย้งบนอาหาร MS เติมไฟตาเจล 2.5 กรัมต่อลิตร และสาร
ควบคมุการเจริญเติบโต คือ picloram หรือ  2,4-D เข้มข้น 40 ไมโครโมลาร์ พบว่าการใช้ 2,4-D 
ส่งเสริมให้เกิด SE สูงสดุ 18 เอ็มบริโอตอ่ชิน้ส่วน จากนัน้ย้ายลงสตูรอาหารชกัน าตนั ซึ่งสามารถ
เกิดการพฒันาเจริญเป็นต้นกล้าตอ่ไปได้ 

นอกจากนีย้งัมีปัจจยัอ่ืนท่ีสามารถกระตุ้นให้ชิน้ส่วนพืชมีการสร้าง และพฒันา
เป็น SE ได้ เช่น การสร้างบาดแผลให้กบัชิน้ส่วนพืช  โดยรังสฤษดิ์ (2540) รายงานว่า การสร้าง
บาดแผลเป็นการเพิ่มชอ่งทางในการดดูอาหารของชิน้สว่นพืช ชิน้สว่นพืชจะสามารถดดูซบัน า้ และ
อาหารได้โดยตรงผ่านทางบาดแผลมากยิ่งขึน้ และยงัเป็นการกระตุ้นการพฒันาส่วนต่างๆ เช่น
การศึกษาของ Othmani และคณะ (2009) พบว่าการสร้างบาดแผลให้กบัแคลลสัของอินทผาลมั
ด้วยใบมีดโกน แล้ววางเลีย้งบนอาหารสตูร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร  พบว่า 
สามารถเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัได้สงูสุด 3.5 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับแคลลสัท่ีไม่ได้
สร้างบาดแผล และยงัสามารถชกัน าให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้สงูสดุเฉล่ีย 51 เอ็มบริโอ หลงัวาง
เลีย้งเป็นเวลา 55 วนั     Fki และคณะ (2003) ท าการหัน่แคลลสัของอินทผาลมั และเพาะเลีย้งใน
อาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าสามารถชักน าให้เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอได้เป็นจ านวนมาก  
 
การปรับปรุงพันธ์ุพืชโดยการก่อกลายพันธ์ุ 
 
   การกลายพนัธุ์ หมายถึง การเปล่ียนแปลงโครงสร้างสารพนัธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
อาจมีผลท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงลักษณะของสิ่งมีชีวิตท่ีเป็นลักษณะใหม่ๆ แตกต่างจาก
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ลกัษณะเดิม ซึ่งเป็นตวัการส าคญัท่ีท าให้เกิดวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิต มีประโยชน์ในการช่วยเพิ่ม
ความแปรปรวนในพืช ซึ่งเป็นการเพิ่มความส าเร็จในการคดัเลือกพืชให้ได้ลกัษณะตามท่ีต้องการ 
(นพพร, 2543) การกลายพนัธุ์มี 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ  
 
  1. การกลายพันธ์ุที่เกิดขึน้เองตามธรรมชาติ เป็นการกลายพนัธุ์ท่ีเกิดขึน้อย่างช้าๆ มี
ความถ่ีในการเกิดต ่า สาเหตุของการกลายพันธุ์ตามธรรมชาติ เกิดขึน้เองโดยไม่ทราบสาเหตุท่ี
แน่นอน (สิรนุช, 2540)  ซึ่งอาจเกิดจากองค์ประกอบทางกรรมพนัธุ์ในพืช สภาพทางสรีระของพืช 
อาหาร อณุหภมูิ รังสีในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติ หรือสิ่งก่อกลายพนัธุ์ในสิ่งแวดล้อมท่ีเกิดขึน้เอง
ในธรรมชาต ิโดยท่ีมนษุย์ไมไ่ด้ชกัน าให้เกิดขึน้  
 
  2. การกลายพันธ์ุที่ เกิดจากการชักน า การชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์เป็นทางเลือก
หนึ่งท่ีจะช่วยในการปรับปรุงผลผลิต ทัง้ในด้านคุณภาพและปริมาณให้ได้ลักษณะใหม่ๆ หรือ
ลกัษณะตามท่ีต้องการ (Muthusamy and Jayabalan, 2011) วิธีการดงักล่าวสามารถท าได้ด้วย
กระบวนการทางกายภาพและทางเคมี ซึง่ในทางกายภาพได้แก่การใช้รังสีชนิดตา่งๆ เช่น  รังสีเอกซ์ 
รังสีแกมมา อนุภาคนิวตรอน และรังสีอัลตราไวโอเลต เป็นต้น ส่วนในทางเคมี ได้แก่ การใช้
สารเคมีก่อกลายพันธุ์  สารเคมีท่ีท าให้เกิดการก่อกลายพนัธุ์มีอยู่หลายชนิด แต่ละชนิดจะให้ผล
แตกตา่งกนัออกไป ซึ่งสารเคมีท่ีนิยมใช้ในการเหน่ียวน าให้เกิดการก่อกลายพนัธุ์ไ ด้แก่ EMS dES 
และ 5-BU เป็นต้น แตท่ี่นิยมใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พืชมากท่ีสดุคือ EMS (Naik et al., 2012) 
 
การชักน าการกลายพันธ์ุด้วย EMS  
 
   EMS จัดเป็นสารเคมีอยู่ในกลุ่ม alkylating agent นิยมใช้มากท่ีสุดในการ
เหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ในพืช เพราะมีประสิทธิภาพสูงในการท าให้เกิดการกลายพนัธุ์ใช้
ได้ผลดีกบัพืชหลายชนิด (สิรนชุ, 2540) โดยคณุสมบตัขิองสารมีดงันี ้ 
   สตูรทางเคมี   CH3SO2OC2H5 เป็นของเหลวใส ไมมี่สี 
   มวลโมเลกลุ   124 
   ความหนาแนน่   1.203 กรัมตอ่มิลลิลิตร ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
   จดุเดือด    85-86 องศาเซลเซียส ท่ี 10 มิลลิเมตรปรอท 
   การละลายน า้   ประมาณ 8 เปอร์เซ็นต์ 
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   EMS ประกอบด้วยหมู่เอทิล (C2H5: ethyl group)   1 หมู่ จะถกูถ่ายให้กบัโมเลกลุ
ของดีเอ็นเอในปฎิกริยาแอลคิเลชนั (alkylation) สามารถเข้าท าปฎิกริยากบัเบสเพียวรินและไพริ-   
มิดนิ รวมทัง้หมูข่องฟอสเฟตของดีเอ็นเอ โดยปฎิกริยาแอลคิเลชนัจะเกิดมากท่ีสดุในต าแหน่ง N-7 
ของเบสกัวนิน (G) ภายหลงัท าปฏิกิริยาแล้วกลายเป็น 7-เอทิลกัวนิน (7-ethylguanine) หรือท่ี
เรียกว่า แอลคิเลเตตกวันิน (alkylated guanine) (IAEA, 1977)   วิธีการท่ีสาร EMS ท าให้เกิดการ
กลายพนัธุ์ซึง่รายงานโดย IAEA (1977) มีดงัตอ่ไปนี ้เช่น ท าให้เกิดการเข้าแทนท่ีคูเ่บส โดยการท่ีมี
หมู่เอทิลมาอยู่ในโมเลกลุของ guanine ท าให้คณุสมบตัิในการเกิด ionization ท่ีแตกต่างไปจาก
ปกติ จึงเกิดการจบัคูเ่บสท่ีผิดปกติไปจากเดิมได้ เช่น กรณีท่ี 7-ethyguanine สามารถจบัคู่กบัเบส 
thymine (T)  ซึ่งจะน าไปสู่การกลายพนัธุ์ชนิด transition   สาร EMS ยงัท าให้เกิดการหลดุหายไป
ของเบสเพียวรีนจากสายดีเอ็นเอ เพราะการท่ีมีหมู่เอทิลเข้าไปจับอยู่ในต าแหน่งต่างๆ ในเบส     
เพียวรีน ท าให้เกิดการตดัขาดของพนัธะท่ีเช่ือมระว่างน า้ตาลกับเบส จึงเกิดการหลุดออกไปของ
เบสเพียวรีนและเกิดช่องว่างขึน้ ต่อมาเม่ือเซลล์มีกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเออาจจะเกิดความ
ผิดพลาดได้ท่ีเบสท่ีแตกต่างไปจากเดิม ซึ่งน าไปสู่การกลายพันธุ์ แบบ transition และ 
transversion ได้ และนอกจากนีก้ารตดัขาดของหมู่ฟอสเฟตและน า้ตาล อาจท าให้เกิดการขาด
จากกันของดีเอ็นเอสายเด่ียวและสายคู่ ซึ่งน าไปสู่การหลุดหายไปของส่วนดีเอ็นเอและเกิดการ
กลายพนัธุ์ในท่ีสดุ 

สาร EMS สามารถก่อกลายพนัธุ์ได้ดีกบัพืชหลายชนิด ทัง้สภาพในหลอดทดลอง 
และนอกหลอดทดลอง โดยความถ่ีของการกลายพนัธุ์ ท่ีถกูชกัน าด้วยการใช้สาร EMS มีคา่สงูกว่า
การกลายพันธุ์ตามธรรมชาติหลายเท่า (Sung, 1976) สายพันธุ์กลายท่ีได้สามารถถ่ายทอด
ลกัษณะการกลายพนัธุ์ตอ่ได้อีกหลายรุ่น (Osorio et al., 1995) โดยมีรายงานการศกึษาเก่ียวกบั
การใช้สาร EMS เพ่ือชกัน าให้พืชเกิดการกลายพนัธุ์ เช่น Kumar และคณะ (2010) ได้น าแคลลสั
ของลฟัเลมอนมาทรีต EMS เข้มข้น 0.1 0.2 0.3 และ 0.4 เปอร์เซ็นต์ แล้วจึงน ามาเพาะเลีย้งบน
อาหาร พบว่าเม่ือความเข้มข้นของ EMS เพิ่มขึน้ อตัราการรอดชีวิตของแคลลสัลดลง โดยท่ีความ
เข้มข้นของ EMS 0.4 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้แคลลสัตายทัง้หมด และยงัพบว่ามีเพียงแคลลสักลุ่ม
ควบคมุและแคลลสัท่ีผา่นการทรีต EMS 0.1เปอร์เซ็นต์ เท่านัน้ท่ีสามารถพฒันาตอ่ไปได้ คิดเป็น 9 
และ 5.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั      Hohmann และคณะ (2005) ศกึษาโดยการใช้เมล็ดของ sugar 
beet จุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4  6  8  12 และ 14 
ชัว่โมง พบวา่ท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ นาน 8 ชัว่โมง มีอตัราการงอกของต้นกล้า 88 เปอร์เซ็นต์ 
โดยต้นกล้าท่ีได้จะมีลกัษณะท่ีผิดปกต ิคือจะแสดงอาการใบเหลืองหรือใบดา่งบางส่วน และเม่ือน า
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ต้นในรุ่น M1 มาผสมตวัเอง พบว่าเมล็ดในรุ่น M2 มีอตัราการงอกของต้นกล้า 69.6 เปอร์เซ็นต์  
Venkataiah และคณะ (2005) ได้น าเมล็ดพริกจุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น  0.1 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลาต่างๆ แล้วจึงน าเมล็ดท่ีได้รับสาร EMS มาเพาะเลีย้งบนอาหารคดัเลือกท่ีเติม atrazine 
20 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าต้นกล้ามีลักษณะปกติ 6.5 เปอร์เซ็นต์ และพบต้นอ่อนท่ีมีลักษณะ
ผิดปกติ คือ มีสีซีด 84 เปอร์เซ็นต์ ลักษณะยอดเผือก 9.5 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือน าต้นอ่อนท่ีมี
ลกัษณะปกติและต้านทานต่อสาร atrazine ลงปลูกในแปลง พบว่าสามารถเจริญได้ตามปกติ     
Qin และคณะ (2011) ท าการศกึษาโดยใช้คพัภะของ loquat จุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 
0.1- 0.9 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 0.5  1 และ 2 ชัว่โมง พบว่าท่ีความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ นาน 0.5 
ชัว่โมง คพัภะมีอตัราการรอดชีวิตสงูสดุ 48.8 เปอร์เซ็นต์ และสามารถสร้างเอ็มบริโอใหม่ได้สงูสดุ 
46.2 เปอร์เซ็นต์     Dhakshanamoorthy (2010) ได้ชกัน าการกลายพนัธุ์ของสบู่ด า โดยการน า
เมล็ดมาจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ พบว่าต้นท่ีเจริญจากเมล็ดท่ีผ่านการจุ่มแช่สาร EMS 
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีการผลิตจ านวนช่อผลตอ่ต้นและจ านวนผลตอ่ช่อสูงท่ีสดุ 14.66 ช่อและ 
11.00 ผล ตามล าดบั ซึ่งมากกว่าต้นท่ีเจริญจากเมล็ดท่ีไม่ผ่านการจุ่มแช่สาร EMS     อริยาภรณ์ 
และธีระพงษ์ (2554) ได้ท าการคดัเลือกพนัธุ์สบูด่ าเพ่ือเพิ่มผลผลิตโดยการชกัน าให้เกิดการกลาย
พนัธุ์ด้วยสาร EMS พบว่าสบูด่ าต้นกลายท่ีได้จากการแช่สาร EMS มีลกัษณะน า้หนกัผลตอ่ต้น 
น า้หนกัเมล็ดตอ่ต้น น า้หนกั 100 เมล็ด เปอร์เซ็นต์การกะเทาะเมล็ด ผลผลิตตอ่ต้น ปริมาณไขมนั 
โปรตีน คาร์โบไฮเดรต เถ้า และเย่ือใย ท่ีหลากหลาย และสามารถคดัเลือกต้นกลายได้จ านวน 9 
ต้น โดยต้นกลายท่ีคดัไว้มีปริมาณไขมนัอยู่ในช่วง 33.77 – 37.54 เปอร์เซ็นต์ น า้หนกัเมล็ดตอ่ต้น
อยู่ในช่วง 162 – 368 กรัม และน า้หนกั 100 เมล็ดตอ่ต้นอยู่ในช่วง 58.62 – 107.14 กรัม ซึ่งมีคา่
สงูกว่าพนัธุ์ควบคมุ (พนัธุ์ศรีสะเกษและพนัธุ์พืน้เมือง)      Vagera  และคณะ (2004) ศกึษาการ
กลายพนัธุ์ในข้าวบาร์เลย์ โดยใช้ EMS พบวา่ ต้นข้าวบาร์เลย์ท่ีพฒันาจากเมล็ดท่ีจุ่มแช่สารละลาย 
EMS ทกุความเข้มข้น (10-20 มิลลิโมลาร์) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถชกัน าให้ต้นเกิดการกลาย
พนัธุ์ของคลอโรฟิลล์     Luan และคณะ (2007) ได้ชกัน าการกลายพนัธุ์ในแคลลสัของมนัเทศ 
เพ่ือให้ได้สายพนัธุ์ท่ีสามารถต้านทานตอ่ความเค็ม โดยใช้ EMS เข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ นาน 0  1 
1.5  2  2.5 และ 3 ชัว่โมง พบว่าแคลลสัท่ีจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ นาน 2 และ 2.5 
ชัว่โมง สามารถเจริญและพฒันาต่อได้ในอาหารท่ีเติมโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์     
ปวีณา (2541) ศกึษาความแปรปรวนของการผลิตน า้มนั และกรดไขมนัในแคลลสัค าฝอยท่ีผ่าน
การชกัน าด้วยสาร EMS จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโตกราฟฟี พบว่าแคลลสัจากใบเลีย้งท่ี
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ได้รับสาร EMS มีปริมาณน า้มนัสงูกว่าแคลลสัท่ีไม่ได้รับสาร EMS และไม่มีการเปล่ียนแปลงชนิด
ของกรดไขมนัหลกั 

 
การตรวจสอบการกลายพันธ์ุในพืช 
 
  การตรวจสอบการกลายพนัธุ์ของพืชท่ีได้จากการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์โดย
ใช้สาร EMS สามารถตรวจสอบได้จากลกัษณะทางสณัฐาน และตรวจสอบโดยการใช้เทคนิคทาง
โมเลกลุ 
 

1. การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน  
  

  ความแปรปรวนจากการกลายพันธุ์  สามารถตรวจสอบได้จากลักษณะทาง
สณัฐาน ซึง่เป็นลกัษณะท่ีสามารถตรวจสอบได้ง่ายจากการสงัเกตลกัษณะท่ีเกิดขึน้ภายนอก มีการ
ถ่ายทอดทางพนัธุกรรมผา่นยีนบนโครโมโซมภายหลงัการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ ซึ่งลกัษณะท่ี
ปรากฏเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงข้อมูลท่ีเป็นองค์ประกอบทางจีโนไทป์ และสิ่งแวดล้อม 
สง่ผลให้แสดงลกัษณะนัน้ๆ ออกมา เช่น ลกัษณะของการเจริญเติบโตทางล าต้น ใบ  ดอก การขาด
คลอโรฟิลล์ และลักษณะของผลหรือเมล็ด เป็นต้น (ธัญญาพร, 2548) ตวัอย่างการตรวจสอบ
ลกัษณะทางสณัฐานภายหลงัการชกัน าการกลายพนัธุ์ด้วยสาร EMS เช่น ปวีณา (2541) ได้ศกึษา
ความแปรปรวนของค าฝอยท่ีผ่านการชกัน าด้วยสาร EMS ในช่วงความเข้มข้น 0.2-1 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่าต้นค าฝอยท่ีพฒันาจากแคลลสัท่ีผ่านการจุ่มแช่สาร EMS มีลกัษณะทางสณัฐานท่ีแตกตา่ง
จากต้นปกติ  คือ ปริมาณยอดเพิ่มขึน้ มีลกัษณะการยืดยาวของล าต้น การอวบน า้ของใบ รูปร่าง
ใบ ความยาวหนามท่ีใบ แตกตา่งจากท่ีไม่ผ่านการจุ่มแช่สาร EMS     Bidabadi และคณะ (2012) 
ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานของยอดกล้วยท่ีผ่านการจุ่มแช่สาร EMS  พบว่ายอดท่ีผ่านการจุ่มแช่
สาร EMS มีสีของใบท่ีเปล่ียนไป มีระยะหา่งของใบท่ีสัน้ลง ใบแคระเกร็นและชิน้ส่วนมีอาการฉ ่าน า้ 
โดยชิน้สว่นท่ีมีเปอร์เซ็นต์ความผิดปกตมิากท่ีสดุ คือชิน้ส่วนท่ีผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 250 
มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที      Berenschot และคณะ (2008) ศกึษาลกัษณะของต้นพิทเูนียท่ี
ผ่านการทรีตด้วยสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ พบว่า ท่ีความเข้มข้นของสารละลาย EMS 
สูงขึน้ส่งผลให้ต้นกล้ามีความสูงลดลง ใบเรียวและแคบลง ลายเส้นของใบซับซ้อนมากขึน้ เม่ื อ
เปรียบเทียบกบัต้นท่ีไม่ผ่านการทรีตด้วยสารละลาย EMS     Ansari และคณะ (2012) ศกึษา
ลกัษณะของต้นข้าวสาลี (Triticum monococcum L.) พบว่าต้นข้าวสาลีท่ีผ่านการชกัน าการ
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กลายพนัธุ์โดยใช้ EMS ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ มีลกัษณะของใบ กอ และรากท่ีเปราะบาง มีความสงู
ชองล าต้น และจ านวนกอน้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัต้นท่ีไม่ผ่านการทรีตด้วย EMS     ยพุาภรณ์
และสมปอง (2551) พบว่าลกัษณะของต้นกล๊อกซิเนียท่ีจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.75 
และ 1 เปอร์เซ็นต์ นาน 90 นาที มีล าต้นแคระแกร็น ใบหนา สีเขียวเข้ม และพบว่าดอกกล๊อกซิเนีย
มีลักษณะท่ีแตกต่างไปจากเดิม เช่น ดอกกล๊อกซิเนียท่ีได้จากการทรีตด้วย EMS เข้มข้น 0.5 
เปอร์เซ็นต์ สีดอกอ่อนลงและกลีบดอกมีขอบสีขาว ท่ีความเข้มข้นของ EMS 0.75 เปอร์เซ็นต์ ให้สี
ของดอกเข้มขึน้ และกลีบดอกมี 2 ชัน้ จากดอกปกติซึ่งกลีบดอกมี 3-4 ชัน้     Singh และคณะ 
(2000) ศกึษาสีของดอกคาร์เนชัน่ ท่ีผา่นการชกัน าการกลายพนัธุ์โดยใช้ EMS ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
ซึ่งเติมในอาหารแข็งและในอาหารเหลวในสภาพเขย่าเลีย้ง 3 ชัว่โมง พบว่าความเข้มข้น 0.025 
และ 0.05 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารแข็ง และ 0.25 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเหลวสามารถชกัน าให้เกิดยอด
และดอกมากท่ีสดุ โดยยอดมีลกัษณะสีขาวสลบัแดง และสีชมพสูลบัขาว  
  ลกัษณะทางสณัฐานท่ีปรากฏออกมานอกจากเป็นผลของจีโนไทป์ บางลกัษณะท่ี
แสดงออกมาอาจเป็นผลร่วมกนัระหวา่งจีโนไทป์กบัสภาพแวดล้อมด้วย นอกจากนีย้งัพบว่าพืชบาง
พนัธุ์มีลกัษณะตา่งๆใกล้เคียงกนัมากจนไม่สามารถแยกความแตกตา่งได้โดยสายตา บางลกัษณะ
อาจต้องรอระยะออกดอกหรือติดผลจึงสามารถตรวจสอบได้ (จรัสศรี , 2548) ดงันัน้จึงมีการ
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมด้วยวิธีการอ่ืนควบคู่ไปด้วยเพ่ือเป็นการยืนยนั และร่น
ระยะเวลาการตรวจสอบความแปรผนัให้สัน้ลง 

 
2. การตรวจสอบความแปรปรวนโดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล 
 

ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือนัน้
ท าได้โดยการสงัเกตจากลกัษณะภายนอกหรือลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ซึ่งลกัษณะท่ีปรากฏ
ออกมานัน้มกัผนัแปรไปตามสภาพแวดล้อมท่ีเปล่ียนแปลงไป (Powell et al., 1996) อีกทัง้พืชบาง
ชนิดมีลกัษณะตา่งๆ ใกล้เคียงกนัมาก จงึไมส่ามารถแยกความแตกตา่งได้อยา่งถกูต้องและแม่นย า
ด้วยสายตาได้  ปัจจุบนัได้มีการน าเทคนิคทางโมเลกุลมาใช้เพ่ือตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของพืช หรืออาจใช้เพ่ือจ าแนกและตรวจสอบพนัธุ์พืช ซึ่งถือเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย า 
และมีประสิทธิภาพสงู  สามารถบอกถึงลกัษณะหรือเป็นตวับง่ชีท่ี้มีความเฉพาะเจาะจงท่ีน ามาใช้
แยกความแตกตา่งทางพนัธุกรรมได้ (สรีุพร, 2546) อีกทัง้เป็นวิธีท่ีสามารถลดอิทธิพลท่ีเกิดมาจาก
สิ่งแวดล้อมได้อีกด้วย (ธีระ, 2554) 



10 
 

  ชนิดของเคร่ืองหมายโมเลกุลแบง่ออกเป็น 2 ระดบั คือ ระดบัโปรตีน และระดบั   
ดีเอ็นเอ ซึง่การตรวจสอบระดบัดีเอ็นเอมีข้อดีกวา่การตรวจสอบระดบัโปรตีน เน่ืองจากโมเลกลุของ
ดีเอ็นเอมีความเสถียรกวา่จงึเก็บไว้ได้นาน สามารถวิเคราะห์จากตวัอย่างท่ีถกูเก็บไว้เป็นเวลานาน
ได้ และดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบท่ีมีอยู่ในทกุเซลล์ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้ทกุระยะเวลาการ
เจริญเติบโตของพืช โดยไม่ถูกควบคุมการแสดงออกโดยสภาพแวดล้อม (พรพันธ์ และศุกระ
กาญจน์ , 2553) 

เคร่ืองหมายโมเลกุลในระดบัดีเอ็นเออาจท าได้หลายวิธี เช่น วิธีอาร์เอฟแอลพี 
อาร์เอพีดี เอเอฟแอลพี และไมโครแซทเทลไลท์ หรือเอสเอสอาร์ เป็นต้น ในปาล์มน า้มันนัน้มี
รายงานว่าเทคนิคไมโครแซทเทลไลต์ หรือ เอสเอสอาร์ (Simple sequence repeat: SSR) เป็น
เทคนิคท่ีให้ผลดี โดยสามารถตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมและตรวจสอบความเป็น
ลกูผสมได้ (Thawaro and Te-chato, 2010) 

 
2.1 เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ 
 

SSR เป็นกลุ่มดีเอ็นเอท่ีมีล าดบัเบสซ า้กนั (repetitive DNA) เรียงตอ่เน่ืองกนัท่ี
ต าแหน่งหนึ่งๆ ในจีโนม พบมากในจีโนมของสิ่งมีชีวิตชัน้สูง ความแตกตา่งของสิ่งมีชีวิตท่ีเกิดขึน้
นัน้เป็นผลเน่ืองมาจากจ านวนครัง้ของเบสซ า้ของไมโครแซทเทลไลท์ในโลกัสหนึ่งๆ  โดยทัว่ไป        
ไมโครแซทเทลไลท์ประกอบด้วยเบสซ า้ตอ่เน่ือง (tandem repeat) ตัง้แต ่ 1-6 เบส ตวัอย่างเช่น 
เบสซ า้หนึ่งเบส เรียกว่า mono-nucleotide repeat เช่น (A)n เบสซ า้สองเบส เรียกว่า di-
nucleotide repeat เช่น (CA)n เบสซ า้สามเบส เรียกว่า tri-nucleotide repeat เช่น (TAA)n และ
เบสซ า้ส่ีเบส เรียกว่า tetra-nucleotide repeat เช่น (GATA)n โดยท่ี n เป็นจ านวนครัง้ของเบสซ า้     
ล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์นีมี้การกระจายตวัทัง้จีโนม (Powell et al., 1996)  แต่การ
กระจายตวัไม่สม ่าเสมอ บางบริเวณพบมาก บางบริเวณก็พบน้อย ตามแตช่นิดของสิ่งมีชีวิต SSR 
เป็นเทคนิคท่ีอาศัยความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์  
(Polymerase chain reaction: PCR) เน่ืองจากจ านวนชดุซ า้ท่ีมีในไมโครแซทเทลไลท์ท่ีต าแหน่ง
เดียวกันในตวัอย่าง แต่ละตวัอย่างท่ีไม่เท่ากัน จะตรวจสอบได้ทนัทีเม่ือน ามาแยกขนาดโดยใช้ 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis จากคณุสมบตัิท่ีจ านวนเบสซ า้ท่ีไม่เท่ากนันัน้
สามารถบง่บอกความแตกตา่งของสิ่งมีชีวิตได้ (Ince et al., 2009) อีกทัง้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด
นี ้คือ สามารถแยกความแตกตา่งแบบขม่ร่วม (co-dominant) ได้ ท าให้แยกความแตกต่างระหว่าง
ลักษณะท่ีเป็นพันธุ์แท้และพันธุ์ทางได้ สามารถตรวจสอบได้ง่ายโดยใช้โดยใช้เทคนิค PCR  
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ต้องการดีเอ็นเอท่ีใช้ตรวจสอบเพียงเล็กน้อยเท่านัน้ โดยจะพบภายในยีนหรือระหว่างยีน โดยไพร
เมอร์ (primer) ท่ีสร้างขึน้มานัน้จะมีความจ าเพาะเจาะจง ส าหรับพืชหนึ่งๆ (ขวญัใจ และคณะ, 
2552) จงึท าให้มีผู้นิยมใช้ในการคดัเลือกและการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของสาย
พนัธุ์พืชอย่างแพร่หลาย และสามารถน าไปประยกุต์ใช้ในด้านตา่งๆ อีกมากมาย  เช่น ยวุดี และ 
ศจุิรัตน์ (2553) ตรวจสอบความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของกวาวเครือขาว พบว่ามีขนาดของแถบดี
เอ็นเอประมาณ 280 bp ถึง 1,550 bp ในจ านวนนีมี้แถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่าง 
(polymorphic band) จ านวน 293 ต าแหน่ง คิดเป็น 82.54% ของทัง้หมด และเป็นต าแหน่งท่ีไม่
แตกตา่งกนั (monomorphic) จ านวน 62 ต าแหน่ง คิดเป็น 17.46%       Malik และคณะ (2011) 
ใช้เคร่ืองหมาย SSR ตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของเมลอน (Cucumis melo L.) ท่ี
เจริญจากการเพาะเลีย้งไขท่ี่ไมไ่ด้รับการผสม โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 23 ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ 
CMGA172 สามารถแยกความแตกตา่งออกจากพ่อแม่ได้     Osorio และคณะ (2012) ตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นมันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz.) ด้วย
เคร่ืองหมาย SSR พบว่า ไม่มีความแปรปรวนของต้นท่ีพัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอในระยะท่ี
แตกต่างกัน     Manoj และคณะ (2012) ตรวจสอบความสม ่าเสมอทางพนัธุกรรมของฝร่ังด้วย
เคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 6 ไพรเมอร์ พบว่า ต้นท่ีจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือใน
หลอดทดลองไม่มีความแตกตา่งกบัต้นแม่พนัธุ์        Thawaro และ Te-chato (2010) ตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของปาล์มน า้มันลูกผสมด้วยเคร่ืองหมาย SSR พบว่า ไพรเมอร์ 
EgClR0008 สามารถแยกความแตกตา่งระหว่างลกูผสมกบัพ่อพนัธุ์และแม่พนัธุ์ได้ นอกจากนีย้งั
บอกความตรงตามพันธุ์ของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีได้จากการขยายพันธุ์ ด้วยวิธีการเพาะเลีย้ง
คพัภะ      กนกพร และคณะ (2553) ท าการทดสอบหาไพรเมอร์ท่ีสามารถแสดงความเช่ือมโยงกบั
การตอบสนองตอ่ช่วงแสงของข้าวสายพนัธุ์กลาย 20-200-4 เพ่ือติดตามการถ่ายทอดลกัษณะการ
กลาย โดยใช้เคร่ืองหมาย  SSR พบว่าไพรเมอร์ RM 410 สามารถตรวจสอบการกลายในข้าว 20-
200-4  ท่ีเปล่ียนแปลงในการตอบสนองตอ่ช่วงแสง โดยสามารถแยกลกัษณะการออกดอกเร็วหรือ
ช้าได้       สกุลรัตน์ (2553) ท าการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของปาล์มน า้มนัทุก
ระยะคือ แคลลสั โซมาติกเอ็มบริโอ และต้นกล้าท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ พบว่าไม่มีความ
แปรปรวนจากกระบวนการขยายพนัธุ์ด้วยการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือของทัง้ 3 ระยะ      
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วัตถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การชกัน าโซมาตกิเอ็มบริโอของปาล์มน า้มนั 
2. เพ่ือศกึษาผลของสาร EMS ตอ่ความมีชีวิตและพฒันาการของโซมาติกเอ็มบริโอของ

ปาล์มน า้มนั 
3. เพ่ือศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีได้จากการทรีต  

โซมาตกิเอ็มบริโอในสารละลาย EMS โดยใช้เคร่ืองหมาย  SSR   
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการ 
 

วัสดุ และอุปกรณ์ 
 
  1.  วัสดุ 

 
 1.1 วัสดุพืช 
 

ใช้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (ภาพท่ี 1) ท่ีชักน าจากคพัภะแก่ของปาล์มน า้มัน
ลูกผสมเบอร์ 77 ท่ีเกิดจากการผสมระหว่างดูรา (366) กับฟิสิเฟอรา (172) จากคณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ดแูลแคลลสัและเพิ่มปริมาณโดยย้ายเลีย้งทุก
เดือนบนอาหารแข็งสูตรเพาะเลีย้งปาล์มน า้มนั (Oil palm culture medium: OPCM) เติม 
dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น า้ตาล
ซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังจากย้ายเลีย้งเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเป็นเวลา 3 เดือน จะได้
เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัจ านวนมากเพ่ือใช้ในการศกึษาผลของ EMS ตอ่การเปล่ียนแปลงพนัธุกรรม
ตอ่ไป 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
ภาพท่ี  1  เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัปาล์มน า้มนัจากการวางเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร OPCM เติม 

dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
น า้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 
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 1.2 สารเคมี 
 
 1.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการชักน าการกลายพันธ์ุ 
 
   -  EMS (Ethylmethane sulfonate) (Sigma, India) 
 
 1.2.2 สารเคมีท่ีใช้เป็นองค์ประกอบในสูตรอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช 
 
   -  สารเคมีท่ีใช้เป็นองค์ประกอบสตูรอาหาร MS และ OPCM  
      (รายละเอียดแสดงในตารางภาคผนวกท่ี 1) 
   -  น า้ตาลซูโครส และซอร์บิทอล 

   -  สารควบคมุการเจริญเติบโต คือ dicamba  
   -  กรดแอสคอร์บิค 
   -  วุ้น 
 
 1.2.3 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 
 -  CTAB (hexadecyl trimethyl ammonium bromide) 
 -  -mercaptoethanol 
 -  PVP-40 (polyvinyl pyrrolidone) 
 -  NaCl (sodium chloride) 
 -  Na2EDTA (disodium ethylene diaminetetraacetate) 
 -  Tris-HCI pH 8.0 

       -  Chloroform 
 -  Isopropanol  
 -  Ethanol 
 -  Liquid nitrogen 
 
 
 



15 
 

 1.2.4 สารเคมีส าหรับใช้ท าอิเลคโทรโฟรีซีส 
 
  Agarose gel electrophoresis 
 

  -  LE agarose (FMC Bioproduct, USA) 
  -  Seakem  agarose 
  -  Glacial acetic acid 
  -  Boric acid 
  -  Tris-base 
  -  Ethidium bromide 
  -  Loading buffer 

  -  Lamda DNA ( DNA) 
  -  100 bp DNA Ladder (Operon, USA) 
 
  Denaturing polyacrylamine gel electrophoresis 
 
  -  Acrylamide [bis-acrylamide solution (29:1)] 
  -  Bind silane  
  -  Repel silane 
  -  Formamind 
  -  Formaldehyde 
  -  Urea 
  -  TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyethyenediamine) 
  -  Ammonium persulfate 
  -  Sodium thiosulfate 
  -  Sodium carbonate 
       -  Silver nitrate 
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 1.2.5  สารเคมีที่ใช้ในการท าพีซีอาร์ 
 

  -  dNTP (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) (Promega, USA) 
 -  Primer EgCIR0008, EgCIR0243, EgCIR0337, EgCIR0409,    

   EgCIR0446, EgCIR0465, EgCIR0781, EgCIR0905 และ EgCIR1772                                            
  -  MgCl2 

   -  10X Taq buffer (Promega, USA) 
   -  Taq DNA Polymerase  (Promega, USA) 
 
 1.3 อุปกรณ์ 
 

 1.3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียมอาหารและย้ายเลีย้ง 
 

 -  เคร่ืองแก้วประกอบด้วย ฟลาสก์ ปิเปต กระบอกตวง ขวดปรับปริมาตร จาน 
        เพาะเลีย้ง ขวดเพาะเลีย้งและหลอดทดลอง 
 -  อปุกรณ์ในการย้ายเลีย้ง ประกอบด้วยปากคีบ ด้ามมีด ใบมีดผา่ตดั   

              กระดาษช าระ พาราฟิล์ม และตู้ย้ายเลีย้ง 
 -  หม้อนึง่ฆา่เชือ้ (SANYO LABO AUTOCLAVE, MLS-3750) 
 -  ตู้อบแห้ง และอบฆา่เชือ้ (Binder, redLINE) 
 -  เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่ (METTLER, PN1210) 
 -  เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่ (METTLER-TOLEDO (Thailand), AB204) 
 -  เคร่ืองวดั pH (EUTECH INSTRUMENTS, Cyberscan) 
 -  ตู้ เย็นและตู้แช่แข็ง –20 องศาเซลเซียส   
 -  เคร่ืองกรองมิลลิพอร์ กระดาษกรองมิลลิพอร์ขนาดช่อง 0.45 ไมโครเมตร 
 -  เคร่ืองคนสารละลาย  
 

  1.3.2  อุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ การท าอิเล็คโทรโฟรีซีส และการ 
     ท าเอสเอสอาร์ 

  
 -  เคร่ืองไมโครเซ็นตริฟิวก์ 
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 -  เคร่ืองจา่ยกระแสไฟฟ้า 
 -  เคร่ืองอิเล็คโทรโฟรีซีส (COSMO Bio, MyRun) 
 -  เคร่ืองพีซีอาร์ (Lio Lab Internation, XP cycler) 
 -  โกร่งบดตวัอยา่ง 
 -  หลอดไมโครเซนตริฟิวก์  
 -  เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Delta Laboratory, VILBER LOURMAT) 
 -  micropipette และ tip 
 -  กระตกิน า้แข็ง 
 -  vortex mixture 

 
วิธีการวิจัย  
 
1.  การศึกษาการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อปาล์มน า้มัน 
 
 1.1  การศึกษาผลของชิน้ส่วนพืชและการหั่นต่อการชักน าโซมาตกิเอ็มบริโอ 

 
น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั และโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีลกัษณะปกติและท่ีมีการหัน่

เป็นชิน้เล็กๆ ขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 2 ก-ง) มาวางเลีย้งในอาหารแข็งสตูร OPCM 
เตมิ dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร น า้ตาล
ซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วางเลีย้งภายใต้การให้แสง 15 ไมโครโมลตอ่ตารางเมตรตอ่วินาที เป็น
เวลา 14 ชัว่โมงตอ่วนั ท่ีอณุหภมูิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ท าการทดลอง 4 ซ า้ ๆ ละ 5 หลอด บนัทึก
จ านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอตอ่หลอด หลงัจากการเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ เปรียบเทียบกัน
โดยใช้การแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลใน CRD (Completely randomized design) มี 2 
ปัจจยั คือ ชนิดของชิน้ส่วนพืช มี 2 ระดบั คือ เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัและโซมาติกเอ็มบริโอ และ
สภาพของชิน้ส่วนพืช มี 2 ระดบั คือ ชิน้ส่วนท่ีไม่มีการหัน่และหัน่ เปรียบเทียบความแตกตา่งของ
คา่เฉล่ียโดยวิธี LSD (Least significant difference) 
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ภาพท่ี 2 ลกัษณะของชิน้สว่นพืชเร่ิมต้นก่อนการชกัน าโซมาตกิเอ็มบริโอ (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 
ก. เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีไมมี่การหัน่ 
ข. เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีมีการหัน่ 
ค. โซมาตกิเอ็มบริโอไมท่ี่มีการหัน่ 
ง. โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่ 

 
 1.2  การศึกษาผลของสภาพแสงที่มีผลต่อการชักน าโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

น าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีได้จากการทดลองท่ี 1.1 ขนาด 1 เซนติเมตร มาหัน่เป็นชิน้
เล็กๆ ขนาด 1-2 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 2ง) แล้วเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร น า้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ โดยแบง่สภาพวางเลีย้งออกเป็น 2 สภาพ คือ ให้แสง 15 ไมโครโมลตอ่ตารางเมตรตอ่
วินาที เป็นเวลา14 ชัว่โมงตอ่วนั ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส และสภาพมืดเป็นเวลา 1 3 5 
และ 7  วนั ท่ีอณุหภูมิเดียวกนั หลงัจากนัน้จึงน ามาเลีย้งในสภาพแสงปกติ ท าการทดลอง 4 ซ า้ๆ 

ก ข 

ค ง 
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ละ 5 หลอด หลอดละ 5 ชิน้ บนัทึกจ านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอต่อหลอด หลงัจากการวาง
เลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ เปรียบเทียบกันโดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD  เปรียบเทียบความ
แตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี DMRT (Duncan’s multiple range test) 

 
2.  การศึกษาผลของ EMS ต่อการตอบสนองของโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 
 2.1  การศึกษาผลของความเข้มข้นสารละลาย EMS ต่ออัตราการรอดชีวิตของ      

      โซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

น าโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 1 เซนติเมตร ท่ีมีลักษณะเป็นชิน้ปกติ (ภาพท่ี 2ค) 
และมีการหัน่เป็นชิน้เล็กๆ (ภาพท่ี 2ง) ใส่ฟลาสค์ซึ่งบรรจสุารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ คือ 
0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ปิดผนึกด้วยอะลมูินมัฟอยล์น าไปวางบนเคร่ืองเขย่า เขย่าท่ี
ความเร็ว 40-50 รอบต่อนาที ในท่ีมืดเป็นเวลา 90 นาที เม่ือครบตามเวลาท่ีก าหนดแล้ว แยก
ชิน้ส่วนพืชออกจากสารละลาย EMS ล้างในอาหารเหลวสูตร OPCM 3 ครัง้ แล้วจึงซับด้วย
กระดาษช าระท่ีผ่านการฆ่าเชือ้จนแห้ง จากนัน้น าไปเพาะเลีย้งในอาหารแข็งสูตร OPCM ท่ีเติม 
dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น า้ตาล
ซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เลีย้งในสภาพมืดท่ีอุณหภูมิ 28 + 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนัน้ย้ายไปเลีย้งในสภาพท่ีมีแสง 15 ไมโครโมลต่อตารางเมตรตอ่วินาที เป็นเวลา 14 
ชัว่โมงตอ่วนั ท่ีอุณหภูมิข้างต้น หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ บนัทึกเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตของชิน้ส่วนพืชท่ีผ่านการจุ่มแช่ร่วมกับสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ เปรียบเทียบกัน 
และหาความเข้มข้นของสาร EMS ท่ียบัยัง้การรอดชีวิตได้ 50% (LD50) ท าการทดลอง 4 ซ า้ๆ ละ 5 
หลอด โดยใช้แผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลใน CRD มี 2 ปัจจยั คือ สภาพของชิน้ส่วนพืช มี 2 
ระดบั คือ  ชิน้ส่วนท่ีไม่มีการหัน่และหัน่ก่อนการจุ่มแช่สาร EMS และความเข้มข้นของสารละลาย 
EMS มี 5 ระดบั คือ 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ีย
โดยวิธี DMRT 
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2.2 การศึกษาผลของสาร EMS ต่อการเจริญและพัฒนาของโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

2.2.1  โซมาตกิเอ็มบริโอเร่ิมต้นท่ีไม่หั่นแล้วจุ่มแช่สาร EMS 
 
หลงัจากศกึษาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของชิน้ส่วนของชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอ

ของการทดลอง 2.1 แล้ว แยกชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีรอดชีวิตมาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 
เตมิน า้ตาลซอร์บทิอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพาะเลีย้ง
ต่อเป็นเวลา 12 สปัดาห์ เพ่ือชกัน าโซมาติกเอ็มบริโอชุดท่ี 2 (Secondary somatic embryos: 
SSEs) บันทึกจ านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ จ านวนยอด และจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอท่ี
ผิดปกติเปรียบเทียบกันในแต่ละความเข้มข้นของ EMS โดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD  
เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี DMRT 

 
2.2.2  โซมาตกิเอ็มบริโอเร่ิมต้นท่ีหั่นแล้วจุ่มแช่สาร EMS 
 

  ส าหรับชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีผ่านการหั่นเป็นชิน้เล็กๆ ท่ีรอดชีวิต น ามา
เพาะเลีย้งตอ่ไปในอาหารสตูรเดมิ เป็นเวลา 4 สปัดาห์ บนัทึกการเปล่ียนแปลงและการพฒันาของ
โซมาติกเอ็มบริโอเปรียบเทียบกันในแต่ละความเข้มข้นของ EMS จากนัน้ท าการแยก HE มา
เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติมน า้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิค
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพ่ือชกัน าการสร้าง SSE และสง่เสริมการพฒันาเป็นพืชต้นใหม่ตอ่ไป 
บันทึกจ านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ จ านวนยอด และจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีผิดปกต ิ
เปรียบเทียบกนัในแตล่ะความเข้มข้น โดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตา่ง
ของคา่เฉล่ียโดยวิธี DMRT 

 
3.  การศึกษาผลของสาร EMS ต่อลักษณะทางสัณฐานของต้นกล้าในหลอดทดลอง 
 
  เม่ือชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอมีการพฒันาสร้างยอดขึน้มาแล้ว จากนัน้ย้ายเลีย้ง
บนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโตเป็นเวลา 2 เดือน ตรวจสอบอตัรา
การเจริญเติบโตของต้นกล้าในแตล่ะความเข้มข้นของ EMS เปรียบเทียบกนั โดยน ามานบัจ านวน
ใบ วดัความกว้างของใบ ความสงูของต้นกล้า ท าการย้ายเลีย้งบนอาหารแข็งสูตรเดิมทกุๆ เดือน
ต่อเป็นเวลา 5 เดือน ตรวจสอบจ านวนต้นกล้าท่ีเกิดช่อดอก บนัทึกลกัษณะต่างๆ ในแต่ละสิ่ง
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ทดลองเปรียบเทียบกนั โดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ีย
ในแตล่ะชดุการทดลองโดยใช้วิธี DMRT 

 
4.  การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าโดยใช้เคร่ืองหมาย SSR 
 

 4.1  การสกัดดีเอ็นเอ 
 

สกัดดีเอ็นเอตัวอย่างจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีไ ด้จากการจุ่มแช ่     
โซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และไม่หัน่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ ทัง้ต้นท่ีมีลกัษณะปกติ
และมีการสร้างช่อดอกในหลอดทดลอง ตามวิธีการของ Doyle และ Doyle (1990) ดดัแปลง โดย
เติมโพลีไวนิลไพโรลิโดน 40 (PVP-40) 10 มิลลิกรัม ผสมกบัตวัอย่างใบอ่อน 200 มิลลิกรัม บดใน

ไนโตรเจนเหลวโดยใช้โกร่งแช่เย็น เติมบฟัเฟอร์ CTAB ร่วมกับ -mercaptoethanol เข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 750 ไมโครลิตร (ก่อนใช้บ่มท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) ใน
โกร่งให้ละเอียด ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที กลบัหลอดไปมาทกุ 10 นาที เติมคลอโรฟอร์ม 800 ไมโครลิตร กลบั
หลอดไปมาเบาๆ ป่ันเหว่ียงโดยใช้ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ได้สารละลาย
ท่ีแยกชัน้ใสส่วนบน ดดูสารละลายเฉพาะส่วนใสใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ใหม่ หลงัจากนัน้จึง
เติมไอโซโพรพานอล 750 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอหรือวางทิง้ไว้ท่ี
อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที น าไปป่ันเหว่ียงอีกครัง้ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิง้ ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอธานอล ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 
ท่ีผ่านการแช่เย็นจ านวน 3 ครัง้ ทิง้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง หลงัจากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย
บฟัเฟอร์ TE (Tris-HCl 20 มิลลิโมลาร์ และ EDTA 0.1 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เก็บ
รักษาดีเอ็นเอท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใช้ 
 
 4.2  การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 
 
  ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
(แลมดาดีเอ็นเอ) โดยการท าอิเลคโทรโฟรีซิสบนแผ่นเจลอะกาโรส (LE  Agarose, Promega,… 
USA) เข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ภายใต้แรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต์ ในสารละลาย TAE บฟัเฟอร์ 
(Tris Base, Glacial acetic acid, EDTA 0.5 โมลาร์, pH 8.0) เป็นเวลา 20 นาที ย้อมแถบดีเอ็นเอ
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ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 40 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 - 20 นาที ล้างด้วยน า้กลัน่ 5 - 10 นาที น าไป
ตรวจสอบภายใต้แสงอลุตร้าไวโอเลต 260 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองถ่ายภาพเจล เปรียบเทียบขนาด
ของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏเพ่ือทราบปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากแตล่ะตวัอย่าง 
 
 4.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
 
    น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตามวิธีการท่ีรายงานโดย Thawaro 
และ Te-chato (2010) ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด 
ซึ่งเป็น forward และ reverse ทัง้หมด 9 ไพรเมอร์ (EgCIR0008 EgCIR0243 EgCIR0337 
EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 แ ล ะ  EgCIR1772).…… 
รายละเอียดของไพรเมอร์แสดงในตารางภาคผนวกท่ี 2 ปฏิกิริยาดงักล่าวประกอบด้วยดีเอ็นเอ
แมพ่ิมพ์ 20 นาโนกรัม ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แตล่ะชนิดเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 
0.5 ไมโครลิตร  10X Taq บพัเฟอร์ร่วมกบัแมกนีเซียมคลอไรด์เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร เอ็นไซม์ Taq polymerase เข้มข้น  0.5 ยนูิต ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ดีออกซีนิวคลีโอ
ไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTP) เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และน า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้
ปริมาตร 4.1 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ตัง้อณุหภูมิเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดงันี ้
คือ อณุหภูมิเร่ิมต้น 95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วยอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 
วินาที  52 องศาเซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซียส 2 นาที จ านวน 35 รอบ และอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส อีก 8 นาที 

หลังเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร มาตรวจสอบรูปแบบของดีเอ็นเอ โดยน าตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีจะน าไปวิเคราะห์มาท าให้
เสียสภาพก่อน เพ่ือหลีกเล่ียงปัญหาการเสียสภาพธรรมชาติในเวลาตา่งกนัเม่ืออยู่ในเจล โดยผสม
กบัฟอร์มาไมด์ 95 เปอร์เซ็นต ์ซึง่เป็นส่วนประกอบใน loading buffer น าไปเพิ่มปริมาณท่ีอณุหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปแช่น า้แข็งทนัที จากนัน้น ามาแยกความแตกตา่งของ
แถบดีเอ็นเอโดยการท าอะคริลาไมด์เจลอิเลคโทรโฟรีซิส ใช้เจลเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ และย้อมแถบ
ดีเอ็นเอโดยใช้สารละลายซิลเวอร์ไนเตรต โดยน าแผ่นเจลมาแช่ในสารละลาย fixative (Acetic 
acid 10 เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลา 20 นาที เขย่าเบา ๆ ล้างในน า้กลัน่ 10 นาที น าแผ่นเจลมาย้อมใน
สารละลายซิลเวอร์ไนเตรตเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที เขย่าอย่างสม ่าเสมอ ก่อนน า
แผ่นเจลจุ่มน า้กลัน่อย่างรวดเร็ว (5 วินาที) เพ่ือล้างซิลเวอร์ไนเตรตท่ีมากเกินพอออก แล้วน าแผ่น
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เจลใส่ในสารละลาย developer (Sodium carbonate 25 เปอร์เซ็นต์ แช่เย็นท่ีอณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส Formaldehyde 40 เปอร์เซ็นต์ Sodium thiosulfate 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร) เขย่าด้วย
ความเร็วสม ่าเสมอ จนกว่าจะเห็นแถบดีเอ็นเอชดัเจน หยดุปฏิกิริยาโดยแช่แผ่นเจลในสารละลาย
กรดอะซิตกิ เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้ล้างด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอ
ท่ีปรากฏ เพ่ือประเมินความแปรปรวนทางพนัธุกรรมระหว่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน า้มนัชุด
ควบคมุกบัชดุท่ีได้การจุม่แชส่ารละลาย EMS 
 
 
 
 
 
 



24 
 

บทที่ 3 
 

ผล 
 
1.  การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อปาล์มน า้มัน 
 

1.1 ผลของชิน้ส่วนพืชและการห่ันต่อการชักน าโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

จากการน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั และโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีลกัษณะปกติและท่ีมี
การหัน่เป็นชิน้เล็กๆ มาวางเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบว่าโซมาติกเอ็มบริโอ
สามารถชักน าการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอใหม่เฉล่ียได้สูงกว่าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และเม่ือ
พิจารณาการเตรียมชิน้ส่วนพืชก่อนการวางเลีย้ง พบว่าการหัน่ชิน้ส่วนพืชสามารถชกัน าการเกิด   
โซมาตกิเอ็มบริโอใหม่เฉล่ียได้สงูกว่าการไม่หัน่ชิน้ส่วนพืช (ตารางท่ี 1) ซึ่งเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ี
ไม่มีการหัน่ มีสีเหลืองคล า้และมีเมือก (ภาพท่ี 3ก) หากเพาะเลีย้งต่อไปจะเกิดการปนเปือ้นได้สูง 
และไม่มีการสร้างเอ็มบริโอใหม่เกิดขึน้ ส่วนเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีมีการหัน่ มีการเพิ่มปริมาณ
ของแคลลสัและแคลลสัมีสีเหลืองสว่าง (ภาพท่ี 3ข) ส าหรับโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่มีการหัน่จะไม่มี
การสร้างเอ็มบริโอใหม่เกิดขึน้ (ภาพท่ี 3ค) ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่มีการสร้างทัง้แคลลสั
และโซมาติกใหม่ โดยสามารถชกัน าการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอใหม่ได้สงูสดุคือ 2.35 เอ็มบริโอต่อ
หลอด (ภาพท่ี 3ง) อย่างไรก็ตาม เม่ือพิจารณาคา่เฉล่ียของจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอใหม่จากการ
วิเคราะห์ทางสถิติ ของทัง้สองปัจจัย พบว่าชนิดของชิน้ส่วนพืชไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แต่
ส าหรับการเตรียมชิน้ส่วนโดยการไม่หัน่และหัน่ชิน้ส่วนพืชนัน้มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ และทัง้
สองปัจจยันีมี้ปฏิสมัพนัธ์ตอ่กนัทางสถิต ิ(P  0.01) 
 

1.2  ผลของสภาพแสงท่ีมีผลต่อการชักน าโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

น าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหั่นเป็นชิน้เล็กๆ มาวางเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร  OPCM 
เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ใน
สภาพแสงท่ีแตกตา่งกนัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบวา่ การวางเลีย้งในสภาพแสงสว่างปกติสามารถชกั
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น าการเกิดโซมาตกิเอ็มบริโอสงูสดุคือ 2.20 เอ็มบริโอตอ่หลอด อย่างไรก็ตามไม่มีความแตกตา่งกนั
ทางสถิตกิบัการให้สภาพมืดเป็นระยะเวลาตา่งๆ ก่อนการเลีย้งในสภาพท่ีมีแสง (ตารางท่ี 2) 

 

ตารางท่ี 1  ผลของชิน้ส่วนพืชและการหัน่ตอ่การการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มน า้มนั หลงัวาง
เลีย้งบนอาหารแข็งสูตร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรด
แอสคอร์บคิเข้มข้น 200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

การเตรียมชิน้สว่น 
การตอบสนอง 

เฉล่ีย2
การเตรียมชิน้ส่วน เอ็มบริโอเจนิคแคลลสั โซมาตกิเอ็มบริโอ 

ไมห่ัน่ 0.3bc 0c 0.15B 
หัน่ 1.1b 2.33a 1.725A 

เฉล่ีย1
การตอบสนอง 0.7A 1.175A ** 

C.V. (%)                                    42.70 

** แตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง (P  0.01) 
1, 2 เปรียบเทียบคา่เฉล่ียในแนวนอนและแนวตัง้ (อกัษรพิมพ์ใหญ่) และปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยั
(ตวัพิมพ์เล็ก) 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วยวิธี LSD 
 

ตารางท่ี 2 ผลของสภาพการเพาะเลีย้งต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มน า้มนั หลงัวางเลีย้ง
บนอาหารแข็งสตูร OPCM เตมิ dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรดแอสคอร์-
บคิเข้มข้น 200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 
 

 

 
 
 
 
                               
 

ns ไมมี่ความแตกตา่งทางสถิติ 

สภาพแสง จ านวนโซมาตกิเอ็มบริโอตอ่หลอด 

สวา่ง 
มืด 1 วนั 

มืด 3 วนั 

มืด 5 วนั 

มืด 7 วนั 

2.20 
1.5 1.56 

1.40 
1.30 
1.35 

F-test ns 
C.V. (%) 35.11 
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ภาพท่ี 3   ลกัษณะโซมาตกิเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้งเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั และโซมาติก
เอ็มบริโอบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรด
แอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 
ก. เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีไมมี่การหัน่ 
ข. เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีมีการหัน่ 
ค. โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีไมมี่การหัน่ 
ง. โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่ 

 
2.  ผลของ EMS ต่อการตอบสนองของโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

 2.1  ผลของการหั่นชิน้ส่วนพืชและความเข้มข้นสารละลาย EMS ต่ออัตราการ 
รอดชีวิตของโซมาตกิเอ็มบริโอ 

 
จากการจุม่แชช่ิน้สว่นโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และหัน่ในสารละลาย EMS ความ

เข้มข้นตา่งๆ แล้วเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

ก ข 

ค ง 
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กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น า้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 
สปัดาห์ พบวา่ชิน้สว่นโซมาตกิเอ็มบริโอท่ีไมมี่การหัน่แล้วจุม่แชใ่นสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0  
0.25  0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ให้อตัราการรอดชีวิต 100  88.89  88.89  66.67  และ 55.56 
ตามล าดบั สว่นชิน้สว่นโซมาตกิเอ็มบริโอท่ีหัน่แล้วจุม่แชใ่นสารละลาย EMS  ความเข้มข้นเดียวกนั
นัน้ ให้อตัราการรอดชีวิต 100  69.26  61.63  31.48 และ 46.25 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั เม่ือ
พิจารณาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเฉล่ียพบว่า ชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตหลงัจากจุม่สารละลาย EMS ต ่ากว่าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่มีการหัน่ และเม่ือความเข้มข้น
ของสารละลาย EMS เพิ่มสงูขึน้สง่ผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลง (ตารางท่ี 3) เม่ือวิเคราะห์คา่ 
LD50 โดยใช้สมการรีเกรสชัน่ พบว่าชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่ไม่สามารถหาค่า LD50 ได้ 
ส าหรับโซมาตกิเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่มีคา่ LD50 ของ EMS คือ 0.81 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4) 

 
ตารางท่ี 3  ผลของการหัน่ชิน้ส่วนพืชและความเข้มข้นของสารละลาย EMS ตอ่เปอร์เซ็นต์การ

รอดชีวิตของโซมาติกเอ็มบริโอ  หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร OPCM เติม dicamba 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

EMS              
(%) 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของโซมาตกิเอ็มบริโอ 
เฉล่ีย2

ความเข้มข้นของEMS ไมห่ัน่ หัน่ 

0 
0.25 
0.50 
0.75 

1 

100a 
88.89ab 
88.89ab 
66.67bc 
55.56c 

100a 
69.26bc 
61.63c 
51.48c 
46.25c 

100A 
79.07B 

75.26BC 
59.07CD 
50.90D 

เฉล่ีย1
ชิน้ส่วนพืช  80.01A 65.27B 

 
C.V. (%)                                    14.47 

ความเข้มข้นของEMS = * ,   ชิน้สว่นพืช = *    ความเข้มข้นของ EMS X ชิน้สว่นพืช = ns 
1, 2 เปรียบเทียบคา่เฉล่ียในแนวนอนและแนวตัง้ (อกัษรพิมพ์ใหญ่) และปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยั
(ตวัพิมพ์เล็ก) 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัในสดมภ์เดียวกนัมีความแตกตา่งทางสถิต ิ(P  0.05) เม่ือ
เปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT  
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ภาพที่ 4   อตัราการรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50) ของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และหัน่และ

ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 90 นาที หลัง
เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

 
2.2  ผลของความเข้มข้น EMS ต่อการเจริญและพัฒนาของชิน้ส่วนโซมาติก 

                   เอ็มบริโอ 
 

2.2.1  โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีไม่หั่นและผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS 
 
การพัฒนาของชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ท่ีระดบั

ความเข้มข้นตา่งๆ กนันัน้ หลงัจากแยกชิน้ส่วนท่ีรอดชีวิตมาเพาะเลีย้งตอ่ไปในอาหารสตูร MS ท่ี
เตมิน า้ตาลซอร์บทิอล เป็นเวลา 12 สปัดาห์ พบว่าทกุชิน้ส่วนยงัไม่มีการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอชดุ
ท่ี 2 (SSE) แตมี่การสร้างยอดขึน้มาเลย (ภาพท่ี 5ก-จ) โดยพบว่า EMS เข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ 
ส่งเสริมให้เกิดการพฒันาเป็นยอดได้ดีท่ีสดุ โดยมีจ านวนยอดเฉล่ีย 3.58 ยอด แตกต่างทางสถิติ
อย่างมีนยัส าคญั (P  0.05) กบัความเข้มข้นของ EMS อ่ืนๆ (ตารางท่ี 4) และยงัพบอีกว่า SE 
บางชิน้ส่วนมีลกัษณะท่ีผิดปกติ ไม่มีการสร้างยอด แต่มีการสร้างราก มีรูปร่างท่ี เปล่ียนแปลงไป 

LD50= 0.81% 
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และไม่มีการพฒันาตอ่ไป (ภาพท่ี 6ก-จ)  โดยชิน้ส่วนท่ีมีความผิดปกติมากท่ีสดุ คือชิน้ส่วนท่ีผ่าน
การจุ่มแช่สารละลาย EMS เข้มข้น 1เปอร์เซ็นต์ (0.42 ชิน้) รองลงมาคือ EMS เข้มข้น 0.75 
เปอร์เซ็นต ์(0.41 ชิน้) แตไ่มมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิตกิบัความเข้มข้นของ EMS อ่ืนๆ 

 
ตารางท่ี 4 พฒันาการของ SSE จ านวนยอด และจ านวน SE ท่ีผิดปกติ ท่ีพฒันาจากโซมาติก

เอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลัง
เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS เติมน า้ตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 0.2  โมลาร์ เป็นเวลา 
12 สปัดาห์ 

* แตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (P  0.05) 
ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติ 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัในสดมภ์เดียวกนัมีความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วย
วิธี DMRT 
 
 
 
 
 
 
 
 

EMS       
(%) 

จ านวน SSE เฉล่ีย 
(ชิน้) 

จ านวนยอดเฉล่ีย     
(ยอด) 

จ านวน SE ท่ีผิดปกตเิฉล่ีย  
(ชิน้) 

0 
0.25 
0.50 
0.75 

1 

0 
0 
0 
0 
0 

3.25a 
3.58a 

2.42ab 
0.92b 
0.75b 

00.08 
0.16 
0.33 
0.41 
0.42 

F-test 
C.V. (%) 

- 
- 

* 
64.76 

ns 
92.87 
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ภาพท่ี 5  พฒันาการของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความ

เข้มข้นต่างๆ หลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติมน า้ตาลซอร์บิทอล 
เข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์  
(บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 

ก ข 
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จ 
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ภาพท่ี  6  ลกัษณะโซมาติกเอ็มบริโอท่ีผิดปกติ ท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่าน

การจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัจากเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีเติมน า้ตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์ (บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 

ข 

ค ง 
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2.2.2  โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีหั่นและผ่านการจุ่มแช่สาร EMS 
 
หลงัจากแยกชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความ

เข้มข้นตา่งๆ ท่ีรอดชีวิตมาเพาะเลีย้งตอ่ไปในอาหารสตูรเดิมเป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบว่า ในแตล่ะ
ความเข้มข้นของ EMS ให้ผลการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัและโซมาติกเอ็มบริโอท่ีแตกตา่งกัน 
บางชิน้ส่วนพืชพฒันาเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัสีเหลืองเพียงอย่างเดียว และบางชิน้ส่วนพฒันา
เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ ซึ่งมีสีเขียวร่วมกับการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัด้วย โดยท่ี EMS เข้มข้น 
0.25 เปอร์เซ็นต์ ชักน าให้เกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเพียงอย่างเดียวสูงสุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะท่ี  EMS เข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสร่วมกับการเกิด        
โซมาติกเอ็มบริโอสงูสดุ 77.78 เปอร์เซ็นต์ แตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัส าคญัยิ่ง (P  0.01) กบั
ความเข้มข้นอ่ืนๆ (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 7) 
 
ตารางท่ี 5 พัฒนาการของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอจากชิน้ส่วนโซมาติก

เอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ  หลงัวางเลีย้ง
บนอาหารแข็งสูตร OPCM ท่ีเติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรด
แอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์   

EMS           
(%) 

เอ็มบริโอเจนิคแคลลสั 

อยา่งเดียว (%) 

เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัและโซมาตกิ
เอ็มบริโอ (%) 

0  23.08d 76.92b 
0.25 75a 25e 
0.50 44.44c 55.56c 
0.75 22.22e 77.78a 

1 66.67b 33.33d 
F-test 

C.V. (%) 
** 

10.85 
** 

10.57 

** แตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง (P  0.01) 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัในสดมภ์เดียวกนัมีความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 7   ลักษณะเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอท่ีพัฒนาจากชิน้ส่วนโซมาติก

เอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ด้วยสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัวาง
เลีย้งบนอาหารสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรดแอสคอร์-
บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 4 สปัดาห์ (บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
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หลงัจากนัน้ท าการแยกเฉพาะ SE มาเพาะเลีย้งบนอาหารอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม
น า้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพ่ือชกัน าการ
สร้าง SSE พบว่ามีเพียง SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีมี
การสร้าง SSE โดยมีจ านวนชิน้ส่วน SE ท่ีมีการสร้าง SSE เฉล่ีย 0.16 และ 0.19 ชิน้ ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 6, ภาพท่ี 8ก-ข)  ส าหรับการเกิดยอด พบว่าชิน้ส่วน SE ท่ีไม่ผ่านการจุ่มแช่สารละลาย 
EMS มีจ านวนยอดมากท่ีสดุ คือ 2.33 ยอด (ภาพท่ี 9ก-จ) และบางชิน้ส่วน SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่ใน
สารละลาย EMS มีลกัษณะท่ีผิดปกต ิมีการสร้างรากและมีรูปร่างท่ีเปล่ียนแปลงไป (ภาพท่ี 10ก-ง) 
โดยชิน้ส่วนทีมีความผิดปกติมากท่ีสดุ คือ ชิน้ส่วน SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่ EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ (0.25 ชิน้)  

 
ตารางท่ี 6 พฒันาการของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความ

เข้มข้นตา่งๆ หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS เติมน า้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2  
โมลาร์ เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 

EMS  
(%) 

จ านวน SSE 
(ชิน้) 

จ านวนยอด     
(ยอด) 

จ านวน SE ท่ีผิดปกติ  
(ชิน้) 

0 
0.25 
0.50 
0.75 

1 

0 
0 
0 

0.16 
0.19 

2.33a 
2.25a 

1.25ab 
0.83b 
0.50b 

0 
0.08 
0.16 
0.25 
0.25 

F-test ns * ns 
C.V. (%) 127.71 63.37 91.46 

ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติ 
* แตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (P  0.05) 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัในสดมภ์เดียวกนัมีความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 8  ลกัษณะโซมาติกเอ็มบริโอชดุท่ี 2 (SSE) ท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่าน
การจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ (ก)  และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
(ข) บนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีเติมน า้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์-
บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์ (บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 

 
3.  ผลของ EMS ต่อลักษณะทางสัณฐานของต้นกล้าในหลอดทดลอง 
 

3.1  ใบและล าต้น 
 

3.1.1  โซมาตกิเอ็มบริโอที่ไม่หั่นและผ่านการจุ่มแช่สาร EMS 
 
  จากการน าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีการพฒันาสร้างยอดแล้วมาย้ายเลีย้งบนอาหาร
แข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต เป็นเวลา 2 เดือน พบว่าต้นกล้าท่ีพฒันาจาก 
SE ท่ีไมห่ัน่และผา่นการจุ่มแช่สารละลาย EMS มีจ านวนใบมากกว่าต้นในชดุควบคมุ (ตารางท่ี 7) 
โดยต้นท่ีพฒันาจาก SE ท่ีผา่นการจุม่แชใ่นสารละลาย EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนใบมาก
ท่ีสุดคือ 25.33 ใบ และมีขนาดของใบท่ีเล็กกว่าต้นในชุดควบคุม โดยพบว่า EMS เข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ ส่งให้ความกว้างของใบน้อยท่ีสุดคือ 0.29 เซนติเมตร (ภาพท่ี 11ก-จ) ส าหรับการ
เจริญเตบิโตของต้นกล้า เม่ือพิจารณาจากความสงูของล าต้น พบว่าต้นท่ีพฒันาจาก SE ท่ีผ่านการ
จุม่แชใ่นสารละลาย EMS จะมีการเจริญเตบิโตช้ากวา่ต้นในชดุควบคมุ โดยเฉพาะต้นท่ีพฒันาจาก 
SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นสงูตัง้แต ่0.5 – 1 เปอร์เซ็นต์ มีความสงูของ
ต้นเฉล่ียใกล้เคียงกนั 1.92  1.94 และ 1.96 เซนติเมตร ตามล าดบั ซึ่งมีความแตกตา่งทางสถิติ
อย่างมีนยัส าคญัยิ่งเม่ือเปรียบเทียบกับต้นในชุดควบคมุและ EMS เข้มข้น 0.25% ซึ่งมีความสูง
ของต้นเฉล่ีย 3.12 และ 2.58 เซนตเิมตร ตามล าดบั 

SSE SSE ก ข 
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ภาพท่ี 9  ลกัษณะยอดท่ีเกิดจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS 

ความเข้มข้นต่างๆ หลังเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติมน า้ตาลซอร์บิทอล 
เข้มข้น  0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บคิเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์  
(บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

 ก ข 

ค ง 

จ 

ยอด 
ยอด 

ยอด 

ยอด 



37 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 10 ลกัษณะโซมาตกิเอ็มบริโอท่ีมีลกัษณะผิดปกต ิท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และ
ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัจากเพาะเลีย้งบนอาหาร
แข็งสตูร MS ท่ีเติมน า้ตาลซอร์บิทอล เข้มข้น 0.2 โมลาร์ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 12 สปัดาห์ (บาร์ 0.5 เซนตเิมตร) 

 ก.  0.25 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.50 เปอร์เซ็นต์    
 ค.  0.75 เปอร์เซ็นต์  ง.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
   3.1.2  โซมาตกิเอ็มบริโอที่หั่นและผ่านการจุ่มแช่สาร EMS 
 

จากการน าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีการพฒันาสร้างยอดแล้ว มาย้ายเลีย้งบนอาหาร
แข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต เป็นเวลา 2 เดือน พบว่าต้นกล้าท่ีพฒันาจาก 
SE ท่ีหั่นแล้วผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS มีลกัษณะใบท่ีหนา หยิก และมีจ านวนใบท่ี
มากกว่าต้นท่ีในชดุควบคมุ โดยต้นท่ีพฒันาจาก SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 
0.75 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนใบมากท่ีสดุคือ 13.17 ใบ และต้นกล้าทกุความเข้มข้นของ EMS มีขนาด
ของใบท่ีใหญ่กว่าต้นในชดุควบคมุ โดยพบว่า EMS เข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ มีความกว้างของใบ

ก ข 

ค ง 
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มากท่ีสดุ 0.62 เซนติเมตร ไม่แตกตา่งทางสถิติกบัชดุควบคมุ (ตารางท่ี 8) ซึ่งใบจะหนา หยิก และ
มีสีเขียวเข้มกวา่ต้นควบคมุ (ภาพท่ี 12ก-จ)  ส าหรับการเจริญของต้นกล้า เม่ือพิจารณาจากความ
สงูของต้นกล้า พบว่าต้นท่ีพฒันาจาก SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ทกุความเข้มข้นมี
การเจริญช้ากว่าต้นควบคมุ โดยต้นท่ีพฒันาจาก SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 
0.75 เปอร์เซนต์ มีความสูงของต้นเฉล่ียน้อยท่ีสุด 2.6 เซนติเมตร แตกต่างทางสถิติอย่างมี
นยัส าคญัยิ่ง (P  0.01) เม่ือเปรียบเทียบกบัความเข้มข้นอ่ืนๆ  
 

ตารางท่ี 7 จ านวนใบ ความกว้างของใบ และความสงูของต้นกล้าท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ
ท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัย้ายเลีย้งบน
อาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 เดือน 

EMS  
(%) 

จ านวนใบ 
(ใบ) 

ความกว้างใบ    
(ซม.) 

ความสงูต้น  
(ซม.) 

0 
0.25 
0.50 
0.75 

1 

6.17b 
17.17a 
24.67a 
24.83a 
25.33a 

0.52a 
0.42ab 
0.34bc 
0.30bc 
0.29c 

3.12a 
2.58b 
1.92c 
1.94c 
1.96c 

F-test ** ** ** 
C.V. (%) 40.9 19.74 9.65 

** แตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง  (P  0.01) 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัในสดมภ์เดียวกนัมีความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 11 การเจริญเติบโตของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และ 
   ผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง  
   สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 เดือน (บาร์ 1  
   เซนตเิมตร) 

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

ก ข 

ค ง 

จ 
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ตารางท่ี 8 จ านวนใบ ความกว้างของใบ ความสูงของต้นท่ีพัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหั่น
และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัย้ายเลีย้งบนอาหาร
แข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 เดือน 

EMS  
(%) 

จ านวนใบ 
(ใบ) 

ความกว้างใบ    
(ซม.) 

ความสงูต้น  
(ซม.) 

0 
0.25 
0.50 
0.75 

1 

7.33 
8.00 
8.83 

13.17 
12.33 

0.47 
0.52 
0.58 
0.62 
0.60 

3.46a 
2.98ab 
2.92ab 
2.60b 
2.74b 

F-test ns ns ** 
C.V. (%) 47.14 19.85 11.78 

ns ไมแ่ตกตา่งทางสถิติ 
** แตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง (P  0.01) 
คา่เฉล่ียท่ีก ากบัด้วยอกัษรท่ีตา่งกนัในสดมภ์เดียวกนัมีความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบด้วย
วิธี DMRT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



41 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 12 การเจริญเติบโตของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่าน  

การจุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร 
MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 เดือน (บาร์ 1 เซนตเิมตร)  

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

ก ข 

ค ง 

จ 
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3.2  การชักน าดอกในหลอดทดลอง 
 

3.2.1  โซมาตกิเอ็มบริโอที่ไม่หั่นและผ่านการจุ่มแช่สาร EMS 
 

  หลงัจากย้ายต้นกล้าท่ีพฒันาจาก SE ท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย 
EMS ไปเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต ตอ่เป็นเวลา 3  
เดือน พบวา่ มีเพียงต้นกล้าท่ีพฒันาจาก SE ท่ีไมห่ัน่และผา่นการจุม่แชใ่นสารละลาย EMS เข้มข้น 
0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการสร้างช่อดอกในหลอดทดลอง 12.5 และ 40 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 9) โดยช่อดอกท่ีเกิดขึน้เป็นช่อดอกเพศผู้  มีรูปร่างยาวรี (ภาพท่ี 13) และเม่ือ
ย้ายเลีย้งในอาหารสูตรเดิมต่อไปจะพบว่า บางใบจะเห่ียว เปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีน า้ตาล และ
เหลือเพียงแคช่อ่ดอกซึง่มีการเจริญเตบิโตช้า 
 
ตารางท่ี 9 จ านวนต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้หมด ต้นกล้าท่ีเกิดช่อดอก และเปอร์เซ็นต์การเกิดช่อ

ดอกของต้นกล้าท่ีพัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี ไม่หั่นและผ่านการจุ่มแช่ใน
สารละลาย EMS ความเข้มข้นต่างๆ หลงัจากย้ายเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 5 เดือน 

EMS                
(%) 

จ านวนต้นกล้า
ทัง้หมด (ต้น) 

จ านวนต้นกล้าท่ีเกิด     
ชอ่ดอก (ต้น) 

การเกิดชอ่ดอก     
(%) 

0 18    0 

0 

0 

1 

2 

0 

0.25 10 0 

0.50 10 0 

0.75 8 12.5 

1 5 40 
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3.2.2  โซมาตกิเอ็มบริโอที่หั่นและผ่านการจุ่มแช่สาร EMS 
 
หลังจากการย้ายเลีย้งต้นกล้าท่ีพัฒนาจาก .SE. ท่ีหั่นและผ่านการจุ่มแช่ใน

สารละลาย EMS บนอาหารแข็งสตูร MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต ตอ่เป็นเวลา 3 
เดือน พบว่าต้นกล้าทุกความเข้มข้นของ EMS มีการเกิดช่อดอกในหลอดทดลอง รวมถึงต้นในชุด
ควบคมุด้วย โดยต้นในชุดควบคมุและต้นท่ีพัฒนาจาก SE ท่ีหั่นและผ่านการจุ่มแช่สารละลาย 
EMS เข้มข้น 0.25  0.5  0.75  และ 1 เปอร์เซ็นต์ มีอตัราการสร้างช่อดอกในหลอดทดลอง 5  8  25  
37.5 และ 50 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางท่ี 10)  ซึง่ชอ่ดอกท่ีเกิดขึน้เป็นช่อดอกตวัผู้  มีรูปร่างยาว
รี (ภาพท่ี 14ก-จ) 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 13 ต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีสร้างช่อดอกท่ีพัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หั่นและผ่าน
การจุม่แชใ่นสารละลาย EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร 
MS ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเติบโต เป็นเวลา 5 เดือน (บาร์ 1 เซนตเิมตร) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ช่อดอก 
ช่อดอก 
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ตารางที่ 10 จ านวนต้นกล้าปาล์มน า้มนัทัง้หมด ต้นกล้าท่ีเกิดช่อดอก และเปอร์เซ็นต์การเกิดช่อ
ดอกของต้นกล้าท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย 
EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัจากย้ายเลีย้งบนอาหารสูตรแข็ง MS ท่ีปราศจากสาร
ควบคมุการเจริญเตบิโต เป็นเวลา 5 เดือน 

EMS                
(%) 

จ านวนต้นกล้า
ทัง้หมด (ต้น) 

จ านวนต้นกล้าท่ีเกิด
ชอ่ดอก (ต้น) 

การเกิดชอ่ดอก 
(%) 

0 20    1 

2 

2 

3 

3 

5 

0.25 25 8 

0.50 8 25 

0.75 8 37.5 

1 6 50 
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ภาพท่ี 14 ต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีสร้างช่อดอกท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการ
จุ่มแช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ หลงัเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS 
ท่ีปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโตเป็นเวลา 5 เดือน (บาร์ 1 เซนตเิมตร) 

 ก.  0 เปอร์เซ็นต์  ข.  0.25 เปอร์เซ็นต์   ค.  0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 ง.  0.75 เปอร์เซ็นต์  จ.  1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 

จ 
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4.  การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
 

4.1  การสกัดและตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 
 

  จากการสกัดดีเอ็นเอตวัอย่างจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก 
SE ทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ ทัง้ท่ีมีลกัษณะปกติ
และต้นท่ีมีการสร้างชอ่ดอกตามวิธีการของ Doyle และ Doyle (1990)  พบว่าสามารถสกดัดีเอ็นเอ
ได้ครัง้ละ 30-100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แตดี่เอ็นเอไม่คอ่ยสะอาด (ภาพท่ี 15) อย่างไรก็ตาม    
ดีเอ็นเอท่ีสกดัทัง้หมดนีส้ามารถน าไปเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ 
 

4.2  การประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเคร่ืองหมาย SSR 
 

   เม่ือน าดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัในหลอดทดลองท่ีพฒันาจาก 
SE ท่ีไม่หัน่และหัน่และผ่านการจุ่มแช่ EMS ความเข้มข้นตา่งๆ มาตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของปาล์มน้ามันด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 9 ไพรเมอร์ คือ 
EgClR0008 EgClR0243 EgClR0337 EgClR0409 EgClR0446 EgClR0465 EgClR0781…. 
EgClR0905 และ EgClR1172 หลังจากเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ แล้วน ามา
ตรวจสอบบนอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบว่าทุกไพรเมอร์สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้
ทุกตัวอย่าง โดยไพร์เมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน (polymorphism) มีเพียงไพรเมอร์ 
EgClR0465 ท่ีให้ความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ โดยให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะขนาด 275 
bp ซึง่เป็นดีเอ็นเอท่ีได้จากต้นกล้าท่ีมีการสร้างช่อดอกท่ีพฒันาจากชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอ ทัง้ท่ี
ไม่มีการหัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่ EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 16) ส าหรับไพรเมอร์ท่ี
เหลือ คือ EgClR0008 EgClR0243 EgClR0337 EgClR0409 EgClR0446 EgClR0781……. 
EgClR0905 และ EgClR1172 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีไม่มีความแตกตา่ง (monomorphism) (ภาพท่ี 
17-24) ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 15 การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอจากชิน้ส่วนใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันา

จากโซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ความ
เข้มข้นต่างๆ ท่ีสกัดตามวิธีการของ Doyle และ Doyle (1990) ด้วยวิธีการทาง…

คณุภาพเปรียบเทียบกบั  DNA 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 16 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก          

โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0465  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

275 bp 275 bp 
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ภาพท่ี 17 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก          
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0008 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 18 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก           
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่ง ๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0243 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 19  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก            

โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0337 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 20 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก           
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0409 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 21 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก          
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0446 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 22 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก          
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0781 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 23 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก          
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR0905 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 24 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มันท่ีพัฒนาจาก          
โซมาติกเอ็มบริโอทัง้ท่ีไม่หัน่และหัน่แล้วผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 
เม่ือตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเคร่ืองหมาย SSR โดยใช้ไพรเมอร์ EgClR1772 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเ่บส 
lane 1-5 คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ี

ไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั 

lane 6-7 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดยพฒันา
จากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

lane 8-12 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอ  
   ท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 0.5 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์  
   ตามล าดบั 

lane 13-17 คือ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากใบอ่อนของต้นกล้าปาล์มน า้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอก โดย 
พฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS เข้มข้น 0 0.25 
0.5  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
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บทที่ 4 

 

วิจารณ์ 
 

1.  การชักนําโซมาตกิเอ็มบริโอของปาล์มนํา้มัน 

 

ปาล์มนํา้มนัเป็นพืชชนิดหนึง่ท่ีขยายพนัธุ์โดยไมอ่าศยัเพศด้วยวิธีการตามปกตินัน้

ทําได้ยาก จึงได้มีการขยายพนัธุ์ ด้วยเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือผ่านการกระบวนการโซมาติก

เอ็มบริโอ แล้วจงึชกันําการเกิดเป็นต้นใหมต่อ่ไป การสร้างบาดแผลให้กบัชิน้ส่วนพืชเป็นปัจจยัหนึ่ง

ท่ีสามารถกระตุ้นให้ชิน้ส่วนพืชมีการสร้างและพฒันาเกิดเป็นโซมาติกเอ็มบริโอได้     Park และ

คณะ (1988) และ รังสฤษดิ์ (2540) รายงานว่า การสร้างบาดแผลเป็นการช่วยส่งเสริมให้ฮอร์โมน

พืชจากตําแหนง่อ่ืนย้ายมายงัตําแหนง่ท่ีเกิดบาดแผล และยงัเป็นการเพิ่มช่องทางในการดดูอาหาร

ของชิน้ส่วนพืช ชิน้ส่วนพืชจะสามารถดดูซบันํา้และอาหารได้โดยตรงผา่นทางบาดแผลมากย่ิงขึน้ 

ซึ่งจะเป็นการกระตุ้นการพฒันาส่วนต่างๆ ในบริเวณนี ้จากการศกึษานีจ้ะเห็นว่า การหัน่ชิน้ส่วน

พืช ทัง้ท่ีเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัและโซมาติกเอ็มบริโอเป็นชิน้เล็กๆ ซึ่งเป็นการสร้างบาดแผลให้

ชิน้สว่นพืช สง่เสริมให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้มากกว่าชิน้ส่วนท่ีไม่มีการสร้างบาดแผล สอดคล้อง

กบัการศกึษาของกาญจนี (2553) ท่ีได้ทําการสร้างบาดแผลให้กบัโนดลูาแคลลสัของปาล์มนํา้มนั

โดยใช้ใบมีด พบว่าการสร้างบาดแผลส่งผลให้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเพิ่มปริมาณได้มากกว่า

แคลลสัท่ีไม่มีการสร้างบาดแผล      Othmani และคณะ (2009) ศกึษาผลของการสร้างบาดแผล

แคลลัสของอินทผาลัมด้วยใบมีดโกน แล้ววางเลีย้งบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อลิตร  พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได้สูงสุด 3.5 เท่า เม่ือ

เปรียบเทียบกับแคลลัสท่ีไม่ได้สร้างบาดแผล และยังสามารถชักนําให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้

สงูสดุเฉล่ีย 51 เอ็มบริโอ หลงัวางเลีย้งเป็นเวลา 55 วนั ซึ่งโซมาติกเอ็มบริโอสามารถเจริญเป็นต้น

กล้าท่ีสมบรูณ์ได้ และจากการศกึษาของ Santarem และคณะ (1997) พบว่าการสร้างบาดแผล

ด้วยใบมีดผา่ตดัให้กบัชิน้ส่วนใบเลีย้งของถัว่เหลืองสามารถส่งเสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ (36 

เอ็มบริโอ) ซึ่งมากกว่าชิน้ส่วนท่ีไม่มีการสร้างบาดแผล นอกจากนีผ้ลการศึกษาครัง้นีย้ังพบว่า      

โซมาตกิเอ็มบริโอท่ีมีการหัน่สามารถชกันําโซมาติกเอ็มบริโอใหม่ได้จํานวนมากกว่าเอ็มบริโอเจนิค

แคลลสัท่ีมีการหัน่ แสดงให้เห็นว่าชิน้ส่วนพืชตา่งกัน ส่งผลตอ่การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอแตกต่าง

กันด้วย ชนิดของชิน้ส่วนพืชท่ีเพาะเลีย้งมีผลต่อการเจริญและพฒันาโซมาติกเอ็มบริโอด้วย เช่น 

Naderi และคณะ  (2012) เพาะเลีย้งชิน้ส่วนพืชต่างกัน ได้แก่ ใบ และก้านใบของไซคลาเมน 
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พบว่าชิน้ส่วนใบมีประสิทธิภาพในการชกันําให้เกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีกวา่ชิน้ส่วนก้านใบ โดย

สามารถสร้างโซมาตกิเอ็มบริโอได้ 7.2 เอ็มบริโอ ซึ่งมากกวา่ชิน้ส่วนก้านใบท่ีสร้างได้ 5.7 เอ็มบริโอ     

Te-chato และคณะ (2006) ได้เพาะเลีย้งใบ ข้อ และตาของหน้าวัว พบว่าแต่ละชิน้ส่วนให้

เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสท่ีแตกต่างกัน โดยชิน้ส่วนข้อให้เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสสูงท่ีสุด 

รองลงมา คือ ชิน้สว่นใบ และตา ตามลําดบั 

แสงก็เป็นปัจจัยหนึ่งท่ีช่วยส่งเสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ จากการศึกษานี ้

พบว่า ชิน้ส่วนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีหัน่เป็นชิน้เล็กๆ แล้ววางเลีย้งในสภาพท่ีมีแสงสามารถชกันําให้

เกิดโซมาตกิเอ็มบริโอใหมไ่ด้สงูกวา่การวางเลีย้งในท่ีมืดเป็นเวลา 1  3  5 และ 7 วนั ก่อนการนําไป

เลีย้งในสภาพแสงปกติ สอดคล้องกบัการศกึษาของ ธนวดี (2551) ซึ่งพบว่าการนําเอ็มบริโอเจนิค

แคลลสัวางเลีย้งในสภาพท่ีมีแสงสวา่งสามารถสง่เสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีกว่าสภาพมืด 

อย่างไรก็ตาม อาจมีพืชบางชนิดท่ีไม่ต้องการแสงต่อการเจริญและพัฒนา เช่น คาวทอง 

(Houttuynia cordata Thunb.) โดย Xu และคณะ (2011) รายงานว่า การนําใบคาวทองมาสร้าง

บาดแผลแล้วเพาะเลีย้งในท่ีมืด มีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสและตุ่มตามากกว่าชิน้ส่วนใบท่ี

เพาะเลีย้งในท่ีสว่าง และยงัพบว่าการเพาะเลีย้งในท่ีมืดมีเปอร์เซ็นต์การเกิดสีนํา้ตาลน้อยกว่าการ

เพาะเลีย้งในท่ีสวา่งด้วย 

 

2.  การชักนําให้เกิดการกลายพันธ์ุโดยสาร EMS 

 

  จากการศกึษาการใช้สาร EMS ซึง่เป็นสารเคมีก่อการกลายพนัธุ์ในพืช โดยการนํา

ชิน้ส่วน SE ทัง้ท่ีไม่หัน่และหั่นมาจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ นัน้ ภายหลงัการ

เพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ พบว่าชิน้ส่วน SE ท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ทุกความ

เข้มข้นให้อตัราการรอดชีวิตสูงกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Muthusamy 

และ Jayabalan (2011) ท่ีทําการชกันําให้เกิดการกลายพนัธุ์ในฝ้าย โดยนําออวลุของฝ้ายมาจุ่ม

แช่ในสารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ พบว่า ทกุความเข้มข้นของสารละลาย  EMS ให้อตัรา

การรอดชีวิตของชิน้ส่วนพืชมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และการศกึษาของ Naik และคณะ (2012) นํา

ชิน้ส่วนของใบ Bacopo monnieri (L.) มาจุ่มแช่ในสารละลาย EMS พบว่าทกุทรีตเมนต์ให้อตัรา

การรอดชีวิตของชิน้ส่วนใบสงูกว่า 50 เปอร์เซ็นต์เช่นกนั อย่างไรก็ตามการหัน่ SE ก่อนแล้วมาจุ่ม

แช่สารละลาย EMS ในระดบัความเข้มข้นเดียวกันนัน้ให้อตัราการรอดชีวิตของชิน้ส่วนต่ํากว่า     

รังสฤษฏ์ (2540) รายงานว่า การสร้างบาดแผลเป็นการเพิ่มช่องทางในการดดูอาหารของชิน้สว่น

พืช ชิน้ส่วนพืชจะสามารถดดูซบันํา้และอาหารได้โดยตรงผ่านทางบาดแผลมากย่ิงขึน้ ดงันัน้การ
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สร้างบาดแผลจึงอาจเป็นสาเหตหุนึ่งท่ีจะทําให้ชิน้ส่วน SE สามารถดดูซึมสารละลาย EMS และ

โดนสาร EMS เข้าทําลายเนือ้เย่ือได้มากกว่าชิน้ส่วน SE ท่ีไม่มีการสร้างบาดแผล จึงทําให้ชิน้ส่วน 

SE ท่ีหัน่และจุ่มแช่สารละลาย EMS มีอตัราการรอดชีวิตท่ีต่ํากว่าชิน้ส่วน SE ท่ีไม่หัน่และจุ่มแช่

สารละลาย EMS เม่ือเปรียบเทียบในระดบัความเข้มข้นของ EMS เดียวกนั 

เม่ือพิจารณาถึงคา่ LD50 ซึง่ สมปอง (2541) ได้รายงานว่า ความเข้มข้นของสิ่งก่อ

กลายพนัธุ์ ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญพฒันาเป็นพืชต้นใหม่ได้จํานวนคร่ึงหนึ่งหรือ 50 เปอร์เซ็นต์ 

ถือเป็นคา่ในการประเมินความเข้มข้นท่ีเหน่ียวนําการกลายพนัธุ์ ทัง้นีเ้พราะความเข้มข้นดงักล่าว

สร้างความเสียหาย และก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงกบัหน่วยพนัธุกรรมอย่างน้อย 50 เปอร์เซ็นต์ 

โดยพืชแตล่ะชนิดมีคา่ LD50 แตกตา่งกนั ขึน้อยู่กบัชิน้ส่วนและอายขุองชิน้ส่วนพืชท่ีนํามาจุ่มแช ่

ระยะเวลาในการจุ่มแช่ และความเข้มข้นของสารเคมีท่ีใช้ (สิรนชุ, 2540)  โดยพืชบางชนิดมีค่า 

LD50 สงู เชน่ การศกึษาของปวีณา (2541) ท่ีได้นําชิน้ส่วนใบของคําฝอยจุ่มแช่ในสารละลาย EMS 

เข้มข้น 0.2-1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง พบว่า สามารถหาค่า LD50 ได้ คือ 0.8 เปอร์เซ็นต์  

จากการศึกษาของยุพาภรณ์และสมปอง (2551) พบว่า การนําชิน้ใบของกล๊อกซิเนียมาจุ่มแช่ใน

สารละลาย EMS เข้มข้น 0-1 เปอร์เซ็นต์ นาน 90 นาที สามารถหาคา่ LD50 ได้ คือ 0.73 เปอร์เซ็นต์ 

และการศกึษาของ Latado และคณะ (2004) ได้นําก้านชอ่ดอกของเบญจมาศจุ่มแช่ในสารละลาย 

EMS ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 45 นาที พบวา่มีคา่ LD50 คือ 0.82 เปอร์เซ็นต์  

พืชบางชนิดมีคา่ LD50 ต่ํา  เช่น การศกึษาของ Sadat และ Hoveize (2012) ได้

นําแคลลสัอ้อยจุม่แช่ในสารสะลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ 4 ชัว่โมง พบว่าคา่ LD50 คือ 32.25 

มิลลิโมลาร์ การศกึษาของ Devi และ Mullainathan (2012) ได้นําเมล็ดพริกจุ่มแช่ในสารละลาย 

EMS ความเข้มข้นตา่งๆ นาน 4 ชัว่โมง พบว่ามีคา่ LD50  คือ 30 มิลลิโมลาร์ และการศกึษาของ 

Berenschot และคณะ (2008) พบว่าการจุ่มแช่เมล็ดพิทเูนียในสารละลาย EMS ความเข้มข้น

ตา่งๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถหาคา่ LD50 ได้ คือ 0.11 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในการศกึษาครัง้นี ้การ

นํา SE ท่ีมีการหัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 90 นาที นัน้

พบวา่ ความเข้มข้นท่ีส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของชิน้ส่วนพืชลดลงคร่ึงหนึ่ง คือ 0.81 เปอร์เซ็นต์ 

นัน่คือ มีค่า LD50 เท่ากับ 0.81 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งถือเป็นความเข้มข้นคอ่นข้างสงู ส่งผลให้เกิดความ

เป็นพิษต่อเนือ้เย่ือพืช ดงันัน้หากจุ่มแช่ SE ปาล์มนํา้มนัท่ีมีการหัน่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 

0.81 เปอร์เซ็นต์ นาน 90 นาที ชิน้ส่วนท่ีรอดชีวิตมีแนวโน้มวา่จะได้ต้นปาล์มนํา้มนัท่ีมีลกัษณะ

กลายพนัธุ์ไปจากเดมิ  
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เม่ือนําชิน้ส่วน SE ท่ีรอดชีวิตมาเพาะเลีย้งตอ่ไป พบว่าชิน้ส่วน SE ท่ีรอดชีวิตมี

การเจริญเตบิโตและพฒันาตอ่ไป โดยบางชิน้สว่นพฒันาเกิดเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัท่ีมีสีเหลือง

เพียงอย่างเดียว และบางชิน้ส่วนพฒันาเกิดเป็น SE ท่ีมีสีเขียวร่วมกับการเกิดเอ็มบริโอเจนิค

แคลลสัด้วย ซึ่งในแต่ละความเข้มข้นของ EMS ให้ผลท่ีแตกต่างกนั โดยท่ี EMS เข้มข้น 0.75 

เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมการเกิด SE ร่วมกบัเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัสงูสดุ 77.78 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้อง

กบัการศกึษาของ Qin และคณะ (2011) นําเอ็มบริโอท่ีเจริญมาจากอบัละอองเกสรของโลควอต

มาทรีตในสารละลาย EMS พบว่า EMS เข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้เอ็มบริโอท่ีรอดชีวิตเกิด

การสร้างเอ็มบริโอใหม่สงูสุดคือ 46.8 เปอร์เซ็นต์และมีการพฒันาต่อไป และจากการศึกษาของ 

ปวีณา (2541) นําชิน้ส่วนใบของคําฝอยจุ่มแช่ในสารละลาย EMS พบว่า EMS เข้มข้น 0.8 

เปอร์เซ็นต์ เป็นระดับความเข้มข้นท่ีก่อให้เกิดความเสียหายของเนือ้เย่ือสูง แต่ก็สามารถเกิด

แคลลสัได้มาก และแคลลสัมีการพฒันาไปเป็นยอดตอ่ไป 

  สําหรับการศกึษานีเ้ม่ือแยก SE มาเพาะเลีย้งตอ่ไปนัน้พบว่า ในกรณีของ SE ท่ีไม่

หัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS นัน้ SE ไม่สามารถพฒันาการเกิด SSE เลย แตสํ่าหรับใน

กรณีของ SE ท่ีเจริญมาจากชิน้สว่น SE ท่ีมีการหัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS นัน้ มีเพียง

ความเข้มข้นของ EMS  0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีมีการสร้าง SSE สอดคล้องกบัการศกึษาของ 

Qin และคณะ (2011) ทรีตเอ็มบริโอท่ีเจริญมาจากอบัละอองเกสรของโลควอตในสารละลาย EMS 

ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าการจุ่มแช่ด้วย EMS เข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ นาน 60 นาที ส่งผลให้

เอ็มบริโอท่ีรอดชีวิตสามารถสร้างเอ็มบริโอใหม่ชดุท่ีสองได้จํานวน 5.05 เอ็มบริโอและมีการพฒันา

ตอ่ไป   สําหรับ SE ปาล์มนํา้มนัท่ีไม่มีการสร้าง SSE แตจ่ะมีการสร้างยอดขึน้มา โดยในกรณีของ 

SE ท่ีไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS นัน้ ความเข้มข้นของ EMS ท่ีมีการส่งเสริมให้ SE 

เกิดการสร้างยอดเป็นจํานวนมากท่ีสุด คือ 0.25 เปอร์เซ็นต์ โดยเกิดยอดจํานวน 3.58 ยอดต่อ

ชิน้ส่วน สําหรับในกรณีของ SE ท่ีมีการหัน่แล้วจุ่มแช่สารละลาย EMS นัน้ พบว่า SE ชดุควบคมุท่ี

ไมไ่ด้รับสาร EMS มีการเกิดยอดสงูสดุจํานวน 2.33 ยอด และท่ีระดบัความเข้มข้นของ EMS สงูขึน้ 

ส่งผลให้ชิน้ส่วน SE มีการสร้างยอดท่ีน้อยลง สอดคล้องกบัการศกึษาของปวีณา (2541) พบว่า

แคลลัสคําฝอยท่ีเกิดจากการจุ่มแช่ชิน้ส่วนใบในสารละลาย EMS ความเข้มข้นสูงขึน้ ส่งผลให้

แคลลสัจะมีการพฒันาไปเป็นยอดได้น้อยลง และนอกจากนีใ้นการทดลองทัง้สองกรณี และยงัพบ

อีกว่า SE บางชิน้ส่วนจะมีลกัษณะผิดปกติ  โดยบางชิน้ส่วนมีการสร้างรากเพียงอย่างเดียว บาง

ชิน้ส่วนมีรูปร่างท่ีเปล่ียนแปลงไป และมีสีนํา้ตาลหรือดํา ไม่สามารถพฒันาเจริญเป็นต้นกล้าได้

ตอ่ไปได้ โดย SE ท่ีผิดปกติจะมีจํานวนมากขึน้ตามความเข้มข้นของ EMS ท่ีสงูขึน้ ทัง้นีอ้าจเป็น
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เพราะชิน้ส่วนพืชได้รับสาร EMS ความเข้มข้นท่ีค่อนข้างสงูจนเป็นพิษต่อเนือ้เย่ือพืช ถ้าใช้ความ

เข้มข้นของสารเคมีและระยะเวลาท่ีชิน้ส่วนพืชได้รับสารไม่เหมาะสม อาจทําให้พืชไม่พฒันาและ

ตายได้ สอดคล้องกบัการรายงานของ McManus และคณะ (2007) ท่ีได้นําละอองเรณูของยคูา

ลิปตสัมาจุ่มแช่ในสารละลาย EMS เข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่าส่งผลให้มีอตัราการงอก

ของละอองเรณูเพียง 6.5 เปอร์เซ็นต์ สําหรับส่วนท่ีเหลือไม่เกิดการพฒันาตอ่ไป และตายในท่ีสุด 

และจากการศกึษาของยพุาภรณ์และสมปอง (2551) พบว่าแคลลสัท่ีได้รับสาร EMS เข้มข้น 0.75 

และ 1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นระดบัความเข้มข้นท่ีสูง ส่งผลให้แคลลสัไม่สามารถพฒันาต่อไปได้ เกิด

เป็นกลุม่เซลล์สีนํา้ตาลหรือดํา และมีการปลอ่ยสารประกอบฟีนอลออกมา 

 

3.  การตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้าในหลอดทดลอง 

 

สําหรับผลของ EMS ตอ่ลกัษณะทางสณัฐานของต้นปาล์มนํา้มนัในหลอดทดลอง

พบว่า ต้นกล้าท่ีพัฒนามาจาก SE ท่ีผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ทุกความเข้มข้นมีการ

เจริญเตบิโตช้ากวา่ต้นในชดุควบคมุ โดยเฉพาะท่ี EMS ความเข้มข้นสงู ส่งผลให้ต้นกล้ามีความสงู

ลดน้อยลง สอดคล้องกบัการศกึษาของ Dhakshanamoorthy และคณะ (2010) พบว่า ต้นสบูดํ่าท่ี

เจริญมาจากเมล็ดท่ีผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS มีความสูงของต้นน้อยกว่าต้นในชุดควบคมุ 

โดยเม่ือความเข้มข้นของ EMS สูงขึน้ ส่งผลให้ต้นกล้าสบู่ดํามีความสูงของต้นท่ีน้อยลงเช่นกัน  

นอกจากความสงูของต้นกล้าแล้ว ยงัพบอีกวา่ใบของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีเจริญมาจาก SE ท่ีผ่าน

การจุม่แชส่ารละลาย EMS มีลกัษณะท่ีแตกตา่งไปจากต้นในชดุควบคมุ โดยใบของต้นกล้าท่ีเจริญ

มาจาก SE ท่ีไม่หัน่และผ่านการจุม่แช่สาร EMS มีขนาดเล็ก แตใ่บของต้นท่ีพฒันามาจาก SE ท่ี

หัน่และผ่านการจุ่มแช่สาร EMS มีขนาดของใบท่ีใหญ่ มีสีเขียวเข้ม หยิก และหนามากกว่าต้นใน

ชดุควบคมุ ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะต้นท่ีเจริญมาจาก SE ท่ีหัน่ ได้รับสาร EMS ผ่านทางบาดแผลใน

ปริมาณท่ีมากกวา่ SE ท่ีไมห่ัน่ จงึทําให้สง่ผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงส่วนตา่งๆ ของต้นได้มากกว่า

ต้นท่ีเจริญมาจาก SE ท่ีไมมี่การหัน่ และในทัง้สองกรณีพบว่า ต้นกล้าในทกุความเข้มข้นของ EMS 

มีจํานวนใบมากกว่าต้นในชุดควบคมุโดยเฉพาะท่ีความเข้มข้นของ EMS สูง  สอดคล้องกับ

การศกึษาของ ปวีณา (2541) ท่ีได้ศกึษาความแปรปรวนของต้นคําฝอยเจริญมาจากแคลลสัท่ีเกิด

จากการจุ่มแช่ชิน้ส่วนใบสารละลาย EMS ในช่วงความเข้มข้น 0.2-1.0 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ต้น

คําฝอยท่ีพฒันามาจากแคลลสัท่ีเกิดจากการจุ่มแช่ชิน้ส่วนใบสารละลาย EMS มีลกัษณะทาง

สณัฐานวิทยาท่ีแตกตา่งไปจากต้นปกติ ได้แก่ ลําต้นเตีย้ ใบอวบนํา้ รูปร่างใบบิดเบีย้วและกลมมน
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มากขึน้ มีความกว้างของใบลดลง โดยลกัษณะความแปรปรวนท่ีเกิดขึน้ส่วนใหญ่มีแนวโน้มเพิ่ม

มากขึน้ตามระดบัความเข้มข้นของสาร EMS ท่ีเพิ่มสงูขึน้ 

นอกจากนีใ้นการศึกษาครัง้นีย้งัพบว่า ต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีพฒันาจาก SE ท่ี

ผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS ทุกความเข้มข้นตัง้แต ่0.25–1 เปอร์เซ็นต์ มีการสร้างช่อดอก 

รวมถึงต้นท่ีไม่ได้รับสาร EMS ก็มีการสร้างช่อดอกด้วยเช่นกนั แต่มีจํานวนน้อยกว่า ซึ่งการออก

ดอกในหลอดทดลองนัน้ถือเป็นความแปรปรวนท่ีเกิดขึน้ เองในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เ ย่ือ 

(somaclonal variation) (Larkin and Scowcroft, 1981) โดยมีสาเหตสํุาคญัมาจากสารควบคมุ

การเจริญเติบโตของพืช (Bonnet-Masimbert and Zaerr, 1987) หรือสารอาหารท่ีใช้ในการ

เพาะเลีย้งพืช (Bernier et al., 1993) โดย Nizam และ Te-Chato (2012) รายงานว่าการออกดอก

ของต้นปาล์มนํา้มันในหลอดทดลองนัน้ เป็นวิวัฒนาการท่ีเกิดขึน้ใหม่ สามารถท่ีจะนําไป

ประยกุต์ใช้สําหรับการปรับปรุงพนัธุ์พืชต่อไปได้ ซึ่งกรณีในการทดลองนีอ้าจมีผลมาจากอิทธิพล

ของ EMS ร่วมด้วย โดยพบว่า ท่ีความเข้มข้นของ EMS สงู ได้แก่ 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริม

ให้ต้นกล้าเกิดช่อดอกมากท่ีสุด สอดคล้องกับการศึกษาของ Dhakshanamoorthy และคณะ 

(2010) ท่ีพบว่าความเข้มข้นของ EMS 1 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้ต้นสบูดํ่ามีการสร้างดอกสงูสดุเฉล่ีย 

232.66 ดอกตอ่ชอ่ดอก และจากการศกึษาของปวีณา (2541) พบว่าต้นคําฝอยท่ีเจริญจากแคลลสั

ท่ีเกิดจากชิน้ส่วนใบท่ีผ่านการจุ่มแช่สาร EMS สามารถออกดอกในหลอดทดลองได้ โดยเม่ือนํา

ยอดมาเพาะเลีย้งบนอาหารชกันํารากเป็นเวลา 40-42 วนั ต้นคําฝอยจะเร่ิมทยอยออกดอก โดยใน

ระยะแรกดอกอ่อนมีสีเหลือง และเม่ือดอกแก่จะเปล่ียนเป็นสีส้มแดง โดย Tisserat และ Galletta 

(1993) รายงานวา่ การออกดอกถือเป็นกระบวนการท่ีซบัซ้อนควบคมุโดยการรวมกนัของปัจจยัทัง้

ด้านสิ่งแวดล้อมและพนัธุกรรม ดงันัน้เพ่ือให้เกิดความแม่นยําในการตรวจสอบความแปรปรวนท่ี

เกิดจากการชกันําการกลายพนัธุ์โดยใช้สาร EMS จึงได้นําเคร่ืองหมาย SSR มาใช้เพ่ือตรวจสอบ

ผลของ EMS ต่อการแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าปาล์มนํา้มันท่ีได้รับสาร EMS 

เปรียบเทียบกบัต้นท่ีไมไ่ด้รับสาร EMS ทัง้ต้นท่ีมีและไมมี่การสร้างชอ่ดอก  

เคร่ืองหมาย SSR เป็นเคร่ืองหมายท่ีมีความน่าเช่ือถือมากท่ีสุด เน่ืองจากไม่มี

อิทธิพลจากสภาพแวดล้อมเข้ามาเก่ียวข้องและสามารถตรวจสอบลกัษณะท่ีควบคมุด้วยยีนด้อย

หรือลกัษณะท่ีไม่สามารถตรวจสอบโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานภายนอกได้ ปัจจุบนัมีการนํา

เคร่ืองหมายโมเลกลุมาใช้เพ่ือระบเุอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมของพืชในหลากหลายชนิดเป็นจํานวน

มาก  นอกจากนีย้งันํามาเป็นฐานข้อมลูสําคญัเพ่ือการปรับปรุงพนัธุ์ รวมถึงนํามาใช้เพ่ือการจด

ทะเบียนพนัธุ์พืชและใช้ประเมินความแปรปรวนทางพนัธุกรรม ในปาล์มนํา้มนัมีการใช้เคร่ืองหมาย 
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SSR ในการศึกษาด้านต่างๆ เช่น การตรวจสอบการเป็นลูกผสมเทเนอรา (Thawaro and Te-

chato, 2010) การตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้าท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ (สกลุรัตน์, 

2553) และการทําแผนท่ียีน  (Billotte et al., 2005) เป็นต้น สําหรับการตรวจสอบความแปรปรวน

ทางพนัธุกรรมของพืชท่ีผ่านการทรีตสาร EMS นัน้ ส่วนใหญ่มีรายงานการตรวจสอบโดยการใช้

เคร่ืองหมาย RAPD ในพืชหลายชนิด เช่น ถั่วเหลือง (Hofmann et al., 2004) สบู่ดํา…. 

(Dhakshanamoorthy et al., 2010) กล้วย (Bidabadi et al., 2012) และโลควอต (Qin et al., 

2011) เป็นต้น และการตรวจสอบโดยการใช้เคร่ืองหมาย SSR เช่น  กล้วย (Sadat and Hoveize, 

2012) และข้าวสาลี (Javed et al., 2012) แตย่งัไม่มีรายงานการตรวจสอบปาล์มนํา้มนัท่ีผ่านกา

รทรีตสาร EMS  

  จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีผ่าน

การทรีตสาร EMS โดยใช้เคร่ืองหมาย SSR ด้วยไพรเมอร์ 9 คู่ คือ EgCIR0008 EgCIR0243 

EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772  

ให้แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏของแต่ละไพรเมอร์ยังไม่ค่อยคมชัด อาจเป็นเพราะดีเอ็นท่ีสกัดได้ไม่

สะอาด และพบว่ามีเพียงไพรเมอร์ EgCIR0465 เท่านัน้ท่ีให้แถบดีเอ็นเอเป็นแบบ polymorphism 

ในขณะท่ีไพรเมอร์อ่ืนๆ ท่ีเหลือ ให้แถบดีเอ็นเอเป็นแบบ monomorphism สอดคล้องกบัการศกึษา

ของ Sodat และ Hoveize (2012) พบว่าการใช้ไพรเมอร์ mSSCIR47 และ SMC222CG สามารถ

แยกความแตกตา่งของสายพนัธุ์กลาย (mutant line) ท่ีเกิดจากการได้รับสาร EMS ของกล้วยพนัธุ์ 

CP48-103 และ CP57-614 ได้      Ansari และคณะ (2012) พบว่ามีหลายไพรเมอร์ท่ีสามารถใช้

ตรวจสอบ mutant line ของข้าวสาลี ท่ีเกิดจากการชกันําการกลายพนัธุ์ด้วยสาร EMS ได้ โดยไพร

เมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอแบบ polymorphism ได้แก่ Xbarc37 Xbarc113 Xcfd62 Xcfa2170 

Xgwm135 และ Xwmc470 และจากการศึกษาของนฤมล และมณฑิรา (2552) ได้ตรวจสอบ

รูปแบบแถบดีเอ็นเอของต้นข้าวท่ีได้รับสาร EMS โดยใช้      ไพรเมอร์ทัง้หมดจํานวน 40 ไพรเมอร์ 

พบวา่มีเพียง 2 ไพรเมอร์ คือ S36 และ S38 ท่ีให้แถบดีเอ็นเอเป็นแบบ polymorphism   

   จากการศึกษาแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดความแตกต่างจากแถบดีเอ็นของตวัอย่างอ่ืนๆ 

นัน้ เป็นดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากต้นปาล์มนํา้มนัท่ีมีการสร้างช่อดอกในหลอดทดลอง ซึ่งเป็นต้นท่ี

เจริญมาจาก SE ทัง้ท่ีหัน่และไม่หัน่แล้วจุ่มแช่สารละลาย EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งถือว่าเป็น

ความเข้มข้นท่ีสงู จึงส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสณัฐานและการเปล่ียนแปลงทาง

พนัธุกรรมได้ ซึ่งจากการใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด 9 คู ่ในการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรม

ของต้นกล้าปาล์มนํา้มนัท่ีผ่านการจุ่มแช่สาร EMS ความเข้มข้นต่างๆ นัน้ มีเพียงไพรเมอร์ 1 คู่
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เทา่นัน้ท่ีสามารถแยกความแตกตา่งของต้นปาล์มนํา้มนัท่ีมีพนัธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปในลกัษณะ

การออกดอกในหลอดทดลองจากการกลายพนัธุ์ท่ีเกิดขึน้จากสาร EMS ได้ ดงันัน้ในขัน้ต้นสามารถ

ท่ีจะใช้ไพรเมอร์นีเ้ป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลในการตรวจสอบความผิดปกติของต้นท่ีได้จากการ

เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือก่อนอนุบาลลงดินปลกูเพ่ือป้องกันความเสียหายจากการปลูกสร้างสวนปาล์ม

นํา้มนัได้ และเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบสายพนัธุ์กลายในลกัษณะนีแ้ละลกัษณะอ่ืนๆ 

ควรมีการหาไพรเมอร์อ่ืนมาใช้ในการตรวจสอบความแปรปรวนให้มากขึน้ เพ่ือบ่งบอกลกัษณะท่ี

แปรปรวนท่ีเกิดจากการชกันําการกลายพนัธุ์โดยใช้สาร EMS ได้ชดัเจนมากขึน้ 
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บทที่ 5 

 

สรุป 
 

1. การชักนําโซมาตกิเอ็มบริโอของปาล์มนํา้มัน 

 

การนําโซมาตกิเอ็มบริโอมาสร้างบาดแผล โดยการหัน่เป็นชิน้เล็กๆ แล้วเพาะเลีย้ง

บนอาหารแข็งสตูร OPCM เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 

200  มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํา้ตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วางเลีย้งภายใต้การให้แสง 15 ไมโคร

โมลตอ่ตารางเมตรตอ่วินาที เป็นเวลา 14 ชัว่โมงตอ่วนั ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

4 สปัดาห์ สง่เสริมการเกิดโซมาตกิเอ็มบริโอได้สงูสดุ 2.35 เอ็มบริโอตอ่หลอด 

 

2. การชักนําให้เกิดการกลายพันธ์ุโดยสาร EMS 

 

การนําโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไม่มีการหั่นและผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS 

ความเข้มข้น 0-1 เปอร์เซ็นต์ ไม่สามารถหาค่า LD50 ได้ แต่ต้นกล้ามีลกัษณะทางสณัฐานท่ีต่าง

จากต้นในชดุควบคมุคือ มีจํานวนใบท่ีมากกว่าต้นในชดุควบคมุ แตมี่ขนาดของใบท่ีเล็กและมีการ

เจริญเตบิโตของต้นท่ีช้ากว่าต้นควบคมุ และพบว่าท่ี EMS เข้มข้น 0.75 และ 1 เปอร์เซ็นต์ สง่เสริม

ให้มีการสร้างช่อดอกในหลอดทดลอง โดยท่ี EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ให้การสร้างช่อดอกมาก

ท่ีสดุ 40 เปอร์เซ็นต์ 

การนําโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีการหั่นและผ่านการจุ่มแช่ในสารละลาย EMS 

สามารถหาค่า LD50 ได้ คือ 0.81 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งชิน้ส่วนท่ีรอดชีวิตมีการพฒันาเป็นทัง้แคลลสัและ

เกิดเป็นโซมาติกเอ็มบริโอใหม่ โดยท่ี EMS เข้มข้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมการเกิด SE ร่วมกับ

เอ็มบริโอเจนิคแคลลสัมากท่ีสดุ คือ 77.78 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเจริญเป็นต้นกล้ามีลกัษณะทางสณัฐาน

ท่ีตา่งจากต้นในชดุควบคมุคือ มีลกัษณะใบท่ีหนา หยิก มีสีเขียวเข้ม มีจํานวนใบท่ีมากและขนาด

ใหญ่กว่าต้นในชุดควบคมุ มีการเจริญเติบโตของต้นท่ีช้ากว่าต้นในชุดควบคมุ และยงัพบว่าต้นมี

การสร้างช่อดอกในทกุความเข้มข้นของ EMS โดยท่ี EMS เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์มีการสร้างช่อดอก

มากท่ีสดุ คือ 50 เปอร์เซ็นต์ 
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3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นกล้าในหลอดทดลอง 

 

การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของต้นกล้าท่ีเจริญจาก SE ท่ีผ่านการ

จุ่มแช่สารละลาย EMS ด้วยเทคนิค SSR โดยใช้ไพรเมอร์ 9 คู ่พบว่ามีเพียงไพรเมอร์ EgClR0465 

ท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะ polymorphism ท่ีจําเพาะขนาด 275 bp โดยเป็นดีเอ็นเอของต้นกล้า

ท่ีมีการสร้างช่อดอกท่ีเจริญจาก SE ทัง้ท่ีมีการหัน่และไม่หัน่และผ่านการจุ่มแช่สารละลาย EMS 

เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางภาคผนวกท่ี  1    องค์ประกอบธาตอุาหารท่ีใช้เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือปาล์มนํา้มนั 

องค์ประกอบ 
ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

สตูร MS สตูร OPCM 

ธาตุอาหารหลัก   

NH4NO3                1,650.000               1,025.000 

KNO3 1,900.000                  800.000 

KH2PO4   170.000                  170.000 

CaCl2.2H2O   440.000  

MgSO4.7H2O   370.000  

ธาตุอาหารรอง   

KI       0.830                      0.415 

K2SO4                   495.000 

H3BO3       6.200      6.2000 

MnSO4.H2O     16.900     16.900 

ZnSO4.7H2O     10.600        9.600 

CuSO4.5H2O       0.025                      3.138 

Na2MoO4.2H2O       0.250       0.250 

CoCl2.6H2O       0.025                    0.0125 

FeSO4.7H2O     27.800      27.800 

Na2EDTA     37.300      37.300 

สารอินทรีย์   

Myo-inositol   100.000                  100.000 

Nicotinic acid       0.500        0.500 

Pyridoxine HCl       0.500        0.500 

Thaiamine HCl       0.100        0.550 

Glycine       2.000        2.000 

Sucrose (กรัม)     30.000      30.000 

วุ้น(กรัม)       7.500        7.500 

pH       5.700        5.700 
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การเตรียมสารละลายบัพเฟอร์ และสารละลายอ่ืนๆ 

 

สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ Doyle และ Doyle (1990) และการทาํ 

Agarose gel electrophoresis 

 

1. TE บฟัเฟอร์ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

20 mM Tris-HCl (pH 8.0)  500 ไมโครลิตร 

0.1 EDTA (pH 8.0)   200 ไมโครลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้   500 มิลลิลิตร  ก่อนนําไปนึง่ฆา่เชือ้ 

2. SDS ความเข้มข้น 10 % ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

SDS     5   กรัม 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้   50 มิลลิลิตร  ก่อนนําไปนึง่ฆา่เชือ้ 

3. Ammonium acetate ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

Ammonium acetate   38.54 กรัม 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 100 มิลลิลิตร  ก่อนนําไปกรองด้วยมิลลิพอร์ 

4. Ethidium bromide 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide         1.0 กรัม 

เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100 มิลลิลิตร 

5. TAE บฟัเฟอร์เข้มข้น 5 เทา่ 

Tris Base              121.1 กรัม 

Acetic acid     28.5 มิลลิลิตร 

0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0)  50 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร  ก่อนนําไปนึง่ฆา่เชือ้ 

6. TBE บฟัเฟอร์เข้มข้น 5 เทา่ 

Tris Base       54 กรัม 

Boric acid     27.5 มิลลิลิตร 

0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0)  20 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้   1000 มิลลิลิตร  ก่อนนําไปนึง่ฆา่เชือ้ 
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7. DNA sample buffer 

Bromophenol blue     125 มิลลิกรัมกรัม 

 Xylene cyaol FF 125 มิลลิกรัมกรัม 

 Glycerol 15.0   มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้        50  มิลลิลิตร  ก่อนนําไปนึง่ฆา่เชือ้ 

 

สารเคมีท่ีใช้ในการทาํ denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

 

1. 30%  Acrylamide Bis-Acrylamide solution ท่ีผสมแล้วในอตัราส่วน 29:1 เก็บท่ีอณุหภูมิ        

     4  องศาเซลเซียส 

2. 6% polyacrylamine gel (Acrylamide : Bis-Acrylamide = 29:1) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

30% Acrylamide Bis-Acrylamide solution (29:1) 60 มิลลิลิตร 

5x TBE       60 มิลลิลิตร 

Urea       135 กรัม 

นํา้กลัน่       105 มิลลิลิตร 

3. TBE บฟัเฟอร์เข้มข้น 5 เทา่ ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

Tri Base    54 กรัม 

Boric acid    27.5 กรัม 

0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)  20 กรัม 

ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้  1000 มิลลิลิตร แล้วนําไปนึง่ฆา่เชือ้ก่อนนํามาใช้เจือจาง

ความเข้มข้นเป็น  1  เทา่ 

4. 10% (w/v) Ammonium persulfate (APS) เตรียมปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

Ammonium persulfate   1.0  กรัม 

เตมินํา้กลัน่จนครบปริมาตร   10  มิลลิลิตร     

เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

5. 6x gel loading buffer (สําหรับ denaturing polyacrylamide gel) เตรียมปริมาตร 1มิลลิลิตร 

Formamide    950 ไมโครลิตร 

5% Bromophenol blue   10 ไมโครลิตร 

5% Xylene cyanol   10 ไมโครลิตร 

1 M EDTA    20 ไมโครลิตร 
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ควรแบง่สารละลายใส่หลอดเล็ก แล้วเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

7. Bind silane  สําหรับทากระจกแผน่หลงัติดกบัเจล 

Bind silane    1.0  ไมโครลิตร 

Glacial acetic acid   2.5  ไมโครลิตร 

95% Ethanol    500  ไมโครลิตร 

 

สารเคมีท่ีใช้ย้อมดีเอ็นเอด้วย Silver nitrate 

 

1. Fixative และ Stop solution (10% Acetic acid) เตรียมปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid    100  มิลลิลิตร 

เตมินํา้กลัน่จนครบ    1,000 มิลลิลิตร 

2. 0.2% Silver nitrate เตรียมปริมาตร  1,000 มิลลิลิตร 

Silver nitrate    2.0  กรัม 

เตมินํา้กลัน่จนครบปริมาตร   1,000 มิลลิลิตร  

เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

3. Develop solution เตรียมปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

Sodium carbonate   25.0 กรัม 

เตมินํา้กลัน่จนครบปริมาตร   1,000 มิลลิลิตร 

 เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ขณะใช้ให้เตมิ 40% Fomaldehyde 500 ไมโครลิตร 

และ Sodium thiosulfate เข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาณ 40 ไมโครลิตร 
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ประวัตผู้ิเขียน 
 

ช่ือ สกุล   นางสาวชญานีย์  สงัวาลย์ 

รหัสประจาํตัวนักศึกษา 5510620006 

วุฒกิารศึกษา 

วุฒ ิ     ช่ือสถาบัน        ปีท่ีสาํเร็จการศึกษา 

วิทยาศาสตรบณัฑิต                มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์        2553 

(เทคโนโลยีชีวภาพ)   

   เกียรตนิิยมอนัดบัสอง    

 

ทุนการศึกษา (ท่ีได้รับระหว่างการศึกษา) 

1. ทนุสนบัสนนุการวิจยั สํานกังานกองทนุสนบัสนนุการวิจยั (สกว.) 

2. ทนุสนบัสนนุการผลิตบณัฑิต สถานวิจยัพืชกรรมปาล์มนํา้มนั ระยะท่ี 2                      

คณะทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

3. ทุนส นับส นุนส ถาน วิจัยความ เ ป็น เ ลิ ศ ด้าน เ ทคโนโล ยี ชีวภ าพ เ กษตรแล ะ

ทรัพยากรธรรมชาต ิ

4. ทนุอดุหนนุการวิจยัเพ่ือวิทยานิพนธ์ บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

5. ทนุภายใต้ความร่วมมือ (MOU) ระหวา่งคณะทรัพยากรธรรมชาต ิ

มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์กบัมหาวิทยาลยัมิยาซากิ ประเทศญ่ีปุ่ น  

 

การตีพมิพ์เผยแพร่ผลงาน 

ชญานีย์ สงัวาลย์ และสมปอง เตชะโต. 2557. ผลของเอธิลมีเทนซลัโฟเนต (EMS) ตอ่อตัราการ

รอดชีวิตของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวและการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์ม

นํา้มนัในหลอดทดลอง. วารสารพืชศาสตร์สงขลานครินทร์  1: 14-20. 

ชญานีย์ สงัวาลย์ และสมปอง เตชะโต. 2557. การพฒันาของโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มนํา้มนั หลงั

การทรีตด้วยเอธิลมีเทนซลัโฟเนต (EMS). วารสารแก่นเกษตร. 42(3) (พิเศษ): 397-402. 

ชญานีย์ สงัวาลย์ และสมปอง เตชะโต. 2558. การประเมินความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของ     

ต้นกล้าปาล์มนํา้มนัในหลอดทดลองท่ีพฒันาจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีผ่านการทรีตด้วย

เอธิลมีเทนซลัโฟเนต (EMS) ด้วยเคร่ืองหมาย SSR. วารสารพืชศาสตร์สงขลานครินทร์  

(อยูใ่นระหวา่งการตีพิมพ์). 
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