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บทคัดยอ 

 
  ศึกษาผลของปจจัยตอการเพิ่มปริมาณ และ ประสิทธิภาพการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีดังนี้คือ ภาชนะ

เพาะเลี้ยง แหลงคารบอนและความเขมขนของธาตุอาหาร การลดความความชื้นของโซมาติก

เอ็มบริโอ สารควบคุมการเจริญเติบโต (BA และ GA3) การใชผงถานรวมกบัการเติมอาหารเหลว 

นอกจากนี้ศกึษาการชักนาํราก การอนุบาลตนกลา ตลอดจนการตรวจสอบความแปรปรวนโดยใช

เทคนิคไอโซไซม จากการศึกษา พบวา ภาชนะที่เหมาะสมตอการเพิม่ปริมาณโซมาตกิเอ็มบริโอคือ

หลอดทดลอง โดยใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอทั้งหมด โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวสูงสดุ 

21.37 และ 5.37 เอ็มบริโอตอช้ินสวน ตามลําดับ การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร 

MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ใหการพัฒนาของ SSE สูงสุด 77.92 เปอรเซ็นต และ SSE 

ดังกลาวสามารถพัฒนาใหตนกลาที่สมบูรณสูงสุด 35.72 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ที่

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวน 12.47 

เปอรเซ็นต กอนนาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร พบวา ใหการ

สราง SSE 23.21 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 8.30 เปอรเซ็นต และการ

งอกของ SSE 35.45 เปอรเซ็นต การใชซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม GA3 เขมขน 

0.01 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการสราง SSE 28.56 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอ็มบริโอระยะ

สรางจาว 10.1 เปอรเซ็นต การงอกของ SSE 29.76 เปอรเซ็นต สูงกวาการใชซอรบิทอลเพียงลาํพัง 

BA เปนสารควบคุมการเจรญิเติบที่มีประสิทธิภาพต่ําในการชกันาํการงอกของ SSE การเพาะเลีย้ง

โซมาติกเอม็บริโอบนอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัม ให

การสราง SSE 14.89 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว 13.02 เปอรเซ็นต และ

การงอกของ SSE 10.47 เปอรเซ็นต ต่ํากวาการใชซอรบิทอลเพียงอยางเดียว  ในอาหารเติม BA 

พบลักษณะตนที่ผิดปกติโดยยอดมีลักษณะใบมวนเปนหลอด เมื่อใบคลี่มีลักษณะเปนพุมไมกวาด 
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27.88 เปอรเซ็นต การใชผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวใหประสิทธิภาพต่ําในการชกันาํการ

งอกของ SSE โดยการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหาร 2 ชั้น ชัน้ลางเปนอาหารแข็งสูตร MS 

เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับผงถาน เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต ชั้นบนเปนอาหารเหลว

สูตรเดียวกันเติม NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา มกีารสราง SSE 

17.98 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว 10.04 เปอรเซ็นต และการงอกของ 

SSE เพียง 8.75 เปอรเซ็นต  

อาหารสูตร MS เติมซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร ชักนํารากได 31.25 เปอรเซ็นต หลังจาก

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน การอนุบาลตนกลาปาลมน้ํามันโดยการครอบตนกลาดวยขวดแกว

ขนาด 8 ออนซ ใหการรอดชีวิตของตนกลาสูงสุด 93.27 เปอรเซ็นต ในการตรวจสอบความ

แปรปรวนของใบออนของตนลาปาลมน้ํามันในหลอดทดลอง โดยใชเทคนิคไอโซไซม พบวา 

อัตราสวนของชิ้นสวนพืชตอบัฟเฟอรสกัดที่เหมาะสมสําหรับสกัดเอนไซมจากใบของตนกลาปาลม

น้ํามันคือ 1:5 ระบบเอนไซมเอสเทอเรส เปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมเหมาะสมที่สุดในการ

ทดสอบความสม่ําเสมอของตนกลาปาลมน้ํามัน โดยสามารถยอมติดสีเอนไซมชัดเจนและแถบ

เอนไซมสูงสุด 5 แถบ รูปแบบของไอโซไซมดังกลาวไมมีความแตกตางกัน จึงสามารถใชในการ

ตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาทั้งในและนอกหลอดทดลอง ดังนั้น การขยายพันธุปาลม

น้ํามันดวยวิธีการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดี สามารถผลิตตนกลาปาลมน้ํามันที่มี

ความสม่ําเสมอสูง 
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ABSTRACT 
 

  Enhanced germination efficiency of somatic embryos from young leaf 

culture of oil palm ortet var. tenera was studied on the effect of various factors, such as 

types of culture vessel, carbon sources and composition of MS medium, partially 

desiccation of somatic embryos, plant growth regulators (BA and GA3) and activated 

charcoal with liquid medium. In addition, root induction and acclimatization were of in 

vitro shoot without root also studied root. The variation of shoots or complete plantlets 

derived from this study were detected by isozyme technique. The results revealed that 

test tube was the best culture vessel for somatic embryos proliferation. A number of 

somatic embryos and haustorium stage embryos obtained from the cultures were 27.37 

and 5.37 embryos/ culture, respectively. The concentration of carbon source and 

composition of medium had markedly influence on SSE development. Development of 

SSE of 77.92% on MS medium supplemented with 0.2 M sorbitol, subsequent to 

complete germination (shoot with root) at 35.72% on MS medium without plant growth 

regulator. Partial desiccation of somatic embryo at approximately 12.47% before 

culturing on MS medium supplemented with 0.2 M sorbitol gave SSE development of 

23.21 embryos/culture and haustorium stage embryo of 8.30 %. Combination of GA3 at 

concentration 0.01 mg/l in the culture medium supplemented with 0.2 M sorbitol 

promoted SSE development of 23.21 embryos/culture and haustorium stage embryo of 

8.30 %. Germination of SSE of 35.45% was obtained in hormone-free MS medium. BA 

resulted in a low efficiency for germination of SSE. SSE derived from culturing on MS 

medium supplemented with 1.0 mg/l BA gave the low germination of 10.47% and 
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promoted shoot abnormality of 27.88 %. Most of abnormalities were classified as roll 

leaves with muti-axillary buds. SSE were cultured on MS solid medium supplemented 

with 0.25% activated charcoal and overlay with MS liquid medium supplemented with 

0.06 mg/l NAA and 0.03 mg/l BA gave the lowest germination efficiency of 8.75%.  

 Root induction at frequency of 31.25% was observed in MS medium 

supplemented with 0.2 M sucrose after 2 months of culture. Plantlets were hardened by 

covering with 8 ounce bottle glass gave the survival rate at 93.27%. Detection of 

plantlets obtained through this procedure by isozyme technique revealed that esterase 

system gave the best result. Proportion of leaf tissues and extraction buffer at ratio of 1:5 

was proved to give the best resolution of enzyme patterns. Esterase system gave 5 

clearly uniform bands of the regenerants. Both in vitro and hardened-plantlets ex vitro of 

oil palm gave unique enzyme patterns without variation. So, propagation of oil palm ortet 

through culturing of young leaf gave uniformity of plantlets.  
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กิตติกรรมประกาศ 
  
 “มนุษยตองเรียนรูศึกษาตั้งแตหลังเกิดจนถึงหลุมฝงศพ” คํากลาวนี้มีความสําคัญ

ตอขาพเจาใหตระหนักถึงความสําคัญของการศึกษาวาเปนเรื่องสําหรับคนทุกๆ วัย และจะนํา

ความรูไปใชใหเกิดประโยชนสูงสุดตอเพื่อนมนุษย 

 ขาพเจาขอขอบพระคุณ คุณพอและคุณแม นายอับดุลเลาะ และนางแวกือซง 

หิเล ที่คอยสนับสนุนทั้งทุนการศึกษาและกําลังใจ จนขาพเจาเกิดความมุงมั่นที่เรียนตอจนถึงระดับ

ปริญญาเอก ตลอดจนพี่ๆ นอง ของตระกูลหิเลของขาพเจา ไดแกนายวันมูฮํามัดอัดนัน นายอัซมัน 

นายอัสมี นายอารีเพ็ญ นางมะดีหะ และ ด.ช. เอกชัยผูลวงลับ ที่เปนกําลังใจ และคอยดูแลเรื่อง

การศึกษาเปนอยางดี ตลอดจนสนับสนุนกิจกรรมทางการศึกษาทุกประเภท 

 ขาพเจาขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. สมปอง เตชะโต อาจารยที่ปรึกษา

การวิจัยตั้งแตระดับปริญญาตรีและคอยอบรมสั่งสอนตลอดจนประสิทธิ์ประสาทวิชาการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. จรัสศรี นวลศรี อาจารยที่ปรึกษา

วิทยานิพนธรวมสําหรับการประสิทธิ์ประสาทวิชาดานชีวโมเลกุล และคอยใหคําแนะนําดีๆ ทั้งเรื่อง

สวนตัวและการเรียน ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. ธีระ เอกสมทราเมษฐ ประธาน

กรรมการสอบวิทยานิพนธสําหรับการประสิทธิ์ประสาทวิชาดานการปรับปรุงพันธุพืช และรอง

ศาสตราจารย ดร. สนธิชัย จันทรเปรม กรรมการสอบวิทยานิพนธสําหรับคําแนะนําตางๆ ในการ

เขียนวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณยิ่งขึ้น 

 ขาพเจาขอขอบพระคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ที่

สนับสนุนทุนการศึกษาวิจัยและทุนการศึกษาประเภทผูมีผลการเรียนดีเดนระดับบัณฑิตศึกษาเปน

ระเวลา 6 ภาคการศึกษา 

 ขาพเจาขอขอบพระคุณผูบริหารของมหาวิทยาลัยนราธิวาสราชนครินทรทุกทาน

ไดแกนายจงรัก พลาศัย อธิการบดี ดร.สุพัฒน ศรีสวัสดิ์ นายมงคล  กิมแหลม และนายทวี บุญภิ

รมณ ที่ใหคําปรึกษาและสนับสนุนใหขาพเจาไดเขียนวิทยานิพนธเลมนี้แลวเสร็จ 

 ขาพเจาขอขอบพระคุณ เจาหนาที ่เพื่อนๆ พี่ๆ นองๆ ชาวพืชศาสตร และชาว

มหาวิทยาลยันราธวิาสราชนรินทรทุกทาน สําหรับความชวยเหลือตางๆ ในทุกๆ เร่ือง 

 สุดทายขอบคุณความมุงมั่นของตัวเอง ที่สามารถยืนหยัดและทนตอแรงกดดัน

ตางๆ จนสานฝนดานการศึกษาสําเร็จ 

    อาสลัน  หิเล 
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ปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ําหลังจากเพาะเลี้ยงเปน

เวลา 2 เดือน 

18 

2 ผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลและองคประกอบของ

ธาตุอาหารตอการงอก   การสรางยอด และรากของโซมาติก

เอ็มบริโอปาลมน้ํามันหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา  4 เดือน 

23 

3 การงอกของ SSE ที่ชักนําไดจากชนิดและความเขมขนของ

แหลงของคารบอนและองคประกอบของอาหารตางๆ  

บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 5 เดือน 

25 

4 ขนาดของตนที่ได หลังจากชักนําการงอก 4 เดือน ในอาหารชัก

นําการงอก และ 2 เดือนหลังยายลงในอาหารสูตร MS ที่

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

26 

5 ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลงหลังจากผึ่งลมในตูยาย

เลี้ยงเปนระยะเวลาตางๆ กัน 

28 

6 ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอจํานวน SSE ที่สรางและการ

งอกของ SSE ของปาลมน้ํามันหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 

เดือน 
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7 ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของ SSE ปาลม

น้ํามัน หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน 

34 

8 ตารางเปรียบเทียบประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ

โดยใชปจจัยในการชักนําการงอกที่แตกตางกัน หลังจาก

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน   
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รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่  หนา 

9 ผลของการเติมผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอก

ของ SSE ปาลมน้ํามันหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน 
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10 ผลของความเขมขนของน้ําตาลและองคประกอบของธาตุ

อาหารสูตร MS ที่แตกตางกันตอการชักนํารากของยอดปาลม

น้ํามันหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน 

37 

11 ผลของอัตราสวนของชิ้นสวนพืชตอ Extraction buffer ตอ

จํานวนโซนของไอโซไซมที่ยอมดวยระบบเอนไซม 8 ระบบ 
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รายการรูป 
 

รูปที่  หนา 

1 พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (haustorium 

embryos:HE) หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําการ

งอก ก, ข : การเกิด SSE  ค: การสรางรากของโซมาติก

เอ็มบริโอในซอรบิทอลความเขมขนสูง ง: การงอกของ  SSE 

(ยอด, Sh กับราก, R) 

21 

2 พัฒนาการของ SSE เปนตนกลาที่สมบูรณหลังจากเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS ก,ข :SSE เริ่มงอก, ค1, ค2: ยอดของปาลม

น้ํามันที่พัฒนาจาก SSE หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 และ 3 

เดือน ตามลําดับ ง: ตนกลาที่สมบูรณ 
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3 ผลของการลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวนตอ

จํานวน SSE ที่สราง  (ก) SSE ระยะสรางจาว (ข) และการงอก

ของ SSE (ค) หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิ

ทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 เดือน 

29 

4 ลักษณะของตนกลาผิดปกติจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม 

BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร: ยอดมีลักษณะใบมวนเปน

หลอด (ก) เมื่อใบคลี่มีลักษณะกระจุกเหมือนพุมไมกวาด (ข) 

32 

5 ยอดปาลมน้ํามันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออน (ก) รากปาลม

น้ํามันมีลักษณะยืดยาวไดจากการชักชํารากบนอาหารสูตร 

MS เติมน้ําตาลซูโครส 0.2 โมลาร (ข) 
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6 พัฒนาของตนกลาปาลมน้ํามันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออน 

ก: ตนกลาสมบูรณกอนอนุบาล ข: หลังจากอนุบาล 1 เดือน ค: 

หลังจากอนุบาล 3 เดือน และ ง: หลังจากอนุบาล 6 เดือน จ: 

หลังจากอนุบาล 7 เดือน ฉ: หลังจากอนุบาลประมาณ 1 ป 

39 

7 รูปแบบไอโซไซมจากใบออนของตนกลาปาลมน้ํามัน ก: แอซิด

ฟอสฟาเทส,  ข: เปอรออกซิเดส  ค: เอสเตอเรส 

43 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
 

 ปาลมน้ํามันเปนพืชน้ํามันที่สําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยและคาบสมุทร

มลายู โดยเฉพาะประเทศมาเลเซียและอินโดนีเซีย นอกจากนี้ยังมีประเทศอื่นๆ ในแถบอัฟริกาและ

อเมริกาใต เชน ไนจีเรีย โคลอมเบีย และไอโวรี่โคท เปนตน (สมปอง, 2544)  ในป 2547 ประเทศ

ไทยมีพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามัน 1,935,000 ไร และสามารถผลิตน้ํามันปาลมได 685,000 ตัน จัดเปน

อันดับ 4 และ 6 ของโลกตามลําดับ (เปรมปรี, 2549) จากความสําคัญของพืชดังกลาวขางตน 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรจึงจัดปาลมน้ํามันเปน 1 ใน 7 ยุทธศาสตรหลักของมหาวิทยาลัยฯ 

เพื่อมุงพัฒนาการวิจัยใหมีความเชี่ยวชาญในศาสตรที่เกี่ยวของกับพืชน้ํามันชนิดนี้ ปาลมน้ํามัน

เปนพืชที่อยูในสกุล Elaeis สามารถแบงได 3 ชนิดคือ Elaeis guineensis, E. oleifera และ  

E. odora (ศักดิ์ศิลป และคณะ, 2541) ชนิดที่ปลูกเพื่อการคาในปจจุบันไดแก E. guineensis ซึ่งมี 

3 แบบคือ ดูรา (Dura) พิสิเฟอรา (Pisifera) และเทเนอรา (Tenera) แบบที่นิยมปลูกเปนการคาคือ

เทเนอราซึ่งเปน ลูกผสมระหวางแบบดูรากับพิสิเฟอรา เปนแบบที่มีเปลือกผลสําหรับอัดน้ํามันมาก 

ใหเปอรเซ็นตน้ํามันสูง มีกะลาบาง (0.5-4 มิลลิเมตร) มีน้ํามันเปนองคประกอบประมาณ 22-25 

เปอรเซ็นต ของน้ําหนักทะลายสด และทะลายดกกวาพันธุดูรา (ศักดศิลป และคณะ, 2541) น้ํามัน

ปาลมและน้ํามันเมล็ดในของปาลมน้ํามันประกอบดวยกรดไขมันอิสระชนิดตางๆ คือกรดโอเลอิก

และกรดสเตียริกซึ่งเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวและอิ่มตัวที่สําคัญที่สุด สามารถแยกใหบริสุทธิ์นํามาใช

ในอุตสาหกรรมตอเนื่องเพื่อการบริโภคตางๆ ไดแกอุตสาหกรรมนมขนหวาน นมจืด บะหมี่

สําเร็จรูป เนยแข็ง เนยเทียม ครีมเทียม สบู พลาสติก เครื่องสําอาง น้ํามันลอล่ืน เปนตน นอกจากนี้

ยังสามารถนํามาผลิตเปนน้ํามันดีเซลชีวภาพซึ่งพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงมีพระราชกรณีย

กิจในการพัฒนาน้ํามันดีเซลลจากน้ํามันปาลมต้ังแต ป พ.ศ. 2529 (อําพล, 2544)  

การใชน้ํามันปาลมเพื่อการบริโภคและอุตสาหกรรมตอเนื่องของโลกสูงขึ้นเฉลี่ยป

ละ 6.5 เปอรเซ็นต โดยมีความตองการใชน้ํามันปาลมเพิ่มข้ึนจาก 33.32 ลานตันในป 2548 เปน 

35.4 ลานตัน ในป 2549 (เปรมปรี, 2549) จากการที่ราคาน้ํามันเชื้อเพลิงที่ใชเปนพลังงานทั่วไป 

ขยับตัวสูงขึ้น รวมทั้งปญหาอุณหภูมิโลกที่รอนขึ้นเนื่องจากการใชพลังงานที่ปลดปลอยกาซที่

ทําลายชั้นบรรยากาศโลก ทําใหเกิดการกระตุนใหเพิ่มการใชน้ํามันไบโอดีเซลที่มีสวนผสมของ

1 



 2 

น้ํามันพืชรวมทั้งน้ํามันปาลม ซึ่งมีปญหาตอส่ิงแวดลอมนอยกวา โดยเฉพาะในยุโรปและอเมริกา 

(เปรมปรี, 2549) อนาคตน้ํามันปาลมจึงไมเพียงเปนเพียงน้ํามันเพื่อการบริโภคและอุตสาหกรรม

ตอเนื่องปกติเทานั้น แตยังมีบทบาทสําคัญอีกบทบาทหนึ่งก็คือการใชผลิตไบโอดิเซลหรือไบโอฟู

เอล (เปรมปรี, 2549)  Ebong และคณะ (1999) รายงานวาน้ํามันปาลมจัดเปนน้ํามันเพื่อการ

บริโภคที่ไมเปนอันตรายตอสุขภาพตามที่เคยมีการรายงานในอดีตวา น้ํามันปาลมมีกรดไขมัน

อ่ิมตัวในปริมาณที่สูงไดแก กรดปาลมมิติค (palmitic ) ซึ่งมีสูงถึง 44 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามกรด

ไขมันดังกลาวมีคุณสมบัติเปน non-hypercholesterolemic ซึ่งมีผลตอการสรางคลอเลสเตอรอล

ในปริมาณนอยมาก สวนกรดไขมันอิ่มตัวชนิดอื่นๆ ในน้ํามันปาลมคือ ลอริค และไมรีสติค แมจะมี

ผลตอการเพิ่มคลอเลสเตอรอลในรางกาย แตกรดไขมันทั้งสองชนิดมีปริมาณเพียง 0.2 และ 1.1 

เปอรเซ็นต เทานั้น  นอกจากนี้น้ํามันปาลมยังมีสารประกอบสําคัญชนิดอื่นเชน  สควาลีน 

(squalene) ซึ่งสารชนิดนี้สามารถสกัดไดจากปลาฉลาม มีฤทธิ์ตานกระบวนการสรางสารกอมะเร็ง

ได sterols เปนสารตั้งตนในการสราง สเตอรอยด ฮอรโมน (steroid hormone) สาร แคโรทีน 

(carotenes) เปนสารตั้งตนในการสรางไวตามินเอ นอกจากนี้ยังมีไวตามันอีสูงถึง1,000 มิลลิกรัม

ตอลิตร อีกดวย (Ebong et al., 1999)  

 ประเทศไทยเริ่มตนการปลูกปาลมน้ํามันเปนการคาครั้งแรกตั้งแต พ.ศ. 2511 

แมวามีการปลูกนานกวา 40 ป แลวก็ตาม แตเมื่อเทียบกับประเทศมาเลเซียและอินโดนิเซียแลว 

พบวา ประเทศไทยเริ่มตนปลูกปาลมน้ํามันชากวา 2 ประเทศดังกลาวกวา 50 ป (ธีระ และคณะ, 

2548) ปจจุบันประชากรโลกบริโภคน้ํามันปาลมสูงถึง 30 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ํามันพืชทั้งหมด 

(น้ํามันปาลมจากเนื้อปาลมชั้นนอก 27 เปอรเซ็นต และเมล็ดในปาลมน้ํามัน 3 เปอรเซ็นต) ซึ่งจัด

อยูลําดับที่ 2 รองมาจากน้ํามันถั่วเหลือง (ธีระ และคณะ, 2548) เพื่อรองรับการขยายตัวของ

อุตสหกรรมน้ํามันปาลม และนโยบายของรัฐบาลในการใชน้ํามันปาลมเปนพลังงานทดแทน

น้ํามันดิเซลที่ตองนําเขาจากตางประเทศ ดังนั้นจึงตองมีการเพิ่มปริมาณการผลิตตนกลาปาลม

น้ํามันจํานวนมาก เปาหมายในป 2572 จะมีการขยายพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามัน 10 ลานไร (สุดารัตน, 

2548)  ดังนั้นการเพิ่มผลผลิตน้ํามันนอกจากทําไดโดยการเพิ่มพื้นที่ปลูกแลว การปรับปรุงพันธุให

ผลผลิตสูงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการเพิ่มผลผลิตปาลมน้ํามันใหเพียงพอตอความตองการของ

ประเทศ แตเนื่องจากการปรับปรุงพันธุโดยใชวิธีมาตรฐาน ตองใชระยะเวลาหลายป อีกทั้งพันธุ

ปาลมน้ํามันที่เพาะปลูกในปจจุบันเปนพันธุเทเนอรา ซึ่งเปนเฮเทอโรไซกัสไดจากการผสมขาม

ระหวางพันธุดูรากับพิสิเฟอราเทานั้น จึงไมสามารถเก็บเมล็ดใตตนไปขยายพันธุได นอกจากนี้การ

ซื้อตนพันธุจากตางประเทศตองคํานึงถึงการปรับตัวของพันธุที่นําเขามากับสภาพแวดลอมที่ปลูก



 3 

ดวย  เนื่องจากลักษณะองคประกอบผลผลิตของปาลมน้ํามัน อันไดแก องคประกอบของทะลาย

ปาลมน้ํามัน (% ผล/ทะลาย %เนื้อปาลมช้ันนอก/ผล และ %เนื้อในเมล็ด/ผล) ลักษณะผลผลิต

ทะลาย (%จํานวนทะลาย/ตน น้ําหนัก/ทะลาย และน้ําหนักทะลาย/ตน) ลักษณะผลผลิตน้ํามัน (%

น้ํามัน/ผล %น้ํามัน/ทะลาย และ ผลผลิตน้ํามัน/ตน) เปนลักษณะเชิงปริมาณ มียีนควบคุมหลายคู 

มีอัตราการถายทอดทางพันธุกรรมแปรปรวนตั้งแตต่ํา-สูงและมีอิทธิพลของปจจัยสภาพแวดลอม

เขามาเกี่ยวของถึง 55 เปอรเซ็นต (ธีระ และคณะ, 2548)  ดังนั้นเมล็ดพันธุที่นําเขาอาจเปนเมล็ด

พันธุไมดี เนื่องจากความผิดพลาดในการผลิตเมล็ดพันธุหรือการปลอมปนโดยตั้งใจ นอกจากนี้ยัง

เสี่ยงตอโรค แมลงที่อาจติดกับเมล็ดหรือตนกลา ทําใหตองสูญเสียเงินตราในการซื้อพันธุปาลมเปน

จํานวนมาก เนื่องจากมีราคาคอนขางสูง (สุจินต และคณะ, 2530) แมวาจะมีบริษัททีพ่ยายามผลติ

ลูกผสมพันธุเทเนราออกจําหนายใหกับเกษตรกร แตยังไมมีการประกันวาเปนพันธุดีใหผลผลิตสูง 

และยังคงเก็บเมล็ดใตโคนตนมาเพาะเพื่อจําหนายตนพันธุในราคาถูก (สมปอง, 2544) ดังนั้นการ

เพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตสูงเปนแนวทางสําคัญในการผลิตตนปาลม

น้ํามันพันธุดี มีรายงานการนําตนพันธุที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนในประเทศมาเลเซียมาปลูก

ทดสอบมาต้ังแตป ค.ศ. 1987 โดยงานสวนใหญดําเนินการโดยหนวยงานของเอกชนไดแก นิคม

พัฒนาที่ดินสรางตนเอง และบริษัทอะโกรคอม ในกรณีของบริษัทอะโกรคอมไดรวมมือกับกลุมผู

ปลูกปาลมน้ํามัน ปลูกปาลมน้ํามันมากกวา 100 โคลนในพื้นที่กวา 9,000 ไร ในหลาย

สภาพแวดลอมและหลายสภาพปลูกทั่วประเทศมาเลเซีย ซึ่งพบการกลายพันธเพียง 1 เปอรเซ็นต 

(Khaw and Ng, 1999) นอกจากนี้ยังพบวาตนพันธุดังกลาวใหผลผลิตสูงกวาตนพันธุที่ไดจากการ

เพาะเมล็ดอยางนอย 30 เปอรเซ็นต (สมปอง, 2544) ดังนั้น การขยายพันธุปาลมน้ํามันดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนับวันจะเริ่มมีบทบาทมากขึ้น ในประเทศมาเลเซีย FELDA (Federal Land 

Development Authority) ซึ่งเปนรัฐวิสาหกิจภายใตการกํากับดูแลของรัฐไดคัดเลือกตนปาลม

น้ํามันพันธุดี ที่มีลักษณะโดดเดน ใหจํานวนทะลายดกและลําตนไมสูงมาใชในการขยายพันธุดวย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (เปรมปรี, 2549) สําหรับประเทศไทยมีรายงานการเพาะปลูกตนปาลม

น้ํามันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนโดย Te-chato (1998) โดยปลูกทดสอบตั้งแตป พ.ศ. 

2533/34 จนขณะนี้ไมพบความผิดปกติใดๆ ผลผลิตที่ไดมีแนวโนมสูงกวาตนที่ปลูกจากเมล็ด ทั้งนี้

อาจเนื่องมาจากในชวงของการชักนําแคลลัสจนไดจนกระทั้งไดพืชตนใหมมีการใช 2,4-D (2,4-

dichlorophenoxyacetic acid ), BA (N6-Benzyladenine) และ NAA (∝-Naphthaleneacetic 

acid) ความเขมขนต่ํา การเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันโดย dicamba (2-Methoxy-3,6-

dichlorobenzoic acid)  ความเขมขนต่ํา (0.1-1 มิลลิกรัมตอลิตร) สามารถรนระยะเวลาการ
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เพาะเลี้ยงลง 6-9 เดือน (อาสลัน และสมปอง, 2545) สําหรับการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลม

น้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีในประเทศไทยพบวา สามารถชักนําแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอใน

ระยะใบเลี้ยง (haustorium) ไดสําเร็จ (อาสลัน, 2545) แมสามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอจํานวน

มากก็ตาม แตเปอรเซ็นตการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอยังคงต่ําอยู นอกจากนี้การใชสารควบคุม

การเจริญเติบโตความเขมขนสูงเชน GA3 (gibberellic acid) ในการชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโออาจสงผลตอความแปรปรวนของตนพันธุได ในการศึกษาในครั้งนี้จะไดเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการขยายพันธุปาลมน้ํามันเพื่อใหไดตนกลาจํานวนมาก ในเวลารวดเร็ว โดยศึกษาปจจัยที่

สงเสริมการสราง secondary somatic embryo (SSE) จํานวนมากโดยพยายามใชปจจัยที่ลด

ความแปรปรวนของตนกลา 2  ปจจัยคือ ปจจัยทางเคมีไดแก ชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่

แตกตางกัน การใชสารควบคุมการเจริญเติบโตความเขมขนต่ํา องคประกอบของธาตุอาหารที่

แตกตางกัน และปจจัยทางกายภาพไดแก การลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวน  ชักนํา

การงอกของ SSE ในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ซึ่งโซมาติกเอ็มบริโอ

ที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีจาก

แหลงปลูกที่สําคัญของภาคใต ที่มีประวัติการใหผลผลิตสูงโดยเปนพันธุเทเนอราที่ตรงตามพันธุมี

น้ําหนักทะลายและเปอรเซ็นตน้ํามันสูง สามารถปรับตัวตอสภาพแวดลอมไดดี ตานทานตอโรค

แมลง  

 
 การตรวจเอกสาร 
 
1 การชกันําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

กระบวนการสรางพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อม ี 2 กระบวนการคือ  

ออรการโนเจเนซีสและเอ็มบริโอเจนีซีส ซึง่ทั้งสองกระบวนการนี้ พืชตนใหมที่ไดอาจเกิดขึ้นโดยตรง

จากชิน้สวนทีเ่พาะเลีย้งหรือเกิดขึ้นโดยผานการสรางแคลลัส ตางกนัตรงทีก่ระบวนการเอม็บริโอ

เจนีซสี ใหพชืตนใหมมีการพัฒนาเปนเอม็บริโอระยะตางๆ เหมือนกับการสรางเอ็มบริโอจากการ

ผสมพันธุ สวนกระบวนการออรกาโนเจนซีีสมีการสรางยอดหรือรากหรือทั้งยอดและรากพรอมกนั 

(นิจวรรณ, 2545) เรียกเอ็มบริโอทีพ่ฒันาจากการเพาะเลีย้งเซลลรางกายวาโซมาติกเอ็มบริโอ 

(somatic embryo) หรือเอ็มบริออยด (embryoid) การขยายพนัธุดวยโซมาติกเอม็บริโอเปนการ

ขยายพนัธุโดยไมอาศัยเพศทีม่ีความสาํคัญในพืชหลายชนิดโดยเฉพาะพืชทีก่ารขยายพันธุโดยวิธี

ปกติทําไดยาก (Stasolla and Yeung, 2003) พืชทีส่ามารถขยายพันธุดวยโซมาติกเอ็มบริโอได 
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เชน ปาลมน้าํมัน (อาสลัน และสมปอง 2545) มะพราว (Chan et al., 1998) และอินทผลัม (Al-

Khayri and Al-Bahrany, 2001) เปนตน ซึง่โซมาติกเอ็มบริโอดังกลาวมีระยะการพัฒนาแบงได 4 

ระยะ คือ รูปกลม รูปหวัใจ ระยะทอรปโด และระยะสรางใบเลี้ยง (สมปอง, 2539) อยางไรก็ตามโซ

มาติกเอ็มบริโอดังกลาวจะพฒันาใหเปนพชืตนใหมไดนัน้ตองอาศัยปจจัยตางๆ ในการชกันาํการ

งอก ซึง่พืชแตละชนิดตองการปจจัยในการชักนําการงอกที่แตกตางออกไป โดยปจจัยในการพัฒนา

และชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอทีสํ่าคัญมีดังนี ้

 
1.1 น้ําตาล 

 
น้ําตาลจัดเปนแหลงของธาตคุารบอนที่สําคัญในการชักนํากระบวนการสุกแกและ

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ  ชนิดของน้าํตาลที่ใชโดยทั่วไปไดแก ซูโครส กลโูคส ฟรุคโทส 

นอกจากนีย้ังใชน้ําตาลที่อยูในรูปของแอลกอฮอล ไดแก แมนนิทอล และซอรบิตอล (Lou and 

Kako, 1995; Mamiya and Sakamoto, 2000; David and Wayne, 2001; Nakagawa et al., 

2001; Paiva  and Otoni, 2003) ในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนั้น อาจจะใชน้ําตาล

เพียงชนิดเดียวหรือใชหลายชนิดรวมกนัก็ไดทั้งนี้ข้ึนอยูกบัชนิดของพชืที่เพาะเลีย้ง ในการใช

น้ําตาลเพื่อการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนัน้ควรคํานงึถงึปจจัยดังตอไปนี ้
 
1.1.1 ชนิดและความเขมขนของน้าํตาลที่เหมาะสม 

 
Mamiya และ Sakamoto (2000) รายงานการชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอของหนอไมฝร่ัง (Asparagus officinalis L.) บนอาหารสูตร MS (Murashige and 

Skoog) เติมน้ําตาลกลูโคส ซูโครส และฟรุคโทส ความเขมขนตางๆ กัน พบวา น้ําตาลทั้งสามชนิด

สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอพัฒนาใหยอดและรากแตมีการเจริญของรากมากกวายอด อยางไรก็

ตามการใชน้ําตาลซูโครสความเขมขนสูงขึ้นสงผลใหการเจริญของรากเพิ่มข้ึนดวยในขณะที่การ

เจริญของยอดลดลง นอกจากน้ําตาลจะมีผลตอในการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอแลวยังมีผลตอ

การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโออีกดวย โดยน้ําตาลซูโครสจัดเปนแหลงของคารบอนที่มี

ประสิทธิภาพในการชักนําโซมาติกเอ็มบริโอซึ่งในการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนของใบเลี้ยงพืชจําพวกแตง

พบวา ความเขมขนที่เหมาะสมตอการชักนําโซมาติกเอ็มบริโอคือ 200 มิลลิโมลาร (Nakagawa et 

al., 2001)  
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Lou และ Kako (1995) รายงานวาน้าํตาลซูโครสความเขมขนสูง (0.25, 0.50 โม

ลาร)สามารถชักนาํกระบวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของแตงกวาไดดีที่สุด และสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการชกันาํการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเพิ่มข้ึนโดยใชน้ําตาลซูโครสความเขมขนที่

เหมาะสมรวมกับน้ําตาลชนดิอื่นๆ เชน ซอรบิทอลหรือกลูโคส โดยนําแคลลสัที่ชักนําจากการ

เพาะเลี้ยงใบเลี้ยงของแตงกวามาชักนําโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงโดยการเติม

น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.25 โมลาร รวมกบัแมนนทิอลหรือกลูโคสความเขมขนตางๆ  พบวา ความ

เขมขนของแมนนทิอลหรือกลูโคสที่เพิม่ข้ึนมีผลตอจํานวนและเปอรเซน็ตของเอ็มบริโอที่มทีั้งขั้วราก

และยอด (bipolar embryo) Levi และ Sink (1990) อางโดย Mamiya และ Sakamoto (2000) 

กลาววา น้าํตาลกลูโคสมผีลสงเสริมการเจริญของราก น้ําตาลฟรคุโทส สงเสรมิการพฒันาของ

ยอด สวนน้าํตาลซูโครสสงเสริมการพัฒนาทั้งรากและยอด ในการชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ไดกลาวขางตน พบวาน้ําตาลซูโครสจัดเปนแหลงคารบอนทีเ่หมาะสมโดยน้ําตาล

ดังกลาวแมจะผานการนึง่ฆาเชื้อในข้ันตอนของการเตรียมอาหารแลวกต็าม แตก็ยงัสามารถรักษา

ระดับความเปนกรดดางไดใกลเคียงกับคาความเปนกรดดางกอนการนึง่ฆาเชื้ออาหาร ในขณะที่

การเติมน้าํตาลกลูโคสสงผลใหคาความเปนกรดดางลดลงจาก 5.7 เปน 4.65  การเปลี่ยนแปลง

ของคาความเปนกรดดางที่เกิดขึ้น (ลดลง) มีสาเหตุเนื่องมาจากความรอนที่เกิดขึ้นจาก

กระบวนการนึง่อาหาร สงผลใหเกลอืมกีารแตกตัวเปนไอออน (Paiva  and  Otoni, 2003) มี

รายงานการใชน้ําตาลซอรบิทอลในการเพิ่มประสทิธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของถั่ว

เหลือง โดย  David และ Wayne (2001) พบวา การเติมซอรบิทอลในอาหารชักนาํการงอกสงเสริม

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอเพิ่มข้ึน 2 เทา ในขณะที่อาหารทีเ่ติมแมนนทิอลไมไดเพิ่มประสทธิ

ภาพการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ นอกจากนีย้ังมีผลทาํใหเกิดความผิดปกติของ hypocotyl อีก

ดวย 

 
1.1.2 ออสโมติกโพเทลเชยีล  
 

น้ําตาลที่เติมลงในอาหารสําหรบัเพาะเลี้ยงนอกจากจะเปนแหลงของธาตุ

คารบอนที่สําคัญสําหรับพืชแลว ยังมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาออสโมติกโพเทลเชียลของอาหาร 

Paiva และ Otoni (2003) รายงานวาคาออสโมติกโพเทนเชียลที่วัดไดจากการเติมชนิดและ

เปอรเซ็นตของน้าํตาลที่แตกตางกนัมีผลตอการชักนาํโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีสของพืช ในการ

เพาะเลี้ยงละอองเกรเกสร พบวา เมื่อเตมิน้ําตาลซูโครสเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ลงไปในอาหารวัด
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คาออสโมติกโพเทนเชยีลไดเทากับ –0.158 MPa ซึ่งเปนคาออสโมตกิโพเทียนเชียลที่เหมาะสมตอ

การสรางแคลลัส การพัฒนาของเอ็มบริโอ และ การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ  Mamiya และ 

Sakamoto (2000) รายงานวาแรงดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนสงผลใหยับยั้งการเจริญของยอด แตไมมี

ผลตอการเจริญของราก การชักนําโซมาตกิเอ็มบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบเลีย้ง พบวา การเพิม่

ความเขมขนของน้าํตาลซูโครส สงผลใหอาหารมีคาออสโมติกโพเทนเชียลลดลง (คาตดิลบมาก

ข้ึน) การลดลงของคาออสโมติกโพเทนเชียลดังกลาวทําใหเกิดการเปนพษิซึ่งสงผลตอความสําเร็จ

ในการชกันาํโซมาติกเอ็มบริโอ ความเขมขนของน้าํตาลซูโครสทีเ่หมาะสมสาํหรับการชักนาํโซ

มาติกเอ็มบริโอไดสูงสุดคือ 58.4 มิลลิโมลาร (2 เปอรเซ็นต) ซึ่งจะมีคาออสโมติกโพเทนเชียล 

 -0.158 MPa โดยใหจํานวนเอ็มบริโอทั้งหมด และเอม็บริโอปกติสูงสุด 4.3 และ 1.8 เอ็มบริโอ

ตามลําดับ ในสภาวะทีพ่ืชไดปจจัยสงเสริมความเครียด เชน การเตมิซอรบิทอลความเขมขนสูงใน

อาหารสงเสรมิใหพืชมีการสรางกรดอมิโนและคารโบไฮเดรตเพิ่มข้ึน Heng และคณะ (1999) 

เพาะเลี้ยงเซลลซันเพนชนัของมันเทศในอาหารที่เติมซอรบิทอลความเขมขนสูง (0.6 โมลาร) พบวา 

เซลลซัสเพนชนัของมนัเทศมีการสะสมของกรดอมิโนชนิดตางๆ เชน อลานนี กลูตามีน และโพรลนี  

มากกวาการเพาะเลีย้งในอาหารสูตรปกติ 3-4 เทา นอกจากนีม้ีการสะสมคารโบไฮเดรต เชน 

กลูโคส ซูโครส และ ฟรุคโทส อยางไรก็ตามมีการสะสมซูโครสสูงสุด นอกจากนี้สงผลใหน้าํหนักสด

ลดลงอีกดวย 
 

1.2 สภาพการเพาะเลีย้ง 
 

ในการชกันาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของอินทผลมั พบวา สภาพที่เหมาะสม

ตอการงอกคือ การเลีย้งแบบเขยาในฟลาสคเติมอาหารเหลวสูตร  MS ที่ลดองคประกอบของ 

ธาตุอาหารลงครึ่งหนึง่ของสตูรปกติ เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 3 กรัมตอลิตร สภาพการเลี้ยง

ดังกลาวเปนสภาพการเลี้ยงที่สงผลใหโซมาติกเอ็มบริโองอกได 10 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกบั

การเพาะเลี้ยงสภาพอื่นๆ เชน การเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งในภาชนะตางๆ คือ จานเพาะเลี้ยง 

หลอดทดลอง และการเพาะเลี้ยงบนกระดาษกรองที่เปนตัวค้ําจนุในอาหารเหลว ไมสามารถชักนํา

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอได นอกจากนี้พบวา เมื่อนําโซมาติกเอม็บริโอที่ผานการเพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวในระยะเวลาตางๆ คือ 2, 4 และ 6 สัปดาห มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งก็ยงัไมสามารถ

ชักนาํการงอกได (Veramendi and Navarro, 1996) 
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1.3 องคประกอบของอาหาร 
 

องคประกอบของอาหารนับเปนปจจัยที่มคีวามสาํคัญอีกปจจัยหนึง่ตอการชักนํา

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ ในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของ Asparagus 

officinalis L. บนอาหารสูตร MS ที่มีความเขมขนขององคประกอบของธาตุอาหารที่แตกตางกนั 

พบวา ความเขมขนของธาตุอาหารยิง่สูงขึ้นสงผลใหการเจริญของยอดเพิ่มข้ึน โดยพบวา การ

เพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารที่มคีวามเขมขนขององคประกอบอาหารเปน 2 เทา ใหการ

เจริญของยอดสูงสุด ในขณะที่ความเขมขนขององคประกอบของธาตุอาหารที่แตกตางสงผลใหการ

เจริญของรากใกลเคียงกนั (Mamiya and Sakamoto, 2000) ในการชักนาํการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอของฝายพบวา องคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ปกติใหการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอสูงสดุ 70 เปอรเซ็นต การลดความเขมขนองคประกอบของอาหารลงครึ่งหนึง่ (1/2MS) 

และ หนึง่ในหาเทาของสูตรปกติ (1/5MS) สงผลใหการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอลดลงเหลือ 40-

50 เปอรเซ็นต เทานัน้ (Kumria et al., 2003) 

 
1.4 ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

การลดความชืน้จะมีผลตอการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอโดย  Find 

(1997) นําเอม็บริโอเจนิคซสัเพนชนัของสนนอรเวย (Picea abies (L.) Karst ) ทีช่ักนาํการสุกแก

ในอาหารเติม ABA (abscisic acid) เขมขน 15 และ 40 ไมโครโมลาร รวมกับการเติมหรือไมเติม 

PEG (polyethylene glycol) เขมขน 5 เปอรเซ็นต มาลดความชืน้บางสวน โดยการนาํโซมาติก

เอ็มบริโอมาวางในจานเพาะเลี้ยงที่รองดวยกระดาษกรอง (Whatman เบอร 54) จากนัน้นาํจาน

เพาะเลี้ยงดงักลาวไปวางในโถดูดความชืน้ที่มีการแบงพืน้ที่ใหมีสวนวางโซมาติกเอม็บริโอและสวน

ที่เติมน้าํกลัน่ 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 0, 2, 4, 6 และ 8 สัปดาห แลวนาํเอ็มบริโอที่ผานการลด

ความชืน้ตามระยะเวลาขางตนมาชกันาํการงอกในจานเพาะเลีย้งที่รองดวยกระดาษกรองเติม

อาหารเหลวสตูรชักนําการงอกปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเพาะเลีย้งในตูควบคุมการเจริญเตบิโต 

(growth chamber) ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซียลเซยีส พบวา การลดความชืน้บางสวนมีผลตอการ

งอกของโซมาติกเอ็มบริโอ ในขณะที่โซมาติกเอ็มบริโอที่ไมไดผานการลดความชื้น ไมสามารถงอก

ไดเลย  การลดความชืน้เปนเวลา 4 สัปดาห ใหเปอรเซ็นตการงอกสงูสุด การลดความชืน้ของโซ

มาติกเอ็มบริโอมีผลทําใหการสราง storage protein ทีเ่รียกวาเบตาโคนิเฟอรินลดลง (Leal et al 

.,1995)  
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1.5 สารควบคุมการเจริญเติบโต 
 

การขยายพนัธุปาลมน้าํมนัดวยวธิีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเร่ิมแรกมีการรายงานโดย 

Corley และคณะ (1986) แตการขยายพนัธุชวงแรกนัน้ไดจากตนแมที่ไมไดรับการคัดเลือกและไม

มีการประเมนิผลผลิตในแปลงปลูก สําหรับประเทศไทยมีรายงานการนําตนกลาที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงรากและใบออนของทีมงานจากประเทศอังกฤษหรือบริษัทยนูิลิเวอรกับทีมงานประเทศ

ฝร่ังเศส (IRHO) ไปปลูกที่อําเภอปลายพระยา จงัหวัดกระบี่ ซึ่งพบการกลายพนัธุสูงมากหรือเกือบ

ทั้งหมด (สมปอง, 2544) หากพจิารณาสาเหตกุารกลายพนัธุที่สําคัญคือสารควบคุมการ

เจริญเติบโตความเขมขนสูงในชวงของการชักนําการสรางแคลลัสและซัสเพนชัน ซึ่งมีรายงานวาใช 

2,4-D เขมขนสูงถึง 150 มิลลิกรัมตอลิตร (Teixeria et al., 1995; Aberlence-Bertossi et al., 

1999) และในขั้นตอนการชักนาํการงอกของคัพภะทีพ่ฒันามาจากแคลลัสตองใช GA3 เขมขนสูง

ในชวง 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหตนกลาที่ไดมีลักษณะผิดปกติ ใบเรียวเล็ก (สมปอง, 2544)  

Nwanko and Krikorian (1983) อางโดย สมปอง (2544) รายงานวาการใช GA3 เขมขนเพยีง 1 

มิลลิกรัมตอลิตร ก็เพียงพอตอการสงเสรมิอาการใบมวน และยับยัง้การสรางราก อยางไรก็ตามมี

รายงานการผลิตปาลมน้าํมนัปกติจากการเพาะเลีย้งใบออนโดย Te-chato (1998) และปลูก

ทดสอบตั้งแตป พ.ศ. 2533/34 จนขณะนี้ไมพบลกัษณะความผิดปกติใดๆ ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจาก

ในชวงของการชักนําแคลลสัใช 2,4-D ความเขมขนต่ําเพียง 1-5 มิลลิกรัม/ลิตร เทานัน้และชวงการ

ชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอใช NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัม/ลิตร รวมกับ BA 0.03 

มิลลิกรัม/ลิตร เชนเดียวกับประเทศมาเลเซียมีรายงานวาหลงัจากทีบ่ริษัทอะโกรคอมนําตนที่ได

จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไปเพาะปลูกในหลายๆ พื้นทีแ่ละหลายๆ สภาพแวดลอมพบวา นอกจาก

ผลผลิตจะสูงกวาตนที่ขยายพันธุดวยเมล็ด  30 เปอรเซ็นต แลวการกลายพันธุที่เกดิขึ้นยังนอยกวา 

1 เปอรเซ็นต อีกดวย (Ng, 1999)  

 
2. การทดสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

ไอโซไซม (isozyme) คือเอนไซม (enzyme) ทีม่ีความจาํเพาะเจาะจงกับ

สับสเตรตตัวเดียวกนัแตมีรูปแบบของโมเลกุล และคุณสมบัติบางประการที่แตกตางกนัโดยมี

สาเหตทุางพนัธุกรรมที่แตกตางกนั (วิไลวรรณ และอมรรัตน, 2533) ซึ่งจัดเปนเทคนิคที่ใชใน

การศึกษาทางพันธกุรรม การวิวัฒนาการและกระบวนการเมทาบอลิซมึของสิ่งมีชวีิต ในดานพืชนั้น

สามารถเปนดชันีระบุสายพนัธุ ความแปรปรวนทางพนัธุกรรม การตรวจสอบเมล็ดพันธุ และ
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วินิจฉัยโรคพืชตาง ๆ  Te-chato และคณะ (1995) ใชเทคนิคไอโซไซมเพื่อแยกความแตกตางของ 

Lansium domesticum Correa. 4 พันธุคือ ลองกอง ลางสาด ดูก ูและ ดูกูแปรแมร พบวาระบบ

เอนไซมเปอรออกซิเดสใหรายละเอียดความแตกตางของพืช 4 พันธุไดดีที่สุด ในสวนของการ

จําแนกพันธุไมดอกนัน้ ศิริลักษณและนยิะดา (2541) ใชประโยชนจากเทคนิคไอโซไซมและเทคนิค

ทางอิเลคโตรโพรีซีสในการจาํแนกพันธุเข็มพบวา มีเพียงระบบเอนไซมเปอรออกซิเดสเทานัน้ที่

สามารถแสดงความแตกตางระหวางสายพนัธุเข็มได วิไลวรรณ และอมรรัตน (2533) นําใบของ

ปาลมน้าํมนัพนัธุเทเนราที่ปลูกในบริเวณคณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยสงขลานครินทรมาศึกษา

ไอโซไซมพบวา ตนปาลมน้าํมันทีน่ํามาศกึษาแมจะเปนพนัธุเทเนราเหมือนกัน แตก็มีรูปแบบไอโซ

ไซมที่แตกตางกัน ซึ่งแสดงถึงความแตกตางทางพนัธุกรรม นอกจากนี้ยังมีการใชไอโซไซมระบบสี

ยอมเอสเทอเรส ศกึษาระยะทางในการแพรกระจายของการแพรกระจายของละอองเกสรยางพารา

ในสภาพธรรมชาติ โดยรวบรวมเมล็ดพนัธุยางพาราในพืน้ที่ใกลเคียงมาตรวจไอโซไซม จากวิธีการ

ดังกลาวสามารถหาระยะทางการแพรกระจายของละอองเกสรยางพาราซึ่งอยูระหวาง 0.3-1 

กิโลเมตร (Yeang and Chevallier, 1999) 
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วัตถุประสงค 
 

 เพื่อเพิม่ประสทิธิภาพในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามัน โดย

ใชปจจัยในการสงเสริมการงอกคือ ปจจัยทางเคมี (น้ําตาล สารควบคุมการเจริญเติบโต การลด

องคประกอบของอาหาร, ผงถาน) และปจจัยทางกายภาพ (ความชื้น, ชนิดภาชนะที่เพาะเลี้ยง)  

เพื่อชักนําตนกลาจํานวนมาก ตลอดจนตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาที่ได ดวยเทคนิค 

ไอโซไซม  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 12 

บทที่ 2  
 

วิธีการวิจัย 
 

 
วัสดุและอุปกรณ 
 
1. วสัดุพืช 
 

1.1 การศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการชักนําการงอกของโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

  ใชโซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว (haustorium) ของปาลมน้ํามนัที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามนัตนโตทีใ่หผลผลิตดีอายุ 10 ป จากสถานีวิจยัเทพา อําเภอ

เทพา จังหวัดสงขลา บนอาหารสูตร MS เติม dicamba เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยยาย

เลี้ยงทุกๆ 1 เดือน 

 
1.2 การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

  ใชใบออนจากยอดของปาลมน้ํามันอาย ุ 6 เดือนหลังการงอก ทีช่ักนาํไดจากการ

ทดลองที ่1.2-1.6 เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต 

 
2. สารเคม ี
 
 2.1 สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารสูตร MS (รายละเอียดในตารางภาคผนวก) 

 2.2 น้าํตาลชนิดตางๆ เชน กลูโคส ฟรุคโทส ซูโครส แมนนทิอล และซอรบิทอล 

 2.3 ผงถาน  

 2.4 กรดแอสคอรบิค 

 2.5 สารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช เชน dicamba, BA, NAA, GA3  

 2.6 สารเคมทีีใ่ชสกัดเอนไซม ดังตอไปนี้ 

  2.6.1 Tris-HCl 

12 
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  2.6.2 2-Mercapthoethanol 

  2.6.3 PVP (Polyvinylpyrolidone) 

  2.6.4 Na2EDTA 

  2.6.5 น้ํากลัน่ 

 2.7 สารเคมทีีใ่ชแยกเอนไซม ดังตอไปนี้ 

  2.7.1 Glycine 

  2.7.2 3-Amino-9-ethylcarbazole 

  2.7.3 β-Napthol 

  2.7.4 Acetone 

  2.7.5 Acetic acid 

  2.7.6 Hydrogen peroxide 

  2.7.7 Sodium acetate 

  2.7.9 Magnesium chloride (MgCl2.6H2O) 

  2.7.10 fast black K salt 

  2.7.11 α-Napthyl acid phosphate 

  2.7.12 Shikimic acid 

  2.7.13 NADP+ (β-Nicotinamide adenine dinucleotile phosphate) 

  2.7.14 MTT (Methylhthiazolydiphenyl tetrazolium bromide) 

  2.7.15 PMS (N-methyl-phenazonium methyl sulfate) 

  2.7.16 Glycerol 

  2.7.17 G-6-P-DH (α-D-Glucose-6-phosphate dehydrogenase) 

  2.7.18 NAD+ (β-Nicotinamide adenine dinucleotile monohydrate) 

  2.7.19 fast B salt 

  2.7.20 α-Naptyl acetate in absolute alcohol 

  2.7.21 Bromphenol blue 

  2.7.22 polyacrylamide gel 

  2.7.23 TEMED(N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine)  

  2.7.24  APS (ammoniumperoxydisulphate)  

  2.7.25 Fructose-6-P (Na) 
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  2.7.26 DL malate 

 2.8 แอลกอฮอลเขมขน 70, 95 และ 100 เปอรเซ็นต 

 
3. อุปกรณ 
 
 3.1 ชุดเครื่องกรองมิลลิพอร และกระดาษกรองมิลลิพอรขนาดชอง 0.45 ไมโครเมตร 

 3.2 อุปกรณเครื่องแกว เชน กระบอกตวง volumetric flask จานเพาะเลีย้ง ไปเปต  

         ขวดเพาะเลี้ยงขนาด 4 และ 8 ออนซ  

 3.3 ไมโครไปเปต หลอดเอฟเพนดอรฟ 

 3.4 อุปกรณโลหะ เชน ปากคีบ ดามมีดและใบมีดผาตดั 

 3.5 อุปกรณฆาเชื้อ เชน หมอนึ่งความดนัอัดไอ หมออบความรอนแหง 

 3.6 ตูยายเลี้ยง 

 3.7 ชุดอิเลกโตรโพรีซีสแบบแนวตั้ง 

 3.8 เครื่องปนหมุนเหวี่ยง 

 3.9 กลองจุลทรรศนพรอมกลองบันทึกภาพ 

 3.10 กลองบนัทกึภาพแบบดิจิตอล 

 3.11 เครื่องชั่ง 2 และ 4 ตําแหนง 

 
วิธีดําเนินการ 
 
1. การปรับปรุงวิธกีารเพิม่ประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันเพื่อ

การขยายพันธุ 
 

1.1 ผลของชนิดภาชนะเพาะเลี้ยงตอการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

นําโซมาติกเอ็มบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ให

ผลผลิตดีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมกรด

แอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ที่บรรจุในภาชนะชนิดตางๆ 

ดังนี้คือ หลอดทดลอง (เสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร สูง 15 เซนติเมตร) ขวดเพาะเลี้ยงขนาด

กลาง (เสนผานศูนยกลาง 4.5 เซนติเมตร  สูง 8.8 เซนติเมตร ) ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ (เสนผาน
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ศูนยกลาง 5.6 เซนติเมตร สูง 11 เซนติเมตร ) และ จานเพาะเลี้ยง (เสนผานศูนยกลาง 9 

เซนติเมตร สูง 1.5 เซนติเมตร) โดยจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เพาะเลี้ยงในแตละชนิดของภาชนะ

ขางตนแตกตางกันดังนี้คือ 1, 3, 5 และ 8 เอ็มบริโอ ตามลําดับ จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณ

ของโซมาติกเอ็มบริโอโดยการนับจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เพิ่มข้ึนหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 

เดือน เปรียบเทียบกันในแตละชนิดภาชนะที่เพาะเลี้ยงโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD 

(completely randomized design) แตละหนวยทดลองทํา 3 ซ้ํา  (จานเพาะเลี้ยง ซ้ําละ 5 จาน 

ขวดขนาดกลางและเล็กซ้ําละ 7 ขวด และหลอดทดลองซ้ําละ 20 หลอด) 
 

1.2 ผลของแหลงคารบอนและความเขมขนของธาตุอาหารตอการงอกของโซมาติก
เอ็มบริโอ 

 
นําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่เติมน้ําตาลชนิดตางๆ คือ กลูโคส ซูโครส ฟรุคโทส แมนนิตอล และซอรบิทอล ความเขมขน 3 

ระดับคือ 0.1, 0.2 และ 0.3 โมลาร แตละชนิดและความเขมขนของน้ําตาลผันแปรจํานวนเทา

องคประกอบของอาหารสูตร MS แตกตางกัน 3 ระดับคือ 1, 1/2 และ 1/5 เทา จากนั้นนําไป

เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ 

บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน เปรียบเทียบ

กันในแตละชนิดและความเขมขนของน้ําตาลและองคประกอบของอาหารโดยใชแผนการทดลอง

แบบ CRD ใน factorial ในแตละหนวยทดลองยอย (treatment combination) ทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 

หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 

 
1.3 ผลของการลดความชื้นตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ 

 
นําโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันมาลดความชื้น โดยการ

รวบรวมโซมาติคเอ็มบริโอระยะสรางจาวใสจานเพาะเลี้ยง จากนั้นนําไปผึ่งลมในตูยายเลี้ยง 

(laminar air flow) เปนระยะเวลาตางๆ คือ 0,  5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที จากนั้นนํา 

โซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการผึ่งลม ณ เวลาตางๆ มาตรวจสอบความชื้นที่ลดลงโดยการหา

เปอรเซ็นตของน้ําหนักโซมาติกเอ็มบริโอที่เปลี่ยนแปลงหลังจากผึ่งลม จากนั้นนําโซมาติก

เอ็มบริโอมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  เติมชนิดน้ําตาลและองคประกอบของธาตุ
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อาหารที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 1.2  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  26+4 องศา

เซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน 

นํา SSE ที่ชักนําไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปน

เวลาอีก 4 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของ SSE เปรียบเทียบกันในแตละระยะเวลาในการดึง

น้ําออก โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD แตละหนวยทดลองทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 หลอด (หลอด

ละ 1 เอ็มบริโอ) 

 
1.4 ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ 

 
นําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเหมาะสมจากการ

ทดลองที่ 1.2 เติม BA เขมขน 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้น

เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ 

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน นํา SSE ที่ชักนําไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาอีก 4 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของ SSE 

เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของ BA โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD แตละหนวย

ทดลองทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 
 

1.5 ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ 
 

นําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเหมาะสมจากการ

ทดลองที่ 1.2  เติม GA3 เขมขน 0, 0.01 0.05, 0.10, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้น

นําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสงสอง

ระดับคือ 1178 และ 1554 ลักซ หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน นํา SSE ที่ชักนําไดไป

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาอีก 4 เดือนบันทึก

เปอรเซ็นตการงอกของ SSE เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของ GA3 โดยใชแผนการ

ทดลองแบบ CRD แตละหนวยทดลองทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 
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1.6 ผลของผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

นําโซมาติกเอม็บริโอในระยะสรางจาวมาเพาะเลีย้งในอาหาร 2 ชั้น โดยชัน้ลาง

เปนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลารรวมกับการเติมหรือไมเติมผงถาน 0.25 

เปอรเซ็นต ชั้นบนเปนอาหารเหลวสูตรเดียวกนัที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่งเติม 

NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร จากนัน้นาํไปเพาะเลีย้งที่

อุณหภูมิ  26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ หลังจาก

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน นาํ SSE ทีช่กันําไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ทีป่ราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาอีก 4 เดือนบันทึกเปอรเซ็นตการงอกของ SSE เปรียบเทียบผล

ของการเติมหรือไมเติมผงถาน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD แตละหนวยทดลองทาํ 3 ซ้ํา  

ซ้ําละ 20 หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 

 
2. การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

สุมตัวอยางใบ (ใบที่ 1 และ 2 นับจากยอด) ของตนกลาปาลมน้ํามัน (ระบบ

เอนไซมละ 30 ตน) ที่ไดจากการทดลองที่ 1.2-1.5  มาบดใหละเอียดภายในโกรงเย็นเติมบฟัเฟอร

สําหรับสกัดเอนไซม (extraction buffer) ปริมาณตางๆ คือ 5, 10 และ 30 เทา ของน้ําหนักใบ 

จากนั้นจึงดูดของเหลวที่ไดจากการสกัดขางตนเทใสเอฟเพนดอรฟขนาดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 

แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ  

4 °C หลังจากนั้นดูดสารละลายสวนใส (supernatant) ที่อยูสวนบนมาใสเอฟเพนดอรฟใหมที่

สะอาด นําสวนใสขางตนมาแยกเอนไซมผานตัวกลางที่เปนวุนอะคริลาไมดชนิดไมตอเนื่อง 

(discontinuous)  ภายใตกระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเจลมา

ยอมสีเอนไซม 8 ระบบ คือ เอสเทอเรส , เปอรออกซิเดส, แอซิดฟอสฟาเทส, แอลกอฮอลดีไฮโดร

จีเนส, แลคเตทดีไฮโดรจีเนส, มาเลทดีไฮโดรจีเนส และชิกิเมทดีไฮโดรจีเนส โดยการยอมสี

เอนไซมทําในสภาพมืด ภายใตสภาพเขยาบนเครื่องเขยา 80 คร้ังตอนาที รอจนเห็นแถบเอนไซม

ชัดเจนหรือแถบสีคงที่ไมเปลี่ยนแปลงจึงนํามาลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ังตรวจสอบรูปแบบของ 

zymogram เปรียบเทียบกันระหวาง somaclone ที่ได ใชระบบเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดจาก

การศึกษาขางตน มาตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํามันในหลอดทดลองจํานวน 

50 ตน และตนกลานอกหลอดทดลองจํานวน 8 ตน เปรียบเทียบความแตกตางของ zymogram 

ของตนกลาแตละตน 
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บทที่  3 
 

ผล 
 

1. ผลของชนดิภาชนะเพาะเลี้ยงตอการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

 จากการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโตในภาชนะทีแ่ตกตางกนั พบวา ชนิดของภาชนะเพาะเลี้ยงที่แตกตางกนัสงผลให

การเพิม่ปริมาณของโซมาตกิเอ็มบริโอที่แตกกัน การเพาะเลีย้งโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลอง

ใหการเพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 21.37 เอ็มบริโอตอช้ินสวน รองลงมาไดแกการ

เพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงขนาดกลางโดยใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ 19.44 เอ็มบริโอตอ

ชิ้นสวน (ตารางที ่ 1) เมื่อนับจํานวนโซมาติกเอม็บริโอที่พัฒนาเขาสูระยะสรางจาวก็ใหผลการ

ทดลองไปแนวทางเดียวกัน โดยการเพาะเลีย้งในหลอดทดลองใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอใน

ระยะสรางจาวสูงสุด  5.37 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน รองลงมาคือการเพาะเลี้ยงในขวดขนาดใหญใหการ

สรางโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 4.25 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 

 

ตารางที่ 1 ผลของชนิดของภาชนะเพาะเลี้ยงที่แตกตางกนัตอการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ   

ของปาลมน้ําหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน 

 

ภาชนะเลีย้ง  โซมาติกเอม็บริโอทั้งหมด 

(เอ็มบริโอ) 

โซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว 

(เอ็มบริโอ) 

จานเพาะเลี้ยง 10.23b 2.47  

หลอดทดลอง 21.37a 5.37  

ขวดเพาะเลี้ยงขนาดกลาง 19.44a 3.80  

ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ 16.69ab 4.25  

F-test 

C.V. (%) 

* 

17.83 

ns 

52.04 

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ * = แตกตางอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) 

คาเฉลี่ยในคอลัมนทีก่ํากับดวยอักษรเหมือนกนัไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ จากการตรวจสอบ

โดย  DMRT 

18 
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2. ผลของแหลงคารบอนและความเขมขนของธาตุอาหารตอการงอกของ 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

 
  จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว ไปชักนําการงอกบนอาหารสูตร MS 

ที่ผันแปรองคประกอบของธาตุอาหาร 3 ระดับ คือ 1 1/2 และ 1/5 เทา ของธาตอุาหารสูตรปกติ

รวมกับการเติมน้ําตาลชนิดตาง ๆ 5 ชนิด คือ ซโูครส กลูโคส ฟรุคโทส แมนนทิอล และซอรบิทอล 

เขมขนชนิดละ 0.1, 0.2.และ 0.3 โมลาร  พบวา การเพาะเลีย้งโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารที่เติม

น้ําตาลเกือบทกุชนิด (ยกเวนแมนนทิอล) และในทุกองคประกอบสงเสริมการสรางเอ็มบริโอ 

ทุติยภูมิ (secondary somatic embryos: SSE) บริเวณฐานของโซมาติกเอ็มบริโอเดิมหลังจาก

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 สัปดาห (รูปที่ 1ก, ข)  ซึ่งจํานวนการสราง SSE นัน้มีความแตกตางกนัทัง้นี้

ข้ึนอยูกับ ชนดิ และความเขมขนของน้าํตาล และองคประกอบของธาตุอาหาร โดยการสราง SSE 

สูงสุด 22.0 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน เมื่อเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS ที่มีองคประกอบ

ธาตุอาหารเทากับสูตรปกติเติมน้ําตาลซูโครส 0.1โมลาร  รองลงมาคือการเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตรดังกลาวเติมซอรบิทอลเขมขน 0.1 โมลาร (21.50 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน) (ตารางที ่ 2)  การลด

องคประกอบของธาตุอาหารทําใหการสราง SSE ลดลง ในทุกชนิดของน้าํตาล แตเมื่อความเขมขน

น้ําตาลสงูขึ้นมีผลทําใหการสราง SSE ลดลงเชนกัน  ความเขมขนของน้าํตาลที่สูงขึ้นและการลด

องคประกอบของอาหารสงผลใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการสรางรากสงู (รูปที่ 1ค)  SSE มีการสราง

ยอด (1-3 ยอด/ชิ้นสวน)  (รูปที ่1ง) บนอาหารเพาะเลี้ยงเดิมทีเ่ติมน้าํตาลเพียง 3 ชนิด คือ ซูโครส 

กลูโคส และซอบิทอล อยางไรก็ตาม SSE มีการสรางยอดสูงสุด 40 เปอรเซ็นต (ชิ้นสวนที่สราง

ยอด/ชิ้นสวนทัง้หมดที่วางเลีย้ง)   โดยพฒันาใหยอดสงูสุด 2.75 ยอด/ชิ้นสวน (ไมไดแสดงขอมูล) 

เมื่อเพาะเลี้ยงโซมาติกเอม็บริโอบนอาหารเติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร ยอดปาลมน้าํมันที่ชักนาํใน

อาหารสูตรชักนําการงอก (ทุกองคประกอบของธาตุอาหารและชนิดและความเขมขนของน้าํตาลที่

สามารถชกันาํใหมีการสรางยอดได) มีขนาดเล็ก (0.5-0.8 เซนติเมตร) (ตารางที่ 4) และมีปริมาณ

นอยมากนอกจากนี้ ยังพบวา การทดลองขางตนสงเสรมิใหมีการสราง SSE จํานวนมาก ดงันั้น

ผูวิจัยจงึไดหาแนวทางในการเพิ่มประสิทธภิาพการงอกของ SSE ซึ่งจะไดกลาวตอไปนี ้

  ยังไมมีรายงานการชกันาํการงอกของ SSE ในประเทศไทยมากอน จากการนํา 

SSE จากบางหนวยทดลองที่สามารถงอกไดในอาหารสูตรเดมิเติมชนิดและความเขมขนของ

น้ําตาลดงัที่ไดอธิบายแลวขางตนไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโต พบวา SSE สามารถงอกไดหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน (รูปที่ 2ก,ข) อยางไร

กต็ามเปอรเซน็ตการงอกของ SSE แตกตางกนัโดย SSE ที่ไดจากการเพาะเลีย้งโซมาติกเอ็มบริโอ
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บนอาหารสูตร MS ที่เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ใหการสรางยอดสูงสุดถึง 77.92 เปอรเซ็นต 

(มีการยายเลีย้งอยางสม่าํเสมอเดือนละ 1 คร้ัง บนัทกึขอมูลเปนเปอรเซ็นตการงอกสะสมเปนเวลา 

4 เดือน)  (รูปที่ 2ค, ตารางที่ 3)  นอกจากนี้ยงัพบวาหลังจาก SSE สรางยอดเปนเวลา 2 เดือน ก็

จะเริ่มสรางรากไดเอง 35.71 เปอรเซ็นต (รูปที่ 2ง, ตารางที่ 3) ลักษณะเดนของของ SSE ที่ชกันํา

ไดจากอาหารที่เติมซอรบิทอลคือ มีการเกาะกนัอยางหลวมๆ ดังนั้นหลังจากพัฒนาเปนยอดแลว

สามารถตัดแบงยอดไดงาย (รูปที่ 2 ก,ข) หากพิจารณาความสามารถพัฒนาใหตนกลาที่สมบูรณ

แลว พบวา SSE ที่ไดจากการชักนําบนน้าํตาลซอรบิทอลมีศักยภาพในการเพิ่มประสิทธิภาพการ

งอกไดดีกวาชนิดน้ําตาลอื่นๆ  โดยสามารถพัฒนาทั้งยอดและรากสูงสดุ หลังจากไดทําการทดลอง

ยืนยนัศักยภาพของน้าํตาลดังกลาวอีกครั้งพบวา ความเขมขนและองคประกอบอาหาร

เชนเดียวกับตารางที ่2 พบวายังใหผลเหมอืนเดิมคือ การใชซอรบิทอล 0.2 โมลาร ใหการสรางยอด

สูงสุด (ไมแสดงขอมูล) ดังนั้นจงึไดนําวิธกีารที่คนพบดงักลาวไปใชในการทดลองอืน่ๆ คือเร่ิมแรก

ยาย SE ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนาํ SSE เปนเวลา 4 เดือน (เตมิหรือไมเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตขึ้นอยูกับการทดลองนัน้ๆ หลังจากนัน้นาํ SSE ที่ไดไปชักนาํการงอกบนอาหารสูตร 

MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน 
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รูปที่ 1 พฒันาการของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (haustorium embryos:HE) หลังจาก 

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําการงอก ก, ข : การเกดิ SSE  ค: การสรางรากของโซ

มาติกเอ็มบริโอในซอรบิทอลความเขมขนสูง ง: การงอกของ  SSE (ยอด, Sh กับราก, R) 

ง ค 

ข ก 

Sh R 

R 

HE 

HE 

SSE 
 SSE  

HE  
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ก 

A C B C D ค1 ค2 

ข 

ง 

 

  

รูปที่ 2 พฒันาการของ SSE เปนตนกลาที่สมบูรณหลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ก,ข 

:SSE เร่ิมงอก, ค1, ค2: ยอดของปาลมน้ํามันทีพ่ัฒนาจาก SSE หลงัเพาะเลีย้งเปนเวลา 2 

และ 3 เดือน ตามลําดับ ง: ตนกลาที่สมบูรณ  
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ตารางที่ 2 ผลของชนิดและความเขมขนของน้าํตาลและองคประกอบของธาตุอาหารตอการงอก   

แหลงคารบอน มขน  องคประกอบ จํานวน SSE  (เอ็มบริโอ) ยอด ราก 

การสรางยอด และรากของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามนัหลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา  

4 เดือน  
 ความเข

(โมลาร) ธาตุอาหาร  (%) (%) 

 ทั้งหมด ระยะสรางจาว (%)     

ซูโครส 0.1 1  0 30.00 22.00 10.09 

 0.2  15.40 10.38 20.00 

½ 

1/5 10.00 

รุคโทส 0.1 6.67 44.97 

20.00 

½ 10.00 

40.00 

1/5 

ลูโคส 0  16 7 38.63 10.00 

10.00 

40.00 

 0.3  7.80 14.23 10.00 20.00 

 0.1 10.60 24.52 30.00 20.00 

 0.2  10.10 14.54 0 40.00 

 0.3  11.44 17.48 0 50.00 

 0.1 6.60 24.24 20.00 

 0.2  4.00 25.00 0 50.00 

 0.3  6.20 17.74 0 20.00 

       

ฟ 1 0 0 

 0.2  2.40 54.16 0 

 0.3  3.80 44.73 0 0 

 0.1 7.00 32.85 0 

 0.2  5.20 36.53 0 0 

 0.3  1.10 90.90 0 

 0.1 3.20 62.50 0 40.00 

 0.2  2.90 44.82 0 10.00 

 0.3  1.00 100.00 0 30.00 

       

ก .1 1 .6 0 

 0.2  17.00 11.05 10.00 0 

 0.3  19.30 12.43 0 
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แหลงคารบอน ความเขมขน องคประกอบ จํานวน SSE (เอ็มบริโอ) ยอด ราก 

(โมลาร) ธาตุอาหาร (%) (%) 

  ทั้งหมด ระยะสรางจาว(%)    

กลูโคส 0  ½.1  14.60 21.90 0 0 

 0.2  17.25 7.97 0 0 

 0.3  8.80 13.60 10.00 10.00 

1/5 

มนนิทอล 0.1 

½ 

1/5 

อรบิทอล 0.1 21.55 21 1 35.00 12.50 

½ 22.22 

1/5 

 0.1 6.22 23.15 0 10.00 

 0.2  7.00 27.71 0 0 

 0.3  15.20 7.23 0 0 

       

แ 1 0 0 0 0 

 0.2  0 0 0 0 

 0.3  0 0 0 0 

 0.1 0 0 0 0 

 0.2  0 0 0 0 

 0.3  0 0 0 0 

 0.1 0 0 0 0 

 0.2  0 0 0 0 

 0.3  0 0 0 0 

       

ซ 1 .1

 0.2  11.55 27.87 40.00 11.11 

 0.3  2.22 45.04 0 20.00 

 0.1 11.16 41.75 22.22 

 0.2  3.71 46.09 22.22 12.50 

 0.3  5.12 58.59 22.22 14.28 

 0.1 7.25 27.58 20.00 25.00 

 0.2  3.71 46.09 0 22.22 

 0.3  4.99 31.11 0 44.40 
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ตารางที ่ 3 การงอกของ SSE ทีช่ักนําไดจากชนิดและความเขมขนของแหลงของคารบอนและ 

                      องคประกอบของอาหารตางๆ บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 

                      เจริญเติบโตหลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 5 เดือน 

 

SSE ที่ถกูชักนาํ 

แหลงคารบอน ความเขมขน 

(โมลาร) 

องคประกอบของ 

ธาตุอาหาร 

การงอกของ 

SSE (%) 

ตนกลาที่

สมบูรณ (%) 

ซูโครส 0.2 1 61.68 

 0.3 1 57.69 

 0.1 ½ 

 0.1 1/5 

   

กลูโคส 0.1 1 

   

ซอรบิทอล 0.1 1 

 0.2  

 0.1 ½ 

 0.3  

 0.1 1/5 

33.01 

15.15 

 

11.99 

 

25.52 

77.92 

62.72 

58.59 

41.37 

2.94b 

0c 

0c 

0c 

 

0c 

 

6.89b 

35.71a 

4.54b 

0c 

0c 

F-test   - ** 

C.V. (%)   - 44.13 

**= แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p<0.01)    - = ไมไดวิเคราะหทางสถิติ 

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  

 

 ยอดปาลมน้ํามันที่ชักนําไดจากอาหารที่เติมซอรบิทอลมีความยาวมากกวา 

(เฉลี่ย 1.5 เซนติเมตร) ยอดปาลมน้ํามันที่ไดจากการชักนําในอาหารเติมซูโครส (เฉลี่ย 1.13 

เซนติเมตร) โดยยอดปาลมน้ํามันที่ชักนําไดในอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร มีความยาว

สูงสุด 1.94 เซนติเมตร ซึ่งมากกวาการชักนําการงอกในอาหารเติมซูโครสที่ระดับความเขมขน
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เดียวกัน 0.94 เซนติเมตร ดังนั้นเมื่อยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโต ยอดปาลมน้ํามันมีการเจริญเติบโตสูงสุด 3.74 เซนติเมตร (ตารางที่ 4)  

 

ตารางที ่4 ขนาดของตนที่ได หลังจากชักนําการงอก 4 เดือน ในอาหารชักนาํการงอก และ 2 

เดือนหลงัยายลงในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

 

แหลง

คารบอน 

ความเขมขน

(โมลาร) 

องคประกอบ

ธาตุอาหาร 

ขนาดยอดในอาหาร 

ชักนาํการงอก (ซม) 

ขนาดตนกลาหลังเพาะเลี้ยง 

ใน MS-free*  (ซม) 

ซูโครส 0.2 1 3.71a 

 0.3 1 2.05ab 

 0.1 ½ 2.70ab 

 0.1 1/5 1.40b 

    

กลูโคส 0.1 1 - 

    

ซอรบิทอล 0.1 1 3.73a 

 0.2  3.74a 

 0.1 ½ 2.36ab 

 0.3  2.76ab 

 0.1 1/5 

1.00ab 

0.83b 

1.60a 

1.10ab 

 

- 

 

1.90a 

1.94a 

1.83a 

1.40ab 

0.43b 1.80b 

F-test   * * 

C.V. (%)   47.23 35.32 

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)               

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  

- = ปนเปอน ไมสามารถบันทึกขอมูลได 

* อาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
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3. ผลของการลดความชื้นบางสวนตอการงอกของโซมาติกเอ็มบรโิอ  
 
  จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันมาลดความชื้น

บางสวนโดยการผึ่งลมในตูเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนระยะเวลาตางๆ พบวา ความชื้นของโซมาติก

เอ็มบริโอมีแนวโนมลดลงตามระยะเวลาในการผึ่งลมที่เพิ่มข้ึน โดยโซมาติกเอ็มบริโอมีความชื้น

หลังจากผึ่งลมเปนเวลา 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที เทากับ 100, 95.85, 94.81, 93.39, 

89.12, 87.53 และ 85.72 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 5) การลดความชื้นของโซมาติก

เอ็มบริโอบางสวนมีผลตอจํานวน SSE ที่สราง SSE ระยะสรางจาว และการงอกของ SSE ดังนี้ 

 
3.1 จํานวน SSE ที่สราง  
 
 จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการลดความชืน้บางสวนโดยการผึ่งลมเปน

ระยะเวลาตางๆ ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เตมิซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 

เดือน พบวา การลดความชื้นบางสวนมีผลตอการสราง SSE โดยการลดความชืน้บางสวนเปน

เวลา 5 – 15 นาท ี(ความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอลดลง 4.15-6.61 เปอรเซ็นต) สงผลใหการสราง 

SSE ลดลงจากชุดควบคุมประมาณ 1.6-2.5 เอ็มบริโอตอช้ินสวน (รูปที่ 3 ก) การสราง SSE 

เพิ่มข้ึนเมื่อลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 20-25 นาที โดยมีการสราง SSE สูงสุด 

23.21 เอ็มบริโอตอช้ินสวน เมื่อลดความชืน้เปนเวลา 25 นาที  (ลดความชืน้ 12.47 เปอรเซ็นต) 

เมื่อลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 30 นาท ีสงผลใหการสราง SSE นอยกวาการลด

ความความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 25 นาท ี(19.05 เอ็มบริโอตอช้ินสวน) (รูปที3่ ก ) 

 
3.2  SSE ระยะสรางจาว 
 
 จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการลดความชื้นบางสวนโดยการผึ่งลมเปน

ระยะเวลาตางๆ ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 

เดือน พบวา จํานวน SSE ระยะสรางจาวมีจํานวนลดลงหลังจากลดความชื้นของ 

โซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 5-15 นาที เมื่อลดความชื้นเปนเวลา 20 นาที พบวา จํานวน SSE 

ระยะสรางจาวสูงสุด 12.24 เปอรเซ็นต (รูปที่ 3 ข) หลังจากลดความชื้นเปนเวลา 25 และ 30 นาที 

พบวา โซมาติกเอ็มบริโอมีจํานวนลดลงกวาการผึ่งลมในเวลาขางตนเปน 8.30 และ 5.45 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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3.3 การงอกของ SSE 
 
 จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการลดความชื้นโดยการผึ่งลมสวนเปน

ระยะเวลาตางๆ ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 

เดือน จากนั้นนําไปชักนําการงอกบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปน

เวลาอีก 4 เดือน พบวา การลดความชื้นชวยเพิ่มประสิทธิภาพการงอกของ SSE  โดยการลด

ความชื้นเปนเวลา 20-30 นาที (ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอลดลง 10.88-14.28 เปอรเซ็นต) 

สงเสริมใหการงอกของ SSE สูงกวา 34 เปอรเซ็นต โดยการงอกของ SSE สูงสุด 39.61 เปอรเซ็นต 

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 นาที (ลดความชื้น 14.28 เปอรเซ็นต) (รูปที่ 3 ค) 

 

ตารางที่ 5 ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลงหลังจากผึ่งลมในตูยายเลี้ยงเปนระยะเวลา 

    ตางๆ กัน  

 

เวลาในการผึง่ลม (นาที) ความชื้น (%) 

0 100.00 

5 95.85 

10 94.81 

15 93.39 

20 89.12 

25 87.53 

30 85.72 
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เวลาการ dehydrate(นาที)      

รูปที่ 3 ผลของการลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวนตอจํานวน SSE ที่สรางสราง (ก) 

SSE ระยะสรางจาว (ข) และการงอกของ SSE (ค) หลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 

เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 เดือน 

คาเฉลี่ยทีก่ํากบัดวยอักษรแตกตางกนับนเสนแตกตางทางสถิต ิ(p<0.05)     
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4. ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

   หลังจากนํา SSE ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวบน

อาหารสูตร MS เติม ซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม BA ความเขมขนตางๆ ไดแก 

0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาความเขมขนของ BA ที่สูงขึ้น สงผลใหการ

สราง SSE ลดลง (ตารางที่ 6) โดยการสราง SSE สูงสุด 18.40 เอ็มบริโอ หลังจากเพาะเลี้ยงบน

อาหารที่เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  SSE พัฒนาไปสูระยะสรางจาวสูงสุด 35.15 

เปอรเซ็นต หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร เมื่อนํา SSE ที่ชักนําได

ขางตนไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวาใหการสราง

ยอดต่ําในทุกความเขมขนของ BA โดย การเติม BA สงเสริมให SSE มีการงอกสูงสุดเพียง 2.69 

เปอรเซ็นต เทานั้น (ตารางที่ 6) อยางไรก็ตามผูวิจัยไดปรับปรุงวิธีการชักนําการงอก โดยนํา SSE ที่

ยังไมงอกไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสงเสริมการ

งอกของ SSE สูงสุดเปน 10.47 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 6) จากการชักนําการงอกของ SSE โดยใช 

BA เขมขน 1 มิลลิกรัม/ลิตร แมวาการยาย SSE ไปยังอาหารสูตร MS ที่เติม BA เขมขน 1 

มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมให SSE งอกมากขึ้น อยางไรก็ตาม พบวา ตนกลาที่ไดจากวิธีการดังกลาว

มีลักษณะผิดปกติ โดยยอดตนกลามีลักษณะมวนเปนหลอด  เมื่อใบคลี่มีลักษณะเปนกระจกุคลาย

พุมไมกวาด (27.88 เปอรเซ็นต) ลักษณะที่ผิดปกติดังกลาวไมสามารถพัฒนาได และตายตั้งแตยัง

อยูในหลอดทดลอง (รูปที่ 4) 
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ตารางที ่6 ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอจํานวน SSE ที่สรางและการงอกของ SSE ของ

ปาลมน้าํมนัหลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน   

 

BA (มก/ล) SSE/HE 1 SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

การงอก (%) 2 การงอก (%)3

0.0 16.91a 6.24b 22.64a Nd 

0.1 18.40a 11.79b 0.18b 0.41 

0.5 15.41a 19.16ab 1.79b 2.95 

1.0 14.89a 13.02b 2.69b 10.47 

2.5 12.23ab 19.59ab 0.58b 1.37 

5.0 7.82b 35.15a 0.95b 3.17 

F-test * * ** - 

C.V. (%) 25.84 44.84 35.41 - 

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)              ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p<0.01)     

- = ไมไดวิเคราะหทางสถิติ 

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  
1 เก็บขอมูลหลังจากเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร  

   เปนเวลา 4 เดือน 
2 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 1 บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

เปนเวลา 4 เดือน 
3 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 2 บนอาหารสูตร MS เติม BA1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา  

4 เดือน 

Nd : ไมไดทดลอง 
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ข ก 

 
รูปที่ 4 ลักษณะของตนกลาผิดปกติจากการเพาะเลีย้งในอาหารที่เติม BA เขมขน 1 มิลลิกรัม 

ตอลิตร: ยอดมีลักษณะใบมวนเปนหลอด (ก) เมือ่ใบคลี่มีลักษณะกระจุกเหมือนพุม 

ไมกวาด (ข)  
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5. ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอ็มบรโิอ 
 
 จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวไปเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS เติม

ซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม GA3 ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0.01, 0.05, 

0.10, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัม/ลิตร พบวา GA3 เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตทีช่วยสงเสริมการ

สราง SSE (ตารางที่ 7) โดยการสราง SSE สูงสุด 33.7 เอ็มบริโอ/ชิน้สวน หลังจากเพาะเลี้ยงบน

อาหารที่เติม GA3 เขมขน 0.10 มิลลิกรัม/ลิตร SSE พัฒนาสูระยะสรางจาวสูงสุด 16.89 

เปอรเซ็นต หลงัเพาะเลี้ยงบนอาหารเติม GA3 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  

 ความเขมแสงมีผลตอการงอกของ SSE โดยการเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 1554 

ลักซ สงเสริมการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอสูงกวาการเพาะเลีย้งที่ความเขมแสง 1178 ลักซ พบวา 

เปอรเซ็นตการงอกของ SSE เฉล่ียทุกความเขมขน เมื่อเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 1554 และ 1178 

ลักซ เทากับ 21.58 และ 12.11เปอรเซ็นต ตามลาํดับ (ตารางที ่ 7)  การเพาะเลี้ยงโซมาติก

เอ็มบริโอบนอาหารเติม GA3 เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการงอกของ SSE สูงสดุ 29.79 และ 

20.07 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปเพาะเลีย้งทั้งสองความเขมแสงขางตน (ตารางที ่6) 

 จากการเปรียบเทียบการใชปจจัยเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอ 2 ปจจัยรวมกัน ไดแกสารเคมีรวมกับกายภาพ และการใชปจจัยสารเคมีรวมกัน 2 ปจจัย 

เพื่อการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันดังตารางที่ 8 พบวา การใชซอรบิทอล

เขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอ 12.47 เปอรเซ็นต และการใชซอร

บิทอลเขมขนเชนเดียวกันกับความเขมขนขางตนรวมกับการใชสาร GA3 ความเขมขนต่ําเพียง 0.01 

มิลลิกรัมตอลิตร ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการชักนําการสราง SSE  SSE ระยะสรางจาว และการงอก

ของ SSE สูงกวาการใชซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เพียงปจจัยเดียว (ตารางที่ 8) โดยการใช

ปจจัย 2 ปจจัยรวมกันขางตนชวยเพิ่มประสิทธิภาพการสราง SSE 23.21 และ 28.56 เอ็มบริโอตอ

ชิ้นสวน การสราง SSE ระยะสรางจาว 8.30 และ 10.1 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน และการงอกของ SSE 

35.45 และ 29.76 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 8)  

 

 

 

 

 

 



 34 

ตารางที ่7 ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของ SSE ปาลมน้ํามัน หลงัจากเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโตเปนเวลา 4 เดือน  

  

การงอกของ SSE (%)   

     ที่ความเขมแสง (ลักซ) 

GA3(มก/ล) SSE /HE1 SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

1554 1178 

0.01 28.56 10.10 29.76 20.07 

0.05 30.12 9.41 18.52 3.49 

0.10 33.70 11.19 16.25 19.04 

0.25 26.83 16.89 24.96 7.17 

0.50 31.06 14.02 18.43 10.79 

                                    การงอกเฉลี่ย (%) 21.58 12.11 

F-test ns Ns ns - 

C.V. (%) 27.93 31.56 44.98 - 

ns = ไมแตกตางทางสถิติ - = ไมไดวิเคราะหทางสถิต ิ
1เก็บขอมูลหลงัจากเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารเติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร เปนเวลา  

4 เดือน 
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ตารางที ่8 ตารางเปรยีบเทยีบประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอโดยใชปจจัยในการชัก

นําการงอกที่แตกตางกนั หลงัจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน   

ปจจัยชักนําการงอก SSE 

(เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน)1

SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

การงอก (%)2

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร 16.91b 6.24 22.64a 

 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+ 

ลดความชืน้ 12.47% 

 

23.21ab 8.30 35.45a 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+ 

ผงถาน 0.25 %+อาหารเหลว* 

 

17.98b 10.04 8.75b 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+  

GA3 0.01 มก/ล  

 

28.56a 10.10 29.76 a 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+  

BA 1.0 มก/ล 

14.89b 13.02 10.47b 

F-test * ns * 

C.V. (%) 16.51 48.68 25.11 

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ * = แตกตางอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)   

คาเฉลี่ยทีก่ํากบัดวยอักษรทีต่างกนัในสดมภเดียวกนัมคีวามแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 

   เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธ ีDMRT  
1 เก็บขอมูลหลังจากเพาะเลีย้งโซมาติกเอม็บริโอบนอาหารเติมซอรบทิอล 0.2 โมลาร เปนเวลา  

4 เดือน 
2 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 1 บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

   เปนเวลา 4 เดือน 

* อาหารเหลวสูตร MS ที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่งเติม 

   NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 
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6 ผลของผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

 จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวมาเพาะเลีย้งในอาหาร 2 ชั้น โดยชัน้

ลางเปนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติมหรือไมเติมผงถาน 0.25 

เปอรเซ็นต ชั้นบนเปนอาหารเหลวสูตรเดียวกันทีล่ดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึง่เติม 

NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา การเติมผงถาน 0.25 

เปอรเซ็นตสงเสริมการสราง SSE (17.98 เอ็มบริโอตอช้ินสวน) การงอกของ SSE (8.75 เปอรเซ็นต) 

และการตายของชิ้นสวนพืช (38.33 เปอรเซ็นต) สูงกวาการไมเติมผงถาน (ตารางที ่ 9)  อยางไรก็

ตามการเติมผงถานใหการสรางโซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว (10.04 เปอรเซ็นต) ซึ่งต่ํากวาการ

ไมเติมผงถาน  

 

ตารางที ่9 ผลของการเติมผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอกของ SSE ปาลมน้าํมนั

หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 

4 เดือน 

 

ผงถาน (%) SSE/HE1 SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

ชิ้นสวนตาย (%) การงอก (%)2

0.25 17.98 10.04 38.33 8.75 

0 13.59 16.94 28.33 5.41 

F-test ns Ns ns ns 

C.V. (%) 24.64 37.69 43.30 53.93 
1เก็บขอมูลหลงัจากเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารเติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร เปนเวลา  

4 เดือน 
2 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 1 บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

เปนเวลา 4 เดือน 
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การชกันําราก 
 
  นํายอดปาลมน้ํามนัที่ชักนําไดขางตนไปชกันํารากในอาหารสูตร MS เติมน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 0.2 และ 0.3 โมลาร รวมกับการผันแปรองคประกอบของธาตุอาหารเปน 1, 1/2 และ 

1/5 เทา หรือนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเดียวกันเติมซอรบิทอล 0.3 โมลาร รวมกับการเติม

น้ําตาลซูโครส 0, 0.03, 0.05, 0.08 และ 0.16 โมลาร รวมกับการลดองคประกอบของธาตุอาหาร

เปน 1/5 เทาของสูตรปกติ พบวาน้าํตาลซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับความเขมขนของธาตุ

อาหาร 1 เทา สงเสริมการงอกของรากสงูสุด 31.25 เปอรเซ็นต หลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1-2 

เดือน รากที่สรางมีจาํนวน 1-2 ราก/ยอด (ตารางที่ 10 รูปที่ 5) 
   

ตารางที ่ 10 ผลของความเขมขนของน้าํตาลและองคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ที่แตกตาง

กันตอการชักนํารากของยอดปาลมน้าํมนัหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน 

ความเขมขน (โมลาร) 

ซอรบิทอล ซูโครส 

ความเขมขนของธาตุอาหาร การสรางราก (%) 

0.3 0 1/5 9.09cd 

0.3 0.03 1/5 26.67ab 

0.3 0.05 1/5 18.75bc 

0.3 0.08 1/5 18.75bc 

0.3 0.16 1/5 0d 

- 0.2 1 31.25a 

- 0.2 1/2 13.33c 

- 0.2 1/5 0d 

- 0.3 1 0d 

- 0.3 1/2 10.00cd 

- 0.3 1/5 9.52cd 

F-test   * 

C.V. (%)   37.65 

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)               

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  
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 ก 

รูปที่ 5 ยอดปาลมน้าํมนัทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงใบออน (ก) รากปาลมน้ํามันมีลักษณะยืดยาวได

จากการชักนํารากบนอาหารสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครส 0.2 โมลาร (ข) 

ข 

 
การอนุบาลตนกลา 
 
 นําตนกลาปาลมน้ํามันที่มีรากเพยีง 1-2 ราก มาลางวุนที่ติดมากับรากใหสะอาด

เพื่อปองกันรากเนา หลงัจากนัน้ยายไปปลูกในวัสดุปลูกครอบตนกลาดวยขวดใสขนาด 8 ออนซ 

หรือพลาสติกใส   เปนเวลา 1 เดือน หลงัจากครอบตนกลาเปนเวลา 1 เดือนแลวใหนาํวัสดุครอบ

ออก หลงัจากอนุบาลโดยวธิีการดังกลาว พบวาตนกลาสามารถปรับตัวและใหอัตราการรอดชีวิต

สูงถึง 93.27 เปอรเซ็นต ซึง่ตนกลาที่ไดมพีัฒนาการดังรูปที่ 6 
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ก ข 

 ง ค 

  

จ ฉ   
 
รูปที่ 6 พฒันาของตนกลาปาลมน้ํามนัที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออน ก: ตนกลาสมบูรณกอน

อนุบาล ข: หลังจากอนุบาล 1 เดือน ค: หลังจากอนุบาล 3 เดือน ง: หลังจากอนุบาล 6 

เดือน จ: หลังจากอนุบาล 7 เดือน และ ฉ: หลงัจากอนุบาลประมาณ 1 ป  
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2. การตรวจสอบการกลายพันธุโดยเทคนิคไอโซไซม 
 
 จากการนาํใบของปาลมน้ํามันในหลอดทดลองอาย ุ 6 เดือนหลังชกันําการงอก 

มาตรวจสอบความแปรปรวนโดยเทคนิคไอโซไซม 8 ระบบคือ เอสเตอเรส เปอรออกซิเดส แอซิด

ฟอสฟาเทส ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส ฟอสโฟกลูโคมิวเทส มาเลทดีไฮโดรจีเนส แอลกอฮอลดี

ไฮโดรจีเนส และ ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนส พบวา มีเพยีงระบบเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสเทานัน้

ที่ยอมไมติดสี  อยางไรก็ตามเอนไซมระบบอื่นๆ แมสามารถยอมติดสีไดแตมีเพียง 3 ระบบเทานัน้ที่

ติดสีไดชัดเจน (ตารางที่ 11) ไดแก แอซิดฟอสฟาเทส (รูปที7่ ก) เปอรออกซิเดส (รูปที7่ ข) และเอส

เตอเรส (รูปที7่ ค) โดย ระบบเอสเทอเรสใหรูปแบบ (แถบ) เอนไซม 2 โซน ใหจํานวนแถบเอนไซม

มากที่สุดทัง้หมด 5 แถบ โดยโซนที ่ 1 มแีถบเอนไซม 2 แถบ และโซนที ่ 2 มีแถบเอนไซม 3 แถบ 

(ตารางที่ 11 รูปที่ 7 ค) จงึเปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดในการตรวจสอบความแปรปรวนของ

ตนกลาปาลมน้ํามนัในหลอดทดลอง 

 อัตราสวนของตัวอยางใบกับ extraction buffer มีสวนสาํคัญตอความชัดเจนของ

การติดสีของระบบเอนไซม อัตราสวนของตัวอยางใบกับ extraction buffer ที่เหมาะสมคือ 1: 5  

หากใชอัตราสวนดังกลาวในอัตรา 1:10 และ 1:30 สงผลตอความชัดของการติดสี และจํานวนแถบ

ลดลง (ตารางที่ 11) 
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ตารางที ่ 11 ผลของอัตราสวนของชิน้สวนพืชตอ extraction buffer ตอจํานวนโซนของไอโซไซมที่

ยอมดวยระบบเอนไซม 8 ระบบ 

 

ระบบเอนไซม ตัวอยางพืช: 

extraction buffer 

จํานวนโซน (โซน) จํานวนแถบส ี

(ตําแหนง) 

การติดสี 

EST 1:5 2 5 +++ 

ACP  2 4 +++ 

PER  1 1 +++ 

ADH  - - - 

PGI  1 1 + 

PGM  1 1 + 

MDH  1 1 + 

shDH  1 1 + 

     

EST 1:10 2 5 ++ 

ACP  2 4 ++ 

PER  1 1 +++ 

ADH  Nd Nd Nd 

PGI  Nd Nd Nd 

PGM  Nd Nd Nd 

MDH  Nd Nd Nd 

shDH  Nd Nd Nd 

     

PER: เปอรออกซิเดส   EST: เอสเตอเรส 

ACP: แอซิดฟอสฟาเทส   MDH: มาเลทดีไฮโดรจีเนส 

PGI: ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส  PGM: ฟอสโฟกลูโคมิวเทส 

ADH: แอลกอฮอรดีไฮโดรจีเนส  ShDH: ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนส 

+++ : ติดสี และแยกแถบสีไดชัดเจน ++: ติดสี และแยกแถบสีไดปานกลาง 

+ : ติดสี ชัดเจนนอย หรือเปนปน  - : ไมติดสี       Nd: ไมไดทดลอง 
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ตารางที ่11 (ตอ) 

ระบบเอนไซม ตัวอยางพืช: 

extraction buffer 

จํานวนโซน (โซน) จํานวนแถบส ี

(ตําแหนง) 

การติดสี 

EST 1:30 1 3 + 

ACP  1 2 - 

PER  1 1 +++ 

ADH  Nd Nd Nd 

PGI  Nd Nd Nd 

PGM  Nd Nd Nd 

MDH  Nd Nd Nd 

shDH  Nd Nd Nd 

 

PER: เปอรออกซิเดส   EST: เอสเตอเรส 

ACP: แอซิดฟอสฟาเทส   MDH: มาเลทดีไฮโดรจีเนส 

PGI: ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส  PGM: ฟอสโฟกลูโคมิวเทส 

ADH: แอลกอฮอรดีไฮโดรจีเนส  ShDH: ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนส 

+++ : ติดสี และแยกแถบสีไดชัดเจน ++: ติดสี และแยกแถบสีไดปานกลาง 

+ : ติดสี ชัดเจนนอย หรือเปนปน  - : ไมติดสี       Nd: ไมไดทดลอง 

 

จากการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้าํมันในหลอดทดลอง 50 ตน และ

นอกหลอดทดลอง 8 ตน โดยใชระเอนไซมเอสเทอเรส พบวา ไมมีความแปรปรวนของแถบเอนไซม  
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รูปที่ 7 รูปแบบไอโซไซมจากใบออนของตนกลาปาลมน้ํามนั ก: แอซิดฟอสฟาเทส,  

        ข: เปอรออกซิเดส  ค: เอสเตอเรส 
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บทที่ 4 
 

บทวิจารณ 
 

 การชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเกิดขึ้นจาก 2 กระบวนการคือ  

ออรกาโนเจเนซีส ซึ่งเปนกระบวนการสรางอวัยวะตางๆ เชน รากหรือยอดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อพืช 

และเอ็มบริโอเจเนซีส ซึ่งเปนกระบวนการกําเนิดและพัฒนาเปนตนออน และเนื่องจากการ

เพาะเลี้ยงชิ้นสวนที่มีองคประกอบของเซลลหรือเนื้อเยื่อของเซลลรางกาย ดังนั้นจึงเรียก

กระบวนการนี้วาโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีส  (นิจวรรณ, 2545) ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนั้น

พบวา โซมาติกเอ็มบริโอเปนแหลงของชิ้นสวนพืชที่เหมาะสมตอการขยายพันธุโดยไมอาศัยเพศซึ่ง

มีความสําคัญในพืชหลายชนิดโดยเฉพาะพืชที่การขยายพันธุโดยวิธีปกติทําไดยาก (Stasolla and 

Yeung, 2003) พืชหลายชนิดตองการปจจัยที่เหมาะสมในการชักนําพืชตนใหมที่แตกตางกนั โดยมี

ปจจัยที่สําคัญดังนี้คือ ปจจัยทางเคมีไดแก องคประกอบของธาตุอาหารที่แตกตางกัน (Mamiya 

and Sakamoto, 2000) น้ําตาล (Lou and Kako,1995; Mamiya and Sakamoto, 2000; David 

and Wayne, 2001; Nakagawa et al., 2001; Paiva  and Otoni, 2003) สารควบคุมการ

เจริญเติบโต (Teixeria et al., 1995; Aberlence-Bertossi et al., 1999; Ng, 1999; Te-chato, 

1998,) ปจจัยทางกายภาพ เชน การลดความชื้นบางสวน (Find, 1997) เปนตน  

 ยังไมมีรายงานการศึกษาการชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงใบออนของ

ปาลมน้ํามันตนโตใหผลผลิตดีอายุ 10-20 ป ในประเทศไทย ดังนั้นผูวิจัยจึงไดศึกษาตั้งแต

ปจจัยพื้นฐานที่อาจเปนปจจัยที่สําคัญตอการชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลม

น้ํามัน โดยเริ่มต้ังแตการศึกษาผลของชนิดของภาชนะที่แตกตางกันตอการเพิ่มปริมาณของ 

โซมาติกเอ็มบริโอ โดยเฉพาะโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสรางจาว ซึ่งจัดเปนแหลงของชิ้นสวนพืชที่

เหมาะสมตอการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (อาสลัน, 2545)  จากผลการศึกษา พบวา 

ชนิดของภาชนะเพาะเลี้ยงที่แตกตางกันมีผลตอการเพิ่มปริมาณ และการพัฒนาของโซมาติก

เอ็มบริโอในระยะสรางจาวที่แตกตางกัน โดยการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองใหการสรางจํานวน 

โซมาติกเอ็มบริโอทั้งหมดและจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอระสรางจาวสูงสุด ในขณะที่การเพาะเลี้ยง

ในจานเพาะเลี้ยงใหการเพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอต่ําสุด  Joy และคณะ (1991) รายงาน

วาชนิดของภาชนะที่แตกตางกันจะสงผลตอปริมาตรของกาซคารบอนไดออกไซคที่ตางกัน ซึ่ง

ปริมาตรกาซคารบอนไดออกไซดที่มากชวยสงเสริมการเกิดพืชตนใหมและการพัฒนาของเซลลพืช 

44 
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เชนเดียวกับ Kvaalen  และ  Arnold (1991) รายงานในลักษณะเดียวกันคือคารบอนไดออกไซด

และออกซิเจน  มีผลตอการสราง การเพิ่มปริมาณ และการสุกแกของโซมาติกเอ็มบริโอที่ไดจาก

การเพาะเลี้ยงไซโกติกเอ็มบริโอของ Picia abies  อยางไรก็ตาม ผลของออกซิเจนจะขึ้นกับ

องคประกอบของอาหาร โดยการใชองคประกอบของอาหารเต็มสูตร กระตุนการสรางเนื้อเยื่อ

เอ็มบริโอเจนิค แตจะยับยั้งการสรางเนื้อเยื่อเอ็มบริโอเจนิค หากเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ลด

องคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่ง ดังนั้นจึงสันนิฐานไดวาปริมาตรของภาชนะมีสวนสําคัญ

มากตอการเพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอ จากการคํานวณปริมาตรของภาชนะชนิดตางๆ ใน

การศึกษาครั้งนี้ พบวามีปริมาตรตางๆ ดังนี้ (ลบปริมาตรอาหาร) หลอดทดลอง 59 ลูกบาศก

เซนติเมตร จานเพาะเลี้ยง 71 ลูกบาศกเซนติเมตร ขวดทดลองขนาดเล็ก 111 ลูกบาศกเซนติเมตร 

และ ขวดทดลองขนาดใหญ 221.55 ลูกบาศกเซนติเมตร   เมื่อคํานวณปริมาตรภาชนะเพาะเลี้ยง

ตอช้ิน ของภาชนะตางๆ คือ หลอดทดลอง จานเพาะเลี้ยง ขวดขนาดเล็ก และขวดขนาดใหญ มี

ปริมาตรเทากับ 59,  8.8, 37 และ 44.31 ลูกบาศกเซนติเมตรตอชิ้นสวน ตามลําดับ   เปนไปตาม

ขอสันนิฐานขางตน โดยการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอและโซมาติก

เอ็มบริโอระยะสรางจาวสูงสุด นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลอง โซมาติก

เอ็มบริโอสามารถใชปจจัยในการพัฒนาเปนพืชตนใหมมากขึ้น เชน แสง อากาศและอาหารได

เต็มที่จึงมีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีกวาการเพาะเลี้ยงในภาชนะอื่นๆ การเพาะเลี้ยง

ชิ้นสวนพืชในจานเพาะเลี้ยงที่พันดวยพาราฟลมใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอทั้งหมดและโซมาติก

เอ็มบริโอระยะสรางจาวต่ําสุด ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากภาชนะดังกลาวมีปริมาตรอากาศที่จํากัดและ

สูญเสียความชื้นไดงายกวาภาชนะอื่นๆ  ประกอบกับการเพาะเลี้ยงในภาชนะดังกลาวสามารถ

เพาะเลี้ยงไดหลายชิ้น ทําใหเกิดการจํากัดทั้ง ธาตุอาหาร ความชื้น และอากาศ ซึ่งสงเสริมให

ชิ้นสวนเกิดความเครียดและปลดปลอยสารสารฟโนลิกออกมา การเลือกใชชนิดของภาชนะ

เพาะเลี้ยงที่เหมาะสมอาจเปนกุญแจสําคัญใหการเพาะเลี้ยงเนื้อพืชพืชบางชนิด ที่ขยายพันธุดวย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยาก เชน ปาลมน้ํามัน ดังนั้นผูวิจัยจึงไดนําแนวคิดที่ไดจากการทดลองที ่1 

ไปประยุกตใชในการทดลองอื่นๆ รวมกับการสังเกตพฤติกรรมการเจริญเติบโตอยางใกลชิด (ไมได

แสดงขอมูล) ซึ่งพบวาในการขยายพันธุดวยการเพาะเลี้ยงใบออนนั้น ภาชนะเพาะเลี้ยงเปนปจจัย

ที่สําคัญปจจัยหนึ่งที่ทําใหผลการวิจัยประสบความสําเร็จ โดยในชวงของการชักนํา SSE ควรใช

หลอดทดลองจะทําใหไดปริมาณ SSE สูงสุด สวนในชวงของการชักนําการงอกใหใชขวดขนาด 8 

ออนซ (ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ) หากใชขวดขนาดเล็กกวานี้ พบวานอกจากจะตองยายเลี้ยงบอย

ข้ึนแลว ชิ้นสวนมีการสรางสารฟโนลิกออกมามาก สงผลใหการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอยังต่ํา
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กวาขวดขนาด 8 ออนซ (ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ) อีกดวย จากการศึกษาครั้งนี้จึงไดขอแนะนําใน

การปรับใชในการขยายพันธุปาลมน้ํามันดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเชิงการคาในอนาคตได  

 ในกระบวนการชักนําเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันที่

ผูวิจัยไดศึกษามาตั้งแต ป พ.ศ. 2543 โดยไดศึกษาวิจัยจากตนกลาอายุ 1 ป และตนโตอายุ

ระหวาง 10-20 ป นั้น พบวา ข้ันตอนที่ยากมี 3 ข้ันตอนคือ การชักนําแคลลัส และการชักนําการ

สรางเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ อยางไรก็ตามโซมาติกเอ็มบริโอ

สามารถเพิ่มปริมาณมากไดตามตองการดวยการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบา

ความเขมขนต่ําเพียง 1 มิลลิกรัมตอลิตร (Te-chato et al., 2002) ความแตกตางของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของตนกลาและตนโตคือ การเกาะตัวของโซมาติก

เอ็มบริโอ โดยโซมาติกเอ็มบริโอของตนกลามีการเกาะกันแนน หลังจากนําไปชักนําการงอกแลวทํา

ใหตัดแยกตนกลาไดยาก ในขณะที่โซมาติกเอ็มบริโอที่ชักนําไดจากตนโตมีลักษณะเกาะกันอยาง

หลวมๆ ทําใหแยกตนกลาไดโดยงาย (ไมไดแสดงขอมูล) จากการสังเกตกระบวนการเกิดโซมาติก

เอ็มบริโอของปาลมน้ํามันพบวา มีระยะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอที่ปรากฏเดนชัดมี 3 ระยะ 

ไดแก รูปกลม ทอรปโดและระยะสรางจาว (haustorium) ซึ่งโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสรางจาว

เปนระยะที่เหมาะสมตอการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (อาสลัน, 2545) ดังนั้นใน

การศึกษาครั้งนี้จึงใชโซมาติกเอ็มบริโอในระยะดังกลาวเพื่อการทดลองการชักนําการงอก โดย 

โซมาติกเอ็มบริโอที่นํามาใชในการทดลองครั้งนี้จะเลือกโซมาติกเอ็มบริโอที่มีขนาดใกลเคียงกัน (มี

ความยาวและกวางประมาณ 0.5 เซนติเมตร ) อยางไรก็ตามปญหาสําคัญของการเพาะเลี้ยงเพื่อ

เพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอคือ การปนเปอนแบคทีเรีย สันนิษฐานวาเปนเชื้อที่อยูภายใน

ชิ้นสวนเองเกิดจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลานาน จึงควรยายเลี้ยงใหบอยขึ้น (2-3 สัปดาหตอคร้ัง) 

รวมถึงควรยายชิ้นสวนที่ยังไมปนเปอนไปเพาะเลี้ยงในอาหารใหมอยูเสมอ และเพาะเลี้ยงใน

บริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมินอย เพื่อลดการเกิดไอน้ําในขวดเพาะเลี้ยงเอง ซึ่งไอน้ําจะ

เปนตัวกลางใหเชื้อแบคทีเรียเคลื่อนที่ไปทั่วขวด หากยายเลี้ยงชิ้นสวนที่ปนเปอนเชื้อแบคทีเรีย

อยางสม่ําเสมอจะชวยลดเชื้อได อยางไรก็ตามโซมาติกเอ็มบริโอที่มีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย

เปนโซมาติกเอ็มบริโอที่ไมเหมาะสมตอการนําไปชักนําการงอกมากนัก เนื่องจากใหจํานวนตนกลา

นอยมาก (จากการสังเกต) ซึ่งโดยสวนใหญฐานโซมาติกเอ็มบริโอ (สวนที่สัมผัสอาหาร) จะมีการ

สรางโซมาติกเอ็มบริโอ หากมีการปนเปอนจะทําใหสวนที่ปนเปอนเชื้อไมสามารถสรางโซมาติก

เอ็มบริโอไดเลย หากมีการปนเปอนเชื้อปริมาณมากบางโซมาติกเอ็มบริโออาจตายได  
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 น้ําตาลจัดเปนแหลงของคารบอนที่สําคัญในการชกันาํกระบวนการสุกแกและการ

งอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (Corrdoira, et al., 2003)  ชนิดของน้าํตาลที่ใชโดยทัว่ไปไดแก ซูโครส 

กลูโคส และฟรุคโทส นอกจากนี้ยงัใชน้าํตาลในรูปของแอลกอฮอล ไดแก ซอรบิทอล และแมนนิ

ทอล (Lou and Kako,1995; Mamiya and Sakamoto, 2000; David and Wayne, 2001; 

Nakagawa et al., 2001; Paiva  and Otoni, 2003) แมมีรายงานการใชน้ําตาลหลายชนิด เพื่อชัก

นําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอในพืชตางๆ เชน หนอไมฝร่ัง (Mamiya and Sakamoto, 2000; 

Nakagawa et al., 2001) แตงกวา (Lou and Kako, 1995) เปนตน  อยางไรก็ตาม ยงัไมมี

รายงานการใชน้ําตาลเพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอม็บริโอของปาลมน้ํามัน ดงันัน้ในเบื้องตน

ของการศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้าํมันโดยตรงจงึ

ใชน้ําตาลเพื่อการชักนําการงอก 5 ชนิด ไดแก ซูโครส กลูโคส ฟรุคโทส แมนนทิอลและซอรบิทอล  

ในความเขมขนชนิดละ 0.1, 0.2 และ 0.3 โมลาร รวมกบัการผันแปรองคประกอบของธาตุอาหาร

สูตร MS เปน 1, 1/2 และ 1/5  เทาของสูตรปกติ จากการศึกษา พบวา การเติมน้ําตาลชนิดตางๆ 

ลงไปในอาหารเพื่อชักนาํการงอกมีผลตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามนันอยมาก (เร่ิม

งอกหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 เดือน) (การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 40 เปอรเซ็นต โดย

มีการงอกเอ็มบริโอละ 1-2 ตน) อยางไรก็ตาม ส่ิงทีค่นพบจากการเติมน้ําตาลเพื่อชักนําการงอก

ของโซมาติกเอ็มบริโอคือ การสรางโซมาติกเอม็บริโอทตุิยภูมิ ( SSE: secondary somatic 

embryo) จากโซมาติกเอม็บริโอเดิม โดย SSE ดังกลาวจะเริ่มสรางทีฐ่านของโซมาติกเอ็มบริโอเดิม

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 สัปดาห  จํานวนของ SSE ที่สรางขึ้นมากหรือนอยอยูกับชนิดและ

ความเขมขนของน้าํตาลทีเ่ติมลงในอาหาร โดยชนิดของน้ําตาลทีม่ีศักยภาพในการสงเสริมการ

สราง SSE ม ี4 ชนิดคือ กลโูคส ซูโครส ฟรุคโทส และซอรบิทอล มีเพยีงน้าํตาลแมนนทิอลเทานัน้ที่

ไมมีผลตอการพัฒนาของชิน้สวนพืชหลงัจากเพาะเลีย้ง แมวาแมนนิทอลมโีครงสรางทางเคมีที่ไม

แตกตางกับซอรบิทอลมากนัก อยางไรก็ตามในขณะนี้ยังไมทราบเหตุผลที่แนนอนวาเหตุใดแมนนิ

ทอลจึงไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงหลังจากเพาะเลีย้ง สันนิษฐานวาในปาลมน้ํามนัอาจไมมีเอน

ไซมมทีท่ําหนาที่ยอยน้าํตาลแมนนทิอลไปใชประโยชนได เมื่อพิจารณาความเขมขนของน้าํตาลตอ

การสราง SSE พบวาการสราง SSE มีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของน้าํตาลเพิ่มข้ึน การเติม

น้ําตาลความเขมขนสูงสงเสริมใหชิ้นสวนพืชสรางสารประกอบฟโนลคิมากขึ้นบางชิ้นสวนตาย 

หลังจากเพาะเลี้ยง SSE ทีส่รางขึ้นขางตนเปนเวลา 4 เดือน ในอาหารเดิมพบวา SSE บางสวนก็

สามารถงอกไดแตมีการงอกนอยมาก (สูงสุด 9.52 เปอรเซ็นต:ไมไดแสดงขอมูล)   จากการ

ตรวจสอบพบวามนี้ําตาลเพยีง 3 ชนิด เทานั้นที่สงเสรมิการงอกของ SSE ไดแก ซูโครส กลูโคส 
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และซอรบิทอล โดยการเตมิน้ําตาลซอรบิทอล 0.2 โมลาร สงผลตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ

สูงสุด 40 เปอรเซ็นต  ซอรบทิอลเปนน้ําตาลที่มีศกัยภาพในการชักนําการงอกของ SSE สูงสุด โดย

สงผลให SSE งอกในเกือบทุกความเขมขน และองคประกอบอาหาร Mark และคณะ (2005) 

รายงานการใชน้ําตาลซอรบิทอลเพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของถั่วเหลืองพบวา ซอรบิ

ทอลมีประสิทธิภาพในการชกันําการงอกของโซมาติกเอม็บริโอของถั่วเหลืองมากกวาแมนนิทอล 

สอดคลองกับการศึกษานี ้ทีพ่บวาแมนนิทอลเปนน้าํตาลที่ไมเหมาะสมตอการชักนาํการงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอ เนื่องจากไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของชิน้สวนหลังจากเพาะเลีย้งแตอยางใด 

เหตุผลที่ซอรบทิอลมีคุณภาพดีกวาแมนนทิอลนัน้ ขณะนี้ยังไมทราบสาเหตทุี่แนนอน (David  and 

Wayne, 2001) แตตามรายงานของ David and Wayne (2001) ซึ่งชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอของถั่วลิสงพบวา การใชซอรบิทอลสงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการสะสมของสาร 

triglyceride ในขณะที่การใชแมนนทิอลไมมีการสะสมของสารดังกลาว เหตุผลที่โซมาติกเอ็มบริโอ

สามารถงอกไดในอาหารที่เติมน้ําตาลนัน้ยังไมมีรายงานชัดเจนมากนัก อยางไรก็ตามการเติม

น้ําตาลลงในอาหารรวมกับการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน ในอาหารชักนาํการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโออาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาออสโมติกโพเทนเชยีลของอาหาร การเติมน้ําตาลความ

เขมขนยิ่งสงูสงผลตอการเพิม่ข้ึนของแรงดนัออสโมติก  Mamiya และ Sakamoto (2000) รายงาน

วาแรงดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนสงผลใหยับยั้งการเจริญของยอดแตไมมีผลตอการเจริญของราก 

ดังนัน้การเติมน้ําตาลความเขมขนยิ่งสงูขึน้อาจทําใหเกดิความเปนพษิซึ่งอาจสงผลตอความสําเรจ็

ของการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ สอดคลองกับการทดลองครั้งนี้ซึง่พบวา ความเขมขน

ของน้ําตาลยิ่งสูงขึ้นสงผลใหมีการสราง SSE ลดลง อีกทั้งยงัทําใหชิ้นสวนพืชมีการปลดปลอย

สารฟโนลิคเพิม่ข้ึน ทาํใหชิ้นสวนมีสีน้าํตาล หากไมยายเลีย้งชิน้สวนพืชก็อาจตายไดในที่สุด  

นอกจากนีน้้าํตาลยังจัดเปนสาร plasmolyzing osmoticum ซึ่งมีความแตกตางจากสาร  

non-plasmolyzing osmoticum โดยทัว่ไป เชน PEG โดยสาร plasmolyzing osmoticum 

สามารถผานเขาสูผนังเซลลและสงผลใหเกิด plasmolysis แบบชั่วคราว ซึง่โดยทั่วไปการเตมิ

น้ําตาลโดยทัว่ไปในอาหารชกันําการสุกแกเพื่อกระตุนการเกิดสภาวะขาดน้ํา เพื่อสงเสริมการเจริญ

พัฒนาของพืช ซึ่งมีการใชหลักของการชักนาํกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจนีซสีของสนทัว่ไป 

อยางไรก็ตามขอเสียของการเพาะเลีย้งเปนเวลานานโดยไมยายเลี้ยงของปาลมน้ํามันก็คือ การเกิด

การปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลานาน แบคทีเรียจะแทรกซึมอยูใน

ชิ้นสวน การเพิ่มระยะเวลาการยายเลี้ยงจะชวยเพิ่มปจจัยในการเจรญิของแบคทีเรียได SSE ที่

ปนเปอนเชื้อแบคทีเรียสามารถนําไปชักนําการงอกไดตามปกติ จากการสังเกต พบวาแมสามารถ
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ชักนาํการงอกได แตแบคทีเรียจะขัดขวางการดูดน้ําและธาตุอาหาร ทาํใหมกีารเจรญิเติบโตชากวา

ปกติ แนวทางสําหรับการศึกษาขั้นตอไปสําหรับการศึกษานี้คือ การยายเลี้ยงใหบอยขึ้น  

 เมื่อพิจารณาองคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ตอการสราง SSE พบวา การ

สราง SSE ลดลงตามองคประกอบของอาหารที่ลดลงจากสูตรปกติ สอดคลองกับการทดลองของ 

Grool และคณะ (2002) ที่ทําการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของมันสําปะหลัง บนอาหารสูตร MS ที่ลด

องคประกอบของธาตุอาหารลงเหลือ ½ และ1/4 พบวา ทําใหการงอกของเอ็มบริโอลดลง 21 และ 

55.21 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  นอกจากนี้จากการศึกษา พบวาการลดองคประกอบของธาตุอาหาร

สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการสรางรากโดยตรงจากโซมาติกเอ็มบริโอเดิม  อีกทั้งยังกระตุนการ

สรางสารประกอบฟนอลเพิ่มข้ึนอีกดวย ดังนั้นการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS สูตรปกติจึง

เหมาะสมตอการชักนํา SSE มากที่สุด Kumria และคณะ (2003) รายงานวาในการชักนําการงอก

ของโซมาติกเอ็มบริโอของฝายนั้น องคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ปกติใหการงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอสูงสุด 70 เปอรเซ็นต การลดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหนึ่งหรือหนึ่งใน

หาเทาของสูตรปกติ สงผลใหการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอลดลงเหลือ 40-50 เปอรเซ็นตเทานั้น  

 แมวาวัตถุประสงคเดิมของการศึกษานี้คือการชักนําการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ

โดยตรง แต พบวา โซมาติกเอ็มบริโอดังกลาวมีการงอกต่ํามาก พบการสราง SSE จํานวนมากซึ่ง 

SSE นับเปนเครื่องมือสําคัญที่ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการขยายพันธุปาลมน้ํามันดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดีแลวเพื่อใหไดตนจํานวนมาก ผูวิจัยไดคนพบวา เมื่อ

ทดลองนํา SSE ที่มีการงอกบางสวนบนอาหารที่เติมน้ําตาลความเขมขนและองคประกอบที่

สงเสริมการงอกไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา 

ทุกหนวยทดลองสามารถชักนําการงอกของยอดได แตพบวา SSE ที่ไดจากอาหารที่เติมซอรบิทอล 

0.2 โมลาร มีการงอกสูงสุด 77.92 เปอรเซ็นต นอกจากนี้พบวา ยอดปาลมน้ํามันที่ไดสามารถสราง

รากไดเองมีจํานวนประมาณ 35.71 เปอรเซ็นต การที่  SSE ที่ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่เติมน้ําตาลเปนเวลา 4 เดือน สามารถงอกเปนตนกลาหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 

ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต อาจเนื่องจากการเพาะเลี้ยง SSE บนอาหารโดยที่ไมมีการ

ยายเลี้ยงเปนเวลานาน สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการปลดปลอยสารฟโนลิคลงไปในอาหาร 

(จากการสังเกต) นอกจากนี้ยังทําใหความแข็งของอาหารเพิ่มข้ึนเนื่องจากการระเหยของน้ําทําให

คาออสโมติกโพเทนเชียลในอาหารลดลงอีกดวย ความแตกตางของคาออสโมติกโพเทนเชียล

ระหวางอาหารและโซมาติกเอ็มบริโอกอใหเกิดสภาวะเครียดน้ํา การดูดน้ําของโซมาติกเอ็มบริโอ

เปนไปอยางชาๆ มีการปรับสมดุลของสาร ABA ซึ่งเปนสารที่สงเสริมใหเมล็ดพักตัว (Bewley, 
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1997) กระบวนการดังกลาวขางตนอาจสงผลใหกิจกรรมของสาร ABA ลดลง  ดังนั้นหลังจากนํา 

SSE ขางตนไปเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม ทําใหโซมาติกเอ็มบริโอเริ่มดูดน้ําและอาจมีกระบวนการ

เปลี่ยนแปลงคลายกับการงอกของเมล็ดและกระตุนการทํางานของเอนไซมที่จําเปนตอการยอย

อาหารสะสมในโซมาติกเอ็มบริโอและการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (Bewley, 1997)  Merkle 

และคณะ (1995) อางโดย Corredoira (2002) รายงานวา โดยทั่วไปแลววัตถุประสงคของการลด

ความชื้ น เ พื่ อ ก า รยั บยั้ ง ก า รพั ก ตั ว ขอ ง โ ซมาติ ก เ อ็ มบ ริ โ อที่ เ กิ ด จ ากผลขอ ง  ABA   

ในกรณีของโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักนําไดจากอาหารเติมน้ําซอรบิทอลมีการสรางยอดและราก

มากกวาโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักนําไดจากอาหารเติมน้ําตาลซูโครส สันนิษฐานวาอาหารที่เติม

น้ําตาลซอรบิทอล มีผลตอการเพิ่มคาออสโมติกโพเทนเชียลของอาหารซึ่งเปนสภาวะเครียดน้ํา 

กลไกดังกลาวคลายกับการลดความชื้นที่กลาวแลวขางตน ดังนั้นการใชน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 

0.2 โมลาร เหมาะสมตอการงอกของ SSE มากกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส 

อยางไรก็ตาม การศึกษานี้แมวาทราบชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการชักนํา

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามัน แตยังไมทราบคาของออสโมติกโพเทนเชียล และ

เปอรเซ็นตความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลง จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิชนดิและความ

เขมขนของน้ําตาลขางตน ดังนั้น แนวทางการศึกษาในอนาคตนั้นควรมีการวัดคาออสโมติกโพเทน

เทียลของอาหาร และหาความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลง  ในสวนของการศึกษาคาออสโมตกิ

โพเทนเชียลที่เหมาะสมตอการงอกของ SSE นั้น ควรพิจารณาคาออสโมติคโพเทนเชียลของอาหาร

กอนเพาะเลี้ยงและหลังเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลาตางๆ กัน เนื่องจากการการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนพืช

บนอาหารนานถึง 4 เดือน โดยไมมีการยายเลี้ยงนั้น สงผลใหคาออสโมติกโพเทนเชียล

เปลี่ยนแปลงไปตามระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง ทั้งนี้สาเหตุอาจเนื่องมาจากการปลดปลอยสาร

ประฟโนลิคของชิ้นสวนพืชเอง และการระเหยของน้ําในอาหารเพาะเลี้ยง ทําใหคาออสโมติกโพเทน

เทียลแตกตางกันตามระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง   อยางไรก็ตามในพืชบางชนิดสามารถใช

ประโยชนจากน้ําตาลซอรบิทอลไดดีกวาน้ําตาลซูโครส    Ahmad และคณะ (2007) เปรียบเทียบ

การใชน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอลในการเพิ่มปริมาณยอดและรากของทอพบวา  การเพาะเลี้ยง

บนอาหารที่เติมซอรบิทอลใหการสรางยอดและรากสูงกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาล

ซูโครสในทุกความเขมขน โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 

ใหการสรางยอดและรากสูงกวา 2.5 และ 1.7 เทา ตามลําดับ นอกจากนี้ พบวา ในการเพาะเลี้ยง

แอปเปลและพืชตระกูลกุหลาบ พบวา ซอรบิทอลมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะหแสง 

กระบวนการหายใจ และการสรางอาหารสะสม นอกจากนี้พืชชนิดดังกลาวอาจมีเอนไซมบางชนิด
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เชน ซอรบิทอลดีไฮโดรจีเนส และซอรบิทอลออกซิเดสซึ่งเปนเอนไซมที่เปลี่ยนซอรบิทอลเปนกลูโคส

และฟรุคโทส  นอกจากนี้ซอรบิทอลอาจทําใหการแบงเซลลของพืชรวดเร็วขึ้นอาจสงผลใหพืชมีการ

เจริญเติบโตที่ดี (Ahmad et al., 2007)   

 การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเพื่อชักนาํการงอกในการศึกษานีท้ําโดยการ

ผ่ึงลมในตูยายเลี้ยงเปนระยะเวลาตางๆ กนั เปนการเพิม่ปจจัยสนับสนุนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน

การชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (pre-treatment) หลังจากนั้นจงึเขาสูกระบวนการชักนํา

การสราง SSE และการงอกของ SSE เชนเดียวกันกบักระบวนการที่กลาวมาแลวขางตน ซึ่งจะใช

วิธีนี้เปนวิธหีลกัของทกุๆ การทดลอง (ชกันําการงอกของ SSE โดยนาํมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต) ความชืน้จัดเปนปจจัยที่สําคัญปจจัยหนึ่งในการชกั

นําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอในหลายๆ ชนิด เชน สนนอรเวย (Find, 1997)  การนาํโซมาตกิ

เอ็มบริโอในจานเพาะเลี้ยงที่รองดวยกระดาษกรอง (Whatman  เบอร 54)  จากนัน้นาํจาน

เพาะเลี้ยงดงักลาวไปวางในโถดูดความชืน้ที่มีการแบงพืน้ที่ใหวางโซมาติกเอ็มบริโอและภาชนะที่

เติมน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโองอกสูงสุด 76 

เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม รายงานดงักลาวไมไดกลาวถึงเปอรเซน็ตของการลดความชื้น ในขณะที่

โซมาติกเอม็บริโอที่ไมผานการลดความชืน้ไมสามารถงอกไดเลย  Corredoira และคณะ (2003) 

ชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอเกาลดัโดยการลดความชืน้ดวยการวางโซมาตกิเอ็มบริโอบน

จานเพาะเลี้ยงที่ใสน้ํากลัน่ฆาเชื้อ 1 ใน 2 ของจานเพาะเลี้ยง (quadrant Petri dish) ในทีม่ืดเปน

เวลา 2 สัปดาห (ลดความชืน้ 14 เปอรเซ็นต)  แลวนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA 0.1 

มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโองอก 41.7 เปอรเซ็นต   สอดคลองกับการศึกษา

ในครั้งนีท้ี่พบวาการลดความชื้นของโซมาตกิเอ็มบริโอ 14.28 เปอรเซ็นต สงเสริมให SSE มีการ

งอกสูงสุด 39.61 เปอรเซ็นต พบวาการลดความชืน้บางสวน นอกจากสงเสริมให SSE งอกเพิม่ข้ึน

แลว ยงักระตุนใหมกีารสราง SSE เพิ่มข้ึนอีกดวย ขณะนี้ยงัไมมีรายงานการอธิบายกระบวนการ

เปลี่ยนแปลงภายในโซมาตกิเอ็มบริโอปาลมน้ํามันหลังจากลดความชื้น อยางไรก็ตาม รายงานของ

การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอของสนนอรเวยมีผลตอการสรางโปรตีนสะสมที่เรียกวาเบตา

โคนิเฟอรนิลดลง (Leal et al., 1995) การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอมากขึน้ (ใชเวลาใน

การผึ่งลมมากขึ้น) สงผลให SSE มีความเครียดมากขึ้น ซึ่งสามารถสงัเกตไดจากเมือ่นํา SSE ที่ได

ไปชักนําการงอกพบวา มกีารสรางสารประกอบฟโนลิคเพิ่มข้ึน ทาํใหตองมีการยายเลีย้งบอยขึ้น

ดวย หากไมยายเลี้ยงสงผลให SSE ตายในที่สุด  จากการศึกษาครั้งนีพ้บวาการลดความชืน้ของโซ

มาติกเอ็มบริโอบางสวนชวยสงเสริมการสรางและการงอกของ SSE ปาลมน้าํมนั โดยการลด
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ความชืน้ของโซมามาติกเอ็มบริโอลงประมาณ 10-12 เปอรเซ็นต หรือผ่ึงลมในตูยายเลี้ยง 

ประมาณ 20-25 นาที  

  กรดจิบเบลเรลลิค (GA3) เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดหนึง่ทีน่ิยมใชใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช มีคุณสมบัติกระตุนการยืดยาวของปลอง และจําเปนตอการเจริญของ

เนื้อเยื่อเจริญ (สมพร, 2549) Arteca (1996) รายงานวาจิบเบอเรลลินเปนตัวกระตุนเอนไซมอะ

ไมเลส (α-amylase) และเอ็นไซมไฮดรอไลซิสชนิดอื่นๆ ในการสงเสริมการเกิดไฮดรอไลซิสของ

อาหารสะสม เอนไซมอะไมเลสถูกสรางในชั้นแอลิวโรน (aluerone) และเคลื่อนยายเขาสูเอนโดสเป

อรม ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปงไปเปนน้ําตาล การทํางานของเอนไซมอะไมเลสที่กระตุนโดยกรดจบิ

เบลเรลลิคขางตนถูกยบัยั้งในระดับการถอดรหัสโดย ABA  นอกจากนี ้จิบเบลเรลลิน ยังออกฤทธิ์

ไดเชนเดียวกบัเมื่อพืชไดรับแสงสีแดง เชน ในการกระตุนใหเกิดการงอกของเมล็ดและการทดแทน

ความตองการอุณหภูมิต่ํา หรือความยาวชวงวัน เพื่อใชในการทําลายการพกัตัวในพืชหลายชนิด  

อยางไรก็ตาม ในการใช GA3 เพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอครั้งนี้ใชความเขมขนต่ํา

ระหวาง 0.01-0.5 มิลลิกรัมตอลิตรเทานัน้ ทัง้นี้เพื่อหลีกเลี่ยงการชักนาํใหเกิดความแปรปรวนจาก

การใชสารควบคุมการเจริญเติบโตกับเนื้อเยื่อพืช มีรายงานการใชสาร GA3 ในการชักนาํการงอก

ของคัพภะปาลมน้ํามันที่พฒันามาจากแคลลัสความเขมขนสูงถึง 50-100 มิลลิกรมัตอลิตร การใช

สารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดดังกลาวในความเขมขนที่สูงสงเสรมิใหตนกลามลัีกษณะผิดปกติ 

ใบเรียวเล็ก (สมปอง, 2544)  Nwanko and Krikorian (1983) อางโดย สมปอง (2544) รายงานวา

การใช GA3 เขมขนเพียง 1 มิลลิกรัมตอลิตร ก็เพียงพอตอการสงเสรมิอาการใบมวน และยับยั้งการ

สรางราก อยางไรก็ตามในการศึกษานี้ใช GA3 ความเขมขนต่ําเพยีง 0.01-0.5 มลิลิกรัมตอลิตร

เทานั้น ดังนัน้จึงไมมีผลใหตนกลาถูกยับยั้งการสรางราก มีรายงานการใช GA3 เขมขนต่ําเพยีง 

0.34 มิลลิกรัมตอลิตร เพือ่ชักนาํการงอกของไซโกติกเอ็มบริโอของมะพราว (Magdalita et al., 

2004) และใชความเขมขน 2.5-5 มิลลิกรมัตอลิตร ในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของ

มันฮอ (English walnut) ซึ่งสามารถชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 25-28 เปอรเซ็นต (Tang 

et al., 2000) เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตดังกลาวกับ

การศึกษานี้ซึง่พบวาใช GA3 ความเขมขนต่ํากวาถึง 250-500 เทา แตมีการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ใกลเคียงกนั (ใช GA3 เขมขน 0.01 มลิลิกรัมตอลิตร ชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอ 29.76 เปอรเซ็นต) การงอกของของโซมาตกิเอ็มบริโอยงัขึ้นอยูกับความเขมแสงอีกดวย 

ความเขมแสง 1,554 ลักซ สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโองอกเฉลี่ยสงูกวาที่ความเขมแสง 1,178- 



 53 

ลักซ ดงันัน้ในการศึกษาครั้งตอไปควรศึกษาผลของความเขมแสงที่เหมาะสมเพื่อเพือ่ประสิทธิภาพ 

การงอกของ SSE ตอไป 

 BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน มีคุณสมบัติชวยในการ

แบงเซลล และชวยสงเสริมการสรางยอด (shoot formation) นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการชักนํา

ใหเกิดตน (สมพร, 2549) มีรายงานการใช BA ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชหลายชนิด เชน 

Gardinia jasminoided (Chuenboonngarm et al., 2001.) Water Chestnut (Hogue et al., 

2006) กลวย (อรอุมา, 2550) เปนตน  อยางไรก็ตามพบวา BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มี

ประสิทธิภาพต่ําในการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามัน เมื่อเปรียบเทียบกับ 

GA3 โดยใหเปอรเซ็นตการงอกของ SSE ต่ํากวา GA3 ประมาณ 4 เทา (เปรียบจากความเขมขนที่

ใหเปอรเซ็นตการงอกสูงสุดในแตละชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต)  นอกจากนี้ยังพบวา 

การใช BA ความเขมขนยิ่งสูงขึ้นสงผลใหการสราง SSE ลดลง และพบวา สารควบคุมการ

เจริญเติบโตชนิดนี้สงผลตอลักษณะความผิดปกติของการเพาะเลี้ยงเนื้อปาลมน้ํามันในอัตราที่สูง 

โดยสงผลทําใหตนกลามีลักษณะผิดปกติถึง 27.88 เปอรเซ็นต  การทดลองนี้นํามาสูขอสมมติฐาน

ที่วา ปญหาการกลายพันธุของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันนั้น สาเหตุหนึ่งอาจเกิดจากการ

ใชสาร BA ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้พบวาการใช BA เขมขนเพียง 1 มิลลิกรัมตอลิตร ในชวงของการ

ชักนําการงอกก็เพียงพอตอการเกิดความผิดปกติจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได โดยใบของตนกลามี

ลักษณะมวนเปนหลอดคลายการออกดอก นอกจากนี้พบวา การใช BA สงผลตอการงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอนอยมาก การงอกของตนกลามีลักษณะสั้นๆ เปนกระจุกทําใหยากตอการตัดแยก

ตนกลาไปชักนําราก มีรายงานการใช BA ในการเพาะเลี้ยงปลายยอดของกลวยน้ําวา ความเขมขน 

5 มิลลิกรัมตอลิตร (อรอุมา, 2550) พบวาสงผลใหตนกลวยมีลักษณะผิดปกติคือใบสีซีดจํานวน 

1.5 เปอรเซ็นต หลังการยายเลี้ยงครั้งที่สองพบลักษณะใบดาบสูงถึง 25.76 เปอรเซ็นต นอกจากนี้

ยังพบลักษณะผิดปกติอ่ืนๆหลังการยายเลี้ยงครั้งที่ 3 คือ ลําตนยืดยาว หนอปม และใบเปนเสน

มวนงอ ปญหาตนกลาไมยืดยาวจากการนํา SSE ที่ชักนําจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารเติม BA แม

สามารถแกปญหาไดโดยการยายไปเพาะเลี้ยงในอาหารใหมที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนดิ

ดังกลาวลงเขมขน1 มิลลิกรัมตอลิตร อยางไรก็ตามการชักนําการงอกโดยกระบวนการนี้ ไมพบตน

กลาที่สมบูรณเลย ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันจึงควรมีการหลีกเลี่ยงการใชสาร

ควบคุมชนิดดังกลาว การปรับสมดุลของสรีรวิทยาโดยใชน้ําตาลความเขมขนสูง เชน ซอรบิทอล

เขมขน 0.2 โมลาร แทน จากผลการศึกษาขางตนเปนเพียงขอสรุปเบื้องตนจากการใช BA เพื่อชัก

นําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันเทานั้น สวนไซโตไคนินชนิดอื่นๆ มีผลตอความ
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แปรปรวนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันหรือไมนั้น ไมไดทําการศึกษา ดังนั้น ในการศึกษา

คร้ังตอไปนาจะศึกษาผลของสารควบคุมเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินชนิดอื่นๆ เชน ไคนีทิน 

(kinetin)  ซีเอทิน (zeatin) หรือน้ํามะพราวตอความผิดปกติในการงอก SSE ปาลมน้ํามัน 

  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามนัผานกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซีสทีผ่านมา

พบวา มกีารใชสาร 2,4-D ความเขมขนสงูถึง 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร (Teixeria et al., 1995; 

Aberlence-Bertossi et al., 1999) และในขั้นตอนการชักนาํการงอกของคัพภะที่พัฒนามาจาก

แคลลัสตองใช GA3 เขมขนสูงในชวง 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร  การใชสารควบคุมการเจริญเติบโต

ความเขมขนสงูขางตนสงผลใหเกิดความแปรปรวนของตนกลา ลักษณะความผิดปกติที่เกิดขึ้นทั้ง

ระยะที่เปนตนกลาในเรือนอนุบาลกอนปลกู (pre-nursery stage)  เชน การแตกกอ การพัฒนา

ดอกที่ยอด และระยะตนโตในแปลงปลูก (mature palm in the field) มีการผลิตเฉพาะดอกตวัผู 

การผลิตเฉพาะดอกกะเทย และ การเกิดผลลักษณะเมนเทิ้ล (สมปอง, 2544) โดยลักษะผลแบบ

แมนเทิ้ลนัน้ พบวา มีการสรางดอกตัวเมียตามปกติแตไมสามารถพฒันาเปนผลทีส่มบูรณ (ไมสุก 

ยังคงมสีีดํา ขนาดเทาเดิม) เมื่อตรวจสอบโดยการผาผลดู พบวา มีพทูัง้หมด 6 พู (จากเดิมม ี3 พู) 

พูทีพ่ัฒนาขึ้นมาเปนการพฒันาของกลีบเลี้ยง (sepal) (สมปอง, 2544)  เพื่อลดปญหาที่อาจสงผล

ตอความแปรปรวนจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ความเขมขนสูงขางตน การศึกษานีจ้ึง

ใชสารออกซินความเขมขนต่ําชนิดใหมคือ dicamba (2-Methoxy-3,6-dichlorobenzoic acid) 

โดยในชวงชักนําการสรางแคลลัสใชความเขมขนเพยีง 1-5 มิลลิกรัมตอลิตร เทานัน้ และในชวง

ของการชักนําเอ็มบริโอเจเนซีสใชสาร dicamba ความเขมขนลดลงเหลือ 1 มลิลิกรัมตอลิตร 

ในชวงของการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนัน้มกีารหลกีเลี่ยงการใชสารควบคุมการ

เจริญเติบโตโดยการปรับสมดุลทางสรีรวทิยาของโซมาติกเอ็มบริโอโดยใชน้ําตาลชนิดตางๆ หรือ

หากใชก็ใชในความเขมขนต่ํามากเชน GA3 ความเขมขนต่ํา (0.01 มิลลิกรัมตอลิตร) จากการ

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบลักษณะผิดปกติ คลายกบัการออกดอกในหลอดทดลอง

เพียง 0.03 เปอรเซ็นต เทานั้น  ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนัน้มีการใชผงถาน (activated 

charcoal) มักใชผงถานความเขมขน 0.2-3 เปอรเซ็นต โดยผงถานมีความสามารถในการดูดซับ

สารบางตวัออกจากอาหารได เนื่องจากผงถานมีชองวางที่ละเอียดมาก มีพืน้ที่ผิวในชองวางสูง จึง

ใชผงถานในการดูดซับสารพษิเชน สารประกอบฟนอล เอทิลีน ซึง่เปนพิษตอเซลล (สมปอง, 2539)  

ในการศึกษาการใชผงถานเพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอครั้งนี้ พบวา การงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอนอยกวาการชักนาํการงอกโดยวิธีอ่ืนๆ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเติมอาหารเหลว

สูตร MS ที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึง่เติม NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 
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มิลลิกรัมตอลิตร) ในปริมาณเพียง 1 มิลลิลิตร เทานั้น ซึ่งนอยมาก เหตุผลของการเติมอาหารเหลว

เพียง 1 มิลลิลิตร เนื่องจากโซมาตกิเอ็มบริโอที่ใชในการชักนาํการงอกมีขนาดเฉลีย่เพียง 5 x 6 

มิลลิเมตร เทานัน้ หากเติมอาหารเหลวมากกวา 1 มิลลิลิตร ทําใหโซมาติกเอม็บริโอจมลงไปใน

อาหาร นอกจากนี้พบวา การเติมอาหารเหลวสงผลใหมีการปนเปอนเชื้อแบคทีเรียมากขึน้ ทาํให

ชิ้นสวนพชืตายในอัตราที่สูง และการเติมผงถานชิน้สวนพืชตายถึง 38.33 เปอรเซ็นต 

 การชักนํารากเปนปญหาหนึ่งในการผลิตตนกลาปาลมน้ํามันดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งสงผลตออัตราการรอดชีวิตภายหลังการอนุบาลตนกลาลงดินปลูกจาก

การศึกษานี้ พบวา โซมาติกเอ็มบริโอสามารถสรางรากไดในอาหารเติมน้ําตาลความเขมขนสูง 

โดยเฉพาะ ซูโครส และซอรบิทอล พบวาน้ําตาลทั้ง 2 ชนิดดังกลาว สามารถสงเสริมใหยอดปาลม

น้ํามันสรางรากได จากการนํายอดของปาลมน้ํามันไปชักนํารากในอาหารสูตร MS ที่ผันแปร

องคประกอบของธาตุอาหาร เติมน้ําตาลความเขมขนสูง พบวา ยอดปาลมน้ํามันสามารถสรางราก

ไดสูงสุด 31.25 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครส 0.2 โมลาร (7.2 เปอรเซ็นต) ผล

ดังกลาวอาจเปนไปไดวายอดปาลมน้ํามันปรับตัวในสภาวะขาดน้ํา โดยพืชจะมีการปรับตัวใหอยู

รอดกับสภาวะดังกลาว โดยกระตุนใหพืชมีการสรางราก อยางไรก็ตามการเติมน้ําตาลความเขมขน

สูงสงผลใหพืชปลดปลอยสารประกอบฟโนลในอาหาร ใหการดูดน้ําของพืชถูกขัดขวาง รากที่ชักนํา

ไดโดยวิธีการนี้มีความยาวกวายอดประมาณ 3 เทา ซึ่งอาจเนื่องมาจากการปรับตัวของพืชเพื่อ

ความอยูรอดในสภาวะขาดน้ําทําใหรากปรับตัวและยืดยาวมากขึ้น อยางไรก็ตามใบของตนกลา

ปาลมน้ํามันจะมีลักษณะเหี่ยว และเหลืองเชนเดียวกับอาการขาดน้ําของพืชโดยทั่วไป  อาจ

เนื่องมาจากในสภาวะที่พืชขาดน้ํามีผลใหพืชมีการสราง เอทธิลีน ทําใหปริมาณคลอโรฟลลในใบ

ลดลงสงผลใหใบพืชแกและรวง (สายัณห และระวี, 2547) แมวาการชักนํารากโดยวิธีการดังกลาว

สงเสริมใหพืชเหี่ยว แตเปนวิธีการที่นาสนใจซึ่งชวยใหพืชมีการปรับตัวตั้งแตอยูในสภาพหลอด

ทดลอง อันจะสงผลใหหลังจากยายตนกลาไปอนุบาลในสภาพนอกหลอดแลวพืชจะมีอัตรารอด

ชีวิตสูงขึ้น 

  ในการอนุบาลตนกลาปาลมน้ํามันเพื่อใหมีอัตราการรอดชีวิตที่สูง ทําไดโดยการ

ควบคุมความชื้นใหใกลเคียงกับความชืน้ในหลอดทดลอง เนื่องจากระบบรากของตนยงัไมแข็งแรง

นัก (มเีพียง 1 ราก) หากไมควบคุมความชืน้ตนกลาจะเหีย่ว ในการอนบุาลตนกลาปาลมน้าํมนัที่ได

จากการศึกษาครั้งนี้ไดใชขวดแกวครอบตนกลาประมาณ 1 เดือน ความเขมแสง 800-1000 ลักซ 

ซึ่งขอดีของการครอบตนกลาดวยขวดแกวคือการระบายความรอนที่ด ี ไมมีการเปลี่ยนแปลงของ

อุณหภูมิในขวดแกวมากนัก ทั้งนี้สามารถสงัเกตเบื้องตนจากการที่ไมมไีอน้ําปรากฏภายในขวดเลย 
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อยางไรก็ตามหากพบวาหลงัจากครอบดวยขวดแกว 1 เดือนแลว เมือ่นําขวดที่ครอบออก ตนกลา

ปาลมน้าํมนัยงัมีอาการเหี่ยวอยูก็ใหครอบตอไปอีกประมาณ 2 สัปดาห ซึ่งในชวงของการครอบ

ดวยขวดแกวตนกลาไดรับอากาศที่จํากัดทําใหมีการเจริญเติบโตไมดีนัก การครอบตนกลาดวย

ถุงพลาสติกมขีอเสียคือการเกิดความรอนและไอน้ําขึ้นในถุงทาํใหตนกลาตายนึง่ สงผลตออัตรา

การรอดชีวิตของตนกลาที่ต่าํลง เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพใหตนกลาปาลมน้าํมนัมีการเจริญเติบโตดี

และมีอัตราการรอดชีวิตสูง ควรอนุบาลเมือ่ตนกลามีความสูงประมาณ 8 เซนติเมตร ข้ึนไป (จาก

การสังเกต)  โดยตนกลาทีม่ีขนาดเล็กใหยายไปเพาะเลีย้งในอาหารสตูร MS กอน อัตราการสราง

ใบของตนกลาหลังเพาะเลี้ยงอนุบาลประมาณ 1 ใบตอเดือน ในชวงทีต่นกลามีจํานวนใบ 1-5 ใบ

แรก ตนกลาจะมีลักษณะใบแคบ ตนกลาจะเริ่มสรางใบที่มีขนาดใหญข้ึนตั้งแตใบที ่ 6 นอกจากนี้

พบวา การชกันํารากโดยใชน้ําตาลความเขมขนสูง เพื่อใหตนกลามีการปรับตัวและชวยสงเสริมการ

สรางรากกอนอนุบาลนั้น สงผลใหรากของตนกลายืดยาว และใบเหลือง  โดยรากที่งอกมีลักษณะ

ลีบเล็ก ทําใหตองใชระยะเวลาในการฟนตัวหลงัจากอนบุาลนานขึน้ มีรายงานการแตกกอของตน

กลาปาลมน้าํมันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (สมปอง, 2544) ผลดังกลาวอาจเปนไปไดวา อาจ

เปนตนกลาทีต่ัดแยกเพื่อชักนํารากนั้นผานการตัดทีม่ีจดุเจริญของยอดที่กําลังพฒันาตอไปดวย 

เมื่ออนุบาลลงดินปลูกจุดเจรญิสวนยอดพฒันาใหตนที่มลัีกษณะ เหมอืนการแตกกอเปนสองตน 

   ในการใชเทคนิคไอโซไซมเพื่อการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํา

ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนครั้งนี้เปนเพียงการศึกษาเบื้องตนเพื่อศึกษาความเปนไปไดในการใช

เทคนิคไอโซไซมมาใชในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํามันในหลอดทดลอง

เทานั้น Werner (1992) อางโดย อรอุมา (2550) รายงานวาพืชแตละชนิดมีความจําเพาะตอระบบ

เอนไซมในแตละชนิดแตกตางกัน ดังนั้นในเบื้องตนไดศึกษาระบบเอนไซมรวมทั้งสิ้น 8 ระบบ 

อยางไรก็ตาม มีระบบเอนไซมพียง 3 ระบบเทานั้นที่สามารถยอมติดสีไดชัดเจนไดแก แอซิดฟอส

ฟาเทส เปอรออกซิเดส และเอสเตอเรส ระบบเอนไซม 3 ระบบดังกลาวใหจํานวนแถบเอนไซมที่

แตกตางกัน โดย ระบบเอสเทอเรสสามารถยอมติดสีเอนไซมไดชัดเจนสูงสุด 5 แถบ ดังนั้นจึงเปน

ระบบเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาที่ไดจากการเพาะเลี้ยง

ใบออน ธัญญาพร (2547) ศึกษาระบบเอนไซมตางๆ เพื่อใชในการตรวจสอบความแปรปรวนของ

หนาวัวในหลอดทดลอง พบวา ระบบเอนไซมเอสเทอเรสเปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมในการ

ตรวจสอบความแปรปรวนของหนาวัวในหลอดทดลอง โดยใหการติดสีและการกระจายตัวของแถบ

เอนไซมดีที่สุด สามารถใชระบบเอนไซมดังกลาวตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลม

น้ํามันในหลอดทดลอง (6 เดือน และ 1 ป หลังจากงอก ) และตนกลาที่อนุบาลเปนเวลา 6 เดือน 
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(ไมไดแสดงขอมูล) สําหรับช้ินสวนใบนอกหลอดทดลองนั้นแมสามารถยอมติดสีไดก็ตาม แตไม

เหมาะสมมากนักเนื่องจากอาจมีการปนเปอนของสิ่งสกปรกในสภาวะนอกหลอดทดลองมากกวา

ทําใหแถบเอนไซมที่ไดมีลักษณะปนแยกความแตกตางของแถบเอนไซดไดไมชัดเจน (ไมไดแสดง

ขอมูล) นอกจากนี้ใบจากนอกหลอดทดลองมีความแข็งและมีเสนใยมากกวาใบในหลอดทดลอง

มาก ทําใหสกัดเอนไซมยาก อยางไรก็ตาม สามารถแกไขไดโดยใชไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางพืช

กอนนําไปสกัดเอนไซม  (วิไลวรรณ และอมรรัตน, 2533)  เหตุผลที่เลือกชิ้นสวนใบ (ใบที่ 1 และ 2 ) 

เปนแหลงของชิ้นสวนพืชที่นํามาตรวจสอบความแปรปรวนเนื่องจาก ชิ้นสวนดังกลาวถือเปน

ตัวแทนของตนกลาแตละตนอยางแทจริง และตนกลาไมเกิดความเสียหาย สามารถติดตามผลการ

เปลี่ยนแปลงจนถึงระยะการใหผลผลิตได   สัดสวนของบัฟเฟอรสกัดตอชิ้นสวนพืชเปนปจจัยหลัก

ตอความชัดเจนในการตรวจสอบ นอกจากนี้ พบวา น้ําหนักใบของตนกลาปาลมน้ํามันนั้นถือวา

นอยมาก ดังนั้นควรใชอัตราสวนของตัวอยางใบกับบัฟเฟอรอยางเหมาะสม อัตราสวนของชิ้นสวน

ใบตอบัฟเฟอรที่เหมาะสมที่สุดคือ 1:5 หากใชอัตราสวนของบัฟเฟอรสกัดที่นอยกวานี้ สงผลใหไม

สามารถเก็บของเหลวที่สกัดไดเลย เนื่องจากใบของปาลมน้ํามันมีปริมาณน้ําในใบนอย ในทาง

ตรงกันขามหากใชอัตราสวนตัวอยางพืชและบัฟเฟอรสกัดที่สูงกวา  1:5 สงผลเอนไซมที่สกัดไดเจือ

จางลงทําใหการติดสีของเอนไซมนอยแมจะใชระบบที่เหมาะสมก็ตาม 

 จากการนําเอนไซมที่สกัดเอนไซมจากใบออนของตนกลาปาลมน้ํามันในหลอด

ทดลองจํานวน 50 ตน และนอกหลอดทดลองจํานวน 8 ตน มาตรวจสอบความแปรปรวนโดยใช

ระบบเอนไซมเอสเทอเรส พบวา ใหรูปแบบไอโซไซมที่เหมือนกัน จึงสรุปไดวา ตนกลาปาลมน้ํามัน

ที่ขยายพันธุดวยวิธีการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดี ไมมีความแปรปรวนทาง

พันธุกรรม อยางไรก็ตาม หากตองการความมั่นใจยิ่งขึ้นควรตรวจสอบความแปรปรวนดวยวิธีการ

อ่ืนๆ ดวย เชน RAPD, AFLP และ SSR  
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บทที่ 5 
 

บทสรุป 
 

1. การเพิ่มปริมาณโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

 ภาชนะเพาะเลี้ยงที่เปนปจจัยสําคัญในการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอของปาลม

น้ํามันที่แตกตางกัน โดยการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลองใหการสรางโซมาติก

เอ็มบริโอทั้งหมด และโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวสูงสุด 21.37 และ 5.37 เอ็มบริโอ 

ตามลําดับ 

 
2. การเพิ่มประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ  
 

  2.1 น้ําตาลซอรบิทอล เปนน้ําตาลที่เหมาะสมที่สุดในการชักนําการสราง SSE 

ของปาลมน้ํามัน โดย SSE ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันบนอาหารสูตร 

MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร มีการงอกสูงสุด 77.92 เปอรเซ็นต และพัฒนาใหตนกลาที่

สมบูรณสูงสุด 35.71 เปอรเซ็นต 

 2.2 การลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันบางสวน กอนนําไป

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร พบวา ใหการสราง SSE (23.21 

เอ็มบริโอ) โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (8.30 เปอรเซ็นต) และการงอกของ SSE (35.45 

เปอรเซ็นต) สูงกวาการใชซอรบิทอลเพียงลําพัง 

 2.3 การใชซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม GA3 เขมขน 0.01 

มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการสราง SSE (28.56 เอ็มบริโอ) โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (10.10 

เปอรเซ็นต) การงอกของ SSE (29.76 เปอรเซ็นต) สูงกวาการใชซอรบิทอลเพียงลําพัง 

 2.4 BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบที่มีประสิทธิภาพต่ําในการชักนําการงอก

ของ SSE การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับ BA 

เขมขน 1.0 มิลลิกรัม พบวา การสราง SSE (14.89 เอ็มบริโอ) โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 

(13.02 เปอรเซ็นต) การงอกของ SSE 10.47 (เปอรเซ็นต) ต่ํากวาการใชซอรบิทอลเพียงลําพัง 

นอกจากนี้ยังพบลักษะตนที่ผิดปกติโดยยอดมีลักษณะใบมวนเปนหลอด เมื่อใบคลี่มีลักษณะเปน

พุมไมกวาด 27.88 เปอรเซ็นต 
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 2.5 การใชผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวลงใหประสิทธิภาพต่ําในการชักนํา

การงอกของ SSE โดยการเพาะเลี้ยงโซมมาติกเอ็มบริโอบนอาหาร 2 ชั้น ชั้นลางเปนอาหารแข็ง

สูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับ ผงถาน เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต ชั้นบนเปน

อาหารเหลวสูตรเดียวกันเติม NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา มีการ

สราง SSE 17.98 เอ็มบริโอ โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 10.04 เปอรเซ็นต และการงอกของ 

SSE เพียง 8.75 เปอรเซ็นต  

 
3 การชักนําราก 
 
 สามารถชักนํารากของยอดปาลมน้ํามันบางสวนได โดยนําไปเพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติมซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 2 เดือน โดยสามารถชักนํารากได 31.25 

เปอรเซ็นต 
 
4. กาอนุบาลตนกลา 
 
 การอนุบาลตนกลาปาลมน้ํามันโดยการครอบตนกลาดวยขวดแกวขนาด 8 ออนซ 

เปนเวลา 1 เดือน ใหการรอดชีวิตของตนกลาสูงสุด 93.27 เปอรเซ็นต 

 
5. การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

 อัตราสวนของชิ้นสวนพืชตอบัฟเฟอรสกัดที่เหมาะสมสําหรับสกัดเอนไซมจากใบ

ของตนกลาปาลมน้ํามันคือ 1:5 ระบบเอนไซมเอสเทอเรส เปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมเหมาะสม

ที่สุดในการทดสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํามัน โดยสามรถยอมติดสีเอนไซมชัดเจน

และแถบเอนไซมสูงสุด 5 แถบ รูปแบบของไอโซไซมดังกลาวไมมีความแตกตางกัน จึงสามารถใช

ในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาทั้งในและนอกหลอดทดลองได ดังนั้น การขยายพันธุ

ปาลมน้ํามันดวยวิธีการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดี สามารถผลิตตนกลาปาลม

น้ํามันที่มีความสม่ําเสมอ ไมมีความแปรปรวนหรือผิดปกติของตนกลา 
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ตารางภาคผนวกที ่1 องคประกอบของธาตุอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) 

 

องคประกอบ ปริมาณสาร (มิลลกิรัมตอลิตร) 
ธาตุอาหารหลัก  

NH4NO3 1650.00 

KNO3 1900.00 

KH2PO4 170.00 

CaCl2.2H2O 440.00 

MgSO4.7H2O 370.00 
ธาตุอาหารรอง  

KI 0.83 

H3BO3 6.20 

MnSO4.H2O 16.90 

ZnSO4.7H2O 10.60 

CuSO4.5H2O 0.025 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

CoCl2.6H2O 0.025 

FeSO4.7H2O 27.80 

Na2EDTA 37.30 
สารอินทรีย  

Myo-inositol 100.00 

Nicotinic acid 0.50 

Pyridoxine HCl 0.50 

Thiamine HCl 0.10 

Glycine 2.00 

Sucrose (กรัม) 30.00 

วุน (กรัม) 7.50 

pH 5.7 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ตัวอยางสารเคมียอมสีเอนไซม 3 ระบบ 
 

ระบบเอนไซม สวนประกอบ 

เปอรออกซิเดส (peroxidase: PER) 3-Amino-9-ethylcarbazole, ß-Napthol, Acetone, 

Tris-HCl, Acetic acid และ Hydrogen peroxidase 

3% 

แอลฟาเอสเทอเรส (esterase: EST) Phosphate buffer (monobasic sodium phosphate 

และ dibasic sodium phosphate), Fast blue B Salt 

และ Napthyl acetate 

แอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase : 

ACP) 

Na acetate, MgCl2.6H2O, Fast black k salt,  

α-Napthyl acid phosphate (in 50% acetone) 

 
ตารางภาคผนวกที่ 3 สวนประกอบของเจลตอนบน (stacking gel) และเจลตอนลาง 

(separating gel)   สําหรับเจล 2 แผน 

 

สารเคม ี ความเขมขน (%) 

 เจลตอนลาง (%) เจลตอนบน (%) 

30% acrylamide gel (ml) 3.0 0.30 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.9) (ml) 1.45 - 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) (ml) - 0.375 

น้ํากลัน่ (ml) 4.435 2.265 

TEMED (μl) 5.0 5 

10% APS (μl) 225 120 

ปริมาตรรวม (ml) 9.115 3.065 

ที่มา: ธัญญาพร (2547) 
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ภาคผนวกที่ 1 สวนประกอบสารเคมี 
1. Extraction buffer 
 - Tris-HCl 0.5 M pH 7.5      6.05 กรัม 

 - PVP 2%       2.0   กรัม 

 - Na2EDTA 2 Mn      0.074 กรัม 

 - น้ํากลั่น       100 มิลลิลตร 

 - 2-Mercapthoetanol 1% (เติมเมื่อบดตัวอยาง) 

   
2. Electrode buffer 
 - Tris-HCl 0.5 M pH 8.3      3.03 กรัม 

 - Glycine       14.04 กรัม 

หมายเหตุ นํา Tris-HCl  และ Glycine ละลายในน้ํา 1000 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.3 

 
3. ระบบสียอมเอนไซม 
 

 แอลฟาเอสเทอเรส (α-Esterase) 

  

 1. Phosphate buffer 0.1 M pH 6.0        100 มิลลิลิตร 
  สารเคมี Stock A 
  - Solution of monobasic sodium phosphate 0.1 M 43.8 มิลลิลิตร 
  สารเคมี Stock B 
  - Solution of dibasic sodium phosphate 0.1 M       6.15 มิลลิลิตร 

 2. Fast blue S salt           150 มิลลิลิตร 

 3. α-Naphyl acetate in absolute alcohol   3   มิลลิลิตร 

 หมายเหตุ นํา Stock A และ Stock B ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร และปรับ pH 6.0 

                            ละลายสารในขอ 1 และ 2 ใหเปนเนื้อเดียวกันกรองในที่มืด และเติมสารใน 

                            ขอ 3 เมื่อเขยายอมในที่มืดจนกวาเจลจะติดสีชัดเจน  
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 เปอรออกซิเดส (Peroxidase) 
  

 สารเคมี Stock A 
 1. 3-Amino-9-ethylcarbazole    210 มิลลิลิตร 

 2. β-Napthol      145 มิลลิลิตร 

 3. Acetone      100 มิลลิลิตร 

หมายเหตุ ละลายสารเคมีในขอ 1 และ 2 ในขอ 3 ใหเปนเนื้อเดียวกันและเก็บในขวดสีชา 
 สารเคมี Stock B 
 1. Tris-HCl      1.50 มิลลิลิตร 

 2. Acetic acid      1.70 มิลลิลิตร 

 3. น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 
 สารเคมี Stock C 
 1. Hydrogen peroxidase 3% (H2O2)   1       มิลลิลิตร 

 หมายเหตุ ผสม Stock A: B: C ในอัตราสวน 20: 80: 1 เทา ใหเปนเนื้อเดียวกัน  

                               เขยายอมในที่มืดจนกวาเจลจะติดสีชัดเจน 

 
แอซิดฟอสฟาเทส 
  1. Na acetate      100 มิลลิลิตร 

  2. MgCl2.6H2O           1 มิลลิลิตร 

  3. Fast black k salt     100 มิลลิกรัม 

  4. α-Napthyl acid phosphate (in 50% acetone)        3 มิลลิลิตร 

 หมายเหตุ ละลายสารในขอ 3 ใน ขอ 1 ใหเปนเนื้อเดียวกัน และเติมสารขอ 2 และ 4 เมื่อ 

                           จะยอมสีเจล เขยายอมในที่มืดเปนเวลา 1-5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 

 

ภาคผนวกที่ 2 การเกิดปฏิกิริยาของสียอมแตละระบบเอนไซม 

1. แอลฟาเอสเทอเรส (α-Esterase; EST) 
 เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมี 

 α-Naphyl acetate + H2O   α-Naphthol + Acetate   

 เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีมวงหรือมวงดําบนแผนเจล 
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2. เปอรออกซิเดส (Peroxidase; PER) 
 เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมี 

 H2O2 + Donor    Oxidized donor + 2H2O 

อาศัยหลกัการเปลี่ยนสีของ Aromatic amides เชน o-dianisidine เมื่อมี H2O 

และ peroxidase เรงปฏิกิริยาในสภาพมดืเกิดแถบสีน้าํตาล 
 

 3. แอซิดฟอสฟาเทส (Acid phosphatase: ACP) 
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมี 

 Orthophosphomoester + H2O   Alcohol + Orthophosphate 

  เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกดิแถบสีแดงบนแผนเจล 
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MSE 3-4 months 

MSE 

MSSE 

MSSE 
MSI 

MSI

1 month

1 month

7 months

2 weeks 

10 weeks

3 months  hardening  

SSE germination
induction of  SSE 

primary callus 

primary somatic embryos 

 
- MSI : MS-free

- MSSE :  MSI+0.2 M 

- MSE :  MSI+1 mg/l 

 Oil Palm Propagation  
through SSE 

 

embryogenic callus dicamba 

sorbitol 

3 months 
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