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บทคดัย่อ 
 

การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์ซัสเพนชัน่ปาล์มน ้ ามนั โดยใชป้ริมาตรเซลล์
เร่ิมตน้แตกต่างกนั พบว่า ปริมาตรเซลล์เร่ิมตน้ 2 มิลลิลิตร ให้การเจริญดีท่ีสุด มีปริมาตรตะกอน
เซลล์เพิ่มข้ึน 2-3 เท่า ภายในระยะเวลา 30 วนั ระยะ log phase อยูใ่นช่วง12-24 วนั ดงันั้นจึงแยก   
โปรโตพลาสต์จากเซลล์อายุ 12 วนั หลงัการยา้ยเล้ียงทุก ๆ 15 วนั โดยใชป้ริมาตร 1.0 มิลลิลิตร     
ต่อสารละลายปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดว้ยสารละลายเอนไซมเ์ซลลูเลสโอโนซูกะอาร์ 10 
เขม้ขน้ 2.0 เปอร์เซ็นต์ มาเซอร์โรไซม์อาร์ 10 เขม้ขน้ 1.0 เปอร์เซ็นต์ และไดรซีเลส เขม้ขน้           
1.5 เปอร์เซ็นต ์ละลายในแมนนิทอล ขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปรับความเป็นกรดด่างเป็น 5.7 อินคูเบท
เป็นเวลา 5 ชัว่โมง บนเคร่ืองเขย่าแบบไปมาท่ีความเร็วรอบ 70 รอบต่อนาที ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 
28±2 องศาเซลเซียส พบวา่ ให้จ  านวนโปรโตพลาสตสู์งสุด 1.94 x 106 โปรโตพลาสต์ต่อปริมาตร
ตะกอนเซลล์ 1 มิลลิลิตร และความมีชีวิตสูงท่ีสุด 95 เปอร์เซ็นต ์การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตด์ว้ย
ความหนาแน่นเร่ิมตน้ 5x105 โปรโตพลาสต์ต่อปริมาตรตะกอนเซลล์ 1 มิลลิลิตร ในอาหารเหลว
สูตร MS (Murashige and Skoog) เติม BA (N6-Benzyladenine) เขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร        
ไดแคมบา เขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิค เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
น ้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ และแมนนิทอล เขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ส่งเสริมให้โปรโตพลาสต์ มีการ
แบ่งเซลลสู์งสุด 3.08 เปอร์เซ็นต ์ภายในเวลา 7 วนั แต่เม่ือเพาะเล้ียงต่อไปโปรโตพลาสตไ์ม่สามารถ
พฒันาเป็นแคลลสั และพืชตน้ใหม่ได ้
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Abstract 
 

A study on growth of cells in suspension culture of oil palm using different 

starting inoculate revealed that starting inoculation at 2 ml gave the best proliferation rate of the 

cells (2-3 times higher than that of origin) within 30 days. Isolation of protoplasts of oil palm was 

carried out using 12-day-old cell suspension culture (routinely subcultured at 15 days). Maximum 

yield of protoplasts at 1.94 x 106 protoplast/ml and viability at 95 % of protoplast were obtained 

from 2% (w/v) cellulase Onozuka R-10, 1% (w/v) macerozyme R-10, and 1.5% (w/v) driselase. 

Those enzymes were dissolved in 0.4 M manitol and adjust pH to 5.7. The mixture of enzyme and 

cell suspension was incubated at 28±2 °C under dark condition for 5 hours on reciprocal shaker 

with an agitation speed at 70 rpm. The culture of protoplasts at initial density of 5x105 cells/ml    

as thin layer in MS medium supplemented with 1.0 mg/l BA, 1.0 mg/l dicamba, 200 mg/l 

ascorbic acid, 3% sucrose and 0.4 M mannitol under dark condition gave the highest division at 

3.08 % after 7 days of culture. However, callus formation and plantlet regeneration were not 

obtained. 
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ 
 

½ MS  = Half strength Murashige and Skoog 
2, 4-D  = 2, 4-Dichlorophenoxy acetic acid 
2iP  = Isopentenyl adenine 
BA  = N6-Benzyladenine 
FDA  = Fluorescein diacetate 
KN  = Kinetin 
NAA  = 1-Naphthylacetic acid 
MS  = Murashige and Skoog (medium) 
TDZ  = Thidiazuron 
Y3  = Eeuwens (medium) 
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2.  
 

2.1 
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1  

  

**  =   (P  0.01) 

DMRT 

 CR-10   =    Cellulase Onozuka R-10 

 MR-10   =    Macerozme R-10                                        

 Dri        =    Driselase 

 

 

 

 

 

( ) /

 1  

 (x 105) 

 

( ) CR-10  MR-10    Dri 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

3 

 1     

  2 

  1 

   2 

   1 

   1 

   1 

      - 

      - 

      - 

      - 

      1 

    1.5 

    1.5 

3.40b 

3.20b 

5.40b 

5.77b 

8.33a 

9.93a 

8.43a 

72.51d 

78.59c 

83.33b 

85.09b 

87.00ab 

90.50a 

80.00bc 

                 F-test 

               C.V. (%) 

** 
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** 

17.87 
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2.2  
 

  10 11 12 13 

14 12 1.94 x 106 

 1  95  

13 1.55x106 

 1  85.0

(P  0.01) ( 2 )  

 
2 15  

 

**  = (P  0.01)  

DMRT 

 

 

 

 

 

 

 
 

/ 

 1  

(x105) 
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11 

12 

13 

14 

9.63c 
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19.40a 

15.50b 

12.40c 
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82.27b 

 F-test 

C.V. (%) 

** 

7.45 

** 
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9  50
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 1  3 7 9  

5 87.76 

(P  0.01) ( 3)
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** 
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C.V. (%) 

** 
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** 
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Te-chato (2005) 

MS 

Y3

(Thiruvengadam et al., 2006)  Srisawat  Kanchanapoom (2005)   

Y3

4

2

  Srisawat  Kanchanapoom (2005)        

2

6.91

 ( , 2550) (Te-chato et al., 2005)

( , 2545)

3 

     



 
 
 
 

44 
 

Te-chato (2005) 

 2.3-4

 

  

 



 
 
 

45 
 

 

 

 

 

 
  2  

2-3 sigmoid curve  lag phase 3-12 
 log phase 12-24  stationary phase 24

 
 
  10  2.0                    

10  1.0  1.5  
9.93x105 /  1  

90.5  
 
   12

1.94 x 106 /  1 95  
 
  5 8.73 x 105 

/  1 87.76  
 
  0.4 1.2x105                 

/  1  91.83   

 

45 



 
 
 

46 
 

 

  MS BA 1.0 1.0 
200 

3.08±2.2  
 
  5x105 /

 1 2.38±0.5  
 
  MS 2.33±0.7

 



 

 

47 

 
 

 

15: 33. 

. 2539. . :

.

. 2541. . :

.                                                                                                  

. 2534. . 

. 2547.

.  35: 19-23.  

. 2544. (Hevea brasiliensis 

Muell. Arg.) .

.  

2548 :

 

. 2545.  [Azadirachta 
excels (Jack) Jaccobs]. 

 3. . . .  25-26.

. 2540. . : 

.  

. 2543. 

(Oryza sativa L.) 105.  18: 266-279.

. 2538. . :

.

2536



 

 

48 

2549 : 

.  

. 2542. 

. . . 21: 169-177.                            

. 2541. : . :

 

. 2543. 

(Garcinia atroviridis Griff.) . .           

22: 411-420.                                              

 . 2532. .

 

. 2550. (Rhynchostylis 
gigantea). .

  . 2541. . : 

.

. 2549.

(Dendrobium friedericksianum Rchb.f) .

.

. 2544.

(Hoya spp.) . . . 23: 193-201.

2536 : 

2536 : 

2538  

. 2548

. . .      

27: 277-284.  



 

 

49 

2540 8 (2540-2544) 

 :

 

Alice, B. and William, H. 1984. Conditions for isolation and regeneration of viable protoplasts of 

oil palm (Elaeis guineensis). Plant Cell Reports 3: 169-171.  

Aida, A. R., Awatef, M. B. E. and Ahmed, A. N. 2007. Protoplast Isolation, salt stress and callus 

formation of two date palm genotypes. Journal of Applied Sciences Research                  
3: 1186-1194.                                                       

Ai-Ping, D., Hong-Fan, W. and Yu-Fen, C. 1995. Plant regeneration from cotyledon and cell 

suspension protoplast of apple (Mulus x domestic acv. Starkrimson). Plant Cell, Tissue 

and Organ Culture 40: 145-149. 

Balestri, E. and Cinelli, F. 2001. Isolation and cell wall regeneration of protoplasts from 

Posidonia oceanic and Cymodocea nodosa. Aquatic Botany 129: 56-67. 

Chabane, D., Assani, A., Bouguedoura, N., Haicour, R. and Ducreux, G. 2007. Induction of callus 

formation from difficile date palm protoplasts by means of nurse culture. Comptes  

Rendus Biologies 330: 392-401. 

Cocking, E. C. 1960.  A method for the isolation of plant protoplast and vacuoles. Nature        

187: 962-963.                                                                                                          

Deo, P. C., Taylor, M., Harding, R. M., Tyagi, A. P. and Becker, D. K. 2009. Initiation of 

embryogenic cell suspensions of taro (Colocasia esculenta var. esculenta) and plant 

regeneration. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 100: 283-291.                                                                   

Eeuwens, C. J. 1976. Mineral requirements for growth and callus initiation of tissue explants 

excised from mature coconut palm (Cocos nucifera) and culture in vitro. Plant 

Physiology 36: 23-28.                                                                                                                               

Evans, D. A. and Bravo, J. E. 1983. Protoplast isolation and culture. In Handbook of Plant Cell 

Culture (eds. D. A. Evans, W. R. Sharp, P. V.  Ammirato and Y. Yamada) Vol. 1,          

pp. 124-176. New York: Macmillan Publishing Company.                                                                               



 

 

50 

Fki, L., Masmoudi, R., Drira, N. and Rival, A. 2003. An optimized protocol for plant regeneration 

from embryogenic suspension cultures of date palm, Phoenis dactylifera L., cv Deglet 

Nour. Plant Cell Reports 21: 517-524.  

Goh, Y. and Zhang, Z. 2005. Establishment and plant regeneration of somatic embryogenic cell 

suspension cultures of the Zingiber officinale Rosc. Scientia Horticulturae 107: 90-96. 

Hu, W. W., Wong, S. W. Loh, C. S. and Goh, C. J. 1998. Synergism in replication of Cymbidium 

mosaic potexvirus (CymMV) and odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV) RNA in 

orchid protoplasts. Archives of Virology 143: 1265-1275.                                                                               

Jullien, F., Florence, D., Monique, C. and Olivier, F. 1998. An optimising protocol for    

protoplast  regeneration of three peppermint cultivars (Mentha x piperita). Plant Cell, 

Tissue and Organ Culture 54: 153-159.                                                                                                             

Kao, K. N. and Michaylux, M. R. 1974. Nutritionnal requirements for growth of Vicia hajastana 

cells and protoplasts at a very low population density in liquid medium. Planta             

126: 105-110.  

Koh, M. C., Goh, C. J. and Loh, C. S. 1988. Protoplast isolation and culture of Aranda hybrids. 

Malayan Orchid Review 22: 70-78.            

Li, D. and Bao, M. 2005. Plant regeneration from protoplasts isolated from embryogenic  

suspension cultured cells of Cinnamomum camphora L. Plant Cell Reports 24: 462-467. 

Lee, L., Schroll, R. E., Grimes, H. D. and Hodges, T. K. 1989. Plant regeneration from indica rice 

(Oryza sativa L.) protoplast. Biologia Plantarum 178: 325-333. 

Lourdes, C., Begon, G. S., Benito P. and Vicente, M. 2009. Efficient plant regeneration from 

protoplasts of Kalanchoe blossfeldiana via organogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ 

Culture 100: 107-112.                                                                                                                        

Megia, R., Haicour, R., Rossignol, L. and Sihachakr, D.1992. Callus formation from cultured 

protoplasts of banana (Musa sp.) Plant Science 85: 91-98. 

Mizuhiro, M., Kenichi, Y., Ito, K., Kadowaki, S., Ohashi, H. and Mii, M. 2001. Plant 

regeneration from cell suspension- derived protoplast of Primula molacoides and 

Primula obcanica. Plant Science 160: 1221-1228.                                                                                            



 

 

51 

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with 

tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum 15: 473-497.                                                                            

Prasertsongskun, S. 2004. Isolation and culture of suspension protoplasts of vetiver. 

Songklanakarin Journal of Science and Technology 26: 411-416.                                                                    

Rabechault, H., Martin J. P. and Gas, S. 1972. Researches sur la culture des rissue de plumier a 

huile. (Elaeis guineensis Jacq.) Oleagineux 27: 531-534.                                                                    

Raikar, S. V., Braun, R. H., Bryant, C., Conner, A. J. and Christey, M. C. 2008. Efficient 

isolation, culture and regeneration of Lotus corniculatus Protoplasts. Plant Biotechnology 

Reports 2: 171 177. 

Shrestha, B. R., Tokuhara, K. and Mii, M. 2007 .Plant regeneration from cell suspension-derived 

protoplasts of Phalaenopsis. Plant Cell Reports 26: 719 725. 

Srisawat, T. and Kanchanapoom,K. 2005. The influence of physical conditions on embryo and 

protoplast culture in oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) ScienceAsia 31: 23-28.                                 

Sun, Y., Zing, X., Huang, C. Nie, Y. and Guo, X. 2005. Plant regeneration via somatic 

embryogenesis from protoplasts of six explants in Coker 201 (Gossypium hirsutum). 

Plant Cell, Tissue and Organ Culture 82: 309-314.                                                                                           

TakebeI, L. G. and Melchers, G. 1971. Regeneration of whole plants from isolated mesophyll 

protoplasts of tobacco. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 58: 318-320.  

Te-chato, S., Asalan, H. and Luddawan, M. 2005. Microcolony formation from embryogenic 

callus-derived protoplasts of oil palm. Songklanakarin Journal of Science and 

Technology 27: 685-691.  

Teixeira, J. B., Sondahl, M. R., Nakamura, T. and Kirby, E. G. 1995. Establishment of oil palm 

cell suepension culture and plant regeneration. Plant Cell, Tissue and Organ Culture      

40: 105-111.  

Teo, C.K.H. and Neuman, K.H. 1978. The culture of protoplasts isolated from Renantanda 

Rosalind Cheok. The Orchid Review 86: 156-158.                                                                                  

Theodoropoulos, P. A. and Roubelakis-Alsagoff, K. A. 1990. Progress in leaf protoplasts 

isolation and culture from virus-free axenic shoot culture of Vitis vinifera L. Plant Cell, 

Tissue and Organ Culture 20: 15-23.                                                                                                                 



 

 

52 

Touchet (de), B., Duval, Y. and Pannetier, C. 1991. Plant regeneration from embryogenic 

suspension cultures of oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) Plant Cell Reports 10: 529-532.  

Traud, W., Janine, S. and Margrethe. S. 2006. Efficient plant regeneration from protoplasts 

isolated from embryogenic suspension cultures of Cyclamen persicum Mill. Plant Cell, 

Tissue and Organ Culture 86: 337 347. 

Yang, X., Guo, X., Zhang, X., Nie, Y. and Jin, S. 2007. Plant regeneration from Gossypium 
davidsonii protoplasts via somatic embryogenesis. Biologia Plantarum 51: 533-537. 

Yin, Y., Li, S., Chen, Y., Guo, H., Tian, W., Chen, Y. and Li, L. 1933. Fertile plant regenerated 

from suspension culture-derived protoplasts of an indica type rice (Oryza sativa L.) Plant 

Cell, Tissue and Organ Culture 32: 61-68. 

 

 

 

 
 
 



 

 

53 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

54 

1 Murashige and Skoog  (MS) 

 

   

    

NH4NO3  1,650.00  

KNO3  1,900.00  

KH2PO4  170.00  

H3BO3  6.20  

    
KI  0.83  

MnSO41H2O  16.90  

ZnSO47H2O  10.60  

CuSO45H2O  0.025  

Na2MoO42H2O  0.25  

CoCl26H2O  0.025  

CaCl22H2O  440.00  

MgSO47H2O  370.00  
FeSO47H2O  27.80  

Na2EDTA  37.30  
    

Myo-inositol  100.00  

Nicotinic acid  0.50  

PyridoxineHCl(B6)  0.50  

ThiamineHCl(B1)  0.10  

Glycine  2.00  

Sucrose   

 pH   5.7 

           30,000 
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2 Y3 

 

   

    

KNO3  2,020.00  

KH2PO4  170.00  

 

KI  

NH4Cl 

KCl 

NaH2PO2H2O 

MnSO41H2O 

 8.30 

535.00 

1,492.00 

312.00 

11.20 

 

ZnSO47H2O  0.025  

CuSO45H2O  0.16  

Na2MoO42H2O  0.24  

CoCl26H2O  0.24  

CaCl22H2O  294.00  

MgSO47H2O  247.00  
FeSO47H2O  2.78  

Na2EDTA  3.73  
Sucrose   

 pH   5.7 

          30,000 
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