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บทคดัย่อ 

  
 ศึกษาผลของโคลชิซิน และออรีซาลิน โดยวธีิการใหส้าร ระดบัความเขม้ขน้ และระยะเวลา

การใหส้ารท่ีแตกต่างกนั ต่อการเพิ่มชุดโครโมโซมปาลม์น ้ามนั โดยใชต้น้อ่อนชุดท่ีสอง (secondary somatic 
embryo: SSE) จุ่มแช่หรือเททบัดว้ยสารดงักล่าว ท่ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ จากนั้นน าไปเพาะเล้ียง
บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 1 เดือน พบวา่เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ของ SSE ลดลงตามความเขม้ขน้ของโคลชิซินหรือออรีซาลินท่ีเพิ่มข้ึน โดยการจุ่มแช่ SSE ในสารละลาย
โคลชิซินเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใหเ้ปอร์เซ็นตร์อดชีวติประมาณ 50 เปอร์เซ็นต ์และให้
ตน้เททระพลอยด ์ส่วนการจุ่มแช่ SSE ในสารละลายออรีซาลินทุกความเขม้ขน้ตน้กลา้ชะงกัการเจริญเติบโต  
ส าหรับวิธีการเททบัด้วยโคลชิซิน หรือออรีซาลิน พบว่า SSE ไม่พฒันาเป็นตน้กล้าท่ีสมบูรณ์  จากการ
ตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของตน้เททระพลอยด ์พบวา่มีการเจริญเติบโตชา้ ใบหนา สีเขียวเขม้ ใบ
ใหญ่ข้ึน แต่ความยาวใบลดลง และให้รากขนาดใหญ่ แตกต่างทางสถิติอย่างมีนยัส าคญัยิ่งกบัชุดควบคุม 
ส่วนลกัษณะทางสรีรวทิยาของตน้เททระพลอยด์ มีความสัมพนัธ์กบัเซลล์คุม โดยมีขนาดของเซลล์คุมใหญ่ 
ความหนาแน่นของเซลล์คุมน้อย จ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ต่อเซลล์คุมมาก ขนาดเม็ดคลอโรพลาสต์เล็ก  
และปริมาณคลอโรฟิลล์รวมมากกว่าชุดควบคุม และจากการตรวจสอบลกัษณะทางเซลล์วิทยา โดยศึกษา
จ านวนโครโมโซมจากปลายราก พบวา่ตน้ท่ีเจริญมาจากกลุ่ม SSE ท่ีแช่สารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 
0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง มีจ านวนโครโมโซม 
2n=4x=64 ส่วนชุดควบคุม มีจ านวนโครโมโซม 2n=2x=32  การยืนยนัระดบัพลอยดีโดยการศึกษาระดบั
พลอยดีของปาลม์น ้ามนัดว้ยเคร่ืองโฟลไซโทรมิเตอร์ พบวา่การแช่ SSE ในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 
0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ชกัน าให้เกิดตน้เททระพลอยด์ไดดี้ท่ีสุด คิดเป็น 16.67 เปอร์เซ็นต ์และ
ใหป้ริมาณดีเอน็เอมากกวา่ชุดควบคุม 2 เท่า คือ 7.45 พิโคกรัม 
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ABSTRACT 
 

This study aimed to observe the effects of different application methods of colchicine 
 or oryzalin at different concentrations and durations of treatment on chromosome doubling in oil palm 
which were carried out using secondary somatic embryos (SSEs). SSEs which were immersed or overlaid 
in various concentrations and exposure times of treatments were transferred to culture on MS medium 
without plant growth regulator for 1 month. The results revealed that survival percentage of SSEs 
decreased with the increase in either concentration or period of treatment with colchicine or oryzalin. The 
immersion in colchicine at 0.20% for 24 hr resulted in decrement of survival percentage of SSEs at nearly 
50% and defined as tetraploid plant at 16.67%. Growth rate of SSEs treated with all concentrations of 
oryzalin was inhibited whereas overlay treatment of SSEs with colchicine or oryzalin prevented the 
development of the embryos into complete plantlets. Morphological observations demonstrated that 
tetraploid plants showed slow growth of shoots. The leaves were thick, dark green color and significantly 
increased in leaf width. Root diameter of those plants was also increased. Anatomical and physiological 
characteristics of tetraploid plants showed to be closely related to guard cell size and density. The size of 
guard cells was bigger than that of control while their density was far lower. As for the percentage of 
chloroplasts per guard cell, tetraploid plants had a higher number than that of controlled plants. However, 
the size of chloroplasts was smaller than that of controlled plants. As for the chlorophyll content, the total 
chlorophyll content in tetraploid plants increased. Cytological observation of root tip revealed that the 
chromosome number of tetraploid plants obtained from colchicine treatment at concentration of 0.20% for 
24 hr and 0.10% for 12 hr was 2n=4x=64 while controlled plants was 2n=2x=32. Flow cytometry analysis 
also showed that DNA content of tetraploid plants was 7.45 pg which is two times higher than that of 
controlled plants. 
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16 ปริมาณดีเอ็นเอ ของตน้กลา้ชุดควบคุม และตน้เตตราพลอยด์ ท่ีผ่านการแช่
โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง กบัปริมาณดีเอ็น
เอมาตรฐานของข้าวญ่ีปุ่น หลังจากย้ายเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน 
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รายการภาพประกอบ 
 
ภาพที ่  หน้า 

1 EC ท่ีชกัน าจากใบอ่อนท่ียงัไม่คล่ีของปาลม์น ้ามนัตน้โตท่ีใหผ้ลผลิตดี อาย ุ 10 
ปี ซ่ึงวางเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  กรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้  200 มิลลิกรัมต่อลิตร น ้าตาลซูโครสเขม้ขน้ 
0.17 โมลาร์ หลงัจากวางเล้ียงเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 

28 

2 กลุ่ม SSE ท่ีชกัน าจาก HE เพียง 1 ชุด  ซ่ึงประกอบดว้ย SSE ในระยะทอร์ปิโด  

(บาร์ 7 มิลลิเมตร) 

30 

3 วธีิการทรีตกลุ่ม SSE ดว้ยสารละลายโคลชิซิน หรือออรีซาลิน 30 
4 ดอกติดบนแท่น silver paint และผา่นการเคลือบทองดว้ยเคร่ือง sputter coater 

(บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 
32 

5 ลักษณะการพฒันาของ SE (ศรช้ี) บนอาหารแข็งสูตร MS ร่วมกับกรด
แอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ยา้ยเล้ียงทุกเดือน เป็นเวลา 3 เดือน  (บาร์  5  มิลลิเมตร) 

36 

6 ลกัษณะของ HE (ศรช้ี) จากการเพาะเล้ียง EC บนอาหารแขง็สูตร MS ร่วมกบั
กรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม dicamba เขม้ขน้ 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 

37 

7 ลกัษณะของ SSE หลงัจากเพาะเล้ียง HE บนอาหารแข็งสูตร MS เติมกรด
แอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัน ้ าตาลซอร์บิทอล  เขม้ขน้ 
0.2โมลาร์ เป็นเวลา 3 เดือน  (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 

38 

8 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยโคลชิซิน 
ความเขม้ขน้ และเวลาต่างๆ หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบ โตเป็นเวลา 30 วนั 

40 

9 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยออรีซา- 
ลินความเขม้ขน้ และเวลาต่าง ๆ หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

41 

 
 

(10) 



 
 

 

รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 
ภาพที ่  หน้า 

10 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีเททบัดว้ยอาหาร 
เหลวเติมโคลชิซินความเขม้ขน้ และเวลาต่าง ๆ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบน 
อาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

43 

11 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีเททบัดว้ยอาหาร
เหลวเติมออรีซาลินความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

44 

12 พฒันาการของยอด และ MSE จาก SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้
ต่างๆ  เฉล่ียจาก 3ระยะเวลา (12 24 และ 48 ชัว่โมง)..แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

45 

13 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวติจากการจุ่มแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 
12 ชั่วโมง แล้วยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

47 

14 พฒันาการ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม
การเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

48 

15 พฒันาการ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม
การเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

49 

16 พฒันาการของยอด และ MSE จาก SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้
ต่างๆ  เฉล่ียจาก 3 ระยะเวลา (12 24 และ 48 ชัว่โมง)..แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

50 

17 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ด้วยออรีซาลินเป็นเวลา 12 
ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม
การเจริญ เติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

52 

18 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ด้วยออรีซาลินเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม
การเจริญ เติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

53 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 
ภาพที ่  หน้า 

19 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ด้วยออรีซาลิน เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม
การเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

54 

20 พฒันาการของยอด  จาก SSE ท่ีเททบัดว้ยสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้
ต่าง เฉล่ียจาก 2 ระยะเวลา (1 และ 2 สัปดาห์).แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

55 

21 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัดว้ยอาหารเหลว เติมโคลชิซิน
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

57 

22 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัดว้ยอาหารเหลว เติมโคลชิซิน
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

58 

23 พฒันาการของยอด จาก SSE ท่ีเททบั ดว้ยสารละลายออรีซาลิน ความเขม้ขน้  
ต่างๆ เฉล่ียจาก 2 ระยะเวลา (1 และ 2 สัปดาห์) แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

59 

24 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัด้วยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

61 

25 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัด้วยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

62 

26 การเจริญเติบโตของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนัตน้ควบคุม (ซ้าย) และตน้ท่ีผ่านการ
แช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (กลาง) และ
ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ขวา) หลงัจากยา้ยไป
เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น
เวลา 12 เดือน   (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

64 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 
ภาพที ่  หน้า 

27 ความหนาของใบจากตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนัชุดควบคุม (ก ซ้าย) และกลอ้ง SEM  
(ข ซ้าย) และตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซินเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง (ก ขวา และ ข ขวา)   หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

65 

28 ใบของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนั ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีขนสีน ้ าตาล (ศรช้ี ก และ ข) ใบสั้น และมีสีเขียวเขม้ (ค 
ขวา) เม่ือเปรียบเทียบกบัใบของตน้ควบคุม (ค ซ้าย) ตน้ดงักล่าวเพาะเล้ียงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 
เดือน   (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

65 

29 ลกัษณะของ SSE ท่ีมีลกัษณะคลา้ย ใบ และยอด แต่ไม่สามารถพฒันาเป็น 
ตน้กลา้ หลงัจากไดรั้บสารออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา  
12 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสาร 
ควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน   (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

66 

30 ตน้กล้าท่ีพฒันาจาก SSE ซ่ึงผ่านการเททบัด้วยโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 
เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลาต่างๆ มีการพฒันาคลา้ยดอก (ศรช้ี) หลงัจากยา้ยเล้ียง
บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 6 
เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

67 

31 ตน้กลา้ท่ีพฒันาจาก SSE ซ่ึง ผา่นการเททบัดว้ยออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001 
เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลาต่างๆ 

67 

32 รากของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนั หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศ 
จากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน และยา้ยเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตร ARDA ต่ออีก เป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ 0.2 เซนติเมตร) 

69 

33 ลกัษณะของช่อดอกเพศเมีย (ก) และช่อดอกเพศผู ้(ข) จากตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั  
ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ยา้ย 
ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  
เป็นเวลา 12 เดือน   (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

72 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 
 
ภาพที ่  หน้า 

34 ลกัษณะช่อดอกเพศเมีย ของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้  
0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์ 0.3 
เซนติเมตร) 

72 

35 ลกัษณะช่อดอกเพศเมีย (ก) และช่อดอกเพศผู ้(ข) ของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนั ท่ี
ไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไป
เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น
เวลา 12 เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

72 
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บทที ่1  
 

บทน า 
 

บทน าต้นเร่ือง 
 

 ปาล์มน ้ ามนั (Elaeis guineensis Jacq.) เป็นพืชตระกูลปาล์มท่ีมีถ่ินก าเนิดอยู่ใน
ทวปีอฟัริกา จดัเป็นพืชใบเล้ียงเด่ียวและเป็นพืชยืนตน้ (Konan et al., 2006) เป็นพืชผสมขา้ม ท่ีมีช่อ
ดอกตวัผูแ้ละตวัเมียอยูบ่นตน้เดียวกนั   แต่ช่วงเวลาการออกดอกไม่พร้อมกนั   ปาลม์น ้ามนัเป็นพืช 
ดิพลอยดมี์จ านวนโครโมโซม  2n = 2x = 32 (Corley, 2003)  ปาลม์น ้ามนัท่ีปลูกเป็นการคา้คือชนิด 
เทเนอรา (tenera) ซ่ึงเป็นลูกผสมระหวา่งชนิดดูรา (dura) และชนิดพิสิเฟอรา (pisifera)  น ้ ามนัท่ี
สกดัจากผลปาลม์มาจาก 2 แหล่ง คือ น ้ามนัจากเปลือกผล เรียกวา่น ้ามนัปาล์ม (palm oil) และน ้ ามนั
จากเมล็ดในปาล์ม เรียกวา่น ้ ามนัเมล็ดในปาล์ม (palm kernel oil) น ้ ามนัปาล์มมีองคป์ระกอบทาง
เคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบัวิตามินท่ีส าคญัอยู ่2 ชนิด  คือ วิตามินอี และสารแคโรทีนอยด์  ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้
ในการสร้างวิตามินเอ ปาล์มน ้ ามนัเป็นพืชน ้ ามนัท่ีให้น ้ ามนัปริมาณสูงมากเม่ือเปรียบเทียบกบัพืช
น ้ ามนัชนิดอ่ืน ๆ  (640-800  กิโลกรัมน ้ ามนัต่อพื้นท่ีปลูก  1 ไร่) (Konan et al., 2006)  การผลิต
น ้ ามนัจากปาล์มน ้ ามนั มีต้นทุนการผลิตต ่ากว่าน ้ ามนัพืชชนิดอ่ืนๆ และน ้ ามนัปาล์มสามารถ
น าไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งหลากหลายทั้งในดา้นอุปโภคและบริโภค เช่น ท าเป็นน ้ ามนัปรุงอาหาร 
น ้ ามนัทอด ผลิตนมขน้ ไอศกรีม เนยเทียม เนยขาว ไขมนัท าขนมปัง สบู่ เทียนไข ผงซกัฟอก ยาสี-
ฟัน ใชใ้นอุตสาหกรรมโอลิโอเคมิคลัอยา่งกวา้งขวาง และท่ีส าคญัท่ีสุดในยุคน ้ ามนัปิโตรเลียมแพง ใช้
เป็นวตัถุดิบในการผลิตเมทิลเอสเตอร์ น าไปใชเ้ป็นเช้ือเพลิงทดแทนน ้ ามนัดีเซล หรือท่ีนิยมเรียกวา่ 
ไบโอดีเซล  

 ปาล์มน ้ ามนันับว่าเป็นพืชน ้ ามันท่ียงัคงมีแนวโน้มความต้องการเพิ่มข้ึนอย่าง
ต่อเน่ือง อยา่งไรก็ตาม 60% ของพื้นท่ีเพาะปลูก ยงัมีปัญหาเร่ืองตน้ทุนการผลิตสูง และให้ผลผลิต
ต ่า เน่ืองจากสายพนัธ์ุปาล์มท่ีใชย้งัไม่ดีพอและไม่เหมาะสมกบัพื้นท่ี พนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัท่ีเกษตรกร
ปลูกในปัจจุบันเป็นพนัธ์ุลูกผสม ซ่ึงเม่ือน าเมล็ดพนัธ์ุไปขยายต่อจะเกิดความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม ส่งผลให้ผลผลิตต่อตน้ไม่สม ่าเสมอ (ธีระ และคณะ, 2543) ท าให้เกษตรกรไม่สามารถ
เก็บเมล็ดใตต้น้ไปปลูกต่อได ้จากปัญหาการขาดแคลนปาล์มน ้ ามนัพนัธ์ุดีท่ีให้ผลผลิตต่อไร่สูงของ
ประเทศไทย  จึงไดมี้การพฒันาหาแนวทางเพื่อแกปั้ญหาดงักล่าวโดยการศึกษาคร้ังน้ีจะไดป้รับปรุง
พนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัด้วยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อร่วมกับสารเคมีก่อกลายพนัธ์ุ คือ โคลชิซิน 
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(colchicine) และออรีซาลิน (oryzalin) เพื่อชักน าให้เกิดพอลิพลอยด์โดยใช้ช้ินส่วนตน้อ่อนชุดท่ี
สอง (secondary somatic embryo: SSE) เน่ืองจากสามารถชกัน าเป็นตน้พืชใหม่ไดใ้นปริมาณมาก 
(Te-chato and Hilae, 2007) โดยคาดวา่ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ี จะเป็นแนวทางหน่ึงในการ
ขยายพนัธ์ุและปรับปรุงพนัธ์ุปาลม์น ้ามนัต่อไป  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความรู้ทัว่ไปเกีย่วกบัปาล์มน า้มัน 
 
  ปาล์มน ้ ามนัท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจในปัจจุบนัแบ่งไดเ้ป็น 3 ชนิด ตามความ
หนากะลาของผลปาลม์ (นพพร และคณะ, 2546)  ดงัน้ี คือ 
   1. ชนิดดูรา  เป็นชนิดท่ีมีกะลาหนาประมาณ 2 - 8 มิลลิเมตร มีชั้นเปลือก
นอก (mesocarp) ท่ีใหน้ ้ามนั ประมาณ 35 - 60% ของน ้าหนกัผล มีจีโนไทป์ท่ีควบคุมความหนาของ
กะลาเป็น  homozygous dominance (ShSh)  ปาล์มชนิดดูราท่ีมีกะลาหนามาก ๆ คือ มาโครคายา 
(macrocarya) กะลาหนาประมาณ 6 - 8 มิลลิเมตร ดูราชนิดน้ีพบมากแถบตะวนัออกไกล เช่น เดลี
ดูรา (deli dura) ซ่ึงเป็นชนิดท่ีให้ผลผลิตค่อนขา้งสูง ปัจจุบนัชนิดดูรา มกัใชเ้ป็นตน้แม่ส าหรับ
ปรับปรุงพนัธ์ุเพื่อผลิตลูกผสมเป็นการคา้ 
  2. ชนิดพสิิเฟอรา  เป็นชนิดท่ีมีกะลาบางมาก หรือบางคร้ังไม่มีกะลา มีจีโน
ไทป์ท่ีควบคุมความหนาของกะลาเป็น homozygous recessive (shsh) เมล็ดในมีขนาดเล็ก ผลเล็ก 
ช่อดอกตวัเมียมกัเป็นหมนั ผลผลิตทะลายต่อตน้ต ่า ไม่เหมาะท่ีจะปลูกเป็นการคา้ นิยมใช้ปาล์ม
น ้ามนัชนิดน้ีเป็นตน้พอ่ส าหรับผลิตพนัธ์ุลูกผสม 
  3. ชนิดเทเนอรา  เป็นลูกผสมระหว่างชนิดแม่ดูรา และชนิดพ่อพิสิเฟอรา 
เป็นพนัธ์ุท่ีมีกะลาบางประมาณ  0.5 - 4  มิลลิเมตร  มีจีโนไทป์ท่ีควบคุมความหนาของกะลาเป็น 
heterozygous (Shsh) มีปริมาณของเส้นใยหรือ mesocarp 60-90% ของน ้ าหนกัผล  ผลผลิตทะลาย
สูง นิยมปลูกเป็นการคา้  
 
2.  การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ และขยายพนัธ์ุปาล์มน า้มัน 
 
  ปาล์มน ้ ามนัสามารถขยายพนัธ์ุไดว้ิธีเดียว คือการเพาะเมล็ด เน่ืองจากไม่สามารถ
ขยายพนัธ์ุโดยวิธีไม่อาศยัเพศทัว่ไป เช่น การปักช า ตอนก่ิง และการติดตาได ้ อย่างไรก็ตามใน
ปัจจุบนัมีการน าเทคโนโลยชีีวภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มาช่วยขยายพนัธ์ุ  ท าให้สามารถขยายพนัธ์ุ
ปาล์มน ้ ามนัโดยไม่อาศยัเพศไดผ้ลส าเร็จ  และไดใ้ชว้ิธีน้ีในเชิงการคา้  เพราะให้ผลผลิตสม ่าเสมอ
ตรงตามพนัธ์ุ (นภาพร, 2548) 
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  2.1  การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ปาล์มน า้มัน 
 
    การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช คือการน าเอาเซลล์  เน้ือเยื่อ  หรืออวยัวะบางส่วน
ของพืช เช่น ยอด  ล าตน้ ใบ ราก ส่วนต่างๆ ของดอกหรือผล มาเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์ ใน
สภาพปลอดเช้ือ   การขยายพนัธ์ุพืชดว้ยวธีิน้ี สามารถเพิ่มปริมาณตน้พืชไดเ้ป็นจ านวนมากในคราว
เดียวกนั และใชร้ะยะเวลาสั้น  ปัจจุบนัสามารถเพาะเล้ียงส่วนของคพัภะ และใบอ่อน ของปาล์ม
น ้ามนั ซ่ึงสามารถสร้างยอดใหม่ไดจ้  านวนมาก และยงัสามารถใชแ้คลลสัเพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุได ้ 
การขยายพนัธ์ุปาลม์น ้ามนัโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ แบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอนใหญ่ๆ คือ   
1) การชกัน าแคลลสัเร่ิมแรก (primary callus) จากช้ินส่วนพืช  2) การชกัน าให้เกิดแคลลสัเจริญเร็ว 
(fast growing callus) จากแคลลสัเร่ิมแรก  3) การชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอเจเนซิส (embryogenesis)  
และ 4) การท าใหไ้ดต้น้กลา้ท่ีสมบูรณ์  (Lioret, 1981)   
 
   2.1.1  การเพาะเลีย้งคัพภะ  
 

     การเพาะเล้ียงคพัภะช่วยให้เมล็ดงอกไดเ้ร็วข้ึน และเพิ่มปริมาณ
ไดจ้ านวนมากซ่ึงผ่านกระบวนการชกัน าแคลลสัโดยใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตพวกออกซิน 
และชกัน าเป็นพืชตน้ใหม่ผ่านกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส มีรายงานผลส าเร็จจากการ
ขยายพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั ดว้ยการเพาะเล้ียงคพัภะ เช่น  Kanchanapoom และ Damyaos (1999) ตดั
แยกคพัภะปาล์มน ้ ามนัมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร Y3 (Eeuwens) เติม 2,4-D (2,4-dichorophenoxy-
acetic acid) เขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าช้ินส่วนดงักล่าวสามารถชกัน าแคลลสัไดภ้ายใน 8 
สัปดาห์หลงัจากเพาะเล้ียง และชักน าเอ็มบริออยด์ (embryoid) บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D 
เขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ไม่พบการเจริญเป็นตน้อ่อน  อายุของคพัภะท่ีแตกต่างกนั ส่งผลต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารสร้างแคลลสัท่ีแตกต่างกนัดว้ย   คพัภะปาล์มน ้ ามนัท่ีอายุ 193 วนัหลงัการผสม ให้
การสร้างแคลลสัสูงสุด 93 เปอร์เซ็นต ์(Teixeira et al., 1993)     Teixeira และคณะ (1995) ท าการ
ทดลองโดยใชเ้อ็มบริโอท่ียงัอ่อน และสุกแก่ของปาล์มน ้ ามนัพนัธ์ุเทเนอรามาชกัน าให้เกิดแคลลสั 
พบวา่การใชเ้อ็มบริโอท่ียงัอ่อนสามารถชกัน า primary globular callus (PGC) ไดใ้นอาหารสูตร Y3 
เติม 2,4-D เขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบัผงถ่าน 0.3 เปอร์เซ็นต ์ส่วนการใชเ้อ็มบริโอท่ีสุกแก่
สามารถชกัน า friable embryogenic tissue (FET) ไดใ้นอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เขม้ขน้ 475 ไม
โครโมลาร์ หรือ picloram เขม้ขน้ 250 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบัผงถ่าน 0.3 เปอร์เซ็นต ์
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  Te-chato (1998) ผลิตต้นกล้าปาล์มน ้ ามันจ านวนมากจากการ
เพาะเล้ียงคพัภะปาล์มน ้ ามนัจากตน้แม่เทเนอรา โดยผา่นกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซีส บนอาหาร
แข็งสูตร MS เติม 2,4-D เขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และน ้ าตาล 3 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นยา้ยเล้ียงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติมเคซีนไฮโดรไลเสท เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิค
เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D หรือ dicamba เขม้ขน้ 0.1 - 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้
ความเขม้แสง 2,500 ลกัซ์  10 ชัว่โมงต่อวนั เพาะเล้ียงเป็นเวลา 3-6 เดือน เม่ือแคลลสัพฒันาเป็นโซ-
มาติกเอม็บริโอ หรือตน้อ่อนชุดแรก (somatic embryo : SE)  ยา้ยลงอาหารเหลวสูตร MS เติม NAA 
เขม้ขน้ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA เขม้ขน้ 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร จนกระทัง่พฒันาเป็น
เอ็มบริโอระยะสร้างจาว (haustorium embryo : HE) จึงยา้ยลงอาหารสองชั้น ชั้นล่างคืออาหารสูตร 
MS เติมผงถ่าน 0.25 เปอร์เซ็นต์ และชั้นบนคือ อาหารเหลวสูตร ½ MS เติม NAA เขม้ขน้ 0.06 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA เขม้ขน้ 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือไดต้น้ท่ีสมบูรณ์ น าไปจุ่มลงใน NAA 
เขม้ขน้ 4,500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 15 นาที พบวา่ตน้ท่ีไดไ้ม่มีความผิดปกติของลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา   เม่ือตรวจสอบจ านวนโครโมโซมพบวา่มี 2n=2x=32 เท่ากบัตน้แม่เดิม      Rajesh 
และคณะ (2003) ใช ้polyamine ในการส่งเสริมพฒันาการของเอ็มบริโอปาล์มน ้ ามนั พบวา่ อาหาร
สูตร MS เติม 2,4-D เขม้ขน้  0.01  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั  putrescine  เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์  
สามารถชกัน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั (embryogenic callus : EC)  0.70 เปอร์เซ็นต์  โซมาติก
เอม็บริโอ  5.60 เปอร์เซ็นต ์  โซมาติกเอ็มบริโอชุดท่ีสอง หรือตน้อ่อนชุดท่ีสอง (secondary somatic 
embryo : SSE) 2.97 เปอร์เซ็นต ์  การงอก  5.50 เปอร์เซ็นต์   การสร้างยอด  1.27 เปอร์เซ็นต ์ และ
การสร้างรากสูงสุดโดยเฉล่ีย  0.37 เปอร์เซ็นต ์
 

  2.1.2  การเพาะเลีย้งใบอ่อน 
 

   การขยายพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัจากใบอ่อนโดย สมปอง และคณะ 
(2547) รายงานการชกัน าแคลลสั โดยเพาะเล้ียงใบอ่อนปาล์มน ้ ามนับนอาหารแข็งสูตร MS เติม 
NAA หรือ dicamba หรือ 2,4-D ความเขม้ขน้ต่าง ๆ คือ 1  2.5  5  10  20  30  40 และ 50 มิลลิกรัม
ต่อลิตร หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 เดือน พบวา่ dicamba เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้การสร้าง
แคลลสัสูงสุด 15 เปอร์เซ็นต์   ในขณะท่ีการเติม 2,4-D เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้การสร้าง
แคลลสั 2.78 เปอร์เซ็นต ์และ NAA มีประสิทธิภาพในการชกัน าแคลลสัต ่าสุดเพียง 1.67 เปอร์เซ็นต ์
เท่านั้น และจากการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของ dicamba ต่อการชกัน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั 
โดยยา้ยเล้ียงแคลลสับนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba ความเขม้ขน้ต่าง ๆ คือ 0.1 0.5 และ 1 
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มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัการเติมหรือไม่เติมเคซีนไฮโดรไลเสทเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
หลงัจากเพาะเล้ียง 3 เดือน พบวา่ dicamba เขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัเคซีนไฮโดรไลเสท
ให้การสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัสูงสุด 66.67 เปอร์เซ็นต์  รองลงมาคือ อาหารเติม dicamba 
เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ใหก้ารสร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั 56.41 เปอร์เซ็นต ์  ต่อมาไดศึ้กษาผล
ของความเขม้ขน้ของ dicamba ท่ีความเขม้ขน้ต ่า (0.1 - 1 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในการเพาะเล้ียงใบอ่อน
ของปาล์มน ้ ามนั พบวา่สามารถร่นระยะเวลาในการเพาะเล้ียงเหลือเพียง 6 - 9 เดือน โดยการ
เพาะเล้ียงใบอ่อนของปาล์มน ้ ามนัในตน้ท่ีให้ผลผลิตท่ีดีท่ีมีอายุ 10 - 20 ปี ในสูตรอาหาร MS เติม 
dicamba เขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าให้เกิดเป็นแคลลสั เม่ือยา้ยแคลลสัดงักล่าวมา
เพาะเล้ียงในสูตรเดิม แต่ลดความเขม้ขน้ของ dicamba ลงเหลือเพียง 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกั
น าใหพ้ฒันาเป็นโซมาติกเอม็บริโอในระยะสร้างจาวไดส้ าเร็จ (อาสลนั และสมปอง, 2545) 

   เพญ็ติมาส และสมปอง (2552) รายงานการชกัน าเอ็มบริโอเจนิค
แคลลสั และโซมาติกเอม็บริโอจากแคลลสัท่ีชกัน าจากใบอ่อนของปาล์มน ้ ามนัตน้โตท่ีให้ผลผลิตดี
อาย ุ10 ปี บนอาหารแขง็สูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร  วา่สามารถเพิ่มปริมาณ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลสั  และจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 16.88 เอ็มบริโอต่อหลอดทดลอง 
หลงัจากวางเล้ียงเป็นเวลา 1 เดือน แคลลสัท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเดียวกนัมีลกัษณะเกาะกนั
หลวมๆ สามารถชกัน าเอ็มบริโอเจนิคเซลล์ซัสเพนชัน่ โดยให้ปริมาตรตะกอนเซลล์ (packed cell 
volume : PCV) เป็น 2 เท่า หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 15 วนั  ในส่วนของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต พบวา่ 2,4-D เขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเหลวสูตร MS ให้ปริมาตรตะกอน
เซลล์สูงสุด 2.25 มิลลิลิตร และมีจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 2 - 4 มิลลิเมตร จ านวน 20 
เอ็มบริโอต่อฟลาสก์  ส่วนการพฒันาของโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 2 - 4 มิลลิเมตร บนอาหารแข็ง 
พบวา่ อาหารแข็งสูตร ½ MS เติมน ้ าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ สามารถส่งเสริมการพฒันา
ของโซมาติกเอม็บริโอระยะสร้างจาวสูงสุด 32 เปอร์เซ็นต ์
 
  2.2  การขยายพนัธ์ุปาล์มน า้มันภายใต้สภาวะปลอดเช้ือ 
 
   การขยายพนัธ์ุปาลม์น ้ามนัภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือท่ีสามารถชกัน าเป็นตน้
พืชใหม่ปริมาณมาก คือ การขยายพนัธ์ุพืชโดยการใช้ตน้อ่อนชุดแรก (SE)  และการขยายพนัธ์ุพืช
โดยการใชต้น้อ่อนชุดท่ีสอง (SSE)  
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  2.2.1  การขยายพนัธ์ุปาล์มน า้มันโดยการใช้ต้นอ่อนชุดแรก (SE) 
 

   การขยายพนัธ์ุดว้ย SE เป็นการขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศท่ีมี
ความส าคญัในพืชหลายๆ ชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชท่ีขยายพนัธ์ุดว้ยวิธีตามปกติท่ีท าไดย้าก 
(Stasolla and Yeung, 2003) เช่น ปาล์มน ้ ามนั (อาสลนั และ สมปอง, 2545) มะพร้าว (Chan et al., 
1998) และอินทผลมั (Al-Khayri and Al-Bahrany, 2001) เป็นตน้ ซ่ึงระยะของพฒันาการของ SE 
แบ่งออกเป็น 4 ระยะ คือ ระยะรูปกลม ระยะรูปหวัใจ ระยะทอร์ปิโด และระยะสร้างใบเล้ียง 
(สมปอง, 2537)   อาสลนั (2545) รายงานวา่การเพาะเล้ียงใบอ่อนปาล์มน ้ ามนัจากตน้ท่ีให้ผลผลิต
แลว้ 10 ปี บนอาหารสูตร MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 3 ชนิด คือ NAA dicamba และ 2,4-
D ในสภาพมืดท่ีอุณหภูมิ 26 ± 4 และ 28 ± 0.5 องศาเซลเซียส  หลงัจากวางเล้ียง 2-3 เดือน ช้ินส่วน
เร่ิมสร้างแคลลสั โดยแคลลสัมีลกัษณะเป็นปมสีเหลืองอ่อนเกิดข้ึนบริเวณรอยตดัและผิวของ
ช้ินส่วน การเพาะเล้ียงช้ินส่วนใบบนอาหารสูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ส่งเสริมการสร้างแคลลสัได ้โดยมีการสร้างแคลลสั 5.55 และ 7.93 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 26 ± 4 และ 28 ± 0.5 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ในขณะท่ีการเติม 2,4-D เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร สร้าง แคลลสัได ้2.78 เปอร์เซ็นต ์เฉพาะท่ี อุณหภูมิ 28 ± 0.5 องศาเซลเซียส เท่านั้น ส าหรับ
การเติม NAA เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร สร้างแคลลสัได ้1.67 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 26 ± 4 องศา
เซลเซียส เท่านั้น เม่ือเปรียบเทียบการสร้างแคลลสัระหวา่งตน้ท่ีมีอายุ 1  10 และ 20 ปี พบวา่ ตน้
กลา้อาย ุ1 ปี  สามารถสร้างแคลลสัไดเ้ร็วกวา่ (หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 60 วนั) โดยสร้างแคลลสั
ได ้12.5 ± 5.00 เปอร์เซ็นต ์

   Te-chato (2002) ชกัน า SE โดยเพาะเล้ียงแคลลสัในอาหารสูตร 
MS เติมน ้าตาลเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์กรดแอสคอร์บิค เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารควบคุม
การเจริญเติบโตสองชนิด คือ 2,4-D หรือ dicamba ท่ีความเขม้ขน้ 0.1-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้
การให้แสงความเขม้ 2,500 ลกัซ์เป็นเวลา 14 ชัว่โมงต่อวนั พบวา่การใช ้dicamba 0.1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ส่งเสริมแคลลสัเร่ิมตน้ใหพ้ฒันาเป็นแคลลสัท่ีเจริญเร็ว 61.11 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากวางเล้ียงเป็น
เวลา 90 วนั  ผลดงักล่าวท าใหร่้นระยะเวลาในการชกัน าเป็นตน้ไดใ้นเวลา 8-10 เดือน เม่ือชกัน าการ
งอกของ SE และอนุบาลตน้กลา้ลงดินปลูกไม่พบการผิดปกติของตน้กลา้แต่อยา่งใด  น ้ าตาลท่ีเติม
ลงในอาหารเพาะเล้ียงเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีส าคญัต่อการพฒันา การสุก-แก่ และการงอกของ SE 
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  2.2.2  การขยายพนัธ์ุปาล์มน า้มันโดยการใช้ต้นอ่อนชุดทีส่อง (SSE) 
 

   SSE เป็นโซมาติกเอม็บริโอใหม่ท่ีเกิดจาก SE เดิม สามารถเกิดได ้
2 ทาง คือ เกิดจากการแบ่งตวั  และพฒันาของเซลล์เด่ียว ๆ คลา้ยกบัการพฒันาของคพัภะ หรือจาก
กลุ่มเซลล์ (Maximova et al., 2002)  จุดก าเนิดของ SSE ปาล์มน ้ ามนั มาจาก 3 แหล่ง คือ เซลล์
บริเวณชั้นอิพิเดอร์มิส  พาเรนไคมา  และโปรแคมเบียม หรือวาสคิวลาร์แคมเบียม (ธนวดี, 2551)  
โดยเซลล์บริเวณดงักล่าวยอ้มติดสีชัดเจน มีไซโตพลาสซึมเขม้ขน้สูง และนิวเคลียสขนาดใหญ่  
เซลล์บริเวณน้ีมีการแบ่งเซลล์อย่างรวดเร็ว พฒันาเป็นจุดก าเนิดยอดและราก เรียกวา่ SSE  ซ่ึงส่วน
ใหญ่พฒันาจากเซลลช์ั้นอิพิเดอร์มิส  มีรูปร่างคลา้ยกระสุนทอร์ปิโดเหมือนคพัภะท่ีเกิดจากการผสม
ภายในเมล็ด ในกรณีของ SSE ท่ีพฒันาจากโปรแคมเบียม  หรือเน้ือเยื่อมดัท่อน ้ า ท่ออาหาร และชั้น
พาเรนไคมานั้น เอ็มบริโอมีรูปร่างกลม มีมดัท่อน ้ าท่ออาหาร เช่ือมต่อกนัเป็นวงกลม    Hilae และ 
Te-chato (2005) ศึกษาผลของชนิดน ้ าตาล และความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อชกัน าการงอกของ SE พบวา่ 
น ้ าตาลบางชนิด โดยเฉพาะน ้ าตาลแอลกอฮอล์ส่งเสริมการเกิด SSE  อาหารสูตร MS เติมน ้ าตาล
ซอร์บิทอล เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ชกัน าการสร้าง SSE ได ้ 11.55 เปอร์เซ็นต ์ SSE ท่ีชกัน าไดมี้
เปอร์เซ็นตก์ารงอกเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ไดสู้งถึง 77.92 เปอร์เซ็นต ์จากการคน้พบดงักล่าว SSE จึงเป็น
เคร่ืองมือท่ีส าคญัต่อการปรับปรุงพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนัด้วยกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพใน
อนาคต 

   จากการศึกษาการใช้ SSE ในการขยายพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั พบว่า 
สามารถเพิ่มปริมาณจ านวนพืชไดม้ากกวา่การใช ้SE  (Hilae and Te-chato, 2005)    ส าหรับพืชใบ
เล้ียงเด่ียว และพืชใบเล้ียงคู่อ่ืนๆ  เช่น มนัส าปะหลงั (Stamp and Henshaw, 1987) และทานตะวนั 
(Vasic et al., 2001) พบว่าการขยายพนัธ์ุดว้ยวิธีดงักล่าวสามารถเพิ่มปริมาณพืชไดจ้  านวนมาก
เช่นเดียวกบัปาล์มน ้ ามนั การพฒันาของ SSE จาก SE นั้นอาศยัปัจจยัท่ีเหมาะสมหลายประการ ทั้ง
ปัจจยัทางเคมี ชีวภาพ และ ทางกายภาพ  ปัจจยัทางดา้นเคมี ไดแ้ก่ องคป์ระกอบของสูตรอาหาร 
สารควบคุมการเจริญเติบโต และสารเสริมอ่ืนๆ เช่น น ้ าตาลซอร์บิทอล น ้ ามะพร้าว ตลอดจน 
polyamine เป็นตน้       Hilae และ Te-chato (2005) รายงานการใชน้ ้ าตาลซอร์บิทอล ความเขม้ขน้ 
0.2 โมลาร์ สามารถชกัน า SSE ในปาล์มน ้ ามนัได ้22.0 เอ็มบริโอต่อ SE   ส าหรับการใชน้ ้ ามะพร้าว 
10 เปอร์เซ็นตใ์นอาหารสูตร MS สามารถชกัน าให้เกิด SSE ในกลว้ย (Musa spp. AAB cv. Dwarf 
Brazilian) ได ้ (Khalil et al., 2002)   ส าหรับปัจจยัทางชีวภาพ ไดแ้ก่ ช้ินส่วนเร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการชกั
น าการเกิด SSE ในพืชแต่ละชนิดมีความแตกต่างกนัออกไป เช่น กลว้ย (Musa spp. AAB cv. Dwarf 
Brazilian) นั้นพบวา่ ตาดอกตวัผูจ้ากกลุ่มตาดอกอายุ 1 เดือน ให้การสร้าง SSE ไดดี้ (Khalil et al., 
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2002)  ส่วนแอปเป้ิล (Mulus x domestica Bokh cv. ‘Gloster 69’) นั้นช้ินส่วนใบเล้ียงท่ีพฒันา
จากคพัภะให้การสร้าง SSE ไดดี้ (Daigny et  al., 1996) เป็นตน้  ส าหรับปัจจยัทางกายภาพ ไดแ้ก่ 
สภาพแสง อุณหภูมิ เป็นตน้ มีผลต่อการชกัน า SSE ในพืชหลายๆ ชนิด ส่วนใหญ่ในระยะชกัน าให้
เกิดแคลลสั มกัวางเล้ียงในท่ีมืด เม่ือเขา้สู่การชกัน าการเกิด SSE เพาะเล้ียงในท่ีมีแสง เช่น มนั
ส าปะหลงั (Groll et al., 2001)   แต่ในพืชหลายชนิด  มีการน าช้ินส่วนพืชไปวางเล้ียงในท่ีมืด ก่อน
น ามาวางเล้ียงในท่ีมีแสงเพื่อใหเ้กิดการสร้าง SSE (Stamp and Henshaw, 1987)  
 
3.  การกลายพนัธ์ุในพชื 
 
    การกลายพนัธ์ุหมายถึงการเปล่ียนแปลงโครงสร้างโมเลกุลดีเอ็นเอ  ซ่ึงมีผลท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงของยนี หรือโครโมโซม ผลจากการเปล่ียนแปลงดงักล่าวอาจจะท าให้พืชแสดง
ลกัษณะใหม่ๆ ซ่ึงแตกต่างจากลกัษณะเดิมโดยสามารถถ่ายทอดจากรุ่นท่ีหน่ึงไปยงัรุ่นต่อไปได ้
(Ram, 2000) สาเหตุของการกลายพนัธ์ุมี 2 ประการ (Sigurbjornsson, 1983) คือ 
 
    3.1. การกลายพนัธ์ุทีเ่กดิขึน้เองตามธรรมชาติ 
 
     พบในอตัราท่ีต ่า เช่น ยีน Y  ท่ีควบคุมการเกิดสีเหลืองของเมล็ดขา้วโพดมี
อตัราเกิดการกลายพนัธ์ุในธรรมชาติเพียง 2x10-6 เปอร์เซ็นต์ เป็นตน้ สาเหตุการกลายพนัธ์ุตาม
ธรรมชาติ อาจเกิดจากรังสี  สารเคมี  หรืออุณหภูมิ ท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ  โดยท่ีมนุษยไ์ม่ไดช้กัน าให้
เกิดข้ึน 

  3.2. การชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุโดยส่ิงก่อกลายพนัธ์ุ 
 
   ส่ิงก่อกลายพนัธ์ุแบ่งเป็น 2  กลุ่ม คือ ส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางเคมี กบัส่ิงก่อ

กลายพนัธ์ุทางกายภาพ ส าหรับส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางเคมี ไดแ้ก่ สารเคมีท่ีสามารถชกัน าให้เกิดการ
กลายพนัธ์ุ  เช่น ethylmethane sulphonate (EMS) และ ethylethane sulphonate (EES) รวมถึง
สารเคมีเพิ่มชุดโครโมโซม เช่น โคลชิซิน และออรีซาลิน เป็นตน้  ส่วนส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางกายภาพ  
ได้แก่ รังสีซ่ึงจ าแนกเป็น 2 ประเภท คือรังสีท่ีไม่เกิดจากการแตกตวัของประจุ (non ionizing 
radiation) เช่น คล่ืนเสียง คล่ืนวิทยุ รังสีอุลตร้าไวโอเลต เป็นตน้ และรังสีท่ีเกิดจากการแตกตวัของ
ประจุ (ionizing radiation) เช่น รังสีแกมมาซ่ึงมีแหล่งก าเนิดจากโคบอลท ์60   และซีเซียม 137  เป็น
ตน้ 
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   3.2.1  ส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางเคมี 
 
   สารเคมีหลายชนิดท่ีสามารถชักน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุได้ใน
ส่ิงมีชีวติ โดยท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยนีมากกวา่การเปล่ียนแปลงโครงสร้าง หรือ
จ านวนชุดของโครโมโซม  สารเคมีท่ีมีการศึกษาและนิยมใช้อย่างกว้างขวางในการท าให้
เปล่ียนแปลงท่ียนีมี 4 กลุ่ม คือ  1) สารเคมีท่ีมีโครงสร้างโมเลกุลคลา้ยกบัเบสในดีเอ็นเอ   2) กลุ่มท่ี
ท าปฏิกิริยาโดยตรงกบัเบสในดีเอ็นเอ   3) สารท่ีสามารถเขา้แทนท่ีเบส purine ในสายดีเอ็นเอได ้
เช่นพวก alkylating agents  และ 4) สารท่ีมีสมบติัในการลดหรือเพิ่มเบสในดีเอ็นเอ เช่น สี acridine 
(กฤษฎา, 2546)   ส าหรับสารเคมีท่ีนิยมใชใ้นการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ เพื่อให้เกิดการเพิ่มชุด
โครโมโซม หรือพอลิพลอยด์ คือโคลชิซิน และออรีซาลิน  (Blakeslee and Avery, 1937; Wan et  
al., 1991; Dhooghe et al., 2011)   
 
    3.2.1.1  โคลชิซิน 
 

        โคลชิซินเป็นสารประกอบอโรมาติกในกลุ่มอลัคาลอยด ์ พบ 
ในพืชบางชนิด เช่น Colchicum autumnale L. มีสมบติัในการเพิ่มชุดของโครโมโซม โดยสารเคมี
เหล่าน้ีจะจบักบัโมเลกุลทูบูลินของสปินเดิล  ท าใหโ้มเลกุลไม่ท าหนา้ท่ี ไม่สามารถรวมตวัสร้างไม-
โครทูบูล ส่งผลท าใหเ้กิดการยบัย ั้งการสร้างสปินเดิลไฟเบอร์ จึงไม่สามารถแยกโครโมโซมไปท่ีขั้ว
เซลลไ์ด ้ ท าใหเ้พิ่มจ านวนโครโมโซมจากดิพลอยดเ์ป็นพอลิพลอยด ์(Petersen et al., 2003)   การใช้
โคลชิซินเพื่อเพิ่มชุดโครโมโซมในการเพาะเล้ียงเซลล์เน้ือเยื่อและอวยัวะนั้น  อาจเติมลงในอาหาร
เล้ียงเซลล์ และล้างออกหลงัจากเพาะเล้ียงไปช่วงระยะเวลาหน่ึง  มกัใช้กบัเมล็ดท่ีก าลงังอกหรือ
ส่วนของเน้ือเยื่อเจริญ  ความเขม้ขน้ท่ีใชก้นัทัว่ไปคือ 0.1-0.5 เปอร์เซ็นต์ แต่ท่ีนิยมและก่อให้เกิด
การกลายพนัธ์ุท่ีใชป้ระโยชน์ไดคื้อ ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ สารโคลชิซินน้ีมีผูน้ ามาใชใ้นการ
ชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุในพืชอย่างกวา้งขวาง  เน่ืองจากไม่เป็นอนัตรายต่อตน้พืช แมจ้ะใช้ใน
อตัราสูง เพราะเป็นสารท่ีสกดัจากพืช   เคล่ือนยา้ยไปตามส่วนต่าง ๆ ของพืช  โดยยงัคงรักษารูปเดิม 
และท าหน้าท่ีชักน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุได้เป็นเวลานาน อีกทั้งไม่ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างของยีน (นพพร และคณะ, 2546)   เน่ืองจากโคลชิซินสลายตวัเม่ือโดนความร้อนช้ืน 
ส่งผลให้การเพิ่มชุดโครโมโซมลดลงหรือหายไป (Zhang et al., 2007) ดงันั้นจึงตอ้งกรองดว้ย
กระดาษกรองมิลลิพอร์ ท าให้สะดวกในการชกัน าใหเ้กิดการเพิ่มชุดโครโมโซมภายใตส้ภาวะปลอด
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เช้ือ  อยา่งไรก็ตาม ในพืชบางชนิดโคลชิซินส่งผลให้พืชเป็นหมนั การเจริญเติบโตผิดปกติ และเกิด
การขาดของโครโมโซมได ้(Luckett, 1989) 
 
    3.2.1.2  ออรีซาลนิ 
 
          ออรีซาลินมีลกัษณะเป็นผลึกสีเหลือง ท าหนา้ท่ียบัย ั้งการแบ่ง
เซลลแ์บบไมโทซิส โดยจะเขา้จบักบัทูบูลินท่ีต าแหน่งต่างกบัโคลชิซิน ส่งผลใหเ้กิดการเพิ่มจ านวน
โครโมโซมไดเ้ช่นเดียวกบัโคลชิซิน เป็นสารก าจดัวชัพืชพวกไดไนโทรแอนิลีน นิยมใชก้บัเซลล์
พืช เน่ืองจากราคาถูกกว่า และใช้ในปริมาณน้อยกว่าโคลชิซิน ให้ผลดีกบัส่วนของเน้ือเยื่อเจริญ 
และมกัไม่ก่อให้เกิดการแตกหักหรือสูญหายของโครโมโซม (นิตยศ์รี, 2551; Anderson et al., 
1991) 
 
  3.2.2  ส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางกายภาพ 
 
   ส่ิงก่อกลายพนัธ์ุทางกายภาพท่ีนิยมใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืชไดแ้ก่ รังสี
เอก็ซ์ รังสีแกมมา รังสีอุลตร้าไวโอเลต และอนุภาคนิวตรอน (Sigurbjornsson, 1983)  รังสีมีผลต่อ
ส่ิงมีชีวติทั้งทางตรงและทางออ้ม โดยมีผลตั้งแต่ระดบัโมเลกุลไปจนกระทัง่ถึงระดบัเซลล ์ เน้ือเยือ่ 
และระบบอวยัวะ ผลทางตรงไดแ้ก่การท่ีรังสีท่ีเกิดจากการแตกตวัของประจุ ท าลายโมเลกุลของสาร
ต่างๆ ท่ีอยูภ่ายในเซลล ์ หรือเป็นองคป์ระกอบของเซลล ์ เช่น ไขมนั โปรตีน คาร์โบไฮเดรต กรด
นิวคลิอิก โดยเฉพาะดีเอน็เอ ซ่ึงเป็นสารท่ีเก็บขอ้มูลและถ่ายทอดลกัษณะพนัธุกรรม ส่วนผล
ทางออ้มคือ รังสีจะท าใหน้ ้าซ่ึงเป็นองคป์ระกอบส่วนใหญ่ของเซลลส่ิ์งมีชีวติถูกไอออไนซ์ ท าให้
เกิดอนุมูลอิสระข้ึน ซ่ึงอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนอาจรวมตวักบัโมเลกุลอ่ืนๆ ท่ีเป็นองคป์ระกอบของ
เซลลห์รืออยูภ่ายในเซลล ์ท าใหโ้ครงสร้างทางเคมีของสารนั้นเปล่ียนแปลงไป หรืออนุมูลอิสระอาจ
รวมตวักนัใหม่กลายเป็นสารอ่ืนๆ ท่ีเป็นอนัตรายต่อเซลลห์รือสารต่างๆ ภายในเซลล ์ จากผลของ
อนุมูลอิสระดงักล่าว อาจท าใหก้ระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลลเ์ปล่ียนแปลงไป ซ่ึงอาจมีผล
ต่อการเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวติ จนกระทัง่ถึงตายได ้(Constantin, 1975) 
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4.  การชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุในพชืโดยใช้สารโคลชิซิน และออรีซาลนิ 
 
  การชกัน าตน้พอลิพลอยดใ์นหลอดทดลองโดยการใชส้ารโคลชิซิน และออรีซาลิน
ไดมี้การศึกษากนัในพืชหลายชนิด เช่น Scuctellaria baicalensis (Gao et al., 2002)  ทบัทิม (Shao et 
al., 2003)  และลาเวนเดอร์ (Urwin and Horsnell., 2007)  พอลิพลอยด์นบัวา่มีความส าคญัอยา่งยิ่ง
ต่อวิวฒันาการของส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะพืชมีดอกมีรายงานวา่ประมาณ 47 เปอร์เซ็นต์ เป็นพอลิ-
พลอยดซ่ึ์งสาเหตุการเกิดพอลิพลอยด ์ท่ีเป็นไปไดมี้ดงัน้ีคือ 
  1. การเพิ่มชุดโครโมโซมของเซลล์ร่างกาย  อาจเน่ืองจากการท างานท่ีผิดปกติของ
สายสปินเดิล หรือการชกัน าให้เกิดพอลิพลอยด์ดว้ยสารเคมี ท่ีมีสมบติัยบัย ั้งการสร้างสปินเดิลใน
การแบ่งเซลล ์แบบไมโทซิส เช่น โคลชิซิน และออรีซาลิน 
  2. การเพิ่มชุดโครโมโซมท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลล์สืบพนัธ์ุ   เป็นการผสมระหวา่งเซลล์
สืบพนัธ์ุท่ีไม่มีการลดจ านวนโครโมโซม เน่ืองจากการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสท่ีผิดปกติ ดงันั้น
เซลลสื์บพนัธ์ุจึงมีจ านวนโครโมโซม 2 ชุด (จรัสศรี, 2548) 
  การชกัน าตน้พอลิพลอยด์เป็นวิธีการหน่ึงในการปรับปรุงพนัธ์ุพืชเพื่อการพฒันา
สายพนัธ์ุท่ีให้ประสิทธิภาพสูง (Adaniya and Shirai, 2001;  Zeng et  al., 2006)  ซ่ึงอาจจะท าให้
ส่วนของ ใบ   ล าตน้  ราก  และดอกของตน้ท่ีเป็นพอลิพลอยด์มีขนาดใหญ่กวา่ตน้ดิพลอยด์ ดงันั้น
ตน้พอลิพลอยด์อาจจะให้ผลผลิตสูงข้ึน ซ่ึงการชกัน าตน้พอลิพลอยด์ในสภาพหลอดทดลองได้มี
การศึกษากนัอยา่งต่อเน่ือง เช่นการศึกษาในพืชสมุนไพร Datura stramonium  สามารถเพิ่มปริมาณ
สารอลัคาลอยด์ในใบ ล าตน้ และราก ไดม้ากกวา่ตน้ดิพลอยด์สองเท่า (Rowson, 1949)  ในท านอง
เดียวกนักบัตน้ Atropa belladonna ท่ีเป็นเททระพลอยด์ มีปริมาณสารอลัคาลอยด์ 154 เปอร์เซ็นต ์
ซ่ึงมากกวา่ตน้ดิพลอยด์ (Jackson and Rowson, 1953) และตน้ Artemisia annua ท่ีเป็นเททระ-
พลอยด์มีปริมาณสาร artemisinin เพิ่มข้ึนเป็นหกเท่าของตน้ดิพลอยด์ (Jesus-Gonzalez and 
Weathers, 2003) 

 การชกัน าตน้พอลิพลอยด์ โดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชในหลอดทดลอง ภายใต้
สภาวะปลอดเช้ือเป็นท่ีนิยม  เน่ืองจากให้ประสิทธิภาพสูง เหมาะสมในการผลิตเพื่อการคา้ (Gao et 
al., 1996)  ปัจจุบนัเมล็ดพืชมากกวา่ 70 เปอร์เซ็นต ์ไดมี้การชกัน าให้เกิดพอลิพลอยด์ โดยเฉพาะใน
ไมผ้ล เน่ืองจากให้ผลท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน ตน้แข็งแรง ให้ผลผลิตสูง ตา้นทานโรค และมีเมล็ดน้อย
หรือไม่มีเมล็ด (Predieri, 2001) เช่น องุ่น (Derman, 1954)  ทอ้ (Derman, 1965)  สตรอเบอร์ร่ี 
(Sebastiampillai and Jones, 1976; James et al., 1987)  บลูเบอร์ร่ี (Perry and Lyrene, 1984)  กลว้ย 
(Hamil et al., 1992; van Duren et al., 1996)  แอปเป้ิล (Liu et al., 2001)  และสาล่ี (Kadota and 
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Niimi, 2002) โดยพบว่า ตน้เททระพลอยด์ให้ผลผลิตท่ีมีขนาดใหญ่กว่าตน้ดิพลอยด์ นอกจากน้ี 
ขนาดของใบ  ล าตน้  และราก ของตน้เททระพลอยด์ ยงัมีขนาดใหญ่กวา่ตน้ควบคุม  และมีผลผลิต
มวลรวม มากกวา่ตน้ควบคุม (Dubcovsky and Dvorak, 2007; Leitch and Leicth, 2008; Zhang et 
al., 2008)   อยา่งไรก็ตามในไมผ้ลบางชนิด เช่น ปาลม์น ้ามนั (Madon et al., 2005) พบวา่ตน้เททระ-
พลอยดใ์หต้น้กลา้ท่ีมีขนาดเล็กกวา่ตน้ดิพลอยด ์
 
5.  ปัจจัยทีม่ีผลต่อการใช้สารโคลชิซิน และออรีซาลนิชักน าให้เกดิการเพิม่ชุดโครโมโซมในพชื 
 

 ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการชักน าตน้เททระพลอยด์ คือ ช้ินส่วนพืช  
ระดบัความเขม้ขน้ของสารเคมี  ร่วมกบัระยะเวลาการจุ่มแช่ช้ินส่วน และวิธีการให้สาร  (Kermani 
et al., 2003; Petersen et al., 2003) โดยพืชแต่ละชนิดจะตอบสนองต่อสารแตกต่างกนั  
 

5.1  ช้ินส่วนพชื 
 

ประสิทธิภาพของการเกิดพอลิพลอยดน์ั้น ข้ึนกบัชนิดของช้ินส่วนพืช   
และความสามารถของเน้ือเยื่อพืชในการล าเลียงสารโคลชิซิน และออรีซาลินเขา้สู่เน้ือเยื่อเจริญ 
(Allum et al., 2007)  จากการศึกษาพบวา่ การใชช้ิ้นส่วนพืชท่ีแตกต่างกนั ในการชกัน าให้เกิดการ
เพิ่มชุดโครโมโซม ส่งผลให้พืชมีลกัษณะจีโนไทป์แตกต่างกนัดว้ย (de Mello et al., 2000; Chauvin 
et al., 2005; Stanys et al., 2006; Khosravi et al., 2008) โดยทัว่ไป นิยมใชช้ิ้นส่วนเน้ือเยื่อเจริญ ใน
การชกัน าใหเ้กิดการเพิ่มชุดโครโมโซม เช่น ปลายยอด  ตาขา้ง ล าตน้ใตใ้บเล้ียง ขอ้  ใบเล้ียง ปลอ้ง 
เมล็ด ใบเล้ียง แคลลสั โซมาติกเอ็มบริโอ คพัภะ อบัเรณู เป็นตน้ (Dhooghe et al., 2011) ส าหรับ
การศึกษาการชกัน าใหเ้กิดตน้เททระพลอยดใ์นปาลม์น ้ามนันั้น  Madon และคณะ (2005)  ใชเ้มล็ดท่ี
ก าลงังอก   

นอกจากน้ี มีรายงานการศึกษา การเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมในพืชชนิด 
อ่ืนๆ โดยใชช้ิ้นส่วนพืชแตกต่างกนั เช่น ช้ินส่วนปลายยอดของส้ม (Aleza et al., 2009)  พุทรา (Gu 
et al., 2005)  กลว้ย (van Duren et al., 1996; Ganga and Chezhiyan, 2002)  กุหลาบ (Kermani et 
al., 2003)  ช้ินส่วนยอดในกลว้ย (Hamill et al., 1992)  ช้ินส่วนตายอดใน Dioscorea  zingiberensis  
(Zhang et al., 2010a)  ช้ินส่วนโปรโตคอร์มในกลว้ยไมแ้คทลียา (de Mello  et al., 2000)  แคลลสั
ของส้ม (Zhang et al., 2007) และ Dioscorea  zingiberensis (Heping et al., 2008)    นอกจากน้ีมี
รายงานการใชช้ิ้นส่วนใบในสาล่ี (Sun et al., 2009)  ช้ินส่วนขอ้ของมะเขือเทศ (Greplova et al., 
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2009)  ทบัทิม (Shao et al., 2003)  กุหลาบ ( Allum et al., 2007; Khosravi et al., 2008)  ช้ินส่วนล า
ตน้ใตใ้บเล้ียง และขอ้ใบเล้ียงของตน้ค าเงาะ (de Carvalho et al., 2005)   ตน้อ่อนของแตงโม 
(Omran et al., 2008)  เซลล์ซสัเพนชัน่ของส้ม (Dutt et al., 2010)  โพรโทพลาสตข์องส้ม (Zeng et 
al., 2006)  โซมาติกเอ็มบริโอขององุ่น (Yang et al., 2006) และ SSE ในพืช  Spathiphyllum wallisii  
(Eeckhaut et al., 2004) 
 
  5.2  ความเข้มข้น ระยะเวลา  และวธีิการให้สาร 
 

ความเขม้ขน้ของโคลชิซิน และออรีซาลิน ร่วมกบัระยะเวลาท่ีจุ่มแช่สาร  
มีผลต่ออตัราการเกิดพอลิพลอยด์ ซ่ึงพืชแต่ละชนิดจะตอบสนองแตกต่างกนั การศึกษาโดยใชส้าร
ความเขม้ข้นต ่าอาจจะไม่สามารถชักน าให้เกิดการเพิ่มชุดโครโมโซมได้  และเม่ือใช้สารความ
เขม้ขน้สูง ส่งผลใหเ้น้ือเยือ่พืชอาจตายได ้ ดงันั้นระดบัความเขม้ขน้  และระยะเวลาท่ีเหมาะสม เป็น
ปัจจยัส าคญัท่ีสามารถเพิ่มอตัราการชกัน าตน้พอลิพลอยด์ได ้   Tang และคณะ (2010) รายงานการ
ใช้สารโคลชิซินว่าท่ีความเข้มข้นต ่า แต่ใช้เวลาในการจุ่มแช่ช้ินส่วนแคลลัสของ Paulownia 
tomentosa ในสารละลายนานข้ึน  สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเกิดตน้พอลิพลอยด์ให้สูงข้ึนได ้    
นอกจากน้ีการใชส้ารท่ีมีความเขม้ขน้สูง แต่ใชเ้วลาในการจุ่มแช่ช้ินส่วนสั้นลง   สามารถชกัน าตน้
พอลิพลอยดไ์ดเ้ช่นเดียวกนั (Allum et al., 2007) 
   Madon และคณะ (2005) ชกัน าการกลายพนัธ์ุในปาล์มน ้ ามนัโดยใชส้าร
โคลชิซิน และออรีซาลินความเขม้ขน้ต่างๆ  จุ่มแช่เมล็ดงอกภายนอกสภาพหลอดทดลอง  พบว่า 
โคลชิซินเขม้ขน้ 10.0 ไมโครโมลาร์ ท่ีเวลา 8 ชั่วโมง ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงท่ีสุด 48 
เปอร์เซ็นต ์ และโคลชิซินเขม้ขน้ 12.5 ไมโครโมลาร์  ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง เกิดตน้เททระพลอยด์ ส่วน
ออรีซาลิน เขม้ขน้ 90 ไมโครโมลาร์  ท่ีเวลา 8 ชั่วโมง ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงท่ีสุด 72 
เปอร์เซ็นต ์ และไม่พบตน้พอลิพลอยด์  ส าหรับการศึกษาการเพิ่มชุดโครโมโซม โดยใชส้ารละลาย
โคลชิซิน ภายนอกสภาพหลอดทดลองในพืชชนิดอ่ืนนั้น   Urwin และ Horsnell (2007) จุ่มแช่เมล็ด
ลาเวนเดอร์ ในอาหารเหลวร่วมกบัสารโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 12.5 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 7 วนั 
พบวา่เกิดตน้เททระพลอยด์       Omidbaigi และคณะ (2010) น าเมล็ด ใบเล้ียงของตน้อ่อน และราก 
ของโหระพา  มาแช่สารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 - 0.75 เปอร์เซ็นต ์ เป็นระยะเวลา 6  12  
24 และ 36 ชัว่โมง พบวา่ การหยดสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์บนใบเล้ียงของ
ตน้อ่อนเท่านั้น ท่ีสามารถชกัน าให้เกิดตน้เททระพลอยด์ได ้ นอกจากน้ีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
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ช้ินส่วนพืช ลดลงตามความเขม้ขน้ของสารละลายโคลชิซินท่ีสูงข้ึน  และระยะเวลาการแช่สารท่ี
นานข้ึน 

 มีรายงานการเพิ่มชุดโครโมโซม โดยใชส้ารละลายโคลชิซิน และออรีซาลินภายใน
สภาพหลอดทดลอง ภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ เช่น  Gantait และคณะ (2011) น าปลายยอดของเยอบี-
ร่า แช่ในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ เป็นระยะเวลา 8 
ชัว่โมง พบวา่สามารถชกัน าใหเ้กิดตน้เททระพลอยดไ์ดดี้ท่ีสุด แต่มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตนอ้ยกวา่
ตน้ควบคุม   Gu และคณะ (2005) เพาะเล้ียงปลายยอดพุทราบนอาหารแข็งสูตร MS ร่วมกบัสาร 
โคลชิซินเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง และความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง สามารถชกัน าใหเ้กิดตน้เททระพลอยด์ได ้ 3 เปอร์เซ็นต ์   Stanys และคณะ 
(2004) ศึกษาการชกัน าการเกิดพอลิพลอยด์ใน Ribes โดยการเพาะเล้ียงปลายยอด และเอ็มบริโอ
ร่วมกบัสารโคลชิซินเขม้ขน้ 0.25 เปอร์เซ็นต์ และออรีซาลินเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์   พบว่า
สามารถชกัน าใหเ้กิดพืชพอลิพลอยดไ์ด ้    Nguyen และคณะ (2003)  ชกัน าปลายยอด Alocasia  ให้
เกิดตน้เททระพลอยด์ โดยแช่ในสารโคลชิซิน และออรีซาลินความเขม้ขน้ต่างๆ  พบว่าโคลชิซิน
เขม้ขน้ 0.01 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติดีท่ีสุด และมีการสร้างยอดรวม
มากกวา่ตน้ควบคุม แต่ไม่พบตน้เททระพลอยด์   ส่วนออรีซาลินเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต์ ท่ีเวลา 24 
ชัว่โมง มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงสุด  และออรีซาลิน 0.01 เปอร์เซ็นต ์ ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เกิดตน้
เททระพลอยดดี์ท่ีสุด 

Liu และ Gao (2007) น าตายอดของเบญจมาศ จุ่มแช่ในสารโคลชิซิน ความเขม้ขน้  
0.05 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 12 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ พบวา่เกิดตน้เททระพลอยด์ไดดี้
ท่ีสุด    Liu และคณะ (2007) จุ่มแช่เมล็ด Platanus acerifolia ในสารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 
0.1 - 0.5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง  พบวา่สามารถชกัน าให้เกิดตน้เททระพลอยด์ได ้
อยา่งไรก็ตามตน้อ่อนไม่สามารถพฒันาเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ได ้    Omran และ Mohammad (2008) จุ่ม
แช่เมล็ดฝ้าย ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติมสารโคลชิซิน เขม้ขน้ 0.9 เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 16 
ชัว่โมง  พบว่าสามารถชกัน าตน้เททระพลอยด์ได ้แต่เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตต ่าลง     Rego และ
คณะ (2011) น าช้ินส่วนล าตน้ใตใ้บเล้ียงของเสาวรสผลสีเหลือง ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเมล็ดภายใต้
สภาวะปลอดเช้ือมาจุ่มแช่ในอาหารเหลวท่ีเติมสารละลายโคลชิซิน และออรีซาลิน ท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ เป็นเวลา 15 วนั พบวา่การจุ่มแช่ช้ินส่วนในสารละลายโคลชิซินเขม้ขน้ 25 ไมโครโมลาร์ เป็น
ระยะเวลา 15 วนั  เกิดตน้เททระพลอยด์ไดดี้ท่ีสุด  ส่วนการจุ่มแช่ในสารละลายออรีซาลินทุกความ
เขม้ขน้ (5 - 30 ไมโครโมลาร์) ไม่สามารถชกัน าให้เกิดตน้เททระพลอยด์ได ้   Sun และคณะ (2009) 
ใช้ช้ินส่วนใบของสาล่ีวางบนกระดาษกรองท่ีหยดสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์
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เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชัว่โมง หลงัจากนั้น น าไปชกัน าให้เกิดยอดภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ พบวา่
การวางช้ินส่วนเป็นเวลา 48 ชัว่โมง สามารถชกัน าให้เกิดตน้เททระพลอยด์ไดดี้ท่ีสุด และการวาง
ช้ินส่วนบนสารละลายโคลชิซินเป็นเวลานานข้ึนส่งผลให้เปอร์ซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์
การเกิดตน้เททระพลอยดล์ดลง 

Koarapatchaikol (2007) แช่แคลลสัของกลว้ยสาในสารละลายออรีซาลินเขม้ขน้  
1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ เกิดตน้เททระพลอยดม์ากท่ีสุด      Heping และคณะ 
(2008) น าแคลลสัของ Dioscorea zingiberensis จุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.3 
เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลาต่าง ๆ คือ  4    8   12   16   20   24  และ 30 ชัว่โมง พบวา่ สามารถชกัน า
ตน้เททระพลอยด์ไดทุ้กระยะเวลา แต่การจุ่มแช่แคลลสัเป็นระยะเวลา 16 ชัว่โมง สามารถชกัน าให้
เกิดตน้เททระพลอยด์ไดดี้ท่ีสุด    Sariano และคณะ (2007) รายงานผลการศึกษาการชกัน าการเพิ่ม
จ านวนโครโมโซมในขา้วสาลี (Triticum aestivum  L.) พนัธ์ุต่างๆ โดยใชช้ิ้นส่วนอบัเรณูและเรณูมา
เพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ร่วมกบัสารโคลชิซินเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง สามารถชกัน าพืชไดแฮพลอยด์ (dihaploid)ไดสู้งถึง 75 เปอร์เซ็นต ์     Escandon และคณะ 
(2005) ศึกษาการเพาะเล้ียงขอ้ของพืชสมุนไพรกรดน ้ า (Scoparia montevidiensis) บนอาหารแข็ง
สูตร MS ร่วมกบัสารโคลชิซินท่ีระดบัความเขม้ขน้  0.001  0.01  0.05 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ ทุกความเขม้ขน้สามารถชกัน าให้เกิดเททระพลอยด์ได ้โดยท่ีความเขม้ขน้ 
0.001 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง สามารถชกัน าใหเ้กิดเททระพลอยดม์ากท่ีสุด และท่ีความเขม้ขน้ 
0.05 เปอร์เซ็นต ์ชกัน าใหเ้กิดมิกโซพลอยดม์ากท่ีสุดเช่นกนั 
  วธีิการใหส้ารโคลชิซิน และออรีซาลิน มี 2 วธีิ คือ การหยดสารละลายโดยตรงกบั
ตน้พืชบริเวณปลายยอด และการน าเมล็ด หรือช้ินส่วนพืชแช่สารละลายดงักล่าว ซ่ึงสามารถศึกษา
ในพืชท่ีเจริญเติบโตในแปลงปลูก และในหลอดทดลองภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ (Rubuluza et al., 
2007) การให้สารโคลชิซิน และออรีซาลินแก่พืชต้องพยายามให้สารแทรกซึมเขา้ไปในเน้ือเยื่อ
เจริญ หรือเซลล์ท่ีก าลงัเจริญเติบโตและสมบูรณ์ ระยะเวลาและความยาวนานของการให้สารแก่
เน้ือเยือ่ข้ึนอยูก่บัวฎัจกัรของการแบ่งเซลลพ์ืช   หากระยะเวลาท่ีให้สารสั้นอาจไม่แสดงผล   ถา้นาน
เกินไปอาจแสดงผลมาก คือพืชท่ีไดจ้ะมีโครโมโซมมากเกินระดบัท่ีตอ้งการ 
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6.  การตรวจสอบการกลายพนัธ์ุในพชื  
 
  วิธีการตรวจสอบการกลายพนัธ์ุของพืช  ท่ีได้จากการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ  
โดยใชส้ารโคลชิซิน  และออรีซาลินนั้น สามารถตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  ลกัษณะทาง
สรีรวทิยา และการตรวจสอบลกัษณะทางเซลลว์ทิยา 
 
  6.1  การตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 

 
   ความแปรปรวนจากการกลายพนัธ์ุ สามารถตรวจสอบไดจ้ากลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา เน่ืองจากสามารถตรวจสอบไดง่้าย จากการสังเกตลกัษณะท่ีเกิดข้ึน มีการถ่ายทอด
ทางพนัธุกรรมผ่านยีนบนโครโมโซม  ภายหลังการชักน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ  ซ่ึงลักษณะท่ี
ปรากฏ เป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงขอ้มูลท่ีเป็นองค์ประกอบทางจีโนไทป์  และส่ิงแวดลอ้ม  
ส่งผลให้แสดงลกัษณะนั้นๆ ออกมา เช่น ลกัษณะของการเจริญเติบโต ล าตน้  ใบ  ดอก  ผล ราก 
เป็นตน้    Zhang และคณะ (2007) รายงานวา่ ลกัษณะ และขนาดของใบ สามารถประเมินการเกิด
พอลิพลอยด์ได ้อย่างไรก็ตาม Zhang และคณะ (2010b)  รายงานว่าจากการประเมินลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาของตน้ท่ีคาดวา่เป็นตน้เททระพลอยด์ (putative tetraploid) นั้น หลงัจากยืนยนัผลโดย
การศึกษาลกัษณะทางเซลลว์ทิยา พบวา่เพียง 50 เปอร์เซ็นต ์เท่านั้นท่ีจดัเป็นตน้เททระพลอยด์ ส่วน
ท่ีเหลือเป็นต้นมิกโซพลอยด์ ส าหรับการประเมินการเกิดเททระพลอยด์ในปาล์มน ้ ามันนั้ น    
Madon และคณะ (2005) พบวา่ตน้เททระพลอยดข์องปาลม์น ้ามนั ท่ีชกัน าจากการแช่เมล็ดท่ีงอกใน
สารละลายโคลชิซิน มีการเจริญเติบโตช้า และมีใบสีเขียวเขม้ หนากว่าตน้ควบคุม นอกจากน้ี มี
รายงานการประเมินการเกิดเททระพลอยด์ โดยการศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาในพืชชนิดอ่ืน เช่น  
Shao และคณะ (2003) รายงานวา่ตน้เททระพลอยด์ของทบัทิมให้ขนาดของยอด ใบ และราก ใหญ่
กวา่ตน้ดิพลอยด์      Sun และคณะ (2009) รายงานวา่ตน้เททระพลอยด์ของสาล่ี ให้ใบ และยอดสี
เขียวเขม้ หนา แต่ขนาดของใบลดลง ล าตน้และขอ้สั้นกวา่ตน้ดิพลอยด์    Liu และ Gao (2007) 
รายงานวา่ ตน้เททระพลอยด์ของเบญจมาศ  มีการเจริญเติบโตชา้ ล าตน้ ใบ และ ราก มีขนาดใหญ่
กวา่ตน้ดิพลอยด ์  นอกจากน้ี Heping และคณะ (2008) รายงานวา่ ตน้เททระพลอยด์ของ Dioscorea 
zingiberensis ให้ขนาดของใบ และเหงา้ ใหญ่กวา่ตน้ดิพลอยด์  และ Omidbaigi และคณะ (2010) 
รายงานว่าตน้เททระพลอยด์ของโหระพา มีใบสีเขียวเขม้ หนา และรูปร่างของใบเปล่ียนแปลงไป
แตกต่างจากตน้ควบคุม ขนาดของใบ เมล็ด และละอองเรณู  มีขนาดใหญ่กวา่ตน้ดิพลอยด ์
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   จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้เททระพลอยด์ในพุทรา  Gu 
และคณะ (2005) รายงานวา่ตน้เททระพลอยด ์ใหต้น้ขนาดใหญ่ ใบหนา และให้ดอกขนาดใหญ่กวา่
ตน้ดิพลอยด์     Escandon และคณะ (2005) รายงานว่าตน้เททระพลอยด์ของกรดน ้ า ให้ล าตน้ ใบ 
และดอกขนาดใหญ่ข้ึน  Nimura และคณะ (2006) รายงานการเกิดพอลิพลอยด์ ในดอกคาร์เนชัน่
ลูกผสม (Dianthus caryophyllus L. และ D. japonicus Thunb) ส่งผลให้ขนาดดอกใหญ่ข้ึน 
ระยะเวลาบานของดอกนานกวา่กลุ่มควบคุม  และ Allum และคณะ (2007) รายงานวา่ตน้เททระ-
พลอยดข์องดอกกุหลาบ มีจ านวนกลีบดอกมากกวา่ตน้ดิพลอยด์ นอกจากน้ี  Tang และคณะ (2010) 
รายงานวา่ตน้เททระพลอยด์ของ Paulownia tomentosa เต้ียลง มีขอ้ของล าตน้สั้นลง รูปร่างของใบ
เปล่ียนเป็นใบกลม ให้ดอกขนาดใหญ่ กา้นดอกยาว และรังไข่ใหญ่กวา่ตน้ดิพลอยด์    และ Gantait 
และคณะ (2011) รายงานวา่ ตน้เททระพลอยดมี์การเจริญเติบโตชา้ ใบมีขนาดใหญ่ และหนา  รากมี
ขนาดใหญ่และสั้น ดอก และช่อดอกมีขนาดใหญ่ กา้นดอกยาว และระยะเวลาการออกดอกช้ากว่า
ตน้ควบคุมเป็นเวลา 5 วนั   จากการศึกษาตน้เททระพลอยด์ขององุ่น พบวา่ให้ผลขนาดใหญ่กวา่ตน้
ควบคุม (Notsuka et al., 2000)  ส าหรับตน้เททระพลอยด์ของ Chaenomeles japonica นั้น มีเมล็ด
ลดลง แต่ใหน้ ้าหนกัผลสดเพิ่มข้ึน (Stanys et al..2006)   นอกจากน้ี  Rego และคณะ (2011) รายงาน
วา่ ตน้เททระพลอยด์ของเสาวรสผลสีเหลือง ให้ใบ ผลขนาดใหญ่ และให้น ้ าในผลมากกวา่ตน้ดิ-
พลอยด ์ 
   การเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชในตน้เททระพลอยด์
นั้น  ก่อให้เกิดมูลค่าเพิ่มทางเศรษฐกิจ เช่น ตน้พืชท่ีทนต่อสภาวะแล้ง ตา้นทานโรค ให้ผลผลิต
เพิ่มข้ึน และสามารถเก็บรักษาหลงัการเก็บเก่ียวไดน้านข้ึน (Riddle et al., 2006; Xiong et al., 2006) 
ดงัเช่นรายงานของ    Li และคณะ (2009) รายงานวา่ตน้เตตราพลอยด์ท่ีมีการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยา โดยขนาดของใบลดลง ให้มวลของใบต่อพื้นท่ีเพิ่มข้ึน เน้ือเยื่อ epidermal และ 
palisade cell หนากวา่เดิม ส่งผลใหท้นต่อสภาวะแลง้ไดดี้กวา่ตน้ควบคุม  นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่
ตน้เตตราพลอยด์ของ Prunus salicina (Pustovoitova et al., 1996) และ Betula papyrifera  (Li et 
al., 1996)  ตา้นทานต่อภาวะน ้ าท่วมไดดี้กว่าตน้ควบคุม  Dewey (1980)  รายงานว่าตน้เตตรา
พลอยด์ของ Lolium perenne และ Lolium multiflorum  ตา้นทานโรคไดดี้กวา่ตน้ควบคุม ไฟเบอร์
นุ่มข้ึน และย่อยได้ง่ายกว่าเดิม   และ Zhang และคณะ (2010a) รายงานว่าตน้เตตราพลอยด์ ใน 
Dioscorea ตา้นทานต่อสภาวะร้อนไดดี้กวา่ตน้ควบคุม 
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  6.2  การตรวจสอบลกัษณะทางสรีรวทิยา 
 

   การตรวจสอบความแปรปรวนของปาลม์น ้ามนั   ท่ีชกัน าใหเ้กิดการกลาย 
พนัธ์ุ  สามารถคัดเลือกได้โดยการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา เช่น ขนาดเซลล์คุม ปริมาณ
คลอโรฟิลล์ จ  านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ และปริมาณสารทุติยภูมิ เป็นตน้  โดยทัว่ไปแล้วลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของพืช มีความสัมพนัธ์กบัลกัษณะทางสรีรวิทยา ดงันั้นจึงสามารถคดัเลือกตน้ท่ี
คาดวา่เป็นเททระพลอยด์ โดยการศึกษาเบ้ืองตน้จากลกัษณะภายนอก และน ามาตรวจสอบขนาด
ของเซลล์คุม และนับจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์  ซ่ึงเป็นวิธีตรวจสอบท่ีท าได้ง่าย สะดวก และ
ประหยดั (Tal, 1980; Cohen  and Yao, 1996) ขนาดของเซลลคุ์มนั้น สามารถน ามาประเมินตน้เทท-
ระพลอยด์ได ้โดยตน้เททระพลอยด์ให้ขนาดเซลล์คุมใหญ่กวา่ตน้ดิพลอยด ์(Hodgson et al., 2010)   
มีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัตน้เททระพลอยด์ ให้ขนาดเซลล์คุมใหญ่กว่าตน้ควบคุม และความ
หนาแน่นของเซลล์คุมนอ้ยกวา่ตน้ดิพลอยด์ ในเสาวรสผลสีเหลือง (Rego et al., 2011)  สาล่ี 
(Kadota and Nimii, 2002; Sun et al., 2009)  Chaemomeles japonica (Stanys et al., 2006)  องุ่น 
(Yang et al., 2006)  กลว้ย (Hamill et al., 1992)  พุทรา (Gu et  al., 2005)  หม่อน (Chakraborti et 
al., 1998)  หน่อไมฝ้ร่ัง (Shiga et al., 2009)  โหระพา (Omibaigi et al., 2010)  Pennisetum spp. 
(Campos et al., 2009)  Lagerstroemia indica (Zhang et  al., 2010b)  เยอบีร่า (Gantait et al., 2011)  
เบญจมาศ (Liu et al., 2007)  Zantedeschia (Cohen and Yao, 1996)  Aegilops neglecta (Aryavand 
et al., 2003) และAlocasia (Thao et al., 2003)   ส าหรับปาล์มน ้ ามนั  Madon และคณะ (2005) 
รายงานวา่ ขนาดเซลลคุ์มของตน้เททระพลอยด ์และตน้ดิพลอยดไ์ม่มีความแตกต่างกนั 

  นอกจากน้ียงัสามารถตรวจสอบการเกิดเททระพลอยด์ โดยการนบัจ านวน
เม็ดคลอโรพลาสต์ ซ่ึงมีการยืนยนัผลว่าจ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ในตน้เททระพลอยด์ มีจ  านวน
มากกวา่ตน้ดิพลอยด์ ในหม่อน (Chakraborti et al., 1998)  พุทรา (Gu et al., 2005)  Poplar และ 
black locus (Edward et al., 2009)  Lagerstoemia indica  (Zhang et  al.,  2010b)  โหระพา 
(Omibaigi et al., 2010)  และเสาวรสผลสีเหลือง (Rego et al., 2011) 
 
  6.3  การตรวจสอบจ านวนโครโมโซม 
 
  การศึกษาจ านวนโครโมโซมจากเซลล์ปลายราก หรือเน้ือเยื่อเจริญส่วนอ่ืน 
เช่น ยอด ดว้ยวิธี Feulgen squash สามารถประเมินการเกิดพอลิพลอยด์ไดอ้ยา่งแม่นย  า (Dolezel et 
al., 2007)  ส าหรับปาลม์น ้ามนั   Madon และคณะ (2005) รายงานวา่ปาล์มน ้ ามนัเป็นพืชดิพลอยด์ มี
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จ านวนโครโมโซม 2n=2x=32 และตน้เททระพลอยด์มีจ  านวนโครโมโซม 2n=4x=64    นอกจากน้ี  
Madon และคณะ (2008) รายงานวา่ จากการศึกษาปลายรากปาลม์น ้ามนัตน้ดิพลอยด ์พบวา่มีจ านวน
โครโมโซม 2n=2x=32 เช่นเดียวกนั    ส าหรับการตรวจสอบการเกิดเททระพลอยด์ในพืชชนิดอ่ืน 
จากการนบัจ านวนโครโมโซม   Liu และ Gao (2007) รายงานวา่ตน้เททระพลอยด์ของเบญจมาศ  มี
จ านวนโครโมโซม 2n=4x=36  ส่วนตน้ดิพลอยด์ มีจ  านวนโครโมโซม  2n=2x=18       Rego และ
คณะ (2011) รายงานการศึกษาปลายรากของเสาวรสผลสีเหลืองตน้เททระพลอยด์ และดิพลอยด์ 
พบวา่ตน้เททระพลอยดมี์จ านวนโครโมโซม 2n=4x=36  และตน้ดิพลอยด ์2n=2x=18 
  นอกจากน้ี มีหลายการศึกษาท่ีรายงานการยืนยนัผลการเกิดต้นเททระ
พลอยด์ของพืชต่างๆ จากการนบัจ านวนโครโมโซมจากเซลล์ปลายราก เช่น Lagerstoemia indica 
(Zhang et al., 2010b)  Paulownia tomentosa (Tang et al., 2010)  โหระพา (Omidbaigi et  al., 
2010)  แพร์ (Sun et al., 2009)  Dioscorea zingiberensis (Heping et al., 2008)  กรดน ้ า (Escandon 
et al., 2005)  พุทรา (Gu et al., 2005) และ Alocasia (Thao et al., 2003) 
 
  6.4  การตวจสอบปริมาณดีเอน็เอ  โดยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

 
   โฟลไซโทเมทรี เป็นเคร่ืองมือส าหรับวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยอ่านค่า
นิวเคลียสของเซลล์พืชท่ีต้องการศึกษาด้วยแสงเลเซอร์ ท าให้สามารถประมาณดีเอ็นเอท่ีเป็น
องคป์ระกอบในนิวเคลียสและขนาดของจีโนมพืชท่ีตอ้งการศึกษาได ้นอกจากน้ียงัสามารถบ่งช้ีถึง
ระดบัการเปล่ียนแปลงเพิ่มหรือลดของจ านวนชุดโครโมโซม รวมทั้งสามารถยืนยนัถึงความเสถียร
ของโครโมโซมพืชท่ีเพาะเล้ียงภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือเป็นเวลานาน การวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ 
สามารถปฏิบติัไดอ้ยา่งรวดเร็ว และให้ผลท่ีแม่นย  า (Galbraith et al., 1983; Eeckhaut et al., 2005; 
Dolezel et al., 2007) ปัจจุบนัเทคนิคดงักล่าวเป็นท่ีนิยม เน่ืองจากการตรวจสอบการเกิดพอลิพลอยด์
โดยการนบัจ านวนโครโมโซมนั้นมีขั้นตอนท่ียุ่งยาก สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษามีความจ าเพาะต่อ
ชนิดพืช และตอ้งใช้ความช านาญของผูป้ฏิบติัการสูง (Bohanec, 2003) การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ
โดยใช้โฟลไซโทเมทรีจากเน้ือเยื่อเจริญของพืช เช่น แคลลสั ยอด ใบอ่อน และเอ็มบริโอ ได้รับ
ความนิยมสูง วิธีการคือการแยกเซลล์พืชให้เป็นเซลล์เด่ียว ดว้ยการสับเน้ือเยื่อพืชดว้ยใบมีด หรือ 
การตีด้วยเม็ดบีท (Roberts, 2007) ในสารละลายบฟัเฟอร์ และยอ้มนิวเคลียสด้วยสารละลาย 
propidium iodide (PI) หรือ 4’, 6-diamino-2-phenylindole (DAPI) หลงัจากนั้นวิเคราะห์ระดบั
พลอยดีดว้ยเคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ ซ่ึงเคร่ืองจะวิเคราะห์ขณะท่ีเซลล์เคล่ือนท่ีผ่านล าแสงเลเซอร์
เป็นเซลลเ์ด่ียวๆ โดยการตรวจจบันิวเคลียส และสามารถนบัไดเ้ป็นพนัเซลล์ และเคร่ืองดงักล่าวจะ
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วิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอจากนิวเคลียส ซ่ึงปริมาณดีเอ็นเอมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัระดบัพลอยดี 
(Cousin et al., 2009) จึงสามารถตรวจสอบระดบัพลอยดีของพืชไดป้ริมาณมาก ในระยะเวลาอนัสั้น  
  ส าหรับการศึกษาปริมาณดีเอน็เอในปาลม์น ้ามนั โดยเทคนิคโฟลไซโทเมท-
รีนั้น Rival และคณะ (1997) รายงานวา่ ปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัคือ 3.786  0.125 pg   
Srisawat และคณะ (2005) รายงานวา่ปริมาณดีเอน็เอของปาล์มน ้ ามนัมีค่าสูงกวา่ของ Rival เล็กนอ้ย
คือ 3.97  0.31 pg  และ Madon และคณะ (2008) รายงานปริมาณดีเอ็นเอของปาล์มน ้ ามนัมีค่า 3.76 
 0.02 pg   ส าหรับการศึกษาระดบัพลอยดีของพืชนั้น    Madon และคณะ (2005) จุ่มแช่เมล็ดงอก
ของปาล์มน ้ ามนัในสารละลายโคลชิซินเพื่อชกัน าให้เกิดตน้เททระพลอยด์ หลงัจากนั้นน าใบอ่อน
มาวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ พบวา่ระดบัพลอยดีเพิ่มข้ึนเป็นเททระพลอยด์ คือจาก 2 ชุด เป็น 4 ชุด    
Gantait และคณะ(2011) รายงานการน ายอดของเยอบีร่าตน้เททระพลอยด์มาศึกษาระดบัพลอยดี 
พบวา่ตน้เททระพลอยดมี์ระดบัพลอยดีสูงกวา่ตน้ดิพลอยดส์องเท่า   Zhang และคณะ (2010a) น าใบ
ของตน้ Dioscorea zingiberensis ท่ีไดรั้บการจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน ตรวจสอบปริมาณดีเอ็น
เอ เพื่อประเมินจ านวนชุดโครโมโซม พบว่า ปริมาณดีเอ็นเอของตน้เททระพลอยด์มากกว่าตน้ดิ-
พลอยด์สองเท่า   Tang และคณะ (2010) ใชใ้บของ Paulownia tomentosa ตรวจสอบระดบัพลอยดี 
พบวา่ตน้ท่ีใชส้ารโคลชิซินสามารถชกัน าใหเ้กิดการเพิ่มชุดโครโมโซมเป็นตน้เททระพลอยด์    Sun 
และ คณะ (2009) ตรวจสอบระดบัพลอยดีของใบสาล่ีท่ีชกัน าให้เกิดพอลิพลอยด์ โดยเทคนิคโฟล
ไซโทเมทรี พบว่ามีระดับพลอยดีเปล่ียนเป็น ทริพพลอยด์  มิกโซพลอยด์ และ เททระพลอยด์ 
นอกจากน้ี  Barbara และ Elwira (2002) ใชโ้ฟลไซโทเมทรีกบั cloudberry พบวา่ปริมาณดีเอ็นเอ
จากยอดท่ีพฒันามาจากเมล็ดเทียมซ่ึงเก็บไวเ้ป็นเวลานานท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสภาวะ
ปลอดเช้ือ มีจ  านวนชุดโครโมโซมเท่าเดิม ส่วนแคลลสัท่ีเกิดข้ึนมีจ านวนชุดโครโมโซมเปล่ียนเป็น 
4 ชุด และ 8 ชุด     Gajdosova และคณะ (1995) พบวา่ปริมาณดีเอ็นเอของตน้ silver fir จากยอดท่ี
ยา้ยเล้ียงเป็นเวลานานยงัคงมีจ านวนชุดโครโมโซมคงเดิม ไม่มีการเปล่ียนแปลง 
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วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
 
  การศึกษาผลของโคลชิซินและออรีซาลินต่อการเปล่ียนแปลงชุดโครโมโซม   
ในตน้อ่อนชุดท่ี 2 ของปาลม์น ้ามนัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคคื์อ 

1. เพื่อศึกษาระดบัความเขม้ขน้  ระยะเวลา และวธีิการจุ่มแช่ช้ินส่วนในสารโคล- 
 ชิซิน และออรีซาลินต่ออตัรารอดชีวติ และการพฒันาเป็นพืชตน้ใหม่จาก SSE 

    2. เพื่อศึกษาระดบัความเขม้ขน้  ระยะเวลา และวิธีการจุ่มแช่ช้ินส่วนในสารโคล-
ชิซิน และออรีซาลินต่ออตัราการเกิด putative tetraploid จาก SSE 

  3. เพื่อศึกษาวธีิการตรวจสอบการเพิ่มชุดโครโมโซมจากการใชส้ารโคลชิซิน และ 
   ออรีซาลินท่ีเหมาะสม รวดเร็ว และประหยดัค่าใชจ่้าย เพื่อใชใ้นการประเมิน 
   ตน้เททระพลอยด ์และคดัเลือกวธีิการเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตปาลม์ 
   น ้ามนัเททระพลอยดต่์อไป 
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บทที ่2 
 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการ 
 

วสัดุ และอุปกรณ์ 

 
1. วสัดุ 

 

 1.1 วสัดุพชื 
 

  ใชเ้อม็บริโอเจนิคแคลลสั (EC) ท่ีชกัน าจากใบอ่อนท่ียงัไม่คล่ีของปาลม์น ้ามนั
ตน้โตท่ีใหผ้ลผลิตดีอาย ุ 10 ปี จากสถานีวจิยัและฝึกภาคสนามเทพา คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ ดูแลแคลลสัโดยยา้ยเล้ียงทุกเดือนบนอาหารแขง็สูตร MS เติม 
dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น ้ าตาลซูโครส
เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากยา้ยเล้ียงเอม็บริโอเจนิคแคลลสัเป็นเวลา 1 เดือน ชกัน าใหเ้กิดตน้อ่อน
ระยะสร้างจาว (haustorium embryo: HE) แยกตวัเป็นอิสระออกมาจากแคลลสั จากนั้นยา้ย HE 
เด่ียวๆ ไปเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติมน ้าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ เติมกรดแอสคอร์
บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 เดือน จะได ้  SSE จ านวนมากเพื่อใชใ้น
การศึกษาผลของโคลชิซิน และออรีซาลินต่อการเพิ่มชุดโครโมโซมต่อไป 

 
1.2 สูตรอาหารทีใ่ช้เลีย้ง 

 

 สูตรอาหารท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีเป็นสูตร MS ดดัแปลงใหมี้ความเหมาะสมกบั 
การชกัน าพฒันาการของปาล์มน ้ามนั ในแต่ละระดบัดงัน้ีคือ 
 1.2.1 สูตรอาหารเพิ่มปริมาณเอม็บริโอเจนิคแคลลสั คือ อาหารแขง็สูตร  

 MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดแอสคอร์บิค 
 เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 

1.2.2 สูตรอาหารชกัน าตน้อ่อนระยะสร้างจาว คือ อาหารแขง็สูตร MS เติม 
dicamba เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร 
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1.2.3 สูตรอาหารชกัน าโซมาติกเอ็มบริโอชุดท่ีสอง (SSE) คือ อาหารแขง็สูตร 
 MS เติมน ้าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ และเติมกรดแอสคอร์บิค 
 เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร  
1.2.4 สูตรอาหารชกัน าตน้กลา้ คือ อาหารแขง็สูตร MS ปราศจากสารควบคุม 

การเจริญเติบโต 
1.2.5 สูตรอาหารชกัน าราก คือ อาหารแขง็สูตร ARDA (Agricultural  

Research Development Agency) เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
กรดแอสคอร์บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร  

 
1.3 วสัดุสารเคมี 

 
   1.3.1 สารเคมีท่ีใชเ้ป็นองคป์ระกอบสูตรอาหาร MS และ ARDA (รายละเอียด 
    แสดงในตารางภาคผนวกท่ี 1) 

   1.3.2 น ้าตาลซูโครส ซอร์บิทอล 
   1.3.3 กรดแอสคอร์บิค 
   1.3.4 สารควบคุมการเจริญเติบโต คือ dicamba และ NAA 
   1.3.5  สารเคมีชกัน าใหเ้กิดพอลิพลอยด ์คือ โคลชิซิน และออรีซาลิน 
   1.3.6  สารเคมีท่ีใชใ้นการฆ่าเช้ือจุลินทรีย ์คือ แอลกอฮอล์  

   1.3.7  สารเคมีท่ีใชป้รับความเป็นกรด-ด่างของอาหาร คือกรดไฮโดรคลอริก  
     และโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
  1.3.8  สารเคมีท่ีใชศึ้กษาลกัษณะสณัฐานวทิยาของดอก และลกัษณะของเซลล์ 

คุม คือสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Na2HPO4–NaH2PO4) และสาร 
ละลายกลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde)  

  1.3.9  สารเคมีท่ีใชศึ้กษาปริมาณคลอโรฟิลล์ คือ อะซีโตน  
 1.3.10 สารเคมีท่ีใชศึ้กษาโครโมโซมของพืช คือ พาราไดคลอโรเบนซีน  
  (P-dichlorobenzene : PDB)  กรดเกลเชียลอะซิติก (glacial acetic acid)  
  กรดไฮโดรคลอริก สียอ้มโครโมโซมคาร์บอลฟุกซิน (carbol  fuchsin)  
  และ oil  immersion (รายละเอียดแสดงในตารางภาคผนวกท่ี 2) 
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    1.3.11 สารเคมีท่ีใชใ้นการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ ประกอบดว้ยสารละลาย 
    บฟัเฟอร์ [Tris-HCl,  Triton-X,  PVP (polyvinyl pyrolidone)] และ สี 
    ยอ้มดีเอน็เอ propidium  iodide  (PI) (รายละเอียดแสดงในตาราง 
    ภาคผนวกท่ี 3) 

 
  1.4  วสัดุเกษตร 

 
 1.4.1 กระถางขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 4 น้ิว 
  1.4.2 ปุ๋ยละลายชา้สูตร 14-14-14 
  1.4.3 สารสกดัชีวภาพก าจดัเช้ือรา แบคทีเรีย ตราไบซนั 
  1.4.4 แลนเนต  

 
2. อุปกรณ์ 

 
 2.1  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการเตรียมอาหาร 
 

 2.1.1 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
 2.1.2 เคร่ืองคนสารละลายพร้อมแท่งแม่เหล็ก 
 2.1.3 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง 
 2.1.4 หมอ้น่ึงความดนัไอ 
 2.1.5 ตูอ้บไมโครเวฟ 

   2.1.6 เคร่ืองแกว้ท่ีใชใ้นการทดลอง เช่น จานเพาะเล้ียง ฟลาสก ์บีกเกอร์ ขวด
ปรับปริมาตร 

  2.1.7 ตูเ้ยน็และตูแ้ช่แขง็ 
  2.1.8 เคร่ืองกลัน่น ้า 
 

 2.2  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการย้ายเลีย้ง และวางเลีย้ง 
 

  2.2.1 ตูย้า้ยเล้ียงเน้ือเยื่อพืช 
  2.2.2 เคร่ืองเขยา่เล้ียง 
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  2.2.3 ชุดเคร่ืองมือยา้ยเล้ียงเน้ือเยื่อ ไดแ้ก่ ปากคีบ และมีดผา่ตดั  
  2.2.4  ชั้นส าหรับวางขวดเพาะเล้ียง ซ่ึงควบคุมอุณหภูมิ  26+2 องศาเซลเซียส 

ใหแ้สง 14  ชัว่โมงต่อวนั ความเขม้แสง 8.73 ไมโครโมลต่อตารางเมตร
ต่อวินาที 

 
2.3  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการศึกษาลกัษณะดอก  และลกัษณะของเซลล์คุม 

  2.3.1 อุปกรณ์ในการศึกษาจ านวนเซลลคุ์ม ไดแ้ก่ ใบมีด ปากคีบ แผน่ 
   สไลด ์แผน่ปิดสไลด ์
   2.3.2 กลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงแบบเชิงประกอบ (compound light microscope)  
    ยีห่อ้ Olympus รุ่น BH2-RFL-T2 

   2.3.3 เคร่ืองเคลือบอนุภาคทอง (sputter-coater) รุ่น Spi module 
   2.3.4  กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (scanning electron 

microscope: SEM) รุ่น Quanta 400, FEI 
 
 2.4  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการศึกษาปริมาณคลอโรฟิลล์ 

 
   2.4.1 อุปกรณ์ในการศึกษาปริมาณคลอโรฟิลล์ ไดแ้ก่กรวยกรอง  

   กระดาษกรองเบอร์1 และโกร่ง 
    2.4.2 เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น MAPADA  
      (v-1200/uv-1100/uv-1200) 
  

2.5  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการศึกษาจ านวนโครโมโซม 
 

   2.5.1 อุปกรณ์ในการศึกษาจ านวนโครโมโซม ไดแ้ก่ แผน่สไลด ์แผน่ 
   ปิดสไลด ์เขม็เข่ีย ใบมีด ดินสอปลายเรียบ 

   2.5.2 กลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงแบบเชิงประกอบ (compound light microscope)  
    ยีห่อ้ Olympus รุ่น BH2-RFL-T2 
   2.5.3 กลอ้งถ่ายรูปดิจิตอล ยีห่อ้ Sony รุ่น DSC-H10 
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2.6  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการศึกษาปริมาณดีเอน็เอ 
 

   2.6.1 อุปกรณ์ในการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ ไดแ้ก่ ใบมีด หลอดทดลอง 
    ขนาดเล็ก กระดาษกรองขนาด 20 ไมโครเมตร 
   2.6.2 เคร่ืองวดัปริมาณดีเอ็นเอ FACScalibur Flow Cytometer รุ่น Becton- 
    Dickinson Japan  
 

 

วธีิการ 
 

 1.  การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ปาล์มน า้มัน 
 

1.1  การชักน า และเพิม่ปริมาณ EC  
 

  น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลสั (EC) (ภาพท่ี 1) ท่ีชกัน าไดจ้ากการเพาะเล้ียงใบอ่อน  ท่ี
ยงัไม่คล่ีของปาล์มน ้ ามนัตน้โตท่ีให้ผลผลิตดีอายุ 10 ปี จากสถานีวิจยัและฝึกภาคสนามเทพา คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 
dicamba เขม้ขน้ 0.3  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น ้ าตาล
ซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์  ปรับความเป็นกรด-ด่าง เป็น 5.7 และเติมวุน้ 0.75  เปอร์เซ็นต ์ อาหาร
ดงักล่าวบรรจุในหลอดทดลองขนาด 25×150 มิลลิลิตร ปริมาตร 10  มิลลิลิตร  น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 
1.07 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร เป็นเวลา 15 นาที เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 26+2  องศาเซลเซียส ให้
แสง 14  ชัว่โมงต่อวนั ความเขม้แสง 8.73ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที  บนัทึกการพฒันาของ
แคลลสัชนิดต่างๆขนาดของ EC และ HE  โดยยา้ยเล้ียงทุกเดือน เป็นเวลา 3 เดือน 
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ภาพท่ี  1 EC ท่ีชกัน าจากใบอ่อนท่ียงัไม่คล่ีของปาลม์น ้ามนัตน้โตท่ีใหผ้ลผลิตดี อาย ุ10 ปี ซ่ึงวาง 
 เล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร  กรดแอสคอร์บิค 

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร  น ้าตาลซูโครสเขม้ขน้ 0.17 โมลาร์  หลงัจากวางเล้ียงเป็น
เวลา 1 เดือน (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 

 
1.2 การชักน า SE 

 
  น า EC จากการเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิ- 

กรัมต่อลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร 
MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เติมน ้าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต ์ปรับความเป็นกรด-ด่าง เป็น 5.7 และเติมวุน้ 0.75 เปอร์เซ็นต ์น่ึงฆ่า
เช้ือท่ีความดนั 1.07 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร เป็นเวลา 15 นาที วางเล้ียงท่ีสภาพแวดลอ้ม
เดียวกับการชักน า และเพิ่มปริมาณ EC ในข้อ 1.1 บันทึกอัตราการสร้างและจ านวนของ HE  
หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 1 เดือน   
 

1.3 การชักน า SSE 
 

 น า HE มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญ-
เติบโต เติมน ้ าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ และกรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปรับความเป็นกรด-ด่าง เป็น 5.7 และเติมวุน้ 0.75 เปอร์เซ็นต ์ น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 1.07 กิโลกรัมต่อ
ตารางเซนติเมตร เป็นเวลา 15 นาที วางเล้ียงท่ีสภาพแวดล้อมเดียวกบัการชักน า SE ในขอ้ 1.2 



 
29 

 

บนัทึกเปอร์เซ็นตก์ารงอกเป็นยอดหรือตน้ท่ีสมบูรณ์ การสร้าง SSE และจ านวน SSE/HE  หลงัจาก
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 เดือน น า SSE ท่ีชกัน าไดจ้ากการเพาะเล้ียง HE บนอาหารแข็งสูตร MS เติม
น ้ าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์  มาเป็นช้ินส่วนเร่ิมตน้ในการทดลองดว้ยสารโคลชิซิน และ 
ออรีซาลิน 
 
 2.  ศึกษาการชักน าให้เกดิพอลพิลอยด์โดยสารโคลชิซิน และออรีซาลนิ 
 
 2.1 ผลของโคลชิซิน และออรีซาลนิต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 
 

  ใชก้ลุ่มช้ินส่วน SSE ท่ีชกัน าจาก HE เพียง 1 ชุด  ซ่ึงประกอบดว้ย SSE ในระยะ
ทอร์ปิโด จ านวน  10 - 15  SSE (ภาพท่ี 2)  มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS เติมสารละลายโคล-
ชิซินหรือออรีซาลินท่ีระดบัความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่าง ๆ  ในกรณีสารละลายโคลชิซิน ใช้
ความเขม้ขน้ 0  0.05  0.10  0.15  และ 0.20 เปอร์เซ็นต์  ส าหรับสารละลายออรีซาลิน ใชค้วาม
เขม้ขน้ 0  0.001  0.002  0.003 และ 0.004 เปอร์เซ็นต ์   โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ชุดคือ ชุดท่ี 1 จุ่ม
แช่กลุ่ม SSE ในสารละลายโคลชิซิน หรือออรีซาลิน (ภาพท่ี 3ก) เป็นเวลา 12  24 และ 48 ชัว่โมง  
หลังจากนั้ นจึงย ้ายช้ินส่วนไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต   ส่วนการทดลองชุดท่ี 2 ใช้โคลชิซิน หรือออรีซาลินความเขม้ขน้ดงักล่าวเททบั 
(overlay) บนอาหารแข็งสูตรเดียวกนักบัการทดลองชุดท่ี 1 (ภาพท่ี 3ข) ซ่ึงเพาะเล้ียงช้ินส่วนพืช 
เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์  จึงยา้ยไปเล้ียงบนอาหารแข็งสูตรเดิม  แต่ละหน่วยการทดลองใชก้ลุ่ม 
SSE จ านวน 10 กลุ่มต่อซ ้ า ท า 3 ซ ้ า บนัทึกเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เปรียบเทียบกนัในแต่ละวิธีการ
ใหส้าร  ชนิด  และความเขม้ขน้ของโคลชิซิน หรือออรีซาลิน  หลงัจากทรีตและยา้ยไปเพาะเล้ียงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 1 เดือน เพื่อหาความเขม้ขน้
ของสารท่ียบัย ั้งการเจริญเติบโต 50 เปอร์เซ็นต ์โดยใชแ้ผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล 2 ปัจจยั ใน
แผนแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomize design : CRD)  และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ค่าเฉล่ียโดยวธีิ  Duncan’s multiple range test  (DMRT) 
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ภาพท่ี 2 กลุ่ม SSE ระยะทอร์ปิโด ท่ีชกัน าจาก HE เพียง 1 ชุด  (บาร์ 7 มิลลิเมตร) 

 

 
 
ภาพท่ี 3 วธีิการทรีตกลุ่ม SSE ดว้ยสารละลายโคลชิซิน หรือออรีซาลิน 

 ก การทดลองชุดท่ี 1 กลุ่ม SSE จุ่มแช่ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติมโคลชิซิน และออรี-
ซาลิน ความเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง จากนั้นจึงยา้ยเล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตรเดิม (บาร์ 2 เซนติเมตร)   

 ข การทดลองชุดท่ี 2 กลุ่ม SSE ท่ีวางเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS เททบัดว้ยอาหารเหลว
สูตรเดียวกนั ท่ีเติมโคลชิซิน และออรีซาลิน ความเขม้ขน้เดียวกนักบัการทดลองชุดท่ี 
1 เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์ จึงยา้ยไปเล้ียงบนอาหารแขง็สูตรเดิม (บาร์ 2 เซนติเมตร) 

 

ก 

ก 

ข 
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 2.2 ผลของโคลชิซิน และออรีซาลนิต่อการเจริญ และพฒันาของต้นกล้า 
 
    หลงัจากศึกษาเปอร์เซ็นต์รอดชีวิตของกลุ่ม SSE บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั ในขอ้ 2.1 แลว้  น ากลุ่ม SSE ไปเพาะเล้ียงบน
อาหารใหม่สูตรเดิม และเพาะเล้ียงต่ออีกเป็นเวลา 30 วนั เพื่อชกัน าการงอกของ SSE บนัทึกอตัรา
การเจริญ  การเกิดยอด ใบ และราก เปรียบเทียบกนัในแต่ละชุดการทดลอง โดยใชแ้ผนการทดลอง
แบบแฟกทอเรียล 2 ปัจจยั ในแผนแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD)  และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยใช้วิธี 
DMRT   
 
 3. การศึกษาลกัษณะพชืดิพลอยด์ และพอลพิลอยด์ในหลอดทดลอง 
 
 3.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 

3.1.1 ลกัษณะภายนอกของต้น ใบ และราก 
 

    เม่ือ SSE พฒันาเป็นตน้กลา้ น าตน้กลา้ท่ียงัไม่มีการสร้างรากไปชกัน าให้
เกิดราก โดยยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร ARDA เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดแอสคอร์
บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นสุ่มตวัอยา่งจากแต่ละส่ิงทดลองจ านวน10 ตน้ ตรวจสอบอตัราการ
เจริญเติบโตเปรียบเทียบกนั ส าหรับลกัษณะสัณฐานวทิยาของใบ และรากนั้น สุ่มเลือกตวัอยา่งใบ 3 
ใบ และ 3 ราก น ามาวดัความยาว ความหนา  และสังเกตสีของใบ รูปร่างของใบ การเกิดแขนงของ
ราก จากตน้ท่ีสุ่มเลือกมาในแต่ละความเขม้ขน้ของโคลชิซิน และออรีซาลีน บนัทึกลกัษณะดงักล่าว
ในแต่ละส่ิงทดลองเปรียบเทียบกนัโดยใช้แผนการทดลอง CRD เปรียบเทียบค่าเฉล่ียในแต่ละชุด
การทดลองโดยใชว้ธีิ DMRT  
 

3.1.2 ลกัษณะภายนอกของดอก และผล 
 

  เม่ือต้นกล้าเกิดดอกในหลอดทดลอง น าดอกมาศึกษาลกัษณะภายนอก
ภายใตก้ลอ้ง SEM  โดยเตรียมตวัอย่างดอกดงัน้ี คือ น าดอกตรึงดว้ยสารละลาย glutaraldehyde 
(C5H8O2) เขม้ขน้ 2.5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง  ลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 2-3 คร้ัง  ดึงน ้ า
ออกจากดอกโดยใช้แอลกอฮอล์ความเขม้ขน้เป็นล าดบั (50-100 เปอร์เซ็นต)์ ชนิดละ 15-30 นาที   
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และท าดอกให้แห้งจนถึงระดบั  critical point drying  จากนั้นน าดอกติดบนแท่น  ใช ้carbon paint 
หรือ silver paint เป็นตวัยึด  น าดอกเคลือบทองดว้ยเคร่ือง sputter coater (ภาพท่ี 4)  และศึกษาดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (SEM)  ก าลงัขยาย 1200 เท่า  เม่ือดอกมีการพฒันาเป็น
ผล ศึกษาลกัษณะของผล โดยน าผลปาลม์ศึกษาภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ และศึกษาเน้ือเยื่อของผลจาก
การผ่าตดัตามขวาง และตามยาว  ภายใตก้ล้อง SEM  เช่นเดียวกบัการศึกษาของดอกขา้งต้น  
บนัทึกภาพดว้ยกลอ้ง  SEM  เปรียบเทียบกนัในแต่ละส่ิงทดลอง  
 

 
 
ภาพท่ี  4 ดอกติดบนแท่น  silver paint และ ผา่นการเคลือบทองดว้ยเคร่ือง sputter coater   

 (บาร์ 0.2 เซนติเมตร) 

 

3.2 การศึกษาลกัษณะทางสรีรวทิยา 
 

3.2.1 รูปร่าง ขนาด และความหนาแน่นของเซลล์คุม 
 

   เม่ือ SSE พฒันาเป็นตน้กลา้  สุ่มตวัอย่างตน้กลา้จากการทดลองท่ี 3.1.1 
จ านวน 10 ตน้ แต่ละตน้ใช้ตวัอย่างใบ 3 ใบ เตรียมตวัอย่างใบเช่นเดียวกบัการศึกษาลกัษณะ
ภายนอกของดอก และผลในการศึกษาท่ี 3.1.2  บนัทึกขนาดของเซลลคุ์ม (ความกวา้งและความยาว) 
ความหนาแน่นของเซลลคุ์มต่อพื้นท่ี 25 มิลลิเมตร บริเวณทอ้งใบ จากแต่ละความเขม้ขน้ของโคลชิ-
ซิน และออรีซาลินภายใตก้ลอ้ง SEM ก าลงัขยาย 1200 เท่า เปรียบเทียบกนัโดยใชแ้ผนการทดลอง
แบบ CRD  เปรียบเทียบค่าเฉล่ียในแต่ละชุดการทดลองโดยใช ้DMRT 
 



 
33 

 

3.2.2 จ านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ในเซลล์คุม 
 

   เม่ือ  SSE พฒันาเป็นตน้กลา้ สุ่มตวัอยา่งตน้กลา้จากการทดลองท่ี 3.1.1 
จ านวน 10 ตน้ แต่ละตน้ใชต้วัอยา่งใบ 3 ใบ  โดยสุ่มลอกผิวใบบริเวณทอ้งใบเป็นแผน่บางๆ น ามา
วางบนแผ่นสไลด์ หยดน ้ ากลัน่ลงบนช้ินส่วนใบและปิดดว้ยกระจกปิดสไลด์ น ามาศึกษาภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงแบบเชิงประกอบ ก าลงัขยาย 400 เท่า บนัทึกจ านวน และขนาดเม็ดคลอโร 
พลาสต์ ในแต่ละความเข้มข้นของโคลชิซิน และออรีซาลิน ท่ีทดสอบเปรียบเทียบกันโดยใช้
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉล่ียในแต่ละชุดการทดลองโดยใชว้ธีิ DMRT 
 

3.2.3 ปริมาณคลอโรฟิลล์ 
 

  เม่ือ SSE พฒันาเป็นตน้กลา้     เก็บรวบรวมใบตน้กลา้ท่ีคาดวา่เป็นตน้ 
เททระพลอยด์จากการศึกษาท่ี 3.1.1 จ านวน 10 ตน้  หนกั  0.1 กรัมน ้ าหนกัสด มาสกดัคลอโรฟิลล์
โดยบดดว้ยสารละลายอะซีโตนเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 4  มิลลิลิตร  ในโกร่งให้ละเอียด  
กรองสารท่ีสกดัไดด้ว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 น าส่วนตะกอนท่ีเหลือมาบดอีกคร้ังใน
สารละลายเดียวกนั  จากนั้นผสมสารท่ีกรองได้คร้ังท่ี 1 และ 2 เขา้ดว้ยกนั  ปรับปริมาตรเป็น 10 
มิลลิลิตร  น ามาวดัการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองดูดกลืนแสงท่ีความยาวช่วงคล่ืน 645 และ 663 นาโน-
เมตร  และค านวณปริมาณของคลอโรฟิลล์เอ  คลอโรฟิลล์บี  และคลอโรฟิลล์รวม  โดยดดัแปลง
จากสูตรของ Witham และคณะ (1986) อา้งโดยราตรี (2540) ดงัน้ี คือ 
 

chlorophyll a =   [12.7 (D663) – 2.69 (D645) ]  x    V 
                                              1000 x W 

 

chlorophyll b =   [22.9 (D645) – 4.68 (D663) ]   x   V 
                                              1000 x W 

 

total chlorophyll  =  [20.2 (D663) + 8.02 (D645) ]   x    V 
                                             1000 x W 

D645 =  การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 645 นาโนเมตร 
D663 =  การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 663 นาโนเมตร 
V     =  ปริมาตรคลอโรฟิลล์รวม 
W    =  น ้าหนกัใบ 
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3.3 การตรวจสอบลกัษณะทางเซลล์วทิยา 
 

 3.3.1 ศึกษาจ านวนโครโมโซมจากเซลล์ปลายราก 
 

   เก็บตวัอย่างเซลล์ปลายรากจากตน้ท่ีคดัเลือกภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ ซ่ึง
คาดวา่เป็นตน้เททระพลอยด ์และตน้ควบคุม ในช่วงเวลา 11.00 - 14.00 น.  แต่ละส่ิงทดลอง (ความ
เขม้ขน้และระยะเวลาการจุ่มแช่ในโคลชิซิน) ใชจ้  านวนตน้ 5 ตน้ แต่ละตน้ใช ้2 ราก และศึกษาดว้ย
วิธี  Feulgen  squash  ซ่ึงดดัแปลงจากวิธีการของ  Sharma และ Sharma (1980) ดงัน้ีคือ  เลือกปลาย
รากท่ีมีลกัษณะขาวใสปลายขุ่นเล็กนอ้ยตดัใหมี้ความยาว 1  เซนติเมตร ใส่ในสารละลายอ่ิมตวัพารา
ไดคลอโรเบนซีน เก็บท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน  4 - 5 ชัว่โมง  ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 1-2 คร้ัง 
หลังจากนั้นคงสภาพรากในน ้ ายาฟิกเซทีฟ (fixative)  ท่ีประกอบด้วยเอธิลแอลกอฮอล์  95
เปอร์เซ็นต์ กบักรดเกลเชียลอะซิติกในอตัราส่วน 3:1 เก็บท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง   ลา้งรากดว้ยเอธิลแอลกอฮอล ์ 95  เปอร์เซ็นต ์ 1 - 2  คร้ัง จากนั้นน ารากมาไฮโดรไลซิสใน
กรดเกลือเขม้ขน้ 1 นอร์มลั ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   ยอ้มสีดว้ยคาร์บอลฟุกซิน
นาน 4 - 5 ชัว่โมง ตรวจสอบจ านวนโครโมโซมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงแบบเชิงประกอบ 
ก าลงัขยาย 1000 เท่า บนัทึกภาพโครโมโซมปลายรากระยะเมทาเฟส เปรียบเทียบกนัระหว่างตน้
ควบคุม และตน้ซ่ึงคาดวา่เป็นตน้เททระพลอยด ์
 
 3.3.2 การศึกษาปริมาณดีเอน็เอโดยโฟลไซโทเมทรี 
 
   น าช้ินส่วนใบจากตน้กลา้ท่ีคาดว่าเป็นตน้เททระพลอยด์ และตน้ควบคุม
จากการทดลองท่ี 3.1.1 มาเป็นตวัอยา่งพืชท่ีใชศึ้กษา แต่ละส่ิงทดลอง (ความเขม้ขน้และระยะเวลา
การจุ่มแช่ในโคลชิซิน) ใชต้น้กลา้ 10 ตน้ แต่ละตน้ใช ้1 ใบ  มาวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเพื่อยืนยนั
การเกิดเททระพลอยดต์ามวธีิการของ Uozu และคณะ (1997) ดงัน้ีคือ  น าใบอ่อนหนกัประมาณ  30 
มิลลิกรัม ใส่ลงในจานเพาะเล้ียงขนาดเล็ก เติมสารละลายบฟัเฟอร์ ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร สับ
ช้ินส่วนดว้ยใบมีดโกนให้ละเอียด กรองสารละลายดว้ยผา้กรองขนาด  20 ไมโครเมตรใส่หลอด
ทดลองขนาดเล็ก จากนั้นเติมสารละลาย PI ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที  จึงน าตวัอยา่งท่ีไดม้าวเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองโฟลไซโทรมิเตอร์ โดยการนบันิวเคลียส
ของปาลม์น ้ามนั 4,000 นิวเคลียส ต่อตวัอยา่ง วเิคราะห์ผลท่ีได ้และเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของ
ตน้ท่ีคาดวา่เป็นตน้เททระพลอยด์ และตน้ควบคุม เพื่อหาระดบัพลอยดีดว้ยเคร่ือง FACS Calibur 
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cytometer โดยใชดี้เอ็นเอของขา้วญ่ีปุ่นสายพนัธ์ุ Nipponbare [Oryza sativa (cv. ‘Nipponbare’]  ซ่ึง
ทราบระดบัพลอยดีแน่นอนแลว้เป็น DNA มาตรฐาน ค านวณปริมาณดีเอน็เอดงัสมการต่อไปน้ี 
 

           sample (2C DNA)   =      G1peak   channel   of   sample    X   0.91 pg  
                                                            G1peak channel of Oryza sativa  
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บทที ่3 
 

ผล 
 
1. การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ปาล์มน า้มัน 
 

1.1 การชักน า และเพิม่ปริมาณ EC  
 

  การเพาะเล้ียง EC บนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3  มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น ้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต ์ ปรับความ
เป็นกรด-ด่าง เป็น 5.7 และเติมวุน้ 0.75 เปอร์เซ็นต์ โดยยา้ยเล้ียงทุกเดือน เป็นเวลา 3 เดือน  ให้การ
เพิ่มขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของกอ้นแคลลสั 0.2 เซนติเมตร แคลลสัมีสีน ้ าตาลอ่อน และให้ SE 
เฉล่ียสูงถึง 16.55 เอม็บริโอต่อหลอดทดลอง (ภาพท่ี 5)  ลกัษณะของ EC ท่ีเกิดข้ึนมีโครงสร้างกลม 
ขนาดเล็ก สีเหลือง 

 

 
 
ภาพท่ี 5 ลกัษณะการพฒันาของ SE (ศรช้ี) บนอาหารแขง็สูตร MS ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 

200 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม dicamba เขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ยา้ยเล้ียงทุกเดือนเป็น
เวลา 3 เดือน  (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 

SE 
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1.2 การชักน า HE 
 

 เม่ือยา้ย EC ท่ีมี SE รวมอยูด่ว้ย ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba 
เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 เดือน 
ส่งเสริมการสร้างเอ็มบริโอระยะสร้างจาว (HE) ได ้จ านวน HE ท่ีสร้างเฉล่ียสูงสุด 9 เอ็มบริโอต่อ
หลอดทดลอง ลกัษณะของ HE ท่ีเกิดข้ึนมีโครงสร้างไม่แน่นอนและมีสีเขียว (ภาพท่ี 6) 
 

 
 
ภาพท่ี 6 ลกัษณะของ HE (ศรช้ี) จากการเพาะเล้ียง EC บนอาหารแขง็สูตร MS ร่วมกบักรด 
 แอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม dicamba เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 
 เวลา 1 เดือน (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 
 
 

1.3 การชักน า SSE 
 

 จากการน า HE มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เติมกรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน ้ าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2  
โมลาร์  เป็นเวลา 3 เดือน  พบวา่ HE เร่ิมมีขนาดใหญ่ข้ึน และสร้าง SSE จ านวนมาก เฉล่ีย 20 SSE 
ต่อ HE แต่ยงัไม่เกิด ยอดและราก (ภาพท่ี 7) 

HE 
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ภาพท่ี 7 ลกัษณะของ SSE หลงัจากเพาะเล้ียง HE บนอาหารแข็งสูตร MS เติมกรดแอสคอร์บิค

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบัน ้ าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2โมลาร์ เป็นเวลา 3 
เดือน (บาร์ 5 มิลลิเมตร) 

 
2. ศึกษาการชักน าให้เกดิพอลพิลอยด์โดยสารโคลชิซิน และออรีซาลนิ 
 
 2.1 ผลของโคลชิซิน  และออรีซาลนิต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ 
 
   2.1.1  วธีิการการจุ่มแช่ 
 

ผลของโคลชิซิน และออรีซาลินต่อเปอร์เซ็นตร์อดชีวติของ SSE เม่ือยา้ย 
กลุ่มของ SSE ท่ีพฒันาบน HE ซ่ึงผา่นการจุ่มแช่ในสารละลายโคลชิซิน และออรีซาลินความเขม้ขน้
ต่างๆ ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั 
พบวา่ช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05  0.10  0.15 และ 0.20 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระยะเวลา 
12 ชัว่โมง ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 80  68.78  56.22 และ 50.56 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และท่ี
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง ให้เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 70.11  57.33  48.66 และ 42 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
และเม่ือให้สารเป็นเวลานานข้ึนเป็น 48 ชัว่โมง ให้เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตลดลง 41  26.55  12.11 
และ 0 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  จากการพิจารณาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตโดยเฉล่ีย พบวา่เปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตของ SSE ลดลง หลงัจากจุ่มแช่ดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้สูงข้ึน และการให้สารเป็น
ระยะเวลานานข้ึน ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 

0.01) (ตารางท่ี 1)   เม่ือวิเคราะห์ค่า LD50 ในแต่ละความเขม้ขน้ และเวลาต่างๆ พบว่า  ค่า LD50 

HE 

SSE 

SSE 

SSE 

SSE 
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ส าหรับการจุ่มแช่โคลชิซิน 12  24 และ 48 ชัว่โมงคือ 0.185  0.149 และ 0.075 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 8) 
 
ตารางท่ี 1  ผลของความเขม้ขน้ (ปัจจยั A) และระยะเวลาการจุ่มแช่สารโคลชิซิน (ปัจจยั B) ต่อ

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของ SSE หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (n=30) 

โคลชิซิน 
 (%) 

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต ± SE  
หลงัจากจุ่มแช่เป็นเวลา เฉล่ีย 

 

F-test 
(A) 

12 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 
0 100.00±0.00 a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00A  

0.05 80.00±2.27b 70.11±1.72c 41.00±1.90f 63.70±4.13B  

0.10 68.78±2.45c 57.33±2.38d 26.55±2.25g 50.89±4.33C ** 

0.15 56.22±2.06d 48.66±1.99e 12.11±1.89h 38.99±4.02D  

0.20 50.56±1.95e 42.00±2.03f 0.00±1.61i 30.85±4.06E  

เฉล่ีย 71.11±4.27A 63.62±4.57B 35.93±5.62C   

F-test (B) **   

F-test (AXB) **   

C.V. (%) 6.704   

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 8 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้  
 และเวลาต่างๆ หลงั จากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ 
 เจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
 
   ส าหรับการจุ่มแช่ SSE ในสารออรีซาลิน ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 12   
24  และ 48  ชัว่โมง หลงัจากนั้นยา้ยช้ินส่วนไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต  เป็นเวลา 30 วนั พบวา่ช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001  
0.002  0.003 และ 0.004 เปอร์เซ็นต ์ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง ใหเ้ปอร์เซ็นตร์อดชีวิต 84.11  72.74  
60.54  และ 44.02 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วนการใหส้ารท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ให้เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 70.00  56.58  45.00 และ 32.34 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  และเม่ือให้สาร
เป็นเวลานานข้ึนเป็น 48 ชัว่โมง ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 49.03  28.44  13.77 และ 5.11 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  จากการพิจารณาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตโดยเฉล่ีย  พบวา่เปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตของ SSE ลดลง หลงัจากจุ่มแช่ด้วยออรีซาลินความเขม้ขน้สูงข้ึน และการให้สารเป็นระยะ
เวลานานข้ึน ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) 
(ตารางท่ี 2)   เม่ือวเิคราะห์ค่า LD50 ในแต่ละความเขม้ขน้ และเวลาต่างๆ นั้น พบวา่ค่า LD50 จากการ
จุ่มแช่ออรีซาลิน เป็นเวลา  12  24 และ 48 ชัว่โมงคือ 0.0015  0.0028 และ 0.0037 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (ภาพท่ี 9) 
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ตารางท่ี 2  ผลของความเขม้ขน้ (ปัจจยั A) และระยะเวลาการจุ่มแช่สารออรีซาลิน (ปัจจยั B)  ต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของ SSE หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (n=30) 

ออรีซาลิน 
 (%) 

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต ± SE หลงัจากจุ่มแช่เป็นเวลา 
เฉล่ีย 

F-test 
12 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง (A) 

0 100±0.00a 100±0.00a 100±0.00a 100±0.00A  
0.001 84.11±2.32b 70.00±2.09c 49.03±2.03f 61.71±3.83B  
0.002 72.74±2.13c 56.58±2.85e 28.44±2.21i 52.59±4.33C ** 
0.003 60.54±2.48d 45.00±2.20g 13.77±1.93j 39.77±4.43D  
0.004 44.02±2.07g 32.34±1.606h 5.11±1.73k 27.16±4.01E  
เฉล่ีย 72.28±4.50A 60.78±4.90B 39.27±5.85C   

F-test (B) **   
F-test (AXB) **   

C.V. (%) 7.75   
**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
 

 
 

ภาพท่ี 9 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินความเขม้- 
 ขน้ และเวลาต่างๆ  หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ 
 เจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
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   2.1.2  การเททบัด้วยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน และออรีซาลนิ  
 
   ผลของการเททบัด้วยอาหารเหลวท่ีเติมโคลชิซิน และออรีซาลิน ความ
เขม้ขน้ต่างๆ บนช้ินส่วน HE ท่ีพฒันาให้ SSE ซ่ึงเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS เป็นเวลา 1 และ 
2 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  เป็น
เวลา 30 วนั พบวา่ ช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.05  0.10  0.15 และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์
ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 45.44  31.02  14.00 และ 3.11 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั ส่วนการให้สารท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 
33.00  20.20  8.11 และ 0  เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  จากการพิจารณาเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตโดยเฉล่ีย 
พบวา่เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของ  SSE ลดลง หลงัจากเททบัดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้สูงข้ึน และ
การให้สารเป็นระยะเวลานานข้ึนส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.01) เช่นเดียวกนั (ตารางท่ี 3)      เม่ือวิเคราะห์ค่า LD50  ของช้ินส่วน SSE ท่ีจุ่มแช่
โคลชิซิน เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์ ใหค้่า 0.063  และ 0.075 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 10) 
 

ตารางท่ี 3  ผลของความเขม้ขน้ (ปัจจยั A) และระยะเวลาการเททบัดว้ยอาหารเหลวท่ีเติมโคลชิซิน 
(ปัจจยั B) ต่อเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของ SSE หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS 
ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (n=30) 

โคลชิซิน 
 (%) 

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต ± SE   
หลงัจากเททบัอาหารเหลวเติมโคลชิซินเป็นเวลา เฉล่ีย 

 

F-test 
(A) 

1 สัปดาห์ 2 สัปดาห์ 
0 100±0.00a 100±0.00a 100±0.00A  

0.05 45.44±0.53b 33.00±1.00c 39.22±2.63B  
0.10 31.02±1.23d 20.20±0.51e 25.61±2.48C ** 
0.15 14.00±0.24f 8.11±0.39g 11.05±1.80D  
0.20 3.11±0.56h 0.00±0.00i 1.55±1.33E  
เฉล่ีย 38.71±5.91A 32.26±6.07B   

F-test (B) **   
F-test (AXB) **   

C.V. (%) 1.692   
**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 10 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีเททบัดว้ยอาหารเหลวเติม 

 โคลชิซินความเขม้ขน้ และเวลาต่างๆ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี 

 ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
 
   ส าหรับผลของการเททบัด้วยอาหารเหลวท่ีเติมออรีซาลินความเข้มข้น
ต่างๆ บนช้ินส่วน HE ท่ีมี SSE ซ่ึงเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์   
แลว้ยา้ยช้ินส่วนไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น
เวลา 30 วนั พบวา่ช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.001  0.002  0.003 และ 0.004  
เปอร์เซ็นต์  ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 52.02  39.11  21.00 และ 9.11 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วนการใหส้ารท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ให้เปอร์เซ็นตก์าร
รอดชีวติ 34.05   18.02  9.44 และ 3 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  จากการพิจารณาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
โดยเฉล่ีย พบวา่เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ SSE ลดลง หลงัจากเททบัดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้
สูงข้ึน และการให้สารเป็นระยะเวลานานข้ึนส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) เช่นเดียวกนั (ตารางท่ี 4)   เม่ือวิเคราะห์ค่า LD50 ในแต่ละความเขม้ขน้ 
และเวลาต่างๆ นั้น พบวา่ค่า LD50 ส าหรับการเททบัดว้ยออรีซาลิน เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์คือ 
0.0012 และ 0.0018 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 11) 
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ตารางท่ี 4  ผลของความเขม้ขน้ (ปัจจยั A) และระยะเวลาการเททบัดว้ยอาหารเหลวท่ีเติมออรีซาลิน 
(ปัจจยั B) ต่อเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของ SSE หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS 
ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (n=30) 

ออรีซาลิน  
(%) 

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต ± SE   
หลงัจากเททบัอาหารเหลวเติมออรีซาลินเป็นเวลา เฉล่ีย 

 

F-test 
(A) 

1 สัปดาห์ 2 สัปดาห์ 
0 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100±0.00A  

0.001 52.02± 1.00b 34.05±1.23d 43.03±3.12B  
0.002 39.11±0.31c 18.02±1.00f 28.56±3.40C ** 
0.003 21.00±1.00e 9.44±0.75g 15.22±2.53D  
0.004 9.11±1.23g 3.00±0.00h 6.05±1.89E  
เฉล่ีย 44.25±5.70A 32.90±6.03B   

F-test (B) **   
F-test (AXB) **   

C.V. (%) 2.318   
**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
 

 
ภาพท่ี 11 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 50 เปอร์เซ็นต ์(LD50) ของ SSE ท่ีเททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออ- 
 รีซาลินความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม 
 การเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
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 2.2 ผลของโคลชิซิน และออรีซาลนิต่อการเจริญ และการพฒันาของต้นกล้า 
 
   2.2.1  โคลชิซิน  
 
                    การพฒันาเป็นตน้กล้าของช้ินส่วน HE ท่ีมี SSE ท่ีจุ่มแช่ในสารละลาย 
โคลชิซิน ท่ีระดบัความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ นั้น  หลงัจากเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS  
ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั  พบว่าโคลชิซินความเข้มข้น 0.10 
เปอร์เซ็นต์ ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง เกิดการพฒันาเป็นยอด ใบ และรากไดดี้ท่ีสุด โดยมีจ านวนยอด ใบ 
และรากเฉล่ีย 4 ยอด  2.34 ใบ และ 2.87 รากต่อ SSE ตามล าดบั ส่วนโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 
เปอร์เซ็นต ์ ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เกิดโซมาติกเอ็มบริโอระยะสุกแก่ (mature somatic embryo : MSE) 
เพิ่มจ านวนมากท่ีสุด 14 เอ็มบริโอต่อ SSE (ตารางท่ี 5)  จากการพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของ
โคลชิซิน และระยะเวลาการใหส้ารโดยเฉล่ีย ต่อการพฒันาเป็นยอด และ MSE พบวา่การพฒันาเป็น
ยอดลดลงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) เม่ือความเขม้ขน้โคลชิซินเพิ่มข้ึน  และเกิด 
MSE จ านวนมากข้ึนหลงัจากจุ่มแช่ดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้สูงข้ึน โดยโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 
เปอร์เซ็นต ์ ให้ MSE เฉล่ียมากท่ีสุด คือ 8.67 เอ็มบริโอ (ภาพท่ี 12)  นอกจากน้ียอดของตน้กลา้ท่ี
ผา่นการจุ่มแช่โคลชิซิน มีลกัษณะบวม ซีด และช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารโคลชิซินความเขม้ขน้สูง ระยะ
เวลานาน ส่งผลให้เน้ือเยื่อไหม ้ตาย และบางช้ินส่วนไม่สามารถพฒันาเป็นตน้กลา้ได ้ (ภาพท่ี 13-
15) 

 
 

 
ภาพท่ี 12 พฒันาการของยอด และ MSE จาก SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้ต่างๆ  เฉล่ีย

จาก 3 ระยะเวลา (12  24 และ 48 ชัว่โมง)  แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
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ตารางท่ี 5 จ  านวนยอด ใบ ราก และโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีรอดชีวติจาก 
การจุ่มแช่โคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ และเวลาต่างๆ แล้วยา้ยไปเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร  
MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

โคลชิซิน
(%) 

ระยะเวลา 
(ชม.) 

จ  านวนยอด 
± SE (ยอด) 

จ านวนใบ  
± SE (ใบ) 

จ านวนราก 
± SE (ราก) 

จ านวน MSE 
± SE (เอม็บริโอ) 

0.00 0 3 ± 0.00ab 4 ± 0.00a 0b 0e 

                        เฉล่ีย 3 ± 0.00A 4 ± 0.00A 0B 0D 
0.05 12 3± 0.00ab 2 ± 0.00b 0b 2 ± 0.00d 

 24 3 ± 1.00ab 2 ± 0.00b 0b 0e 
 48 3 ± 0.00ab 2 ± 0.00b 0b 0e 

                       เฉล่ีย 3 ± 0.71A 2 ± 0.71B 0B 0.67 ± 1.00C 
0.10 12 4 ± 0.00a 2.34 ± 0.76b 2.67 ± 0.76a 4 ± 1.00c 

 24 2 ± 1.00b 2 ± 0.00b 0b 0e 

 48 2 ± 1.00b 2 ± 0.00b 0b 0e 
                        เฉล่ีย 2.67 ± 1.11A 2 ± 0.58B 0.89 ± 1.17A 1.33 ± 1.44BC 

0.15 12 2 ± 0.00ab 0c 0b 3 ± 1.00cd 

 24 2 ± 0.00b 0c 0b 2 ± 0.00d 

 48 2 ± 0.00b 0c 0b 0e 
เฉล่ีย 2.33 ± 0.71A 0D 0B 1.67 ± 1.19B 

0.20 12 3 ± 0.00ab 2 ± 0.00b 0b 12 ± 1.00b 

 24 0c 0c 0b 14 ± 1.00a 

 48 0c 0c 0b 0e 
เฉล่ีย 1 ± 1.22B 0.67 ± 1.00C 0B 8.67 ± 2.57A 

F-test  ** ** ** ** 
C.V. (%)  20.83 30.00 18.62 19.49 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 13   พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 12 
ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

 ก.  ตน้กลา้ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีไม่ไดแ้ช่โคลชิซิน (ช้ินส่วนควบคุม) 
 ข.  ยอด และใบท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ 
 ค.  ยอด และรากท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์ 
 ง.  ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ 
 จ.  ยอด และโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซินความ 
      เขม้ขน้  0.20 เปอร์เซ็นต ์ 

 shoot 

mature somatic embryo 

 roots 

shoots 

shoot 

leave 

 shoot leave 

 ก 

ข ค 

ง จ 

shoots 



 
48 

 

 
 
ภาพท่ี 14  พฒันาการ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
 เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 
  ก.  ยอด และใบท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ 
  ข.  ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์ 
  ค.  ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ 
  ง.  โซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20  
         เปอร์เซ็นต ์   
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ภาพท่ี 15   พฒันาการ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
  แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
  เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 
  ก.  ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ 
  ข.  ยอดท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์ 
  ค.  ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์ 
  ง.  โซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 
         เปอร์เซ็นต ์   
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   2.2.2  ออรีซาลนิ  
 
 การพฒันาเป็นตน้กลา้ของ HE ท่ีมี SSE ท่ีผา่นการจุ่มแช่สารละลายออรีซา-
ลิน ท่ีระดบัความเขม้ขน้ และให้ระยะเวลาต่างๆ แล้วยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั พบวา่ ออรีซาลินทุกความเขม้ขน้ไม่เกิดราก  
ส่วนออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง ให้การพฒันาเป็นยอดไดดี้ท่ีสุด  3 
ยอด ต่อ SSE และช้ินส่วนท่ีสามารถพฒันา และสร้างใบได ้คือ ออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.001 และ 
0.002 เปอร์เซ็นต์ ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง ให้ 2 ใบต่อตน้กลา้ ส าหรับออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.003 
เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง  เกิดโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่เพิ่มจ านวนมากท่ีสุด 5 เอ็มบริโอต่อ 
SSE แต่ไม่พฒันาเป็นยอด รากและใบ (ตารางท่ี 6)   จากการพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของออรี-
ซาลิน และระยะเวลาการให้สารโดยเฉล่ียต่อการพฒันาเป็นยอด และ MSE พบว่าการพฒันาเป็น
ยอดลดลงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) เม่ือจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้สูงข้ึน 
และเกิด MSE จ านวนเฉล่ียมากท่ีสุดเม่ือทรีตดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.003 เปอร์เซ็นต ์อยา่งไรก็
ตามเปอร์เซ็นตก์ารเกิด MSE ลดลงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05)  เม่ือจุ่มแช่ดว้ยออรี-
ซาลินความเขม้ขน้สูงข้ึน (ภาพท่ี 16)  ช้ินส่วนท่ีผ่านการแช่สารออรีซาลินทุกความเขม้ขน้ มี
ลกัษณะบวม ซีด การพฒันาเป็นยอด และใบลดลงเม่ือได้รับออรีซาลินระดบัความเขม้ขน้สูงข้ึน 
และใหเ้วลานานข้ึน ภาพท่ี (17-19) 
 

 
 
ภาพท่ี 16 พฒันาการของยอด และ MSE จาก SSE ท่ีจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้ต่างๆ เฉล่ีย

จาก 3 ระยะเวลา (12  24 และ 48 ชัว่โมง)  แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
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ตารางท่ี 6 แสดงจ านวนยอด ใบ ราก และโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ของช้ินส่วน SSE ท่ี รอด 
 ชีวติจากการจุ่มแช่ออรีซาลินท่ีความเขม้ขน้  และระยะเวลาต่างๆ หลงัจากยา้ยไปเล้ียง 
 บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

ออรีซาลิน 
 (%) 

ระยะเวลา 
(ชม.) 

จ  านวนยอด 
(ยอด) 

จ านวนใบ 
(ใบ) 

จ านวนราก 
(ราก) 

จ านวน MSE 
(เอม็บริโอ) 

      

0.00 0 3 ± 0.00a 4 ± 00a 0 0c 

                      เฉล่ีย 3 ± 0.00A 4 ± 00A 0 0C 
      

0.001 12 3 ± 1.00a 2 ± 1.00b 0 0c 
 24 2 ±1.00b 2 ± 0.00b 0 0c 
 48 2 ± 0.00b 0c 0 0c 

                      เฉล่ีย 2.34 ± 0.84B 1.34 ± 1.06B 0 0C 
      

0.002 12 2 ± 0.00b 2 ± 0.00b 0 0c 
 24 1 ± 0.00b 0c 0 0c 
 48 2 ± 0.00b 0c 0 0c 

                       เฉล่ีย 2 ± 0.00B 0.67 ± 1.00C 0 0C 
      

0.003 12 2 ± 0.00b 0c 0 0c 
 24 0c 0c 0 5 ± 1.00a 
 48 0c 0c 0 0c 

                       เฉล่ีย 0.67 ± 1.00C 0D 0 1.67 ± 1.60A 
      

0.004 12 0c 0c 0 0c 
 24 0c 0c 0 3 ± 0.00b 
 48 0c 0c 0 0c 

                      เฉล่ีย 0D 0D 0 1 ± 1.22B 
F-test  ** ** - * 
C.V. (%)  20.04 36.07 - 45.09 

** , * แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) และแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.05) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 17 พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินเป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ 
 ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น 
 เวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 
 ก.  ตน้กลา้ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีไม่ไดแ้ช่ออรีซาลิน (ช้ินส่วนควบคุม) 

   ข.  ยอดท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์ 
  ค.  ยอดท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.002 เปอร์เซ็นต ์ 
   ง.  ยอดท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.003 เปอร์เซ็นต ์ 
 จ.  SSE ท่ีแช่ออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพท่ี 18  พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ 
 ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น 
 เวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 

   ก. ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์ 
  ข. ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.002 เปอร์เซ็นต ์ 

 ค. โซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.003
เปอร์เซ็นต ์ 

 ง. โซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีแช่ออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.004  
  เปอร์เซ็นต ์   
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ภาพท่ี 19  พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการจุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินเป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้

ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น
เวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 
ก. ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE  ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์ 
ข. ยอด ท่ีพฒันาจาก SSE  ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้  0.002 เปอร์เซ็นต ์   
ค. SSE  ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้  0.003 เปอร์เซ็นต ์
ง. SSE  ท่ีแช่ออรีซาลิน ความเขม้ขน้  0.004 เปอร์เซ็นต ์
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 2.3  ผลของการเททับด้วยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน และออรีซาลิน ต่อการเจริญ และการ
พฒันาของต้นกล้า 

 
   2.3.1  โคลชิซิน  
 
  การพฒันาเป็นตน้กลา้ของ SSE ท่ีเททบัดว้ยอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม
สารละลายโคลชิซิน ท่ีระดบัความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั  จากการพิจารณาผลของความ
เขม้ขน้ของโคลชิซิน และระยะเวลาการให้สารโดยเฉล่ียต่อการพฒันาเป็นยอด  พบว่าการพฒันา
เป็นยอดลดลงเม่ือเททบัด้วยโคลชิซินความเขม้ขน้สูงข้ึนแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 

0.01)  โดยเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดเฉล่ียสูงสุด 6.5 ยอด หลงัจากเททบัดว้ยโคลชิซินความเขม้ขน้ 
0.05 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี  20)   และโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 2 สัปดาห์ ให้การ
พฒันาเป็นยอดไดดี้ท่ีสุด 8 ยอด ต่อ SSE แต่ไม่เกิดใบ และราก โดยยอดมีสีเขียวเขม้ รูปร่างแบน
คลา้ยใบ  และท่ีความเขม้ขน้ 0.005 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 1 สัปดาห์ ยอดสามารถพฒันาเป็นใบได ้2 ใบ 
ต่อตน้กลา้ นอกจากน้ีการให้สารโคลชิซินดว้ยวิธีการเททบัทุกระดบัความเขม้ขน้ ไม่ส่งเสริมการ
สร้างราก และเอม็บริโอระยะสุกแก่  (ตารางท่ี 7 และ ภาพท่ี 21-22) 
 
 

 
 
ภาพท่ี 20   พฒันาการของยอด จาก SSE ท่ีเททบัดว้ยสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ต่างๆ เฉล่ีย

จาก 2 ระยะเวลา (1 และ 2 สัปดาห์)  แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
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ตารางท่ี 7 จ านวนยอด ใบ ราก และโซมาติกเอ็มบริโอระยะสุกแก่ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีรอดชีวิต
บนอาหารท่ีเททบัดว้ยโคลชิซิน ท่ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ แลว้ยา้ยไปเล้ียง
บนอาหารแขง็ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 

โคลชิซิน 
 (%) 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์) 

จ านวนยอด ± SE 
(ยอด) 

จ านวนใบ ± SE 
(ใบ) 

จ านวนราก 
(ราก) 

จ านวน MSE 
(เอม็บริโอ) 

      

0.00 0 3 ± 0.00c 4 ± 1.00a 0 0 

                        เฉล่ีย 3 ± 0.00B 4 ± 1.00A 0 0 
      

0.05 1 5 ± 1.00b 2 ± 0.00b 0 0 

 2 8 ± 1.00a 0c 0 0 

                        เฉล่ีย 6.5 ± 1.37A 1 ± 1.05B 0 0 
      

0.10 1 3 ± 0.00c 0c 0 0 

 2 1 ± 0.00de 0c 0 0 

                        เฉล่ีย 2 ± 1.05C 0C 0 0 
      

0.15 1 2 ± 0.00cd 0c 0 0 

 2 0e 0c 0 0 

                        เฉล่ีย 1 ± 1.04D 0C 0 0 
      

0.20 1 0e 0c 0 0 

 2 0e 0c 0 0 

                        เฉล่ีย 0E 0C 0 0 

F-test  ** ** - - 

C.V. (%)  19.27 19.97 - - 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 21  พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัดว้ยอาหารเหลว เติมโคลชิซินเป็นเวลา 1  
  สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญ 
  เติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 
  ก.  เททบัดว้ยอาหารเหลวท่ีปราศจากโคลชิซิน (ชุดควบคุม)  
  ข.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์
  ค.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์
  ง.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์
  จ.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพท่ี 22  พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัดว้ยอาหารเหลว เติมโคลชิซินเป็นเวลา 2  
  สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญ 
  เติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร) 
   ก.  เททบัดว้ยอาหารเหลวท่ีปราศจากโคลชิซิน (ชุดควบคุม) 
  ข.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์
  ค.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์
  ง.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต ์
  จ.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์
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   2.3.2  ออรีซาลนิ  
 
   การพฒันาเป็นตน้กลา้จาก SSE ท่ีเททบัดว้ยอาหารเหลวสูตร MS เติม
สารละลายออรีซาลิน ระดบัความเขม้ขน้ และให้ระยะเวลาต่างๆ หลงัจากเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั  จากการพิจารณาผลของความ
เขม้ขน้ของออรีซาลิน และระยะเวลาการให้สารโดยเฉล่ียต่อการพฒันาเป็นยอด  พบว่าการพฒันา
เป็นยอดลดลงเม่ือเททบัดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้สูงข้ึน แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 

0.01)  โดยเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดเฉล่ียสูงสุด 5.5 ยอด หลงัจากเททบัดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้ 
0.001 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 23) และออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ให้
การพฒันาเป็นยอดไดดี้ท่ีสุด คือ 10 ยอด ต่อ SSE  อยา่งไรก็ตามไม่พบการสร้างใบและราก โดย
ยอดมีรูปร่างยาว ขนาดเล็ก คลา้ยใบ ส่วนออรีซาลินความเขม้ขน้เดียวกนั ท่ีเวลา 2 สัปดาห์ ให้ยอด
เพียง 1 ยอด ต่อ SSE ยอดสามารถพฒันาเป็นใบได้ 2 ใบ ต่อตน้กล้า มีสีเขียวเขม้ขนาดใหญ่ มี
ลกัษณะมว้นเขา้หาช้ินส่วน SSE นอกจากน้ียงัพบว่าออรีซาลินทุกระดบัความเขม้ขน้ ไม่ส่งเสริม
การสร้าง ราก และ เอม็บริโอระยะสุกแก่  (ตารางท่ี 8 และ ภาพท่ี 24-25) 
 

 
 
ภาพท่ี 23   พฒันาการของยอด จาก SSE ท่ีเททบัดว้ยสารละลายออรีซาลินความเขม้ขน้ต่างๆ เฉล่ีย

จาก 2 ระยะเวลา (1 และ 2 สัปดาห์)  แลว้ยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 วนั 
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ตารางท่ี 8 จ านวนยอด ใบ ราก และโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีรอดชีวติ  
 จากการเททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ท่ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ แลว้

ยา้ยไปเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 30 
วนั 

ออรีซาลิน 
 (%) 

ระยะเวลา 
(สัปดาห์) 

จ านวนยอด ± SE 
 (ยอด) 

จ านวนใบ ± SE 
 (ใบ) 

จ านวนราก 
(ราก) 

จ านวน MSE  
 (เอม็บริโอ) 

      

0.00 0 3 ± 0.00b 4 ± 1.00a 0 0 

                      เฉล่ีย 3 ± 00B 4 ± 1.00A 0 0 
      

0.001 1 10 ± 1.00a 2 ± 0.00b 0 0 

 2 1 ± 0.00d 1 ± 0.00c 0 0 

                      เฉล่ีย 5.5 ± 2.23A 1.5 ± 0.74B 0 0 
      

0.002 1 2 ± 0.00c 0d 0 0 

 2 0e 0d 0 0 

                      เฉล่ีย 1 ± 0.00C 0C 0 0 
      

0.003 1 0e 0d 0 0 

 2 0e 0d 0 0 

                      เฉล่ีย 0D 0C 0 0 
      

0.004 1 0e 0d 0 0 

 2 0e 0d 0 0 

                      เฉล่ีย 0E 0C 0 0 

F-test  ** ** - - 
C.V. (%)  14.99 33 - - 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 24  พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลินเป็นเวลา 1  
  สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ 
  เจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร)  
  ก.  เททบัดว้ยอาหารท่ีไม่เติมออรีซาลิน (ชุดควบคุม) 
  ข.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์
  ค.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.002 เปอร์เซ็นต ์
  ง.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.003 เปอร์เซ็นต ์
  จ.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์  
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ภาพท่ี 25  พฒันาการของ SSE ท่ีรอดชีวิตจากการเททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลินเป็นเวลา 2  
  สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ 
  เจริญเติบโต เป็นเวลา 30 วนั (บาร์ 4 มิลลิเมตร)  
                  ก.  เททบัดว้ยอาหารท่ีไม่เติมออรีซาลิน (ชุดควบคุม) 
  ข.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์
  ค.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.002 เปอร์เซ็นต ์
  ง.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.003 เปอร์เซ็นต ์
  จ.  เททบัดว้ยอาหารเหลวเติมออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์
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3. การศึกษาลกัษณะพชืดิพลอยด์ และพอลพิลอยด์ในหลอดทดลอง 
 
 3.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 

3.1.1 ใบ 
 

 จากการจุ่มแช่ SSE ในอาหารเหลวท่ีเติมสารโคลชิซิน และออรี- 
ซาลินท่ีความเข้มข้น และระยะเวลาต่างๆ จากนั้นยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต โดยยา้ยเล้ียงบนอาหารเดิมทุกเดือน เป็นเวลา 12 เดือน  จึง
คดัเลือกตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัท่ีคาดวา่มีลกัษณะทางสัณฐานต่างๆ คงท่ี มาศึกษาลกัษณะภายนอกของ
ตน้กลา้เปรียบเทียบกบัตน้ควบคุม พบวา่ตน้กลา้ท่ีผา่นการแช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีการเจริญเติบโตชา้กวา่ตน้ควบคุม 
(ภาพท่ี 26) ใบมีสีเขียวเขม้กว่า โดยเฉพาะกลุ่มท่ีแช่สารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีใบหนาข้ึน (ภาพท่ี 27 ก, ข)  ใบมีขนสีน ้ าตาลซ่ึงมองเห็นดว้ยตา
เปล่าไม่ชดัเจน แต่เม่ือส่องดูภายใตก้ลอ้ง SEM จะเห็นโครงสร้างดงักล่าวไดช้ดัเจน (ภาพท่ี 28 ก, ข) 
ขนาดของใบสั้น  มีสีเขียวเขม้มากท่ีสุด (ภาพท่ี 28 ค)  จากการเปรียบเทียบขนาดใบของตน้ควบคุม 
และตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  พบว่ามีความ
แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) คือ ตน้ควบคุมให้ความกวา้ง และความยาวของใบ  
0.92 และ 9.27 เซนติเมตร ส่วนตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ให้ความกวา้ง และความยาวของใบ 1.52 และ 3.59 เซนติเมตร  อยา่งไรก็ตามขนาดใบของ
ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  ไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบั
ชุดควบคุม (ตารางท่ี 9)  ส าหรับช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 12 ชัว่โมง ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยา คือ SSE มีการพฒันาคลา้ยใบ 
และยอด แต่ไม่สามารถพฒันาเป็นต้นท่ีสมบูรณ์ได้ เม่ือน าช้ินส่วนท่ีพฒันาคล้ายใบอ่อนมา
ตรวจสอบระดบัพลอยดีดว้ยโฟลไซโทเมทรี พบวา่ตน้กลา้ดงักล่าวเป็นเททระพลอยด ์(ภาพท่ี 29)  
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ตารางท่ี 9 ความกวา้ง ความยาวของใบ ของตน้ควบคุม และตน้ท่ีผา่นการแช่โคลชิซิน ความ 
 เขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็น
เวลา 12 เดือน  

 

โคลชิซิน เวลา ขนาดของใบ 
(%) (ชม.) ความกวา้ง (ซม.) ± SE ความยาว (ซม.) ± SE 

0 0 0.92 ± 0.04b 9.27 ± 0.51a 
0.10 12 0.86 ± 0.05b 8.36 ± 0.39a 
0.20 24 1.52 ± 0.24a 3.59 ± 0.29b 

F-test  ** ** 
C.V. (%)  11.53 18.25 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 

 

 
 

ภาพท่ี 26 การเจริญเติบโตของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัตน้ควบคุม (ซา้ย)  ตน้ท่ีผา่นการแช่โคลชิซิน 
 ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (กลาง)   และความเขม้ขน้ 0.20  
 เปอร์เซ็นตเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ขวา) หลงัจากยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS  
 ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน   (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 
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ภาพท่ี 27 ความหนาของใบจากตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัชุดควบคุม (ก ซา้ย)  และกลอ้ง SEM (ข ซา้ย)  

และตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซินเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ก ขวา และ ข 
ขวา) หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
เป็นเวลา 12 เดือน  (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 28 ใบของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24  
 ชัว่โมง มีขนสีน ้าตาล (ศรช้ี ก และ ข) ใบสั้น และมีสีเขียวเขม้ (ค ขวา) เม่ือเปรียบเทียบ 
 กบัใบของตน้ควบคุม (ค ซา้ย) ตน้ดงักล่าวเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก 
 สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน  (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 
 

ก ข 

ก ข ค 
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ภาพท่ี 29 ลกัษณะของ SSE ท่ีมีลกัษณะคลา้ย ใบ และยอด แต่ไม่สามารถพฒันาเป็นตน้กลา้  
 หลงัจากไดรั้บสารออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

 แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  
 เป็นเวลา 12 เดือน  (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

 
ส าหรับการเททบัดว้ยอาหารเหลวท่ีเติมสารโคลชิซิน และออรีซาลินท่ี 

ความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ บน SSE จากนั้นยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต โดยยา้ยเล้ียงบนอาหารสูตรเดิมทุกเดือน เป็นเวลา 12 เดือน  พบวา่ตน้กลา้ท่ี
ไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ให้ใบเรียว สั้น ขนาดเล็กมาก มี
การพฒันาเน้ือเยื่อ ท่ีมีลกัษณะคลา้ยดอก (ภาพท่ี 30 ก) เช่นเดียวกบัตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซินความ
เขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 สัปดาห์ (ภาพท่ี 30 ข)  อย่างไรก็ตามตน้กล้าชะงกัการ
เจริญเติบโต และตายหลงัจากยา้ยเล้ียงเป็นเวลา 6 เดือน  ตน้กลา้ท่ีไดรั้บออรีซาลินความเขม้ขน้ 
0.001 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ใหต้น้กลา้ขนาดเล็ก มีใบหนา ใบมีสีเขียวเขม้ แต่ตน้กลา้ชะงกั
การเจริญเติบโต และตาย หลงัจากยา้ยเล้ียงเป็นเวลา 12 เดือน (ภาพท่ี 31 ก) ส่วนตน้กลา้ท่ีไดรั้บออ-
รีซาลินความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 2 สัปดาห์ มีลกัษณะคลา้ยช่อดอกเพศผู ้(ภาพท่ี 31 
ข)  และตน้ตายหลงัจากยา้ยเล้ียงเป็นเวลา 6 เดือน  นอกจากน้ีช้ินส่วนท่ีไดรั้บสารโคลชิซิน และออ-
รีซาลินความเขม้ขน้อ่ืนๆ ชะงกัการเจริญเติบโต และไม่พฒันาเป็นตน้กลา้ โดยช้ินส่วนทั้งหมดตาย
หลงัจากยา้ยเล้ียงเป็นเวลา 3 เดือน 
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ภาพท่ี 30 ตน้กลา้ท่ีพฒันาจาก SSE ซ่ึงผา่นการเททบัดว้ยโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์
เป็นระยะเวลาต่างๆ มีการพฒันาคลา้ยดอก (ศรช้ี) หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร 
MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 6 เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 
ก. ไดรั้บโคลชิซิน เป็นเวลา 1 สัปดาห์  
ข. ไดรั้บโคลชิซิน เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

 
 

 
 

ภาพท่ี 31 ตน้กลา้ท่ีพฒันาจาก SSE ซ่ึงผา่นการเททบัดว้ยออรีซาลิน ความเขม้ขน้ 0.001
เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลาต่างๆ 
ก. ไดรั้บออรีซาลิน เป็นเวลา 1 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี  

    ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 
ข. ไดรั้บออรีซาลิน เป็นเวลา 2 สัปดาห์ แลว้ยา้ยไปเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ี  

    ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 6 เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 

ก ข 

ก ข 
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3.1.2 ราก 
 

 เม่ือยา้ยตน้กลา้ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีผา่นการจุ่มแช่โคลชิซิน ความ 
เขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆ อายุ 12 เดือน ไปเพาะเล้ียงบนอาหารชกัน าราก ซ่ึงเป็นอาหารแข็งสูตร 
ARDA เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดแอสคอร์บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 เดือน 
คดัเลือกตน้ท่ีมีรากจากแต่ละชุดการทดลองมาศึกษาลกัษณะ และขนาดของราก พบว่ารากของตน้
กลา้จากส่ิงทดลองท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้รากสีขาวขุ่น ขนาด
ใหญ่ และสั้นกวา่ตน้ควบคุม (ภาพท่ี 32 ก ขวา) แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) กบัตน้
ควบคุม ให้ความกวา้ง และความยาว 0.12  x 1.30  เซนติเมตร  รากตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใหข้นาด 0.24  x 0.64 เซนติเมตร (ตารางท่ี 10)   ส าหรับรากของตน้
กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมงนั้น ให้รากท่ีสั้ นกว่า และใหญ่กว่าตน้
ควบคุมเล็กนอ้ย คือ 0.20 x 1.21  เซนติเมตร (ภาพท่ี 32 ข)  อยา่งไรก็ตามขนาดของรากแตกต่างกบั
ตน้ควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) นอกจากน้ีพบรากท่ีมีลกัษณะอวบ กลม สีเหลือง
อ่อน (ภาพท่ี 32 ค) ในตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน  0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมงดว้ย 
 
ตารางท่ี 10 ความกวา้ง ความยาวของราก ของตน้ควบคุม เปรียบเทียบกบัตน้จากส่ิงทดลองท่ีผา่น 
 การแช่โคลชิซิน  0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา  
 24 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร ARDA เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อ 
 ลิตร และกรดแอสคอร์บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อชกัน ารากเป็นเวลา 1 เดือน 

โคลชิซิน เวลา ขนาดของราก 
(%) (ชม.) ความกวา้ง ± SE (ซม.) ความยาว ± SE (ซม.) 

0 0 0.12 ± 0.02c 1.30 ± 0.007a 
0.10 12 0.20 ± 0.01b 1.21 ± 0.005b 
0.20 24 0.24 ± 0.02a 0.64 ± 0.007c 

F-test  ** ** 
C.V. (%)  4.53 5.21 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 32  รากของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสาร 

 ควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน และยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร ARDA ต่อ 
 อีกเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ 0.2 เซนติเมตร) 

ก. รากของตน้ควบคุม (ซา้ย) และรากของตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ีไดรั้บโคลชิซิน  
  ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ขวา) 

 ข. รากของตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
 ค. รากท่ีมีลกัษณะอวบ กลม ของตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ 
  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ก 

ข ค 
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3.1.2  ดอก และผล 
 
     หลงัจากยา้ยเล้ียงตน้กลา้บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน พบวา่ตน้กลา้เกิดช่อดอกในหลอดทดลองจากโคลชิซิน 3 
ความเขม้ขน้ คือ โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชั่วโมง  โคลชิซิน 0.20 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และโคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยแยกเป็นตน้
ท่ีใหช่้อดอกเพศผู ้และช่อดอกเพศเมีย  จากการศึกษาเปอร์เซ็นตก์ารออกดอกในหลอดทดลอง จาก
แต่ละส่ิงทดลองท่ีรอดชีวิต พบวา่โคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เกิดช่อดอกมาก
ท่ีสุด 20 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 11)  รองลงมาเป็น โคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เกิด
ช่อดอก 6 เปอร์เซ็นต ์ อยา่งไรก็ตาม โคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เกิดช่อดอกใน
หลอดทดลองเพียง 1 ตน้ แต่ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารออกดอกสูงท่ีสุด เน่ืองจากใหเ้ปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ต ่า จากการศึกษาลกัษณะภายนอกของช่อดอกด้วยตาเปล่า และกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
พบวา่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ให้ช่อดอกเพศเมียขนาดใหญ่ สี
ขาวอมชมพู (ภาพท่ี 33 ก) และช่อดอกเพศผู ้สีเขียวอ่อน (ภาพท่ี 33 ข) โคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ให้ช่อดอกเพศเมียสีขาว โดยเกิดช่อดอกจ านวนมาก (ภาพท่ี 34)  ส่วนโคลชิซิ
นความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้ช่อดอกเพศเมียสีขาวขนาดใหญ่ (ภาพท่ี 35 
ก)  และใหช่้อดอกเพศผูสี้เขียวเขม้ ปลายช่อดอกมีสีน ้าตาลเขม้ (ภาพท่ี 35 ข)  
     จากการศึกษาลกัษณะช่อดอกดว้ยกลอ้ง SEM พบวา่ช่อดอกเพศ
เมียของส่ิงทดลองท่ีไดรั้บโคลชิซินทั้ง 3 ความเขม้ขน้ (ภาพท่ี 36 ก ข และ ค) มียอดเกสรเพศเมีย 
(stigma) จ านวนมากบริเวณปลายดอก โดย stigma รูปร่างค่อนขา้งกลม (ภาพท่ี 36 ง) นอกจากน้ี
ลกัษณะของช่อดอกเพศผูมี้ลกัษณะคลา้ยน้ิว (ภาพท่ี 36 จ) โดยมีเกสรเพศผู ้(stamen) รูปร่าง ยาวรี 
(ภาพท่ี 36 ฉ)  อยา่งไรก็ตาม ตน้กลา้ท่ีเกิดช่อดอกบริเวณปลายยอด จะตายหลงัจากท่ีดอกฝ่อเป็น
เวลา 1 เดือน   
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ตารางท่ี 11 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดช่อดอกในหลอดทดลองของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั ท่ีผา่นการจุ่มแช่ 
 สารโคลชิซินความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ  หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร  
 MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน 

โคลชิซิน ระยะเวลา จ านวนตน้ท่ี จ านวนตน้กลา้ท่ีเกิดช่อดอก (ตน้) เปอร์เซ็นตก์าร 

 จุ่มแช่ ตรวจสอบ   เกิดช่อดอก 

(%)  (ชม.)  (ตน้) ช่อดอกเพศผู ้ ช่อดอกเพศเมีย  (%) 

0 0 100 0 0 0 
      

0.05 12 50 0 0 0 

 24 30 0 0 0 

 48 10 0 0 0 
      

0.10 12 100 2 1 3 

 24 30 0 0 0 

 48 3 0 0 0 
      

0.15 12 10 0 0 0 

 24 10 0 0 0 

 48 5 0 1 20 
      

0.20 12 10 0 0 0 

 24 100 2 4 6 

 48 0 0 0 0 
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ภาพท่ี 33  ลกัษณะของช่อดอกเพศเมีย (ก) และช่อดอกเพศผู ้(ข) จากตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนั ท่ีไดรั้บ

โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์ 
0.5 เซนติเมตร) 

 

 
ภาพท่ี 34  ลกัษณะช่อดอกเพศเมีย ของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.15  

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์ 0.3 เซนติเมตร) 

 

 
ภาพท่ี 35  ลกัษณะช่อดอกเพศเมีย (ก) และช่อดอกเพศผู ้(ข) ของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนั ท่ีไดรั้บโคล-

ชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงบนอาหาร
แข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์ 0.5 
เซนติเมตร) 

ก ข 

ก ข 
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ภาพท่ี 36   ลกัษณะของช่อดอกเพศเมีย และเพศผูข้องตน้กลา้ปาลม์น ้ ามนั (SEM) จากส่ิงทดลอง ท่ี

ไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ หลงัจากยา้ยไปเพาะ เล้ียงบนอาหาร
แขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน 
ก. ช่อดอกเพศเมียของตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10  
  เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
ข. ช่อดอกเพศเมียของตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.15  
  เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
ค. ช่อดอกเพศเมียของตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20  
  เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
ง. ลกัษณะของเกสรเพศเมีย (stigma) ของช่อดอกเพศเมียของตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ี 

   ไดรั้บโคลชิซิน (ศรช้ี) 
  ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   
จ. ช่อดอกเพศผูข้องตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 
  เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
ฉ. ลกัษณะเกสรเพศผู ้(stamen) ของช่อดอกเพศผูข้องตน้กลา้จากส่ิงทดลอง ท่ีไดรั้บ 
  โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   
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   หลงัจากยา้ยเล้ียงตน้กลา้ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา  
24 ชัว่โมง ท่ีมีอายุ 12 เดือน บนอาหารแข็งสูตร ARDA เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรด
แอสคอร์บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อชกัน าราก เป็นเวลา 1 เดือน พบวา่เกิดราก  และช่อดอก โดย
เกิดช่อดอกเพศเมียบริเวณปลายยอด และพฒันาเป็นผลในระยะเวลาต่อมา (ภาพท่ี 37)  จาก
การศึกษาการพฒันาของผลปาล์มภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  พบว่าผลมีลกัษณะยาวรี 
บางผลมีลกัษณะลีบ (ภาพท่ี 38 ก-ค)  จากการตดัตามขวาง (ภาพท่ี 39 ก)  และตามยาว (ภาพท่ี 39 ข) 
ภายใตก้ลอ้ง SEM พบว่าเป็นผลท่ีไม่มีเมล็ด โดยเป็นเน้ือเยื่อของ mesocarp ท่ีมีระบบเน้ือเยื่อท่อ
ล าเลียง (vascular tissue system) ประกอบดว้ยท่อล าเลียงน ้า กบัท่อล าเลียงอาหาร (ภาพท่ี 40 ก และ 
40 ข) 
 
 

 
 

ภาพท่ี 37  ผลปาลม์จากตน้ปาลม์น ้ามนัท่ีออกดอกในหลอดทดลอง ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 
0.20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บริเวณปลายยอด หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน และยา้ยเล้ียงบน
อาหารแข็งสูตร ARDA เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดแอสคอร์บิค 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร ต่ออีกเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ 0.5 เซนติเมตร) 
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ภาพท่ี 38 ลกัษณะผลปาลม์จากตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์ 
 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยมีผลยาวรี (ก และ ข) และผลลีบ (ค)  
 

 
 

ภาพท่ี 39  ผลปาลม์ท่ีพฒันาจากตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนั ท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุม
การเจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน และยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร ARDA เติม NAA 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และกรดแอสคอร์บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่ออีกเป็นเวลา 1 เดือน  

  ก.  ผลท่ีตดัตามยาว  
  ข.  ผลท่ีตดัตามขวาง 
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ภาพท่ี 40   เน้ือปาลม์ ( mesocarp) ของผลปาลม์ท่ีพฒันาจากตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั ท่ีไดรั้บโคลชิซิน  
  ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
  ก.  ระบบเน้ือเยือ่ท่อล าเลียงของผลท่ีตดัตามยาว (ศรช้ี)   

  ข.  ระบบเน้ือเยือ่ท่อล าเลียงของผลท่ีตดัตามขวาง คือ ท่อล าเลียงน ้า (xylem) กบั   
           ท่อล าเลียงอาหาร (phloem) (ศรช้ี)   

 
 

3.2  การศึกษาลกัษณะทางสรีรวทิยา 
 

3.2.1 รูปร่าง ขนาด และความหนาแน่นของเซลล์คุม 
 

   เม่ือ SSE ท่ีผา่นการจุ่มแช่สารโคลชิซิน ท่ีระดบัความเขม้ขน้ และ
ระยะเวลาต่างๆ พฒันาเป็นตน้กลา้อาย ุ 12 เดือน คดัเลือกตน้ท่ีคาดวา่เป็นเททระพลอยด์ โดยดูจาก
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาในขอ้ 3.1 มาศึกษาความหนาแน่น และขนาดของเซลลคุ์มดว้ยกลอ้ง SEM 
พบวา่ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 41 ค) ใหค้วาม
กวา้งของเซลลคุ์ม 19.11 ไมโครเมตร มากกวา่ชุดควบคุม (ภาพท่ี 41 ก) ซ่ึงมีขนาด 9.75 ไมโครเมตร 
มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) อยา่งไรก็ตามความยาวของเซลลคุ์มทั้งชุดการ
ทดลองท่ีไดรั้บ และไม่ไดรั้บโคลชิซินใหค้่าใกลเ้คียงกนั ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p ≤ 0.01) (ตารางท่ี 12)  เม่ือพิจารณาความกวา้งของเซลลคุ์ม พบวา่ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความ
เขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (ภาพท่ี 41 ข) ใหค้วามกวา้งของเซลลคุ์ม 14.39 
ไมโครเมตร แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) กบัชุดควบคุม (ตารางท่ี 12)  ส าหรับความ
หนาแน่นของเซลลคุ์ม พบวา่ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซินทั้งสองความเขม้ขน้ ใหค้วามหนาแน่นท่ีนอ้ยกวา่

ก ข 

xylem 
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ชุดควบคุมแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) (ตารางท่ี 12 และภาพท่ี 42 ก-ค) โดย
ลกัษณะเซลลคุ์มของชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีลกัษณะบิดเบ้ียว 
บวม เสียรูปร่าง และติดกนัสองเซลล ์ส่วนปากใบเสียหาย ถูกท าลาย (ภาพท่ี 43 ก-ฉ) 
 
ตารางท่ี 12 ความกวา้ง ความยาว และความหนาแน่นของเซลลคุ์มของตน้ควบคุม และตน้กลา้ท่ี 
 ผา่นการแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20  
 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก 
 สารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน  

โคลชิซิน เวลา ขนาดของเซลลคุ์ม (ไมโครเมตร) ความหนาแน่น  ± SE 
(%) (ชม.) ความกวา้ง  ± SE ความยาว  ± SE (เซลลคุ์ม/25 มม.) 

0 0 9.75 ± 0.04b 25.82 ± 0.51 16.00 ± 0.21a 
0.10 12 14.39 ± 0.05b 26.61 ± 0.39 13.00 ± 0.15b 
0.20 24 19.11± 0.04a 29.23 ± 0.29 7.00 ± 0.21c 

F-test  ** ns ** 
C.V. (%)  17.66 18.25 15.80 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) และ ns = ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 41 ขนาดของเซลล์คุม (ก) ชุดควบคุม  (ข) ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
12 ชัว่โมง  (ค) ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากยา้ย 

 เล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน 
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ภาพท่ี 42 ความหนาแน่นของเซลลคุ์ม  (ก) ชุดควบคุม  (ข)ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.10 เปอร์เซ็นต ์ 
 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  (ค) ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น 
 เวลา 12 เดือน 
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ภาพท่ี 43 ลกัษณะความผดิปกติแบบต่างๆของเซลลคุ์ม ของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัท่ีไดรั้บโคลชิซิน  
 ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 (ก)  เซลลคุ์มเสียหาย ท าใหป้ากใบมีรูปร่างผดิปกติ 
 (ข)  เซลลคุ์มมีลกัษณะติดกนัสองเซลล ์และปากใบมีรูปร่างผดิปกติ 
 (ค)  เซลลคุ์มเสียหาย บวม เสียรูปร่าง และปากใบมีรูปร่างผดิปกติ 
 (ง)  เซลลคุ์มบวม เสียรูปร่าง  
 (จ-ฉ) เซลลคุ์มบวม เสียรูปร่าง และปากใบปิดถาวร 
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3.2.2 จ านวนคลอโรพลาสต์ในเซลล์คุม 
 

   เม่ือ SSE ท่ีผ่านการจุ่มแช่สารโคลชิซิน ท่ีระดับความเข้มข้น และ
ระยะเวลาต่างๆ พฒันาเป็นตน้กล้าอายุ 12 เดือน จึงคดัเลือกตน้ท่ีคาดว่าเป็นเททระพลอยด์จาก
การศึกษา 3.1 มาศึกษาจ านวน  และขนาดของคลอโรพลาสตใ์นเซลลคุ์มดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สง
แบบเชิงประกอบ พบวา่ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 
0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีความแตกต่างกบัชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 

0.01) โดยมีขนาดคลอโรพลาสต์ในเซลล์คุมเฉล่ีย 2.00 ไมโครเมตร เล็กกว่าชุดควบคุม (4.00 
ไมโครเมตร) สองเท่า (ตารางท่ี 13 และภาพท่ี 44  ก-ค)  ส าหรับจ านวนคลอโรพลาสตต่์อเซลล์คุม 
พบวา่ชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีจ านวนคลอโรพลาสตใ์นเซลล์คุม
สูงสุด คือ 28.00 เม็ด สูงกวา่ชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บโคลชิซิน (14 เม็ดต่อเซลล์คุม) แตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) นอกจากน้ี การให้สารโคลชิซิน ความเขม้ขน้ และระยะเวลาแตกต่าง
กนั  ส่งผลใหล้กัษณะของคลอโรพลาสต ์และเซลลคุ์มท่ีแตกต่างกนัดว้ย  ดงัแสดงในภาพท่ี 45 
 
ตารางท่ี 13 ขนาด และจ านวนคลอโรพลาสตต่์อเซลลคุ์มของตน้ควบคุม และตน้กลา้ท่ีผา่น 
 การแช่โคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากยา้ยเล้ียง 
 บนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน  

โคลชิซิน เวลา ขนาดคลอโรพลาสต ์± SE จ านวนคลอโรพลาสต/์เซลลคุ์ม ± SE 
(%) (ชม.) (ไมโครเมตร) (เมด็) 

0 0 4.00 ± 0.00a 14.40 ± 0.52b 
0.10 12 2.00 ± 0.00b 13.50 ± 0.50b 
0.20 24 2.00 ± 0.00b 28.00 ± 0.97a 

F-test  ** ** 
C.V. (%)  0.00 14.18 

**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
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ภาพท่ี 44 คลอโรพลาสตใ์นเซลลคุ์มของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร  
 MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน 
 ก.  ชุดควบคุม 
 ข.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
 ค.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 45 คลอโรพลาสต ์และลกัษณะเซลลคุ์มของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนั หลงัจากยา้ยเล้ียงบน 
 อาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน 
 ก.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เซลลคุ์มบวม 
 ข.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ านวนคลอโรพลาสตใ์น 
  เซลลคุ์มลดลง 
 ค.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.05 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ขนาดเซลลคุ์มไม่เท่ากนั 
 ง.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.10 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง คลอโรพลาสตภ์ายใน 
  เซลลคุ์มมีขนาดเล็ก และมีจ านวนมาก 
 จ.  ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง คลอโรพลาสตภ์ายใน 
  เซลลคุ์มมีขนาดเล็ก ส่วนใหญ่ใส ไม่มีสีเขียว 
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3.2.3 ปริมาณคลอโรฟิลล์ 
 

   เม่ือ SSE พฒันาเป็นตน้กลา้ เก็บรวบรวมใบตน้กลา้ท่ีคาดวา่เป็นตน้เททระ
พลอยด ์ มาสกดัคลอโรฟิลลโ์ดยบดดว้ยสารละลายอะซีโตนเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์ พบวา่ปริมาณ
คลอโรฟิลลข์องตน้ชุดควบคุมกบัท่ีไดรั้บโคลชิซิน มีความแตกต่างกนัโดยตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซินมี
ปริมาณคลอโรฟิลลสู์งกวา่ตน้ควบคุมเล็กนอ้ย ส าหรับคลอโรฟิลลเ์อนั้นพบวา่โคลชิซินเขม้ขน้ 

0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณ 3.06  และ 
3.15 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้าหนกัสดตามล าดบั ส่วนชุดควบคุมมีปริมาณ 2.77 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้าหนกั
สด เม่ือวิเคราะห์ทางสถิติ พบวา่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
   เม่ือพิจารณาปริมาณคลอโรฟิลล์บี พบว่าชุดท่ีได้รับโคลชิซิน 0.10 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณคลอโรฟิลล์บี  
13.29 และ 16.81 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนักสด ตามล าดับ  มากกว่าชุดควบคุมซ่ึงมีปริมาณ
คลอโรฟิลล์บี 10.77 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนกัสด แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05)  
ส าหรับปริมาณคลอโรฟิลล์รวม พบว่าชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณคลอโรฟิลล์รวม 16.354 และ 19.976 มิลลิกรัม
ต่อกรัมน ้ าหนักสด มากกว่าชุดควบคุมซ่ึงมีปริมาณคลอโรฟิลล์รวม 13.543 มิลลิกรัมต่อกรัม
น ้าหนกัสด แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.01) (ตารางท่ี 14 และ ภาพท่ี 46) 
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ตารางท่ี 14 ปริมาณคลอโรฟิลล ์เอ บี และคลอโรฟิลลร์วม จากใบของตน้กลา้ชุดควบคุม และตน้ 
 กลา้ท่ีคาดวา่เป็นตน้เททระพลอยด ์ท่ีผา่นการแช่โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์-  
 เซ็นต ์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากยา้ย 

เล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 
เดือน  

โคลชิซิน เวลา ปริมาณคลอโรฟิลล์ (มก./ก. น ้าหนกัสด) 
(%) (ชม.) คลอโรฟิลลเ์อ ± SE คลอโรฟิลลบี์ ± SE คลอโรฟิลลร์วม  ± SE 

0 0 2.77 ± 0.44 10.77 ± 0.14c 13.543 ± 0.29b 
0.10 12 3.06 ± 0.32 13.29 ± 0.11b 16.354 ± 0.43ab 
0.20 24 3.15 ± 0.80 16.81 ± 0.02a 19.97 ± 0.83a 

F-test  ns * ** 
C.V. (%)  4.94 5.80 5.02 

ns = ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
* , ** แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.05) และแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT 
 
 

 

ภาพที ่46   ปริมาณคลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบี์ และคลอโรฟิลลร์วมของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัชุด
ควบคุมท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน 
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3.3 การตรวจสอบทางเซลล์วทิยา 
 

3.3.1 ศึกษาจ านวนโครโมโซมจากเซลล์ปลายราก 
 

  จากการศึกษาจ านวนของโครโมโซมด้วยวิธี Feulgen squash 
ของชุดควบคุมเปรียบเทียบกับชุดท่ีได้รับโคลชิซิน พบว่าชุดควบคุมมีจ านวนโครโมโซม 
2n=2x=32 (ภาพท่ี 47 ก) ส่วนจ านวนโครโมโซมของตน้ท่ีคดัเลือกและคาดวา่เป็นเททระพลอยด์ ท่ี
ผ่านการแช่สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชั่วโมง และ 0.20 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีจ านวนโครโมโซมเพิ่มเป็นสองเท่า (2n=4x=64) คือเป็นตน้เท-
ทระพลอยด์ (ภาพท่ี 47 ข และ ค)  นอกจากน้ียงัพบตน้มิกโซพลอยด์ (2n=2x=32 และ 2n=4x=64) 
ซ่ึงมีจ านวนโครโมโซมผสมอยู่ระหว่างดิพลอยด์ และเททระพลอยด์ ในต้นกล้าท่ีผ่านการแช่
สารละลายโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ  0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง  
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ภาพท่ี 47 จ านวนโครโมโซมจากปลายราก ของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัหลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหาร 
 แขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 12 เดือน (บาร์= 0.2  
 ไมโครเมตร) 
 ก. โครโมโซมปลายรากจากชุดควบคุม (ตน้ดิพลอยด ์2n=2x=32) 
 ข. โครโมโซมปลายรากจากชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน  0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12  
 ชัว่โมง (ตน้เททระพลอยด ์ 2n=4x=64) 

ค. โครโมโซมปลายรากจากชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
(ตน้เททระพลอยด ์ 2n=4x=64) 
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 3.3.2 การศึกษาปริมาณดีเอน็เอโดยโฟลไซโทเมทรี 
 
    การศึกษาระดบัพลอยดี ของตน้กลา้ปาล์มน ้ ามนัชุดควบคุมเปรียบเทียบ
กบัชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน พบวา่ชุดควบคุมมีระดบัพลอยดีเป็นดิพลอยด์ (2n = 2x) (ภาพท่ี 48 ก)  ส่วน
ชุดท่ีผ่านการแช่สารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เกิดเป็นตน้เททระพลอยด์ โดยระดบัพลอยดีเพิ่มข้ึนเป็นสองเท่า คือ 
2n = 4x  (ภาพท่ี 48 ข)  ทั้งน้ีชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เกิดเป็นตน้
เททระพลอยด์ได้มากท่ีสุด 16.67เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 15)  นอกจากน้ีชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความ
เขม้ขน้ 0.15 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ให้ตน้กลา้มิกโซพลอยด์ คือ มีระดบัพลอยดีผสม
ระหวา่งดิพลอยด์ และเททระพลอยด์ (ภาพท่ี 48 ค) สอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้ากการศึกษาโครโมโซม
ปลายราก 
   จากการตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอของปาลม์น ้ามนั โดยใชดี้เอ็นเอของขา้ว
ญ่ีปุ่น ซ่ึงมีขอ้มูลระดบัพลอยดีแน่นอนแลว้เป็นดีเอน็เอมาตรฐาน ยนืยนัผลไดว้า่ตน้ปาลม์น ้ามนัท่ี
พฒันาจาก SSE ในชุดควบคุมมีระดบัพลอยดีเป็นดิพลอยด ์ มีปริมาณดีเอน็เอเท่ากบั 3.75 พิโคกรัม 
เม่ือเปรียบเทียบขนาดของคู่เบส คิดเป็น 1.81 x 109 bp   ส่วนชุดท่ีผา่นการแช่สารละลายโคลชิซิน 
ความเขม้ขน้ 0.10 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ยนืยนั
ผลไดว้า่เป็นตน้เททระพลอยด ์มีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มเป็นสองเท่า คือ 7.45 พิโคกรัม เม่ือเปรียบเทียบ
ขนาดของคู่เบส คิดเป็น 3.59 x 109 bp (ตารางท่ี 16 และภาพท่ี 49) 
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ตารางท่ี 15  ผลของสารละลายโคลชิซิน ท่ีระดบัความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ ท่ีมีต่อเปอร์เซ็นต ์
  การเกิดตน้เททระพลอยด ์จากการศึกษาระดบัพลอยดีดว้ยโฟลไซโทเมทรี (n=30) 

ระดบัความเขม้ขน้ 
 

ระยะเวลา 
 

เปอร์เซ็นต์
การรอดชีวติ 

ระดบัพลอยดี เปอร์เซ็นตก์าร
เกิดเททระพลอยด ์

(%) (ชม.) (%) มิกโซพลอยด ์
2C-4C 

เททระพลอยด ์
4C 

(%)* 

0 12 100 0 0 0 
 24 100 0 0 0 
 48 100 0 0 0 
      

0.05 12 80 0 0 0 
 24 70.11 0 0 0 
 48 41 0 0 0 
      

0.10 12 68.78 1 2 6.67 
 24 57.33 0 0 0 
 48 26.55 0 0 0 
      

0.15 12 56.22 0 0 0 
 24 48.66 0 0 0 
 48 12.11 5 0 0 
      

0.20 12 50.56 0 0 0 
 24 42 0 5 16.67 
 48 0 0 0 0 

 

*เปอร์เซ็นตก์ารเกิดเททระพลอยด ์(เปอร์เซ็นต)์  =   จ  านวนตน้กลา้ท่ีเป็นเททระพลอยด ์ X  100 
                   จ  านวนตน้กลา้ทั้งหมด (30 ตน้) 
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ภาพท่ี 48 ฮีสโตแกรมแสดงระดบัพลอยดี ของตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัชนิดต่างๆ  
 ก. ตน้ควบคุม (ตน้ดิพลอยด ์2n=2x=32) (n=10) 
 ข. ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ตน้เททระพลอยด ์
  2n=4x=64) (n=5) 

ค. ตน้ท่ีไดรั้บโคลชิซิน 0.15 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ตน้มิกโซพลอยด ์ 
  2n=2x=32 และ 2n=4x=64) (n=5) 
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ภาพท่ี 49 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณดีเอน็เอของ (ก) ตน้ขา้วญ่ีปุ่น ซ่ึงเป็นดีเอน็เอมาตรฐาน (ข)  
 ตน้กลา้ปาลม์น ้ามนัชุดควบคุม ท่ีเป็นดิพลอยด ์(2n=2x) และ (ค) ตน้เททระพลอยด ์ 
 ของชุดท่ีไดรั้บโคลชิซิน ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (2n = 4x)  

หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็น
เวลา 12 เดือน 

 
ตารางท่ี 16 ปริมาณดีเอน็เอของตน้กลา้ชุดควบคุม และตน้เททระพลอยด ์ท่ีผา่นการแช่โคลชิซิน  
 ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง กบัปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานของ 
 ขา้วญ่ีปุ่น หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ 
 เจริญเติบโตเป็นเวลา 12 เดือน  

พืช จ านวนตน้ จ านวน
โครโมโซม 

ปริมาณดีเอน็เอ 
(พิโคกรัม) ± SE 

ขนาดคู่เบส 
± SE 

E. guineensis Jacq. cv. ‘Tenera’ 
(ชุดควบคุม)  

3 32  3.75 ± 0.26b 1.81 ± 0.05b 

E. guineensis Jacq. cv. ‘Tenera’ 
(ไดรั้บโคลชิซิน 0.20% เวลา 24 ชม) 

3 64  7.45 ± 0.25a 3.59 ± 0.06a 

Oryza sativa cv. ‘Nipponbare’ 
(ตน้เปรียบเทียบมาตรฐานภายนอก) 

3 24 0.91  0.43 

t-test   ** ** 
**แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรร่วมกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบดว้ย DMRT  
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บทที ่4 
 

วจิารณ์ 

 
 
1. การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ปาล์มน า้มัน 
 
  การศึกษาคร้ังน้ี ใชแ้คลลสัปาลม์น ้ามนัท่ีชกัน าจากใบอ่อนเป็นช้ินส่วนเร่ิมตน้ใน
การทดลอง โดยใชแ้คลลสัท่ีไดจ้ากการศึกษาของ สมปอง และคณะ (2547) จากห้องปฏิบติัการ
เทคโนโลยชีีวภาพของพืชปลูก คณะทรัพยากรธรรมชาติ เพาะเล้ียงแคลลสัดงักล่าวบนอาหารแขง็
สูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบักรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และน ้าตาลซูโครสเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 1 เดือน พบวา่ส่งเสริมให้เอ็มบริโอเจนิค
แคลลสัท่ีมีลกัษณะร่วนพฒันาเป็น SE และ HE ไดดี้  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Te-chato (2002) 
ท่ีชกัน า SE โดยเพาะเล้ียงแคลลสับนอาหารแขง็สูตร MS เติมน ้าตาลซูโครสเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์
กรดแอสคอร์บิค เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารควบคุมการเจริญเติบโต คือ dicamba  0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่สารควบคุมการเจริญเติบโตดงักล่าว ส่งเสริมแคลลสัเร่ิมตน้ใหพ้ฒันาเป็น
เอม็บริโอเจนิคแคลลสัท่ีเจริญเร็ว  
  การเพาะเล้ียง SE และ HE บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เติมกรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน ้ าตาลซอร์บิทอลเขม้ขน้ 0.2  
โมลาร์ เป็นเวลา 3 เดือน ในการศึกษาน้ีชกัน า SSE จ านวนมาก  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Hilae 
และ Te-chato (2005) ซ่ึงรายงานวา่การใชน้ ้ าตาลซอร์บิทอลความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ สามารถชกัน า 
SSE ในปาล์มน ้ ามนัได้จ  านวนมาก น ้ าตาลซอร์บิทอลท่ีเติมลงในอาหารเพาะเล้ียงเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีส าคญัต่อการพฒันาการสุก-แก่ และการงอกของ SE   จากการศึกษาผลของน ้ าตาล ชนิด
และความเข้มข้นต่างๆ เพื่อชักน าการงอกของ SE พบว่าน ้ าตาลบางชนิด โดยเฉพาะน ้ าตาล
แอลกอฮอล์ส่งเสริมการเกิด SSE เม่ือยา้ย SSE ไปเพาะเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 2-3 เดือนส่งเสริมการงอกเป็นตน้ท่ีมีทั้งยอด และรากในเปอร์เซ็นต์สูง        ดงันั้นการ
พฒันาเป็นพืชตน้ใหม่ของปาล์มน ้ ามนัผ่านการสร้าง SSE จึงมีประสิทธิภาพสูง แม่นย  า เน่ืองจาก
สามารถชกัน าการงอกของตน้อ่อนไดป้ริมาณมาก (Te-chato and Hilae, 2007) ดว้ยเหตุผลดงักล่าว 
ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงใชช้ิ้นส่วน SSE ในการชกัน าการเพิ่มชุดโครโมโซม 
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2. การชักน าให้เกดิพอลพิลอยด์โดยสารโคลชิซิน และออรีซาลนิ 
 
 การชักน าให้เ กิดการกลายพันธ์ุโดยการใช้สารเคมีในการเพิ่มจ านวนชุด
โครโมโซมนั้น พบว่าการจุ่มแช่ช้ินส่วน SSE ในสารโคลชิซิน และออรีซาลินความเขม้ขน้ และ
ระยะเวลาต่างๆ ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติเฉล่ียของ SSE ลดลงตามความเขม้ขน้ และระยะเวลาการ
จุ่มแช่ท่ีนานข้ึน ส าหรับการเททบัสารเคมีดงักล่าวบนช้ินส่วน SSE พบวา่ให้ผลเช่นเดียวกบัการจุ่ม
แช่ช้ินส่วนในสารโคลชิซิน และออรีซาลิน  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Madon และคณะ (2005) 
ซ่ึงรายงานวา่ เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของเมล็ดงอกของปาล์มน ้ ามนัท่ีจุ่มแช่ดว้ยสารโคลชิซิน และ
ออรีซาลิน ลดลงตามความเข้มข้นท่ีสูงข้ึน และระยะเวลาการจุ่มแช่สารท่ีนานข้ึน เช่นเดียวกับ
งานวิจยัของ สิทธิพงษ ์และธีระ (2553) ซ่ึงพบว่าเมล็ดงอกท่ีผา่นการจุ่มแช่สารโคลชิซินท่ีระดบั
ความเข้มข้นสูง และระยะเวลานาน ให้ต้นกล้าปาล์มน ้ ามัน มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลง   
นอกจากน้ี Ishigaki และคณะ (2009) ทดลองให้โคลชิซินความเขม้ขน้ 0.0125  0.025  0.05 และ 0.1 
เปอร์เซ็นต ์เป็นระยะเวลา 12 และ 48 ชัว่โมงกบัหญา้รูซ่ี (Brachiaria ruziziensis) พบวา่ ความ
เขม้ขน้ต ่าให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ีสูงกว่าความเขม้ขน้สูง และการจุ่มแช่ช้ินส่วนในสารโคล-
ชิซินท่ีระยะเวลาสั้ นกว่าให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงกว่าการจุ่มแช่ท่ีระยะเวลานาน ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองจากสารโคลชิซิน และออรีซาลินท่ีความเขม้ขน้สูง และใหส้ารเป็นเวลานาน เป็นพิษต่อเซลล์ท่ี
เป็นองค์ประกอบของช้ินส่วนพืช โดยสารดงักล่าวมีความสามารถในการแทรกซึมเขา้ไปยงัส่วน
ต่างๆ ภายในเซลล ์(Derman, 1940 อา้งโดย  วชุิตา, 2537) และมีผลท าใหค้วามหนืด (viscosity) ของ
ไซโตพลาสซึมเปล่ียนแปลงไป การท างานของเซลล์จึงผิดปกติ (Cook และ Loudon, 1952  อา้งโดย 
วชุิตา, 2537)   
  การใชโ้คลชิซิน หรือออรีซาลิน ความเขม้ขน้ต ่าเกินไปจากการศึกษาน้ีไม่สามารถ
ชกัน าการเพิ่มชุดโครโมโซมได ้อยา่งไรก็ตามการใชส้ารความเขม้ขน้สูงอาจส่งผลใหเ้น้ือเยื่อพืชตาย 
หรือเจริญผิดปกติได้  ดงันั้นระดบัความเขม้ขน้  และระยะเวลาท่ีเหมาะสม เป็นปัจจยัส าคญัท่ี
สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์การชกัน าตน้พอลิพลอยด์ได ้ค่าท่ีเป็นเกณฑ์ในการเลือกใชส้ารเคมีขา้งตน้ 
คือความเข้มข้น และระยะเวลาการให้สาร ท่ีท าให้ช้ินส่วนพืชตายไป 50 เปอร์เซ็นต์ (LD50)  
(Sigurbjornsson, 1983) โดยค่าดงักล่าวแตกต่างกนัข้ึนกบัพนัธ์ุพืช ช้ินส่วนพืช ชนิดของสารก่อ
กลายพนัธ์ุ และวธีิการให้สาร   เม่ือพิจารณาถึงค่า LD50 ของวธีิการการจุ่มแช่สารละลายโคลชิซินใน
การศึกษาน้ีอยู่ในช่วง 0.075 ถึง 0.185 เปอร์เซ็นต์ และการจุ่มแช่สารออรีซาลินอยูใ่นช่วง 0.0015  
ถึง 0.0037 เปอร์เซ็นต์ ส่วนวิธีการเททบัด้วยสารละลายโคลชิซินอยู่ในช่วง 0.063 ถึง 0.075 
เปอร์เซ็นต ์ และออรีซาลินอยูใ่นช่วง 0.0012 ถึง 0.0018 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะท่ี สิทธิพงษ ์และธีระ 
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(2553) รายงานวา่ค่า LD50 ของการทดลองจุ่มแช่โคลชิซินกบัเมล็ดงอกของปาล์มน ้ ามนัภายนอก
หลอดทดลองมีค่าเท่ากบั 0.227 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่การศึกษาน้ีท่ีใชช้ิ้นส่วน 
SSE ภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจากเมล็ดงอกของปาล์มน ้ ามนัท่ีน ามาทดลองจุ่ม
แช่โคลชิซินนั้น ใชค้วามเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่ และระยะเวลาการให้สารน้อยกวา่การศึกษาน้ี จึงให้ค่าท่ี
แตกต่างกัน นอกจากน้ีเมล็ดงอกนั้นมีกิจกรรมของเน้ือเยื่อเจริญน้อยกว่าช้ินส่วน SSE ดังนั้ น
กระบวนการเมตาบอลิซึมในเซลล์ของ SSE จึงถูกท าลายได้มากกว่าเมล็ดงอก ค่า LD50 ของ
การศึกษาน้ีจึงให้ค่าท่ีต ่ากวา่  โดย Allum และคณะ (2007) รายงานวา่ความสามารถในการล าเลียง
สารก่อกลายพนัธ์ุเขา้สู่เน้ือเยื่อพืช  และลกัษณะพนัธุกรรมของพืช (Stanys et al., 2006; Khosravi et 
al., 2008) เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ และการเพิ่มชุดโครโมโซม 

 เม่ือพิจารณาเปอร์เซ็นตก์ารเกิดเททระพลอยด์ในการศึกษาน้ี  พบวา่วิธีการการจุ่ม
แช่สารโคลชิซินความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้ตน้เททระพลอยด์ไดดี้ท่ีสุด 
โดย Kermani และคณะ (2003) รายงานวา่ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุใน
พืชข้ึนกบัชนิดของสารก่อกลายพนัธ์ุ โดยสารโคลชิซิน และสารออรีซาลินจดัเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ
ท่ีก่อให้เกิดการเพิ่มชุดโครโมโซมเช่นเดียวกนั กลไกการท างานของสารกลุ่มน้ีจะเขา้จบักบัอลัฟา
ทูบูลินไดเมอร์ (∞-tubulin dimer) หรือเบตา้ทูบูลินไดเมอร์ (β-tubulin dimer) ท่ีต าแหน่งแตกต่าง
กนั  จึงไม่มีสปินเดิลไฟเบอร์ ดงันั้นไม่สามารถควบคุมการแยกของโครโมโซมไปท่ีขั้วเซลล์ เป็น
ผลให้ไม่เกิดการแบ่งเซลล์ จึงหยุดท่ีระยะเมตาเฟส เม่ือโครมาทิดแยกออกจากกนัจึงไม่ถูกดึงไปท่ี
ขั้ว ส่งผลให้มีจ  านวนโครโมโซมเพิ่มเป็น 2 เท่า ถ้ามีการแช่สารดงักล่าวนานข้ึน อาจส่งผลให้มี
จ  านวนโครโมโซมเพิ่มเป็น 4 เท่า โดยออรีซาลินมีสมบติัยบัย ั้งการสร้างสปินเดิลไฟเบอร์ท่ีความ
เขม้ขน้ 1/1000 ของความเขม้ขน้โคลชิซินท่ีใชก้นั ดงันั้นออรีซาลินจึงเป็นพิษมากกวา่ ความเขม้ขน้
ท่ีใชจึ้งต ่ากวา่ สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  Dhooghe และคณะ (2011) ซ่ึงรายงานวา่ออรีซาลินให้
ประสิทธิผลในการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมไดดี้กวา่โคลชิซิน แต่จากการศึกษาโดยทัว่ไปนกัวิจยั
จ านวนมากนิยมใช้โคลชิซินชักน าให้เกิดเททระพลอยด์ เน่ืองจากให้ผลดีกว่าสารออรีซาลิน    
ดงัเช่นการศึกษาของ Madon และคณะ (2005) ซ่ึงจุ่มแช่เมล็ดปาล์มน ้ ามนัภายนอกสภาพหลอด
ทดลองในสารละลายโคลชิซิน และออรีซาลินความเขม้ขน้ต่าง ๆ พบวา่โคลชิซินเขม้ขน้ 12.5 ไม
โครโมลาร์  ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง เกิดเททระพลอยดไ์ดดี้ท่ีสุด ส่วนสารละลายออรีซาลินทุกความเขม้ขน้
ไม่พบตน้พอลิพลอยด ์ และมีการศึกษาจ านวนมากท่ีรายงานวา่การเพิ่มชุดโครโมโซมโดยสารโคลชิ
ซิน ให้ผลดีกวา่ออรีซาลิน ดงัเช่นในเสาวรสผลสีเหลือง (Rego et al., 2011)  Ranunculus asiaticus 
(Dhooghe et al., 2009a)  Helleborus (Dhooghe et al., 2009b) ในพืชสกุลมะเขือเทศ (Greplova et 
al., 2009)  Spathiphyllum (Eeckhaut et al., 2004) Chaenomeles (Stanys et al.,2006) และ 
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Rhododendron (Vainola, 2000) เป็นตน้   นอกจากน้ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาการให้สาร มีผลต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารกลายพนัธ์ุเช่นเดียวกนั  โดยทัว่ไปความเขม้ขน้ของโคลชิซินท่ีเหมาะต่อการเพิ่มชุด
โครโมโซม อยูใ่นช่วง 0.05 - 1.0 เปอร์เซ็นต์  ออรีซาลิน 0.0001 - 0.00157 เปอร์เซ็นต ์  ส่วน
ระยะเวลาการให้สาร อาจให้เป็นชัว่โมง วนั หรือสัปดาห์ (Allum et al., 2007)   ดงัเช่นการศึกษา
ของ  Tang และคณะ (2010)  รายงานการใช้สารโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้ต ่า แต่ใชเ้วลาในการจุ่มแช่
ช้ินส่วนในสารละลายนานข้ึน สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเกิดตน้พอลิพลอยด์ในพืช Paulownia 
tomentosa ได ้     นอกจากน้ี  Allum และคณะ (2007) รายงานวา่การใชส้ารท่ีมีความเขม้ขน้สูง แต่
ใช้เวลาในการจุ่มแช่ช้ินส่วนสั้นลง สามารถชกัน าตน้พอลิพลอยด์ไดเ้ช่นเดียวกนั    วิธีการให้สาร
จดัเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการกลายพนัธ์ุ      ดงัเช่นรายงานของ Kermani และคณะ (2003) ซ่ึง
แช่ช้ินส่วนขอ้กุหลาบ ในอาหารเหลวท่ีเติมออรีซาลินเป็นระยะเวลาสั้น แลว้ยา้ยบนอาหารแข็งเพื่อ
ชกัน ายอด พบว่าเกิดตน้พอลิพลอยด์ไดดี้กว่าการแช่ช้ินส่วนในอาหารเหลวท่ีเติมออรีซาลินเป็น
ระยะเวลานาน    นอกจากน้ี  Adaniya และ Shirai (2001) พบวา่ช้ินส่วนปลายยอดของพืชสกุลขิงท่ี 
เททบัดว้ยโคลชิซินบนอาหารแข็งสูตร MS ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดเททระพลอยด์มากกวา่การจุ่มแช่
ในอาหารเหลวสูตรเดียวกนั    นอกจากน้ีในพืชชนิดเดียวกนัแต่ช้ินส่วนท่ีแตกต่างกนัตอบสนองต่อ
สารเคมีเพิ่มชุดโครโมโซมต่างกนั บางช้ินส่วนตอบสนองต่อการเพิ่มชุดโครโมโซม เม่ือใช้โคล
ชิซินในขณะท่ีบางช้ินส่วนตอบสนองต่อการเพิ่มชุดโครโมโซมเม่ือใชอ้อรีซาลิน   ดงัเช่นการศึกษา
ของ  Stanys และคณะ (2006) ท่ีพบวา่เม่ือใชย้อดรวมของ Chaenomeles japonica  จุ่มแช่สารโคลชิ
ซิน ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิดเททระพลอยดไ์ดดี้กวา่สารออรีซาลิน อยา่งไรก็ตามเม่ือใชช้ิ้นส่วนของใบ
เล้ียง พบวา่สารออรีซาลินใหต้น้เททระพลอยดม์ากกวา่สารโคลชิซิน  
  ในการศึกษาน้ีการใชโ้คลชิซินความเขม้ขน้ต ่า ในระยะเวลาสั้น (ความเขม้ขน้ 0.10 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง) ให้จ  านวนตน้เททระพลอยด์น้อย การเพิ่มความเขม้ขน้สูงข้ึน 
(ความเขม้ขน้ 0.20 เปอร์เซ็นต)์ และระยะเวลานานข้ึน (24 ชัว่โมง) ส่งผลให้จ  านวนตน้เททระ-
พลอยด์เพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 15) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากความเขม้ขน้ และระยะเวลาดงักล่าวสามารถยบัย ั้ง
การสร้างสายสปินเดิลไฟเบอร์ไดม้ากกวา่ ส่งผลใหมี้การเพิ่มชุดโครโมโซมมากกวา่ดว้ย ส่วนความ
เขม้ขน้สูงกวา่น้ีส่งผลเสียหายต่อเซลล์ เน่ืองจากระยะเวลาการสร้างสายสปินเดิลมาดึงใชเ้วลานาน 
เม่ือโครโมโซมเพิ่มเป็นจ านวนมากสุดทา้ยไม่สามารถแบ่งเซลล์ได ้เซลล์แตกตาย ดงัเช่นเซลล์คุมท่ี
สังเกตไดจ้ากการศึกษาน้ีมีลกัษณะบวม ไหม ้ปากใบปิด มีลกัษณะท่ีเสียหายเหมือนเซลลแ์ตก ส่งผล
ใหก้ารท างานของเซลลคุ์มไม่ปกติ ท าใหเ้ซลลไ์ม่สามารถเจริญเติบโตได ้
  เม่ือพิจารณาการพฒันาของยอดรวมจากช้ินส่วนท่ีทรีตดว้ยสารโคลชิซิน และออรี
ซาลิน พบว่าชนิดสารเคมีก่อกลายพนัธ์ุ วิธีการให้ และความเขม้ขน้ของสารดงักล่าว มีผลต่อการ
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สร้างยอดรวม โดยยอดรวมเฉล่ียของชุดทดลองท่ีจุ่มแช่ดว้ยสารโคลชิซิน และออรีซาลินทุกความ
เขม้ขน้ ให้จ  านวนยอดรวมเฉล่ียนอ้ยกวา่ชุดควบคุม (ตารางท่ี 5 และ 6)   สอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Rego และคณะ (2011) ซ่ึงพบว่าการพฒันาเป็นยอดรวม จากการเพาะเล้ียงช้ินส่วนขอ้ของ
เสาวรสผลสีเหลืองท่ีไดรั้บโคลชิซินความเขม้ขน้ 25  250 และ 1,250 ไมโครโมลาร์ ลดลงตามความ
เขม้ขน้ของโคลชิซินท่ีเพิ่มข้ึน อย่างไรก็ตามชุดทดลองท่ีเททบัด้วยโคลชิซิน ความเข้มขน้ 0.05 
เปอร์เซ็นต์ ในการศึกษาน้ีให้เปอร์เซ็นต์การเกิดยอดรวมเฉล่ียเพิ่มข้ึน และท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึน
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดรวมเฉล่ียลดลง ส่วนการเททบัดว้ยออรีซาลินความเขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต ์
ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิดยอดรวมเฉล่ียมากกวา่ชุดควบคุม และท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึนเปอร์เซ็นตก์ารเกิด
ยอดเฉล่ียลดลง (ตารางท่ี 7 และ 8) 

เม่ือพิจารณาการพฒันาโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ของจากช้ินส่วนท่ีทรีตดว้ย 
สารโคลชิซิน และออรีซาลิน พบวา่ชนิดสารเคมีก่อกลายพนัธ์ุ  วิธีการให้สาร และความเขม้ขน้ของ
สารดงักล่าว  มีผลต่อการพฒันาโซมาติกเอ็มบริโอระยะสุกแก่ โดยชุดทดลองท่ีจุ่มแช่โคลชิซิน
ส่งเสริมโซมาติกเอ็มบริโอระยะสุกแก่เฉล่ียเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นท่ีสูงข้ึน   สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Petersen และคณะ (2003) ท่ีเพาะเล้ียงช้ินส่วนใบ และปลายยอดของ Miscanthus 
sinensis บนอาหารร่วมกบัสารโคลชิซิน หรือออรีซาลิน พบว่าสารโคลชิซินท่ีความเขม้ขน้สูง
ส่งเสริมการสร้างแคลลสั และใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิดพืชเททระพลอยด์สูงกวา่ออรีซาลิน     ส่วนการ
จุ่มแช่ดว้ยออรีซาลินในการศึกษาน้ี พบวา่ออรีซาลินความเขม้ขน้ต ่าไม่ส่งเสริมการพฒันาโซมาติก
เอม็บริโอระยะสุกแก่ โดยออรีซาลิน 0.003 เปอร์เซ็นต ์ชกัน าใหโ้ซมาติกเอ็มบริโอเร่ิมเขา้สู่ระยะสุก
แก่ อยา่งไรก็ตามเปอร์เซ็นตก์ารพฒันาโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ลดลงตามความเขม้ขน้ท่ีสูงข้ึน 
(ตารางท่ี 5 และ 6)    

การเททบัดว้ยโคลชิซิน  หรือออรีซาลินทุกความเขม้ขน้  และระยะเวลาในการศึก- 
ษาน้ีไม่เกิดโซมาติกเอ็มบริโอระยะสุกแก่ (ตารางท่ี 7 และ 8)  ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการให้สารเป็น
เวลานานเกินไป ท าให้เป็นพิษต่อเซลล์พืช และสารดงักล่าวอาจส่งผลต่อการยบัย ั้งการแบ่งเซลล ์ 
เม่ือพิจารณาลกัษณะของยอด และโซมาติกเอม็บริโอระยะสุกแก่ท่ีพฒันาจาก SSE ท่ีจุ่มแช่ในโคลชิ-
ซิน และออรีซาลิน พบว่ามีลกัษณะบวม ฉ ่าน ้ า นอกจากน้ีวิธีการเททบัดว้ยอาหารเหลวท่ีเติมสาร
ดังกล่าว ส่งผลให้ยอดมีลักษณะบวม ฉ ่ าน ้ ามาก ใบโปร่งแสง และไม่สามารถพฒันาเป็นต้น  
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Franck และคณะ (2004) ท่ีพบวา่ยอดของ Prunus avium ท่ีเพาะเล้ียงใน
อาหารเหลวเกิดอาการบวม ฉ ่าน ้ า (hyper hydricity) มากกวา่การเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง  ซ่ึง Kei-
ichiro และคณะ (1998) รายงานว่าอาจเป็นไปไดว้า่โคลชิซิน และออรีซาลินส่งผลให้เกิดลกัษณะ
ผิดปกติทางสรีรวิทยาในลกัษณะฉ ่าน ้ า โดยเน้ือเยื่อดูดน ้ ามากเกินไป เน่ืองจากเซลล์เอพิเดอร์มิส 
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ขาดชั้นคิวติเคิล หรือไขท่ีเคลือบผิว (cuticular layer)  ท าให้ไม่มีชั้นท่ีป้องกนัการเขา้ออกของน ้ าท่ี
มากเกินไป อีกทั้งมีพื้นท่ีในชั้น mesophyll เพิ่มข้ึน จึงสามารถบรรจุน ้ าไดเ้พิ่มข้ึน จึงเกิดภาวะบวม 
ฉ ่าน ้ า   นอกจากน้ี Franck และคณะ (2004) ยงัรายงานอีกวา่ปรากฏการณ์ดงักล่าวอาจเกิดเน่ืองจาก
สารโคลชิซิน และออรีซาลินท าลายเซลล์ปากใบ ส่งผลให้การท างานของปากใบไม่ปกติ  และ
จ านวนชั้น palisade cell ลดลง ส่งผลให้จ  านวนคลอโรพลาสต์ท่ีอยู่ในชั้นน้ีลดลง และปริมาณ
คลอโรฟิลลล์ดลงดว้ย จึงส่งผลใหก้ระบวนการพฒันาเป็นตน้กลา้ลดลง  
  
3. ลกัษณะพชืดิพลอยด์ และพอลพิลอยด์ในหลอดทดลอง  
 

 3.1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 

  เม่ือพิจารณาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของตน้เททระพลอยด์ปาล์มน ้ ามนั พบวา่มี
การเจริญเติบโตชา้ ใบหนา สีเขียวเขม้ ใบใหญ่ข้ึน แต่ความยาวลดลง และมีรากขนาดใหญ่ (ตารางท่ี 
9 และ 10)   สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Madon และคณะ (2005)  ซ่ึงรายงานวา่ตน้เททระพลอยด์
ของปาล์มน ้ ามนัท่ีชกัน าจากการแช่เมล็ดงอกในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 12.5 ไมโครโม-
ลาร์ นาน 6 ชัว่โมง มีการเจริญเติบโตช้า และมีใบหนา สีเขียวเขม้กวา่ตน้ควบคุม    เช่นเดียวกบั
การศึกษาของ สิทธิพงษ ์และธีระ (2553) ซ่ึงรายงานวา่ตน้เททระพลอยด์ของปาล์มน ้ ามนัท่ีชกัน า
จากการแช่เมล็ดงอกในสารละลายโคลชิซินความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร์ นาน 48 ชัว่โมง ให้การ
เจริญเติบโตช้ากว่าตน้ควบคุม          นอกจากน้ีมีหลายการศึกษาท่ีรายงานว่าการเพิ่มจ านวนชุด
โครโมโซมดว้ยสารโคลชิซินส่งผลให้การพฒันาเป็นยอด และการเจริญเติบโตช้าลง (Ganga and 
Chezhiyan, 2002; Kadota and Niimi, 2002; Stanys et al., 2006; Yang et al., 2006; Omran et al., 
2008; Aleza et al., 2009; Sun et al., 2009)   Swanson (1957) รายงานในท านองเดียวกนัวา่โคลชิซิน
ส่งผลท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลข์องตน้เททระพลอยด์ลดลง โดยเฉพาะวงจรการแบ่งเซลล์ท่ีชา้
เน่ืองมาจากจ านวนชุดโครโมโซมท่ีเพิ่มข้ึน จึงมีการเจริญเติบโตชา้กวา่ตน้ปกติ      Rauf และคณะ 
(2006) รายงานว่าโคลชิซินความเขม้ขน้สูงมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืช เน่ืองจากระยะเวลา
การสร้างสายสปินเดิลมาดึงใช้เวลานานจึงไม่สามารถแบ่งเซลล์ได ้อาจท าให้เซลล์แตกตาย และ
ชะงกัการเจริญเติบโต  ในกรณีของใบสีเขียวเขม้นั้นเป็นผลมาจากปริมาณคลอโรฟิลล์ท่ีเพิ่มมากข้ึน 
ท่ีเป็นเช่นน้ี   Yan และคณะ (2008)  รายงานว่าอาจเน่ืองจากโคลชิซินส่งผลต่อการเพิ่ม BA 
(benzyladenine) ฮอร์โมนดงักล่าวมีความสัมพนัธ์ในทางบวกกบัการสร้างคลอโรฟิลล์ และการ
เปล่ียนอีทิโอพลาสตไ์ปเป็นคลอโรพลาสต ์ดงันั้นสีใบจึงมีสีเขียวเขม้ข้ึน สังเคราะห์แสงไดม้ากข้ึน 
ใบจึงหนาข้ึน  
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  ตน้เททระพลอยด์ท่ีชักน าจากการศึกษาน้ี เกิดดอกแยกเพศขนาดใหญ่ในหลอด
ทดลอง ซ่ึงมีลกัษณะแตกต่างกนั และดอกเพศเมียสามารถพฒันาเป็นผลท่ีไม่มีเมล็ด     สอดคลอ้ง
กบัการศึกษาของ Allum และคณะ (2007) ท่ีรายงานว่าจากการใช้โคลชิซินเพิ่มจ านวนชุด
โครโมโซมในกุหลาบนั้น เกิดตน้เททระพลอยด์ท่ีให้ดอกท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ตน้ควบคุม   ซ่ึงผลของ
การเพิ่มชุดโครโมโซมนั้น มีผลโดยตรงกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของพืช  สาเหตุอาจเน่ืองจาก
การเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม ซ่ึงสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นต่อไปได ้โดยอาจเกิดจากการเพิ่มของ
ชุดของยีน แล้วส่งผลให้เกิดความผิดปกติของโครโมโซมท่ีเกิดจากมีช้ินส่วนบางส่วนของ
โครโมโซมเกินมาจากปกติ ซ่ึงโดยทัว่ไปจะมีความสามารถในการอยูร่อดมากกวา่กรณีท่ีมีช้ินส่วน
บางส่วนของโครโมโซมหายไป ผลของการเกิดการเพิ่มของยีน ท าให้ลักษณะทางฟีโนไทป์
เปล่ียนแปลงได ้(Otto, 2007)    นอกจากน้ีการเปล่ียนแปลงของการควบคุมการแสดงออกของยีน 
(gene expression) เน่ืองจากยีโนมพืชท่ีเพิ่มข้ึน ท าให้เกิดการแปรสภาพของเซลล์ (cell 
differentiation) ไดห้ลายชนิด โดยยีนบางยีนถูกยบัย ั้งไม่ให้แสดงออก และยีนบางยีนแสดงออกได้
ต่างเวลากนั จึงอาจท าให้ลกัษณะฟีโนไทป์เปล่ียนแปลงได ้ (Osborn et al., 2003)  หรืออาจเกิดจาก
การเปล่ียนแปลงของยนีแบบ epigenetic คือความผดิปกติรูปแบบหน่ึงของยีน ไม่มีการเปล่ียนแปลง
ล าดบัเบส แต่มีการดดัแปลงเบสไซโตซีนท่ีอยูด่า้นปลาย 5' ของกวันีน (CpG) โดยมีการเติมหมู่เมธิล 
(-CH3) ท่ีต าแหน่ง 5' ของเบสไซโตซีนบริเวณโปรโมเตอร์ ท าให้การแสดงออกของยีนลดลง  
(Parisod et al., 2010)  
  การตรวจสอบตน้เททระพลอยดจ์ากลกัษณะการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยานั้น 
เป็นเพียงหลักการคดัเลือกเบ้ืองต้นเท่านั้น จ  าเป็นต้องยืนยนัผลด้วยการตรวจสอบลกัษณะทาง
สรีรวทิยา และเซลลว์ทิยา    โดย  Zhang และคณะ (2010b) รายงานวา่ จากการยนืยนัผลการเกิด 
เททระพลอยด์ของตน้ Lagerstoemia indica  ดว้ยการศึกษาจ านวนโครโมโซม และตรวจสอบ
ปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าตน้ท่ีคาดว่าเป็นเททระพลอยด์ ท่ีมีลกัษณะ ล าตน้หนา ใบขนาดใหญ่นั้นมี
เพียง 50 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้นท่ีเป็นตน้เททระพลอยด ์ส่วนตน้ท่ีเหลือเป็นมิกโซพลอยด ์  
  ส าหรับปาล์มน ้ ามันท่ีได้จากการศึกษาน้ีคาดว่าต้นเททระพลอยด์ท่ีได้มีการ
เจริญเติบโตชา้ ทางใบสั้น ตน้เต้ีย และมีใบสั้นกว่าตน้ควบคุม ในอนาคตหากยา้ยลงดินปลูกท าให้
สะดวกต่อการเก็บเก่ียว และสามารถปลูกจ านวนต้นต่อพื้นท่ีได้เพิ่มข้ึน จึงให้ผลผลิตต่อพื้นท่ี
เพิ่มข้ึนด้วย และตน้เททระพลอยด์มีใบเขียวเขม้ซ่ึงให้ปริมาณคลอโรฟิลล์มากกว่าต้นปกติ จึง
สามารถน าไปผลิตเป็นอาหารสัตวท่ี์มีธาตุอาหารสูง นอกจากน้ีอาจจะใหป้ริมาณน ้ามนัจากผลปาล์ม 
เพิ่มข้ึนมากกว่าต้นดิพลอยด์ สามารถเพิ่มรายได้ให้กับเกษตรกร และน าไปผลิตเป็นพลังงาน
ทดแทนตามนโยบายของรัฐบาลต่อไป 
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3.2  ลกัษณะทางสรีรวทิยา 
   

  จากการศึกษาน้ี พบวา่ตน้เททระพลอยดมี์ขนาดของเซลลคุ์มกวา้งกวา่ชุดควบคุม  
มีความหนาแน่นของเซลลคุ์มนอ้ยกวา่ชุดควบคุม มีจ านวนคลอโรพลาสตต่์อเซลลคุ์มมากกวา่ชุด
ควบคุม แต่มีขนาดคลอโรพลาสตเ์ล็กกวา่ชุดควบคุม (ตารางท่ี 12 และ 13)  สอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ  สิทธิพงษ ์ และธีระ (2553) ซ่ึงพบวา่ตน้กลา้ปาลม์เททระพลอยด ์  มีขนาดเซลลคุ์มใหญ่กวา่ 
จ านวนคลอโรพลาสตม์ากกวา่ แต่มีความหนาแน่นเซลลคุ์มต ่ากวา่ตน้ดิพลอยดซ่ึ์งเป็นชุดควบคุม  
อยา่งไรก็ตาม  Madon และคณะ (2005) รายงานวา่ ขนาดเซลลคุ์มของตน้เททระพลอยด ์และตน้ดิ-
พลอยดน์ั้นไม่แตกต่างกนั   
  มีหลายการศึกษาท่ีรายงานวา่ขนาดของเซลลป์ากใบท่ีใหญ่ สามารถประเมินการ
เกิดพอลิพลอยดไ์ด ้ เช่น ในเสาวรสผลสีเหลือง (Rego et al., 2011)  ยีเ่ข่ง (Ye et al., 2010)  สาล่ี 
(Sun et al., 2009)  หน่อไมฝ้ร่ัง (Shiga et al., 2009)  Pennisetum (Campos et al., 2009)  
Chaemomeles japonica (Stanys et al., 2006) และองุ่น (Yang et al., 2006)   ความหนาแน่นของ
เซลลคุ์มท่ีลดลงสามารถบ่งช้ีถึงการเกิดพอลิพลอยดใ์นพืชหลายชนิดเช่น เยอบีร่า (Gantait et al., 
2011)  โหระพา (Omidbaigi et al., 2010)  เบญจมาศ (Liu and Gao., 2007)  Aegilops neglecta 
(Aryavand et al., 2003)  Alocasia (Thao et al., 2003)  หม่อน (Chakraborti et al., 1998)  
Zantedeschia (Cohen and Yao, 1996) และกลว้ย (Hamill et al., 1992)  นอกจากน้ียงัสามารถ
ตรวจสอบการเกิดเททระพลอยดโ์ดยการนบัจ านวนคลอโรพลาสต ์ ซ่ึงมีการยนืยนัผลวา่จ านวนคลอ
โรพลาสตใ์นตน้เททระพลอยดมี์จ านวนมากกวา่ในตน้ดิพลอยดส์องเท่า ในหม่อน (Chakraborti et 
al., 1998)  พุทรา (Gu et al., 2005)  Poplar (Edward et al., 2009)  Lagerstoemia indica (Zhang et  
al.,  2010b)  โหระพา (Omibaigi et al., 2010)  และเสาวรสผลสีเหลือง (Rego et al., 2011) เป็นตน้  
ค่าความหนาแน่น และขนาดของเซลลคุ์ม รวมทั้งจ  านวนคลอโรพลาสตต่์อเซลลคุ์มท่ีไดจ้าก
การศึกษาน้ี ใชเ้ป็นตวับ่งช้ีการเกิดเททระพลอยดไ์ดอ้ยา่งแม่นย  า         Hodgson และคณะ (2010) 
รายงานวา่พอลิพลอยดมี์ความสัมพนัธ์กบัขนาดของเซลลคุ์ม และขนาดของจีโนมในพืชดอก จาก
ความสัมพนัธ์ดงักล่าวท าใหก้ารตรวจสอบการเกิดพอลิพลอยด ์ โดยการศึกษาขนาดของเซลลคุ์ม 
ความหนาแน่นของเซลลคุ์ม และจ านวนคลอโรพลาสตน์ั้น เป็นวธีิการตรวจสอบท่ีให้ผลแม่นย  า ไม่
ยุง่ยาก ไม่ส้ินเปลืองค่าใชจ่้าย และใชร้ะยะเวลาสั้น 
  เม่ือพิจารณาปริมาณคลอโรฟิลลจ์ากแผน่ใบในการศึกษาน้ี พบวา่ตน้เททระ-
พลอยดใ์หป้ริมาณคลอโรฟิลลบี์ และคลอโรฟิลลร์วมมากกวา่ตน้ควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p ≤ 0.01) (ตารางท่ี 14)  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ   Beck และคณะ (2003) ท่ีพบวา่ระดบัพลอยดี
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ท่ีเพิ่มข้ึน มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณคลอโรฟิลล ์ และคลอโรพลาสตท่ี์เพิ่มข้ึนใน black wattle   
เช่นเดียวกบัการศึกษาของ  Shao และคณะ (2003) ท่ีพบวา่ตน้เททระพลอยดข์องทบัทิมมีปริมาณ
คลอโรฟิลลม์ากกวา่ตน้ควบคุม ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองจากตน้เททระพลอยดใ์หค้ลอโรพลาสตต่์อปาก
ใบมากกวา่ตน้ดิพลอยด ์จึงใหป้ริมาณคลอโรฟิลลเ์พิ่มข้ึน   ในทางตรงกนัขา้ม  Xu และคณะ (2010) 
พบวา่ตน้เททระพลอยดใ์นพืช  Juncus effuses ใหป้ริมาณคลอโรฟิลลเ์อ คลอโรฟิลลบี์ และ
คลอโรฟิลลร์วมนอ้ยกวา่ตน้ควบคุม สาเหตุอาจเน่ืองจากการไม่รวมกนัของระบบ thylakoid  
membrane ในตน้เททระพลอยด ์ อยา่งไรก็ตาม   Warner และ Edwards (1989) รายงานวา่ปริมาณ
คลอโรฟิลลใ์นตน้เททระพลอยด ์Atriplex confertifolia ไม่แตกต่างกบัตน้ดิพลอยด์  
 

3.3 การตรวจสอบทางเซลล์วทิยา 
 

  การตรวจสอบการเกิดพอลิพลอยด ์โดยศึกษาจ านวนโครโมโซมของปาลม์น ้ามนั 
จากเซลล์ปลายรากในการศึกษาน้ี พบวา่ตน้ควบคุมมีจ านวนโครโมโซม 32 แท่ง และตน้ท่ีเพิ่มชุด
โครโมโซม เกิดตน้เททระพลอยด์ มีจ  านวนโครโมโซม 64 แท่ง ส่วนตน้มิกโซพลอยด์ มีจ  านวน
โครโมโซมผสมระหวา่งดิพลอยด ์และเททระพลอยด ์คือ 32 และ 64 แท่ง ท านองเดียวกบัการศึกษา 
ของ  Madon และคณะ (2005) และ  สิทธิพงษ์ และธีระ (2553) ซ่ึงรายงานว่าจ านวนโครโมโซม
ปาลม์น ้ามนัตน้ควบคุมท่ีเป็นพืชดิพลอยด์ มีจ  านวนโครโมโซม  2n=2x=32  ส่วนตน้เททระพลอยด์
ท่ีชักน าได้จากการทรีตด้วยสารโคลชิซิน มีจ านวนโครโมโซมมากกว่าดิพลอยด์สองเท่า 
(2n=4x=64) และตน้มิกโซพลอยด์ มีจ  านวนโครโมโซมผสมระหว่างดิพลอยด์ และเททระพลอยด์ 
(2n=2x=32 และ 2n=4x=64) 
   โดยทั่วไปการชักน าให้เกิดการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมนั้ น พลอยดีมีการ
เปล่ียนแปลงหลายระดับ เช่น ทริพลอยด์ เททระพลอยด์ และมิกโซพลอยด์ เป็นต้น  มีหลาย
การศึกษาท่ีตรวจสอบระดับการเพิ่มจ านวนชุดของโครโมโซมหรือระดับพลอยดี โดยการนับ
จ านวนโครโมโซม  เช่น ใน Lagerstoemia indica (Zhang et  al.,  2010b)  Ranunculus (Dhooghe et 
al., 2009a)  กุหลาบ (Khosravi et al., 2008; Allum et al., 2007)  Spathiphyllum wallisii (Eeckhault 
et al., 2004) และ Alocasia (Thao et al., 2003) เป็นตน้ ซ่ึงการตรวจสอบจ านวนโครโมโซมปลาย
รากนั้น เป็นวิธีท่ีสามารถบ่งช้ีการเกิดพอลิพลอยด์ไดแ้ม่นย  าท่ีสุด (Dolezel et al., 2007) แต่มกัถูก
เลือกใช้เป็นวิธีสุดทา้ย เน่ืองจากตอ้งใช้เทคนิค และความช านาญในการตรวจสอบ รวมทั้งตอ้ง
ตรวจสอบเซลลจ์ านวนมาก ใชเ้วลานาน (Bohanec, 2003)  การตรวจสอบการเกิดพอลิพลอยด์อีกวิธี
ท่ีนิยม ให้ผลรวดเร็ว และท าไดป้ริมาณมากในระยะเวลาท่ีจ ากดั คือการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอโดย
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โฟลไซโทเมทรี เช่น การประเมินเททระพลอยด์ในยอดของเยอบีร่า (Gantait et al., 2011) ใบของ
ตน้ Dioscorea zingiberensis (Zhang  et al., 2010a) ใบของ Paulownia tomentosa (Tang  et al., 
2010) และใบสาล่ี (Sun et al., 2009) เป็นตน้  การศึกษาน้ีใชดี้เอน็เอขา้วญ่ีปุ่น เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 
พบว่าใบอ่อนของปาล์มน ้ ามนัดิพลอยด์ มีปริมาณดีเอ็นเอ 3.75 พิโคกรัม และใบอ่อนตน้เททระ
พลอยด์มีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มเป็นสองเท่า คือ 7.45 พิโคกรัม  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  Madon 
และคณะ (2005) ท่ีรายงานวา่การตรวจสอบดว้ยโฟลไซโทเมทรี ตน้เททระพลอยด์ให้ระดบัพลอยดี
เพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ของตน้ดิพลอยด ์    
   ปริมาณดีเอน็เอของปาลม์น ้ามนั ข้ึนกบัชนิดของสายพนัธ์ุ ช้ินส่วนพืช และดีเอ็นเอ
มาตรฐานท่ีใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบภายนอก   ดงัเช่นรายงานของ  Rival และคณะ (1997) ท่ีศึกษา
ปริมาณดีเอน็เอของปาลม์น ้ามนัเทเนอรา พนัธ์ุลูกผสม G6446 โดยใช ้Petunia hybrida  เป็นดีเอ็นเอ
มาตรฐาน พบวา่ ใบอ่อนมีปริมาณดีเอน็เอ  3.786 พิโคกรัม และแคลลสั 3.212 พิโคกรัม   นอกจากน้ี  
Srisawat และคณะ (2005) พบวา่การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของใบอ่อนปาล์มน ้ ามนัเทเนอรา (T38) 
โดยใชถ้ัว่เหลือง  มะเขือเทศ  และขา้วโพด เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน มีค่า  4.18  3.97  และ 4.34 พิโค
กรัม ตามล าดบั และการวดัปริมาณดีเอ็นเอจากช้ินส่วนเอ็มบริโอ  ปลายยอด และแคลลสัของปาล์ม
น ้ ามนั โดยใชถ้ัว่เหลืองเป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน มีค่า  4.16  4.15 และ 4.68 พิโคกรัม ตามล าดบั โดย 
Loureiro และคณะ (2007) รายงานวา่ เน่ืองจากใบของปาล์มน ้ ามนัมีสารทุติยภูมิ คือ สารประกอบฟี
โนลิคปริมาณมากกวา่เอม็บริโอ จึงส่งผลให้กรดแทนนินรบกวนการดูดกลืนแสงของเคร่ืองโฟลไซ
โทเมทรีมากกวา่ จึงใหค้่าปริมาณดีเอน็เอท่ีแตกต่างกนั 
   แมว้่าปัจจุบนัวิธีการประเมินการเกิดเททระพลอยด์นั้น นิยมใช้โฟลไซโทเมทรี 
เน่ืองจากสามารถศึกษาเน้ือเยื่อในปริมาณมาก ระยะเวลาสั้น (Dolezel et al., 2007)  และสามารถ
ตรวจสอบในช้ินส่วนพืชท่ีแตกต่างกัน โดยเฉพาะการประเมินการเกิดมิกโซพลอยด์ ซ่ึงให้ผล
ชดัเจน รวดเร็วกว่าการตรวจสอบด้วยการศึกษาจ านวนโครโมโซม ซ่ึงตอ้งอาศยัเวลา และความ
ช านาญเพื่อยนืยนัการเกิดมิกโซพลอยด ์(Leus et al., 2009)      อยา่งไรก็ตามการประเมินดว้ยวิธีน้ี มี
ค่ าใช้ จ่ าย สูง  และต้องใช้ เอนไซม์และสีย ้อมดี เอ็นเอท่ีจ า เพาะต่อพืชแต่ละชนิด ดังนั้ น 
Vanstechelman และคณะ (2010) รายงานวา่ วิธีท่ีเหมาะสมต่อการประเมินระดบัพลอยดีท่ีให้ผล
แม่นย  าท่ีสุด โดยเฉพาะมิกโซพลอยด์ คือการตรวจสอบร่วมกันระหว่างการศึกษาจ านวน
โครโมโซมจากเซลล์ปลายราก และการใช้ใบตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ โดยโฟลไซโทเมทรี  
อย่างไรก็ตาม ในกรณีปาล์มน ้ ามนัในการศึกษาน้ี การตรวจสอบลกัษณะทางสรีรวิทยาก็เพียงพอ 
สามารถประเมินตน้เททระพลอยด์ไดแ้ม่นย  า เพราะมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัระหวา่งลกัษณะทาง
สรีรวทิยา และลกัษณะทางเซลลว์ทิยา 
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บทที ่5 
 

สรุป 

 
 1. อาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขม้ขน้ 0.1  มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบักรด
แอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน ้ าตาลเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์  ส่งเสริมให้แคลลสั
พฒันาเป็น SE และ HE ได ้เม่ือน า SE และ HE ไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต เติมกรดแอสคอร์บิคเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน ้ าตาลซอร์บิทอล
เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์  เป็นเวลา 3 เดือน ส่งเสริมการสร้าง SSE จ านวนมาก   
  2. การจุ่มแช่ SSE ในสารละลายออรีซาลิน เขม้ขน้ 0.001 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 
ชัว่โมง ใหเ้ปอร์เซ็นตร์อดชีวติใกลเ้คียง 50 เปอร์เซ็นต ์ แต่ไม่สามารถชกัน าเป็นตน้ได ้จึงไม่แนะน า
ใหใ้ชส้ารออรีซาลินในการชกัน าใหเ้กิดเททระพลอยด ์
  3. การจุ่มแช่กลุ่ม SSE ท่ีพฒันาจาก HE ในสารละลายคอลชิซีน เขม้ขน้ 0.1 
เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้เปอร์เซ็นต์รอดชีวิต
ใกลเ้คียง 50 เปอร์เซ็นต ์และใหต้น้ท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาซ่ึงคาดวา่จะเป็นเททระพลอยด ์ 
  4. ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของตน้เททระพลอยด ์มีการเจริญเติบโตชา้ ใบหนา สี
เขียวเขม้ ใบใหญ่ข้ึน แต่ความยาวใบลดลง และใหร้ากขนาดใหญ่กวา่ตน้ควบคุม  
  5. ตน้ท่ีคาดว่าจะเป็นเททระพลอยด์ มีขนาดของเซลล์คุมกวา้ง  ความหนาแน่น
ของเซลล์คุมน้อย  จ  านวนเม็ดคลอโรพลาสต์ต่อเซลล์คุมมาก ขนาดเม็ดคลอโรพลาสต์เล็ก  และ
ปริมาณคลอโรฟิลลร์วม มากกวา่ตน้ควบคุม  
 6. การตรวจสอบลักษณะทางเซลล์วิทยาร่วมกันระหว่างการศึกษาจ านวน
โครโมโซมจากเซลลป์ลายราก และการใชใ้บตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ โดยโฟลไซโทเมทรี  พบวา่
ตน้ควบคุมมีจ านวนโครโมโซม 32 แท่ง (2n=2x=32) และตน้ท่ีเพิ่มชุดโครโมโซม เกิดตน้เททระ
พลอยด ์มีจ านวนโครโมโซม 64 แท่ง (2n=4x=64)  ส่วนตน้มิกโซพลอยด์ มีจ  านวนโครโมโซมผสม
ระหว่างดิพลอยด์ และเททระพลอยด์ คือ 32 และ 64 แท่ง  (2n=2x=32 และ 2n=4x=64) และ
การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอ โดยโฟลไซโทเมทรี พบว่าใบอ่อนของปาล์มน ้ ามนัดิพลอยด์ มีปริมาณดี
เอน็เอ 3.75 พิโคกรัม และใบอ่อนตน้เททระพลอยด์มีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มเป็นสองเท่า คือ 7.45 พิโค
กรัม  
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ตารางภาคผนวกที ่ 1    องคป์ระกอบธาตุอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงปาลม์น ้ามนั 

องค์ประกอบ 
ปริมาณสาร(มิลลกิรัมต่อลติร) 

สูตร MS สูตร ARDA 
ธาตุอาหารหลกั   
NH4NO3                  1,650.000               1,025.000 
KNO3 1,900.000                  800.000 
KH2PO4   170.000                  170.000 
CaCl2.2H2O   440.000  
MgSO4.7H2O   370.000  
ธาตุอาหารรอง   
KI       0.830                      0.415 
K2SO4                   495.000 
H3BO3       6.200      6.2000 
MnSO4.H2O     16.900     16.900 
ZnSO4.7H2O     10.600        9.600 
CuSO4.5H2O       0.025                      3.138 
Na2MoO4.2H2O       0.250       0.250 
CoCl2.6H2O       0.025                    0.0125 
FeSO4.7H2O     27.800      27.800 
Na2EDTA     37.300      37.300 
สารอนิทรีย์   
Myo-inositol   100.000                  100.000 
Nicotinic acid       0.500        0.500 
Pyridoxine HCl       0.500        0.500 
Thaiamine HCl       0.100        0.550 
Glycine       2.000        2.000 
Sucrose (กรัม)     30.000      30.000 
วุน้(กรัม)       7.500        7.500 
pH       5.700        5.700 
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ตารางภาคผนวกที ่ 2  สารเคมีท่ีใชศึ้กษาจ านวนโครโมโซม 
สารเคมี ปริมาณสาร 
Paradichlorobenzene 50  มล. 
acetic acid : alcohol 1 : 3 
hydrochloric acid 1  นอร์มอล 
Carbon fuchsin   2 % 

 
 
ตารางภาคผนวกที ่ 3  สารเคมีท่ีใชศึ้กษาปริมาณดีเอ็นเอ โดยโฟลไซโทเมทรี 
สารเคมี ปริมาณสาร 

สารละลายบัฟเฟอร์  
Tris-HCl     50.00 มก/ล. 
Polyvinylpyrolidone (PVP) 0.05 % 
Triton-X 0.01 % 
Sodium sulphite 0.63 % 
pH                               7.50 
สีย้อมดีเอน็เอ  
Propidium iodide (PI) 0.10 % 
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