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บทคัดยอ 

  การศึกษาผลของสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําและเพ่ิม
ปริมาณแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาเขียวยางพารา โดยนําชิ้นสวนตาเขียวท่ีผานการฟอกฆาเชื้อ        
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige และ Skoog) เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ชนิด
และความเขมขนตาง ๆ น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส พบวา อาหารสูตร MS เติม BA (6-benzyladenine) 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D (2, 4-dichlorophenoxyacetic acid) เขมขน 2 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหอัตราการสรางแคลลัสสูงสุด 87.50 เปอรเซ็นต เม่ือยายแคลลัสไปวางเลี้ยงบน
อาหารใหมสูตรเดิม เติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร ใหการเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุด 63 มิลลิกรัมน้ําหนักสด 
หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน สําหรับการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส พบวา การสับชิ้นสวน
แคลลัสจํานวน 100 ครั้ง กอนนําไปวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิม เปนเวลา 1 เดือน สามารถชักนํา
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไดสูงสุด 98.45 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดวางเลี้ยง
บนอาหารสูตรเดิม ท่ีเติมซิลเวอรไนเตรทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอ
ไดสูงสุด 9.3 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน และเม่ือวางเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนสูตรอาหาร ½ MS          
ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 เดือน สงเสริมประสิทธิภาพการพัฒนาเปนพืช
ตนใหมไดดีท่ีสุด โดยใหจํานวนยอดสูงสุด 4.14 ยอดตอชิ้นสวน สําหรับการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการ
ชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่น พบวา การใชแคลลัสท่ีเกาะกันแบบหลวม ๆ อายุ 1 เดือน
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดิม วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที สงเสริม
การชักนําเซลลซัสเพนชั่นไดดี โดยระยะ log phase ของเซลลอยูในชวง 12-21 วัน หลังจากยายเลี้ยง 
เปนเวลา 24 วัน ใหปริมาตรตะกอนเซลลไดสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร ซ่ึงวิธีการชักนําใหเกิดการสราง       
โซมาติกเอ็มบริโอและการพัฒนาเปนพืชตนใหมนี้ สามารถนําไปสูความสําเร็จในการขยายพันธุ
ยางพาราท่ีใชเปนตนตอตอไปในอนาคต 
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Abstract 

  Effects of culture media and concentrations of PGRs (plant growth 
regulators) on callus induction and proliferation of rubber tree (Hevea brasiliensis 
Muell. Arg.) were carried out using green bud wood. The sterile green buds were 
cultured on MS (Murashige and Skoog) medium supplemented with various 
concentrations of PGRs, 3 % sucrose, solidified with 7.5 g/L agar and maintained under 
14 h protoperiod at 28 + 2  C. The results showed that MS medium supplemented 
with 0.5 mg/L BA (benzyladenine) and 2 mg/L 2, 4-D (2, 4-dichlorophenoxyacetic acid) 
gave the highest callus induction rate at 87.50 %. Two g/L phytagel containing MS 
medium gave the highest callus proliferation at 63 mg FW after 1 month of culture. 
For embryogenic callus induction, chopping callus at frequency of 100 times before 
culturing on solidified MS medium gave the highest embryogenic callus induction at 
98.45 % after culture for 1 month. Embryogenic callus transferred to the same 
medium with 1 mg/L AgNO3 (silver nitrate) gave the highest number of somatic 
embryos at 9.3 embryos/callus. Somatic embryos cultured on ½ MS (half strength MS) 
medium without PGRs gave the highest shoot induction at 4.14 shoots/explant. For 
induction and proliferation of cell suspension, friable callus at 1 month after culture 
gave the best result after transfer to liquidified MS medium with the same 
component on rotary shaker at 100 rpm. Cell growth pattern revealed that log phase 
was found at 12-21 days and the highest PCV (packed cell volume) at 2.54 ml obtained 
after 24 days of culture. This protocol will be used for propagation of this clone of 
rubber tree to use as rootstock in the future. 
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สูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 เดือน 

30 
 
 
 

2.3 ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือ
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับกับการสับแคลลัส 
100 ครั้ง เปนเวลา 1 เดือน 

32 

3.1 
 

ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตาง ๆ ตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม
จากโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

40 

3.2 ลักษณะของเซลลเม่ือวางเลี้ยงบนสูตรอาหารตาง ๆ ตอการชักนําและ
เพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่น หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน  

42 

4.1 
 

ลักษณะของเซลลเม่ือวางเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ตอการชักนํา
และเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่น หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน  

52 

4.2 ผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาด
ตาง ๆ ในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน 

54 

   

  
 
 

 



 
 
 

(10) 
 

รายการภาพประกอบ 

ภาพท่ี  หนา 

1.1 ข้ันตอนการเตรียมตาเขียวเพ่ือนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัส 11 

1.2 ลักษณะการสรางแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาเขียวในอาหารสูตร MS เติม 
BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร
เปนเวลา 1 เดือน                                 

15 

1.3 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอน          
สีเขียว) เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขน
ตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

18 

1.4 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีหลือง) 
เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขน
ตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

19 

1.5 ลักษณะของแคลลัส เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ผงวุน 7.5 กรัม
ตอลิตร หรือไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร 

21 

2.1 ลักษณะของแคลลัสท่ีใชในการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติก
เอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

26 

2.2 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืชดวยจํานวนครั้งท่ี
ตางกัน แลววางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

29 

2.3 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D 
เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 เดือน 

31 

2.4 ลักษณะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
และซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการสับแคลลัส 100 ครั้ง 
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

33 

  
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 

(11) 
 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 

ภาพท่ี  หนา 
3.1 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีใชในการชักนําพืชตนใหม เม่ือวางเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร ซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

38 

3.2 
 

พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารท่ีมีความเขมขนของ
องคประกอบธาตุอาหารตางกัน เปนเวลา 2 เดือน 

41 

3.3 ลักษณะพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีเพาะเลี้ยงจากตาเขียว วางเลี้ยง
บนสูตรอาหาร ½ MS รวมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตความ
เขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 เดือน 

43 

4.1 ลักษณะแคลลัสตาเขียวยางพาราชนิดท่ี 3 (เกาะกันแบบหลวม ๆ) เม่ือวาง
เลี้ยงบนอาหารแข็งและอาหารเหลว MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต 

47 

4.2 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพารา ในอาหารเหลวสูตร
ตาง ๆ หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

50 

4.3 ลักษณะของตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพาราในอาหารเหลวสูตร
ตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับการเติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

51 

4.4 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลว
สูตร MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการ
เพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

53 

4.5 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลว
สูตร MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการ
เพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

53 

4.6 กลุมเซลลขนาดตาง ๆ ในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส  
3 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน 

55 

 

 

 

 

 



 
 
 

(12) 
 

 
สัญลักษณคํายอและตัวยอ 

 
2, 4-D  = 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid 

BA  = 6-Benzyadenine  
CRD  = Completely randomized design 
DMRT  = Duncan’s multiple range test 
GA3   =  Gibberellic acid 
IAA    = Indole-3-acetic acid 
MS  = Murashige and Skoog medium 
MB3  = Plantlet formation medium  
NAA  = α-Naphthaleneacetic acid 
OPCM  = Oil palm culture medium 
SE  = Somatic embryo 
TDZ   = Thidiazuron 
WPM  = Woody plant medium  
PGRs  = Plant growth regulators  
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หนังสือตอบรับตีพิมพ 

 

 



 
 
 

(14) 
 



 
 
 

1 
 

บทที่ 1 
 

บทนําตนเรื่อง 
 

ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของ

ประเทศไทยและภูมิภาคอาเซียน แมวาในปจจุบันมีพืชอยางนอย 2,000 ชนิดท่ีสามารถผลิตน้ํายาง 

แตมีเพียงน้ํายางท่ีไดจากยางพาราเทานั้นท่ีเปนตัวหลักในอุตสาหกรรม เนื่องจากสามารถผลิตน้ํายาง

ไดปริมาณมากและมีคุณสมบัติทางการคาท่ีดีเยี่ยม ประเทศผูผลิตและสงออกยางพารา คือ

อินโดนีเซีย มาเลเซีย อินเดีย เวียดนาม และไทย โดยน้ํายางพาราจะนํามาใชในอุตสาหกรรมท้ังการ

ผลิตขนาดเล็ก และการผลิตขนาดใหญ ซ่ึงปจจุบันประเทศไทยเปนผูนําการผลิต และสงออกยาง

ธรรมชาติมากท่ีสุด ในป 2552 มีปริมาณการผลิตยาง 3.16 ลานตัน คิดเปนรอยละ 32.91 มากกวา

ประเทศอินโดนีเซียและมาเลเซีย ท่ีมีปริมาณการผลิตยาง 2.53 ลานตัน และ 0.85 ลานตันตามลําดับ 

ปริมาณการสงออก 2.73 ลานตัน คิดเปนรอยละ 39.67 ยางพาราทํารายไดใหประเทศถึงปละ 402,563 

ลานบาท (คณะกรรมการนโยบายยางธรรมชาติ, 2555) พ้ืนท่ีปลูกยางพาราในประเทศประมาณ 16.7 

ลานไร ในจํานวนนี้พ้ืนท่ีภาคใตปลูกยางมากท่ีสุด รองลงมาคือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก 

ภาคกลาง และภาคเหนือ ตามลําดับ ปจจุบันราคายางตกต่ําทําใหมีการลงทุนปลูกยางพารานอยลง

เชนกัน (วิทยา และคณะ, 2558) คาเฉลี่ยของผลผลิตจากการปลูกยางมีอัตราลดลง ท้ังนี้มีสาเหตุมา

จากพันธุยางท่ีเกษตรกรนําไปปลูกมาจากแหลงปลูกเดิม ทําใหไมมีความเหมาะสมกับแหลงปลูกใหม 

(กรรณิการ และคณะ, 2546) นอกจากนี้ยังพบปญหาการระบาดของโรคตาง ๆ มีผลผลิตน้ํายางต่ํา 

การปรับปรุงพันธุหรือหาพันธุท่ีเหมาะสมกับแหลงปลูกจึงมีความสําคัญ การขยายพันธุยางพาราโดย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนการเพ่ิมปริมาณยางพาราอยางรวดเร็วเพ่ือใหเพียงพอกับความตองการ

ยางพันธุดีท่ีจะนําไปปลูกในพ้ืนท่ีสงเสริม ในประเทศจีนเริ่มมีการใชเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาเพ่ิม

ปริมาณก่ิงตาและตนตอยางพารา ซ่ึงเปนท่ียอมรับของเกษตรกร แมวามีราคาของตนพันธุท่ีจําหนาย

สูงกวา (วิทยา, 2553) ปญหาท่ีพบคือ โรคและศัตรูของยางสามารถเกิดข้ึนไดกับทุกสวนของตน

ยางพารา ทําใหตนยางชะงักการเจริญเติบโต ผลผลิตลดลง และอาจรุนแรงจนถึงตนยางยืนตนตายได 

(พนม, 2555) พันธุยางท่ีนิยมปลูกในปจจุบันคอนขางจะออนแอตอโรคบางชนิดท่ีสําคัญ ซ่ึงโรค

ยางพาราท่ีระบาดสวนใหญมีสาเหตุมาจากเชื้อรา เชน โรคใบรวงไฟทอปโทราท่ีเกิดจากเชื้อไฟทอป

โทรา (Phytophthora palmivora) โรคราแปงเกิดจากเชื้อออยเดียม (Oidium heveae) โรคราก

ขาวท่ีเกิดจากเชื้อ Rigidoporus lignosus (สถาบันวิจัยยาง, 2555) พันธุยางท่ีเปนโรครากขาวมาก

ท่ีสุด คือ RRIM 600 (55 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ BPM 24 (19.6 เปอรเซ็นต) พันธุยางท่ีเปนโรค

รากแดงมากท่ีสุด คือ RRIM 600 (63.8 เปอรเซ็นต) รองลงมา คือ PB5/51 (14.9 เปอรเซ็นต) และ

พันธุยางท่ีเปนโรครากสีน้ําตาลมากท่ีสุด คือ RRIM 600 (51.4 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ BPM 24 



 
 
 

2 
 

(22.8 เปอรเซ็นต) (สถาบันวิจัยยาง, 2547) สําหรับการปลูกยางในอดีตเกษตรกรมักใชยางพันธุ

ดั้งเดิมเปนตนตอและติดตาดวยยางพันธุดี แตรัฐบาลในยุคท่ีผานมามีนโยบายขยายพ้ืนท่ีปลูก

ยางพาราท้ังในภาคใตเองและภาคอ่ืนๆ ของประเทศ เชน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ 

ความตองการตนพันธุจึงเพ่ิมข้ึนเปนลําดับ ในขณะท่ีพันธุด้ังเดิมถูกโคนเกือบหมด คาดวาประมาณ 

75-80 เปอรเซ็นตของยางพันธุดีท่ีปลูกในประเทศไทยเปนพันธุ RRIM 600 เม่ือไมมีเมล็ดยางพันธุ

ดั้งเดิม เกษตรกรจึงหันมาเก็บเมล็ดยางพันธุ RRIM 600 มาทําเปนตนตอ ซ่ึงมีความแข็งแรงและ

ทนทานนอยกวายางพันธุดั้งเดิมท่ีสําคัญในอนาคตขางหนา หากมีการระบาดของโรคอาจสงผล

กระทบตอตนยางท้ังหมดได เพราะมีฐานพันธุกรรมแคบท้ังตนตอและก่ิงพันธุดี (กรกช, 2550) การ

ปรับปรุงพันธุตามวิธีการมาตรฐานจึงตองใชเวลานานในการคัดเลือกพันธุยางพาราและตองศึกษาใน

แปลงปลูกหลายป ปจจุบันมีการใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในการขยายพันธุยางพาราเพ่ือใหได

ตนยางพาราในปริมาณท่ีเพียงพอตอความตองการในการเพาะปลูก ท้ังตนยางพาราพันธุดั้งเดิมท่ีจะ

ใชเปนตนตอและยางพันธุดี อีกท้ังการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังสามารถเก็บรักษาพันธุยางไวในหลอด

ทดลอง เพ่ือลดความเสี่ยงตอการสูญพันธุ ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยการคัดเลือกสายพันธุยาง

พ้ืนเมือง หรือพันธุแนะนําท่ีมีลักษณะดีเหมาะท่ีจะใชเปนพันธุตนตอ หรือตนติดตา มาขยายพันธุ

จํานวนมากใหเพียงพอตอความตองการของเกษตรกรจึงเปนแนวทางหนึ่งในการแกปญหาการขาด

แคลนตนตอยาง และเพ่ือการปรับปรุงพันธุยางในอนาคตตอไป 

 

การตรวจเอกสาร 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถทําไดจากสวนใดสวนหนึ่งของตนเพ่ือใหเจริญเปนพืช

ตนใหม กระบวนการสรางพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี 2 กระบวนการ คือกระบวนการ 

ออกาโนเจนิซีส (organogenesis) และกระบวนการเอ็มบริโอเจนิซีส (embryogenesis) ซ่ึงท้ังสอง

กระบวนการนี้ตางกันตรงท่ีกระบวนการเอ็มบริโอเจนิซีส ใหพืชตนใหมท่ีมีการพัฒนาเปนเอ็มบริโอ

ระยะตาง ๆ เหมือนกับการสรางเอ็มบริโอจากการผสมพันธุ สวนกระบวนการออกาโนเจนิซีสมีการ

สรางยอด รากหรือท้ังยอดและรากพรอมกัน (Venkatachalam et al., 2007) การขยายพันธุยาง

โดยท่ัวไป สามารถแบงได 2 แบบ คือ การขยายพันธุแบบอาศัยเพศเปนการขยายพันธุดวยเมล็ดท่ีได

จากตนยางพันธุดีโดยการนําเมล็ดไปเพาะใหงอกในแปลงปลูกโดยตรง หรือเพาะในแปลงเพาะใหงอก

กอนแลวจึงยายปลูกในแปลงภายหลัง ปจจุบันการขยายพันธุดวยวิธีนี้ไมเปนท่ีนิยม เพราะประเทศ

ไทยยังไมมีสวนยางท่ีสรางข้ึนเพ่ือเปนแหลงเก็บเมล็ดพันธุสําหรับใชปลูก ดังนั้นการนําเมล็ดท่ีเก็บ

จากสวนยางท่ัว ๆ ไปมาเพาะขยายพันธุจะไดตนยางท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไปหรือ

กลายพันธุไปจากเดิม ซ่ึงสวนใหญจะไดตนยางท่ีมีลักษณะดอยกวาตนเดิม สวนการขยายพันธุแบบ    
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ไมอาศัยเพศ เชน การติดตา ปจจุบันเปนวิธีการขยายพันธุท่ีไดผลดี และนิยมกันอยางแพรหลาย 

ท้ังนี้เพราะสามารถผลิตตนยางพันธุดีไดเปนจํานวนมาก ทําไดงาย สะดวก และรวดเร็ว ไดรับ

ผลสําเร็จสูง มีความแข็งแรงไมหักหรือฉีกงายเม่ือมีลมแรง และยังเปนการประหยัดก่ิงพันธุดี โดยแต

ละตาสามารถทําใหเกิดเปนตนยางพันธุท่ีตองการได 1 ตน (ศุภมิตร, 2553) การขยายพันธุดวยวิธีนี้

สามารถทําไดหลายแบบ แตแบบท่ีนิยมใชในการติดตายางพารา คือ แบบแพทช (Patch) โดยการ

แกะเปลือกของตนตอออกเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผา นําเอาแผนเปลือกท่ีมีตาติดอยูของตนยางพันธุดีท่ีมี

ขนาดเดียวกันมาใสแทนท่ี เม่ือตาแตกออกก็จะเจริญเติบโตเปนตนยางพันธุดี (สนั่น, 2513) 

 

ปจจัยท่ีมีผลตอการขยายพันธุโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ การนําชิ้นสวนเนื้อเยื่อเจริญของพืช เชน ราก ลําตน ใบ 
ราก ดอก หรือนําเอาชิ้นสวนใดสวนหนึ่งของพืชเพาะเลี้ยงบนอาหารวิทยาศาสตร ในสภาพปลอดเชื้อ
ภายใตการควบคุมสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม โดยชิ้นสวนพืชจะมีการพัฒนาไปเปนตนท่ีสมบูรณได
โดยผานการสรางตนออนหรือพัฒนาไปเปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณ (สมปอง, 2550) ซ่ึงความสําเร็จ
ดังกลาวประกอบไปดวยกระบวนการตาง ๆ ดังนี้ 

1. การชักนําแคลลัส 
แคลลัสเปนเนื้อเยื่อพ้ืนฐานของระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชท่ีอยูรวมกันเปน

กลุมยังไมกําหนดทิศทางการเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาไปเปนอวัยวะใด เนื้อเยื่อเกือบทุกชนิดสามารถ
ชักนําการสรางแคลลัสได เริ่มตนจากการคัดเลือกเนื้อเยื่อมาทําการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหท่ี
มีธาตุอาหารพืชรวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในระดับท่ีเหมาะสม ความสามารถในการสราง
แคลลัสสวนใหญ เปนผลมาจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตลงไปในอาหารท่ีใชเลี้ยง ซ่ึงสงผล
ใหแคลลัสมีพัฒนาการแตกตางกันออกไป สําหรับปจจัยการชักนําแคลลัสมีหลายปจจัยท่ีสําคัญคือ 
ชิ้นสวนพืช อาหารท่ีใชเลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโต (สมปอง, 2550) การเจริญเติบโตและ
พัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น พบวาอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงชิ้นสวนพืชเปน
สวนประกอบสําคัญท่ีทําใหการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประสบความสําเร็จ ความสําเร็จในการผลิตตนกลา
ยางพาราท้ังผานการสรางตนออนหรือการเกิดยอดและราก มีหลายประเทศรายงานถึงความสําเร็จ
จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาง ๆ โดยแตละประเทศจะมีความสําเร็จในการผลิตตนยางจากพันธุท่ี
แตกตางกัน การผลิตตนกลายางพาราเริ่มแรกประสบความสําเร็จจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร
ของยาง 3 พันธุ คือ Haiken 2 Haiken 1 และ SCATC 88-13 ในป 1977 โดยความรวมมือของ
งานวิ จั ยระหว า ง  SCATC (South China Academy of Tropical Crops) ประเทศจีนและ
สถาบันวิจัยยางมาเลเซีย (Rubber Research Institute of Malaysia; RRIM) ไดมีการนําไปปลูกใน
แปลงไดสําเร็จในป 1978 และมีการเปดกรีดครั้งแรกในป 1984 (วิทยา และคณะ, 2558) หลังจากมี
การผลิตตนออนจากอับละอองเกสรสําเร็จ ไดมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงตนออนจากเปลือก
หุมชั้นในเมล็ดยางไดสําเร็จ ในป 1979 (Carron และคณะ, 1989) จากรายงานของ วันทนา และ
สมปอง (2531) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออับละอองเกสรยางพาราพันธุ RRIM 600 GT1 และ  
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PR 255 พบวาการนําดอกยางเก็บท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ชั่วโมง กอนนํามา
ตัดแยกอับละอองเกสรมาเพาะเลี้ยง สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีกวาการนําดอกมาตัดแยกเลี้ยง
ทันที สําหรับการตอบสนองของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร พบวาเม่ือทําการเพาะเลี้ยงบนสูตร
อาหารสังเคราะห MB1 (Dedifferentiation medium) อับละอองเกสรยางพาราพันธุ PR 255    
ใหอัตราการเจริญของแคลลัสสูงสุด รองลงมาไดแก พันธุ RRIM 600 และ GT1 ตามลําดับ เม่ือยาย
เลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MB2 (Embryo induction medium) อัตราการพัฒนาของโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุดในยางพาราพันธุ RRIM 600 PR 255 และ GT1 ตามลําดับ และเม่ือยายเลี้ยงลง
แคลลัสบนอาหารสูตร MB3 (Plantlet formation medium) ยางพันธุพ้ืนเมืองไมมีการพัฒนาของ
โซมาติกเอ็มบริโอ สวนยางพันธุตางๆ ขางตนนั้นโซมาติกเอ็มบริโอสามารถงอกเปนตนท่ีสมบูรณได  
เม่ือทําการยายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) เติมผงถาน 0.05 กรัมตอลิตร 
IAA (Indole-3-acetic acid) เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA (6-benzyadenine) เขมขน 
0.25 มิลลิกรัมตอลิตร   

สูตรอาหารท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีหลายสูตรดวยกัน ซ่ึงสูตรอาหารแต
ละสูตรมักเรียกชื่อตามนักวิทยาศาสตรท่ีเปนผูคิดสูตร เชน สูตรอาหารของมูราชิกและสกุค (MS) 
สูตรอาหารของไวท (W) สูตรอาหารของแกมบอรก (B5) สูตรอาหารของเชนและฮิลดีแบรนด (SH) 
สูตรอาหารของลินสเมียและสกุค (LS) สูตรอาหารของเฮลเลอร (H) อาหารแตละสูตรมีองคประกอบ
ท่ีแตกตางกันออกไป ท้ังนี้ข้ึนอยูกับวัตถุประสงคการใชงาน และชิ้นสวนของพืชท่ีเพาะเลี้ยง (สมปอง, 
2539) แมวาสูตรอาหาร และสารควบคุมการเจริญเติบโต ท่ีเลือกเปนปจจัยท่ีสําคัญแตยังมีขอจํากัด
คือการพัฒนาไปเปนตนออนและตนท่ีสมบูรณไดปริมาณนอย จึงตองมีการพัฒนาประสิทธิภาพของ
สูตรอาหารในการผลิตตนออนใหไดปริมาณมากยิ่งข้ึน อาหารท่ีใชเลี้ยงเนื้อเยื่อมีหลายชนิด ท้ังนี้
ข้ึนอยูกับความเหมาะสมตอชนิดของพืช สายพันธุพืช ชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และสภาพของชิ้นสวนพืชท่ีนํามาวางเลี้ยง อาหารท่ีนิยมใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ 
อาหารท่ีดัดแปลงมาจากอาหารท่ีใชไดดีในการเลี้ยงกลุมเซลลหรือแคลลัส ซ่ึงเปนกลุมของเซลลท่ีเริ่ม
มีการพัฒนา มีชองวางภายในเซลลจํานวนมากและเซลลยังไมมีการจัดรูปรางท่ีแนนอน (สถาบันวิจัย
และฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2547) นอกจากนี้ยังทําไดในยางพาราบางพันธุเทานั้น นริสา และ
คณะ (2531) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา โดยการนําสวนตาง ๆ เชน ยอด ลําตน ราก ใบ 
และอับละอองเกสร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS พบวา การเลี้ยงอับละอองเกสร สามารถสราง
แคลลัสไดดีกวาการเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนอ่ืน ๆ ของยางพารา Te-chato และ Muangkaewngam (1992) 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาง ๆ จากตนกลายางพารา ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงคัพภะยางพันธุ
ดั้งเดิม พันธุ GT1 และพันธุ PB5/51 พบวาจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดของยางพันธุ GT1 
บนอาหารสูตร MS รวมกับ BA เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดียว สามารถชักนําใหสราง
ยอดรวมไดสูงสุด 95.69 เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ย 2.99 ยอด รองลงมาคือพันธุ PB5/51 และ
พันธุพ้ืนเมือง ตามลําดับ 
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นอกจากสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตแลว ความดันออสโมติก 
ความเปนกรด-ดางของอาหาร และความเขมขนของน้ําตาล ถือเปนปจจัยรวมท่ีสงผลตอการชักนํา
การเจริญเติบโตของแคลลัส จากรายงานของ Chua (1966) อางโดย Carron และคณะ (1989)          
ทําการวางเลี้ยงชิ้นสวนของใบเลี้ยง และลําตนของตนกลายางพาราบนอาหารสูตร MS พบวา ความ
ดันออสโมติก และความเปนกรด-ดางของอาหาร มีผลตอการชักนําการเจริญเติบโตของแคลลัส         
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา โดยผานกระบวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ (Somatic 
embryogenesis) สวนใหญมาจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนอับละอองเกสร หรือเปลือกหุมเมล็ดออน 
โดยชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเริ่มตนจากชิ้นสวนดังกลาว และเพาะเลี้ยงตอไปบนอาหาร             
ท่ีเหมาะสมจนมีการพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอและพัฒนาเปนพืชตนใหม (วันทนา และสมปอง, 
2531)  
 

2. การชักนําเซลลซัสเพนช่ัน 
การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น คือ การเพาะเลี้ยงเซลลเด่ียว ๆ หรือกลุมเซลล

ในอาหารเหลวในสภาพเขยาตลอดเวลา ทําไดโดยนําชิ้นสวนพืชหรือแคลลัสท่ีมีลักษณะเกาะกันแบบ
หลวม ๆ วางเลี้ยงในอาหารเหลว แลวเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 80-120 รอบตอนาที          
แรงเขยาทําใหเซลลท่ีเกาะกันอยางหลวม ๆ แยกตัวเปนอิสระจากชิ้นสวนพืชหรือแคลลัสเริ่มตน            
ซ่ึงการเริ่มตนชักนําเซลลซัสเพนชั่นนั้น มักเริ่มจากแคลลัสน้ําหนัก 0.1–0.3 กรัม ตออาหาร 25 มิลลิลิตร 
(คํานูณ, 2542) การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นสามารถเพ่ิมปริมาณไดในเวลาท่ีแนนอน ภายใตสภาพ
การเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสม การเจริญของเซลลซัสเพนชั่นเร็วกวาการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็ง
จึงสามารถเพ่ิมปริมาณพืชตนใหมไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงพัฒนาการของเซลลพืชในแตละระยะเพาะเลี้ยง
จะมีความตองการธาตุอาหารและสภาพแวดลอมของการเลี้ยงแตกตางกันออกไป ซ่ึงปจจัยท่ีมีผลตอ
พัฒนาการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ประกอบดวย ชิ้นสวนพืช สูตรอาหาร สารควบคุมการ
เจริญเติบโต และสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง โดยพ้ืนฐานแลวอาหารท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล
ซัสเพนชั่นประกอบดวย ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง วิตามิน สารควบคุมการเจริญเติบโต น้ําตาล
และน้ํา พจมาลย และสมปอง (2542) ศึกษาผลของไซโตไคนินตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นยางพารา
พบวา อาหารเติม TDZ (Thidiazuron) เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลลไดดีกวาอาหารเติม BA โดยมีระยะการเติบโต 3 ระยะท่ีชัดเจน คือ lag phase             
อยูในชวง 2-16 วันหลังยายเลี้ยง ระยะ log phase อยูในชวง 17-24 วันหลังยายเลี้ยงและระยะ 
stationary phase หลังจากวันท่ี 24 ของการยายเลี้ยง โดยเซลลท่ีชักนําไดมีขนาดเล็กและมีสี
เหลืองออน หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 22 วัน เซลลเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล de Touchet (1991) 
ชักนําเซลลซัสเพนชั่นโดยใช แคลลัสท่ีเซลลเกาะกันแบบหลวม ๆ ซ่ึงชักนําไดจากใบออนปาลมน้ํามัน 
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ        
2, 4-D (2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid) เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ผงถาน 1 กรัมตอลิตร 
เหมาะสมสําหรับการเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่นมากท่ีสุด 
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3. การชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ 
แคลลัสพัฒนามาจากบริเวณรอยตัดของชิ้นสวนพืชเม่ือวางเลี้ยงบนอาหาร

สังเคราะห เซลลบริเวณดังกลาวมีการดูดยึดน้ํา ธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการแบงเซลล หลังจากนั้น
เนื้อเยื่อเจริญจะมีการแบงเซลลและเพ่ิมจํานวนเซลลอยางรวดเร็วเปนกลุมของแคลลัส เม่ือยาย
แคลลัสไปเลี้ยงในอาหารท่ีเหมาะสม (สมปอง, 2539) แคลลัสสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส โซมาติกเอ็มบริโอ และตนพืชท่ีสมบูรณได การพัฒนาไปเปนยอดหรือรากของแคลลัส 
อาจจะผานขบวนการออรแกนโนเจเนซิส หรือเอ็มบริโอเจเนซิสก็ได ท้ังนี้ข้ึนอยูกับลักษณะของเซลล 
เชน ถาหากเกาะตัวเปนกลุม การพัฒนาไปเปนตนและรากจะผานขบวนการออรแกนโนเจเนซิส           
ถาเปนเซลลเดี่ยวการพัฒนาไปเปนตนพืชท่ีสมบูรณจะผานขบวนการเอ็มบริโอ แตละเอ็มบริโออาจ
เกิดจากเซลลเดี่ยว ๆ ของแคลลัสท่ีประกอบดวยเซลลท่ีมีกิจกรรมการแบงเซลลสูง ซ่ึงภายในเซลล
ประกอบดวย นิวเคลียสท่ีมีขนาดใหญ ไซโตพลาสซึมท่ีมีความเขมขนสูง มีเม็ดแปง และแวคิวโอลท่ีมี
ขนาดเล็ก (อารีย, 2541) Jayashree และคณะ (1999) ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนอับละอองเกสร
ยางพาราพันธุ RRII 105 เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง เติม NH4NO3 เขมขน 1 มิลลิกรัม
ตอลิตร น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร KN (Kinetin) เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร ชิ้นสวนสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได และเม่ือนําเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสท่ีไดมาเพาะเลี้ยงตอบนอาหารสูตร MS เติม KN เขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 
(α-Naphthaleneacetic acid) เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ภายหลังการเพาะเลี้ยง 4-5 เดือน
พบวาใหประสิทธิภาพการสรางโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดจํานวนเฉลี่ย 23.83 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน  
และเม่ือยายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอตอไปบนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
พบวา โซมาติกเอ็มบริโอใหการพัฒนาเปนตนออนปกติ 27 เปอรเซ็นต Hua และคณะ (2010) ไดดัดแปลง
สูตรอาหารเพ่ือชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางพารา
โคลน CATAS 7-33-97 และ CATAS 88-13 พบวา อาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 4.5 ไมโคร
โมลาร สามารถชักนําใหเกิดพืชตนใหมไดสูงสุด 85 เปอรเซ็นต ในโคลน CATAS 7-33-97 และ            
ท่ีความเขมขนของ 2, 4-D 13.5 ไมโครโมลาร สามารถชักนําใหเกิดพืชตนใหมไดสูงสุด 85 เปอรเซ็นต
ในโคลน CATAS 88-13 นอกจากนี้ยังมีการนําชิ้นสวนเปลือกหุมเมล็ดออนของยางพารามา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสัง เคราะห  เชน จากรายงานของ Te-chato และ Chartikul (1993)            
ไดเพาะเลี้ยงเยื่อหุมเมล็ดออนยางพาราท่ีตัดแยกจากเมล็ดท่ียังไมสุกแกบนอาหารสูตรตาง ๆ พบวา 
เปลือกหุมเมล็ดออนของผลอายุ 8 สัปดาห ท่ีนําเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต ปรับคา
ความเปนกรดเปนดางของอาหาร 5.6-5.8 สงเสริมการสรางแคลลัสไดดีท่ีสุด กรรณิการ และคณะ 
(2546) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเยื่อหุมเมล็ดออนยางพาราจํานวน 25 พันธุ จากฝกออนอายุ 8-10 
สัปดาห บนอาหารสูตร MH (Medium for Hevea) พบวา มีพันธุยางพาราท่ีสามารถสรางโซมาติก
เอ็มบริโอลักษณะปกติ ไดแกพันธุ  BPM 24  PB 260  PB 311  RRII 105 และ RRIM 600 ซ่ึง
สามารถเจริญและพัฒนาเปนตนออนท่ีสมบูรณไดจํานวน 165  1  39  5 และ 4 ตน ตามลําดับ  
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นอกจากนี้การเติมซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) ในปริมาณท่ีเหมาะสมในอาหาร
สังเคราะห ชวยลดการเกิดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาล ซ่ึงเกิดจากเอทิลีนท่ีแคลลัสสรางข้ึน โดยเอทิลีน
จัดเปนฮอรโมนพืชท่ีมีความสําคัญในกระบวนการตาง ๆ ในวงจรชีวิตของพืชมีสวนชวยในการกระตุน
และยับยั้งการเจริญเติบโตต้ังแตงอกออกจากเมล็ดจนพืชตาย (Dugardeyn และ Straeten, 2008) 
โดยเอทิลีนชวยสงเสริมการสุกของผลไม ทําใหเกิดการหลุดรวงของใบ และการเหี่ยวของดอก 
(Kumar et al., 2009) ถึงแมจะไมมีการรายงานกระบวนการทํางานของซิลเวอรไนเตรทในการ
ยับยั้งผลของเอทิลีนในพืช ในขณะท่ี Xin และคณะ (2000) ศึกษาผลของการทํางานเอนไซมเปอร
ออกซิเดสในแตงกวา พบวา เม่ือทดสอบการใชเอนไซมรวมกับการใชซิลเวอรไนเตรทเปนเวลา 24 
ชั่วโมง ใหปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดส 178.2 เปอรเซ็นต และเม่ือเพ่ิมเวลาการใชซิลเวอรไนเตรท
เปนเวลา 36 ชั่วโมง ใหปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงสุดท่ี 284.6 เปอรเซ็นต เอนไซมเปอรออก
ซิเดสมีหลายชนิดในพืชเปนเอนไซมท่ีชวยกระตุนปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ซ่ึงมีความสําคัญตอ
กระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีสงผลตอการพัฒนาและการเจริญเติบโตของพืช (วุฒิชัย และสมปอง, 2557)  
Kumar และคณะ (2007) ศึกษาการชักนําและเพ่ิมปริมาณแคลลัสจากใบ และลําตนใตใบเลี้ยงของ
กาแฟ (Coffea canephora) พบวา ความเขมขนของซิลเวอรไนเตรทท่ีเพ่ิมข้ึน ชวยสงเสริมการ
พัฒนาของแคลลัสและเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุด วุฒิชัย และสมปอง (2557) ศึกษาการชักนําแคลลัส
กลวยไมเขากวางออน โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต 
น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต ซิลเวอรไนเตรทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต    
ใหปริมาณน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุด 499.25 มิลลิกรัม ยุพาภรณ และสมปอง (2556) ศึกษาการ
เพาะเลี้ยงชิ้นสวนขอยางพาราพันธุดั้งเดิม บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ซิลเวอรไนเตรทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน 0.5 เปอรเซ็นต 
สามารถชักนํายอดรวมได 100 เปอรเซ็นต และใหจํานวนยอดเฉลี่ย 3 ยอดตอชิ้นสวน การเติมซิลเวอร          
ไนเตรทในอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงนอกจากจะชวยลดการเกิดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาลแลว ยังสงเสริม
การเจริญเติบโตของแคลลัสและสงเสริมการยอดรวมไดอีกดวย 
 

4. การเจริญและพัฒนาไปเปนพืชตนใหม 
การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ อาจเกิดข้ึนโดยตรงจากชิ้นสวนพืชท่ีเพาะเลี้ยง

เนื่องจากในชิ้นสวนดังกลาวมีเซลลเอ็มบริโอเริ่มตน หรือเกิดจากการชักนําเซลลในชิ้นสวนพืชให
พัฒนาไปเปนเซลลเอ็มบริโอโดยอาศัยปจจัยตาง ๆ Lardet และคณะ (2007) รายงานการเพาะเลี้ยง
ชิ้นสวนเยื่อหุมเมล็ดออนของยางพาราพันธุ PB 260 บนอาหารสูตร MH เติม KN เขมขน 4.5 ไมโคร
โมลาร 3,4-D (3,4-Dichlorophenoxyacetic acid) เขมขน 4.5 ไมโครโมลาร AgNO3 เขมขน 30 
ไมโครโมลาร CaCl2 เขมขน 12 มิลลิโมลาร  น้ําตาลซูโครส 234 มิลลิโมลาร และไฟตาเจล 2 กรัม
ตอลิตร พบวาชิ้นสวนสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได Zhou และคณะ (2010) ประสบ
ผลสําเร็จในการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนรากจากตนออนท่ีไดจากการ
เพาะเมล็ดยางพาราโคลน Reyan 87-6-62 ในหลอดทดลอง โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม
KN เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ย           
4 โซมาติกเอ็มบริโอตอเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส เม่ือยายโซมาติกเอ็มบริโอท่ีสุกแกไปเพาะเลี้ยงใน
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อาหารเหลวสูตร MS เติม KN เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร IAA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร และ
GA3 (Gibberellic acid) เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําตนกลาท่ีได 11.8 เปอรเซ็นต 

จากรายงานดังกลาวขางตน เห็นไดวาชิ้นสวนยางพาราท่ีนิยมนํามาเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ คือ อับละอองเกสร ระยะท่ีเหมาะสมคือ ระยะนิวเคลียสเดียวตอนปลาย (Late uninucleate) 
(สุเทพ, 2534; สมปอง, 2539; Jayashree et al., 1999) ระยะดังกลาวมีความสัมพันธกับลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของดอกคือ กลีบดอกมีสีเขียวอมเหลือง มีความยาวตั้งแตฐานรองดอกถึงปลาย
กลีบดอกอยูในชวง 3-3.5 มิลลิเมตร (สุเทพ, 2534) ซ่ึงแคลลัสท่ีไดมาจากการเพาะเลี้ยงอับละออง
เกสรนั้นพัฒนามาจากสวนของผนังเซลลของอับละอองเกสร ดังนั้นเซลลท่ีไดจึงมีโครโมโซม 2 ชุด 
(Wang et al., 1984; Jayashree et al., 1999) และการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนเปลือกหุมเมล็ดออนนั้น 
เซลลท่ีไดมีจํานวนโครโมโซมเปน 2 ชุด เชนเดียวกัน เนื่องจากเปนการพัฒนาของเซลลรางกาย
โดยตรง ตนยางท่ีไดก็จะตรงตามพันธุ มีความสมํ่าเสมอ และเหมือนตนแมทุกประการ ปญหาท่ีพบใน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา คือ ความสามารถในการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอคอนขางนอย 
เห็นไดจากการศึกษาท่ีผานมา ดังรายงานของ Jayashree และคณะ (1999) สามารถชักนําพืชตน
ใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอของยางพาราพันธุ RRII 105 ได 27 เปอรเซ็นต 

อยางไรก็ตาม ยังไมเคยมีรายงานการเพ่ิมประสิทธิภาพการพัฒนาเปนพืชตนใหม
จากการเพาะเลี้ยงตาสีเขียวในหลอดทดลอง ดังนั้นในการศึกษานี้จึงไดพัฒนาสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงตายางสีเขียว
ในหลอดทดลอง 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการชักนําแคลลัส จากการ
เพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราพันธุดั้งเดิม 

2. เพ่ือศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ ท่ีไดจาก
การเพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราพันธุดั้งเดิม 

3. เพ่ือศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอ 
4. เพ่ือศึกษาสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําและเพ่ิม

ปริมาณเซลลซัสเพนชั่นของยางพาราพันธุดั้งเดิม 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากงานวิจัย 

  สามารถเพ่ิมจํานวนตนยางพันธุดั้งเดิมไดปริมาณมาก ในระยะเวลาอันสั้นให

เพียงพอตอความตองการในการเพาะปลูก และตนท่ีไดมีความสมํ่าเสมอสูง เหมาะท่ีจะใชเปนตนตอ

ท่ีตานทานตอโรคใหกับเกษตรกรในอนาคต 
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บทที่ 2 
 

การทดลองที่ 1  
ผลของน้ําตาล ผงวุน และสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําแคลลัส                 

จากตาเขียวยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) 
Effects of Sugar, Gelling Agents and Plant Growth Regulators on Callus 
Induction from Green Bud of Rubber Tree (Hevea  brasiliensis Muell. Arg.)  
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บทนํา 
 

แคลลัสเปนเนื้อเยื่อพืชท่ีประกอบดวยกลุมของเซลลท่ีมีการแบงตัวอยางไมหยุดยั้ง 
ความตองการฮอรโมน เพ่ือกระตุนใหเกิดแคลลัสของพืช ข้ึนกับแหลงหรือชนิดของเนื้อเยื่อ เนื้อเยื่อ
บางอยางหรือพืชบางชนิดท่ีมีชั้นเซลลเปน cambium สามารถเกิดแคลลัสไดโดยไมตองเติมฮอรโมน
ใด ๆ ในอาหารเลย แตสวนใหญตองการหนึ่งชนิดหรือมากกวา เม่ือนําชิ้นสวนพืชมาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร จะเกิดกระบวนการหลัก 3 ข้ันตอน คือ 1) induction คือเซลลจะถูกกระตุนดวยสารเคมีให
เกิดความเปลี่ยนแปลงในระบบเมแทบอลิซึมกอนท่ีจะเกิดการแบงเซลล 2) ระยะแบงเซลล เปนการ
เพ่ิมปริมาณของเซลล เชน ออกซินและไซโตไคนินสามารถกระตุนใหเกิดการแบงเซลล เพราะมีสวน
ควบคุมวัฎจักรของเซลล และ 3) ระยะ differentiation ซ่ึงบางเซลลจะกลายเปนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสในท่ีสุดและพัฒนาตอไปเปนตนท่ีสมบูรณ (อารีย, 2541) 

แคลลัสเปนกลุมเซลลท่ีสามารถชักนําใหเจริญเติบโตไดจากหลาย ๆ ทาง ปจจัยท่ีมี
ผลตอการชักการชักนําแคลลัส ไดแก ชิ้นสวนพืช อาหารท่ีใชเลี้ยงและสารควบคุมการเจริญเติบโต ท่ี
เติมลงในอาหาร (สมปอง, 2550) สามารถชักนําใหเกิดการแบงเซลลเปนกลุมเซลลท่ีเรียกวาแคลลัส
ได แคลลัสจะเปลี่ยนแปลงตอไปเปนตนออนโดยการสรางรากหรือยอด แตพืชบางชนิดกลับไมเปน
เชนนี้เพราะไมมีการตอบสนอง ตองมีการจัดสภาพเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมเพ่ือชักนําใหเกิดแคลลัส 
จากนั้นเซลลจะมีความสามารถท่ีจะเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาตอไป ท้ังนี้ข้ึนอยูกับสัดสวนของออกซิน
และไซโตไคนินท่ีไดรับมากอน ถาไดรับสัดสวนออกซินต่ําไซโตไคนินสูง มักเกิดเปนยอด แตถาออกซินสูง
ไซโตไคนินต่ําจะเกิดการสรางราก แคลลัสจึงเปนเครื่องมือท่ีสําคัญของนักปรับปรุงพันธุพืชดวย
วิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพและนักสรีรวิทยา นอกจากนี้ยังสามารถนําแคลลัสมาชักนํา และ
เพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นเพ่ือสงเสริมการสรางสารชีวเคมีจากกระบวนการเมแทบอลิซึมซ่ึงสารบาง
ชนิดนํามาใชในอุตสาหกรรมและทางการแพทย ผลิตพืชท่ีมีโครโมโซมหลายชุด โดยใชสารโคลชิซิน 
เก็บรักษาพันธุกรรมพืช และผลิตพืชทนทานหรือตานทานตอความเครียดตาง ๆ ได (รังสฤษฏ, 
2541) ดังนั้นการศึกษานี้จึงเปนประโยชนในการขยายพันธุ และปรับปรุงพันธุยางพาราในอนาคต 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 
การเตรียมช้ินสวนพืช 
 

ใชก่ิงตาเขียวของยางพาราพันธุดั้งเดิม จากภายในมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
บริเวณดานหนาคณะทรัพยากรธรรมชาติตนท่ี 2 (อายุมากกวา 50 ป) มาตัดแตงเอาเฉพาะสวนตา
เขียว นํามาผานน้ําประปาไหลเปนเวลา 1 ชั่วโมง จุมแชในแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 60 วินาที ฟอกฆาเชื้อดวยคลอร็อกซ เขมขน 25 เปอรเซ็นต รวมกับทวีน-20 1-2 หยดตอสาร
ฟอกฆาเชื้อ 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาที ฟอกฆาเชื้อซํ้าอีกครั้งดวยคลอร็อกซ เขมขน 20 เปอรเซ็นต 
รวมกับทวีน-20 1-2 หยดตอสารฟอกฆาเชื้อ 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 20 นาที ลางดวยน้ํากลั่นท่ีผาน
การนึ่งฆาเชื้อแลว 3 ครั้ง ลอกเอาเฉพาะสวนตาสีเขียว มาวางเลี้ยงบนอาหารชักนําแคลลัสท้ัง 12 สูตร 
(ภาพท่ี 1.1)  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.1 ข้ันตอนการเตรียมตาเขียวเพ่ือนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัส 

ตายางเขียวท่ีเลือกใชใน

การศึกษา 

ลอกเอาเฉพาะตายางสเีขียว

 

ตัดแตงเอาเฉพาะตา

เขียวยางพารา 

ฟอกดวยคลอร็อกซ            

25 เปอรเซ็นต          

เขยา 5 นาที 

จุมแชในแอลกอฮอล            
70 เปอรเซ็นต 
เขยา 1 นาที 

ฟอกดวยคลอร็อกซ           

20 เปอรเซ็นต              

เขยา 20 นาที 

ลางดวยนํ้ากลั่นน่ึงฆาเช้ือ 
3 ครั้ง 

ตายางสีเขียวท่ีปลอดเช้ือ

  

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร

สังเคราะห 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการ
ชักนําแคลลัสจากตาเขียว 
ตัดแยกตายางสีเขียวท่ีตําแหนงซอกกานใบมาลอกเอาเนื้อไมออก เหลือเฉพาะ

ตาสีเขียวดานใน ตัดแยกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัสสูตรตาง ๆ ดังนี้ 
1.  MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS1) 
2.  MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS2) 
3.  MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS3) 
4.  MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS4) 
5.  MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS5) 
6.  MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS6) 
7.  MS เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS7) 
8.  MS เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS8) 
9.  MS เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS9) 
10. MS เติม TDZ เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS10) 
11. MS เติม TDZ เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS11) 
12. MS เติม TDZ เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS12) 

จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 
ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหม           
สูตรเดิมทุก 1 เดือน หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน บันทึกการพัฒนาของแคลลัส อัตราการ
สรางแคลลัส และลักษณะของแคลลัส เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหาร โดยวางแผนการทดลอง
แบบ CRD (Completely randomized design) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s 
multiple range test) แตละการทดลองทํา 3 ซํ้า ๆ ละ 2 หลอด (ตา) 
 

2. ศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
     นําแคลลัสจากการทดลองท่ี 1 อายุ 1 เดือน โดยชั่งแคลลัสน้ําหนัก 0.1 กรัม 

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัม

ตอลิตร เติมน้ําตาลซูโครส ซอรบิทอล แมนนิทอล และกลูโคส ความเขมขน 10  20  30  40  50 

และ 60 กรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน 

ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

บันทึกน้ําหนักสดของแคลลัสท่ีเพ่ิมข้ึนเปรียบเทียบกันในแตละชนิด และความเขมขนของน้ําตาลท่ี

ทดสอบแยกกัน โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการ

ทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 5 หลอด    
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3. ศึกษาผลของชนิดผงวุนตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส                                                                 
     นําแคลลัสจากการทดลองท่ี 1 อายุ 1 เดือน โดยชั่งแคลลัสปริมาณ 0.1 กรัม 

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
เติมน้ําตาลท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจากการทดลองท่ี 2 เติมผงวุน 2 ชนิดคือ วุนตรานางเงือก 7.5 กรัมตอลิตร 
หรือวุนไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 
ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1 เดือน บันทึกน้ําหนักสดแคลลัสท่ีเพ่ิมข้ึน เปรียบเทียบกันระหวางผงวุนท้ัง 2 ชนิด โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี T-test แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 
5 หลอด 
 
 
ผลการศึกษา 
 

1. ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนํา
แคลลัสจากตาเขียว 
จากการนําชิ้นสวนตาเขียวท่ีปลอดเชื้อแลวมาวางเลี้ยงบนอาหาร MS ท้ัง 12 สูตร 

เปนเวลา 1 เดือน พบวา อาหาร MS ท่ีเติมฺ BA รวมกับ 2, 4-D สามารถชักนําแคลลัสได 3 ชนิด 
ชนิดท่ีหนึ่งเปนแคลลัสลักษณะท่ีเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว (ภาพท่ี 1.2 ก) ชนิดท่ีสองเปน
แคลลัสลักษณะท่ีเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง (ภาพท่ี 1.2 ข) และชนิดท่ีสามเปนแคลลัสลักษณะ
ท่ีเกาะกันแนนเปนกลุมกอนเหลือง (ภาพท่ี 1.2 ค) ซ่ึงอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําแคลลัสท่ีมีลักษณะเกาะกันแนน
เปนกลุมกอนสีเขียว (ชนิดท่ี 1) ไดสูงสุด 87.50 เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) 
กับทรีตเมนตอ่ืน ๆ (ตารางท่ี 1.1) ซ่ึงแคลลัสท่ีพัฒนามาจากตาเขียวท้ัง 3 ชนิด มีเพียงสองชนิดท่ี
สามารถนําไปใชในการทดลองตอไปได คือแคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว (ชนิดท่ี 1) 
และแคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวมๆ สีเหลือง (ชนิดท่ี 3) สวนแคลลัสท่ีมีลักษณะเกาะกันแนน
เปนกลุมกอนสีเหลือง (ชนิดท่ี 2) เม่ือยายเลี้ยงลงบนอาหารใหมจะมีสีซีดไปเรื่อย ๆ และตายลงใน
ท่ีสุด  
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ตารางท่ี 1.1 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการสรางแคลลัส 

จากการเพาะเลี้ยงตาเขียวในอาหารสูตร MS เปนเวลา 1 เดือน 

สูตร
อาหาร 

สารควบคุมการเจริญเติบโต              
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

การสรางแคลลัส (%) 

BA 2, 4-D TDZ NAA ชนิดท่ี 1  ชนิดท่ี 2   ชนิดท่ี 3 

MS1 
MS2 
MS3 
MS4 
MS5 
MS6 
MS7 
MS8 
MS9 
MS10 
MS11 
MS12 

0.1 
0.1 
0.1 
0.5 
0.5 
0.5 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 
2 
3 
1 
2 
3 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

0.1 
0.1 
0.1 
0.5 
0.5 
0.5 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
1 
2 
3 
1 
2 
3 

57.53c 
60.75c 
62.52c 
82.75b 
87.50a 
82.50b 
0.00d 
0.00d 
0.00d 
0.00d 
0.00d 
0.00d 

14.13a 
18.12a 
19.90a 
5.17b 
2.81b 
5.60b 
0.00c 
0.00c 
0.00c 
0.00c 
0.00c 
0.00c 

28.34a 
21.13a 
17.58a 
12.08b 
9.69b 
11.90b 
0.00c 
0.00c 
0.00c 
0.00c 
0.00c 
0.00c 

 F-test 
 C.V. (%) 

    * 
15.24 

* 
15.01 

* 
19.32 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 1.2 ลักษณะการสรางแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาสีเขียวบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 1 เดือน 
(บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. แคลลัสชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว)                               
ข. แคลลัสชนิดท่ี 2 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเหลือง)                                         
ค. แคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง)              
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2. ผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
     หลังจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาเขียวลงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน  

0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน จากนั้นนําแคลลัส
ชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว) และแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะ
เกาะกันแบบหลวมๆ สีเหลือง) จากการทดลองท่ี 1 น้ําหนัก 0.1 กรัม วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปรียบเทียบชนิด
ของน้ําตาลท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ ตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
พบวา การเติมน้ําตาลซูโครสใหน้ําหนักสดของแคลลัสท้ัง 2 ชนิด สูงกวาการเติมน้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) ซ่ึงการเติมน้ําตาลซูโครสความระดับเขมขน 30 กรัมตอลิตร 
ใหน้ําหนักสดของแคลลัสชนิดท่ี 1 และแคลลัสชนิดท่ี 3 ไดสูงสุด 0.56 กรัม และ 0.56 กรัม 
ตามลําดับ รองลงมา คือ การเติมน้ําตาลซูโครส ท่ีความระดับเขมขน 40 กรัมตอลิตร สามารถเพ่ิม
น้ําหนักสดของแคลลัสชนิดท่ี 1 และแคลลัสชนิดท่ี 3 ได 0.53 และ 0.33 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความ
แตกตางทางสถิติ สวนซอรบิทอลท่ีระดับความเขมขน 10 และ 20 กรัมตอลิตร มีการเพ่ิมปริมาณ
แคลลัสนอยมากเม่ือเปรียบเทียบกับน้ําตาลแมนนิทอล และกลูโคส ซ่ึงไมมีการเพ่ิมปริมาณของ
แคลลัส และแคลลัสมีลักษณะซีดและตายในท่ีสุด (ตารางท่ี 1.2 ภาพท่ี 1.3 และ 1.4) 
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ตารางท่ี 1.2 ผลของน้ําตาลท่ีเติมในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพ่ิมน้ําหนักสดแคลลัส หลังเพาะเลี้ยง
เปนเวลา 1 เดือน 

 

ชนิดของ
น้ําตาล 

ความเขมขน   
(กรัม/ลิตร) 

การเพ่ิมน้ําหนักสดแคลลัส (กรัม) 
แคลลัสชนิดท่ี 1 แคลลัสชนิดท่ี 3 

ซูโครส 10 0.42bc 0.12b 

 20 0.44b 0.14b 

 30 0.56a 0.33a 

 40 0.53a 0.33a 

 50 0.30bcd 0.17b 

 60 0.27bcd 0.15b 

ซอรบิทอล 10 0.16e 0.00c 

 20 0.13de 0.00c 

 30 0.00f 0.00c 

 40 0.00f 0.00c 

 50 0.00f 0.00c 

 60 0.42bc 0.12b 

แมนนิทอล 10 0.00f 0.00c 

 20 0.00f 0.00c 

 30 0.00f 0.00c 

 40 0.00f 0.00c 

 50 0.00f 0.00c 

 60 0.00f 0.00c 

กลูโคส 10 0.00f 0.00c 

 20 0.00f 0.12b 

 30 0.00f 0.00c 

 40 0.00f 0.00c 

 50 0.00f 0.00c 

 60 0.00f 0.00c 

F-test 
C.V. (%) 

 * 
29.40 

* 
32.33 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 1.3 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว) เม่ือ

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 10 และ 20 กรัมตอลิตร  
ข. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 30 และ 40 กรัมตอลิตร  
ค. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 50 และ 60 กรัมตอลิตร  
ง. เติมซอรบิทอลท่ีความเขมขน 10 และ 20 กรัมตอลิตร  
จ. เติมกลูโคส และแมนนิทอลท่ีความเขมขนตาง ๆ 
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ภาพท่ี 1.4 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง) เม่ือ

วางเลี้ยงบนอาหารสตูร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 10 20 50 และ 60 กรัมตอลิตร  
ข. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 30 และ 40 กรัมตอลิตร  
ค. เติมซอรบิทอล กลูโคส และแมนนิทอลท่ีความเขมขนตาง ๆ 
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3. ผลของชนิดผงวุนตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส       
     หลังจากนําแคลลัส อายุ 1 เดือน ท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาเปรียบเทียบชนิด

ของวุนในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน พบวา การเติมไฟตาเจลใหน้ําหนักสดของแคลลัสชนิดท่ี 1 
(แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว) และแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกัน
แบบหลวมๆ สีเหลือง) ไดสูงสุด 0.63 กรัม และ 0.42 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงน้ําหนักสดท่ีไดจากแคลลัส
ท้ัง 2 ชนิดสูงกวาการเติมผงวุนนางเงือก แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) (ตารางท่ี 
1.3 และภาพท่ี 1.5) 

 
ตารางท่ี 1.3 ผลของวุนหรือไฟตาเจลท่ีเติมในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัสหลังจาก
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

 

 
ชนิดวุน 

การเพ่ิมน้ําหนักสดของแคลลัส (กรัม) 
แคลลัสชนิดท่ี 1 แคลลัสชนิดท่ี 3 

ไฟตาเจล (0.2%) 0.63a 0.42a 
ผงวุน (0.75%) 0.56b 0.33b 
T-test * * 
C.V. (%) 41.30 34.20 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 1.5 ลักษณะของแคลลัส เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ 2,4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร หรือไฟตาเจล 2 กรัม
ตอลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 1 ท่ีมีการเติมผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร 
ข. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 1 ท่ีมีการเติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร 
ค. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 3 ท่ีมีการเติมผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร 
ง. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 3 ท่ีมีการเติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร  
จ. างเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําแคลลัสจากตาเขียวของ
ยางพารา พบวา สูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร ใหการเกิดแคลลัสสูงสุด 87.50 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน เนื่องจากในความ
เขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตสงผลตอความสมดุลระหวางออกซินกับไซโตไคนิน ซ่ึง BA 
เปนสารในกลุมไซโตไคนินมีผลตอการแบงเซลล โดยท่ัวไปรากของพืชจะเปนตัวสังเคราะหไซโตไคนิน 
มีผลตอการสรางยอด สวน 2, 4-D เปนสารในกลุมออกซินมีผลตอการแบงเซลล โดยท่ัวไปยอดของ
พืชจะเปนตัวสังเคราะหออกซิน มีผลตอการสรางราก เม่ือสัดสวนของฮอรโมนท้ังสองกลุมนี้อยูใน
ระดับท่ีใกลเ คียงกัน สงผลโดยตรงตอการเปลี่ยนแปลงพัฒนาของเซลลกลายเปนแคลลัส                      
ซ่ึงสอดคลองกับ Te-chato และ Chartikul (1993) ไดเพาะเลี้ยงเยื่อหุมเมล็ดออนท่ีตัดแยกจาก
เมล็ดท่ียังไมสุกแกบนอาหารสูตรตาง ๆ พบวา เยื่อหุมเมล็ดออนของผลอายุ 8 สัปดาห ท่ีเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับน้ําตาล
ซูโครส 5-6 เปอรเซ็นต สงเสริมการเพ่ิมจํานวนแคลลัสไดดีท่ีสุด อยางไรก็ตาม Raju และคณะ (2014) 
ชักนําแคลลัสจากใบของขม้ินขาวปาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ BA ท่ีระดับความเขมขนต่ํา ก็สามารถชักนําแคลลัสไดสูงสุด 86.7 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยงให
ไดรับแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 8 สัปดาห 

จากการศึกษาผลของน้ําตาลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส พบวา น้ําตาลซูโครส
เขมขน 30 กรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมปริมาณน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.56 กรัมตอลิตร สอดคลอง
กับรายงานของ Chua (1966) อางโดย Carron และคณะ (1989) ท่ีทําการวางเลี้ยงชิ้นสวนของใบเลี้ยง 
และลําตนของตนกลายางพาราบนอาหารสูตร MS พบวา ความดันออสโมติกและความเปนกรดเปนดาง
ของอาหาร มีผลตอการชักนําการเจริญเติบโตของแคลลัส และพบวาอาหารท่ีเติมน้ําตาลซูโครสชักนํา
การเปลี่ยนแปลงของชิ้นสวนไดดีกวาน้ําตาลซอรบิทอล เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลโมเลกุลคู
ท่ีสามารถสลายตัวไดงาย เม่ือสะลายตัวแลวจะไดเปน น้ําตาลกลูโคส และฟรักโทส เปนสารประกอบ
สําคัญในข้ันตอนไกลโคลิซีสในพืช (ประดิษฐ , 2547) ซ่ึงกลูโคสยังเปนสารตั้งตนท่ีสําคัญใน
กระบวนการหายใจของพืช เพ่ือใหไดพลังงานมาใชภายในเซลล มีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึมใน
การหายใจท่ีเขาสูกระบวนการไกลโคลิซีส และวัฎจักรเครบ และในท่ีสุดจะปลดปลอยพลังงาน
ออกมาเพ่ือใชในกิจกรรมตางๆ ของเซลลอีกดวย (ชวนพิศ, 2544) น้ําตาลชนิดนี้พบมากในพืชชั้นสูง 
เนื่องจากในธรรมชาติพืชเก็บสะสมพลังงานในรูปของน้ําตาลซูโครสเปนสวนใหญ (สมปอง, 2539) 
น้ําตาลซูโครสใหคาออสโมติกโพเทนเซียลท่ีต่ํากวาน้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ และมีความเหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ท้ังยังสามารถรักษาระดับความเปนกรดเปนดางไดใกลเคียงกับคาเปนกรดเปนดาง
กอนและหลังนึ่งฆาเชื้ออาหาร ท้ังนี้ชนิดและความเขมขนของน้ําตาลท่ีเติมในอาหารเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อข้ึนอยูกับชนิด ชิ้นสวนและระยะการพัฒนาของพืชดวย (Paiva and Otoni, 2003)  
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จากการศึกษาผลของวุนตรานางเงือก หรือไฟตาเจลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
พบวา ไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร ท่ีเติมลงในสูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
ชนิดท่ี 1 และชนิดท่ี 3 ไดสูงสุด 0.63 และ 0.42 กรัม ตามลําดับ สอดคลองกับ Srichuay และคณะ 
(2014) ท่ีศึกษาผลของวุนตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอในอับละอองเกสร
ยางพารา พบวา การวางเลี้ยงแคลลัสอายุ 8 สัปดาห บนอาหารสูตร MS เติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร 
หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห สามารถเพ่ิมน้ําหนักแคลลัสไดสูงสุด 7.63 กรัม และคํานูณ 
(2539) ทดลองเลี้ยงเมล็ดมังคุด พบวา วุนไฟตาเจลสงเสริมการสรางแคลลัสเนื่องจากไฟตาเจลสงเสริม
การสรางแคลลัส และเปนวุนสั ง เคราะห ท่ี มีความบริสุทธิ์สู ง ซ่ึ ง มีองคประกอบของโพลี                
แซคคาร ไรด ท่ี ซับซอน  ซ่ึ ง เปนผลิตภัณฑจากแบคทีเรีย  Pseudomonas elodea แรธาตุ 
สารอินทรีย โพแตสเซียมและแมกนีเซียมปริมาณสูง สงผลใหชิ้นสวนพืชสามารถดูดน้ํา ธาตุอาหาร และ
สารควบคุมการเจริญเติบโตไดอยางดี สวนวุนตรานางเงือกนั้นถึงแมวาไมพบลักษณะผิดปกติใด ๆ ใน
การศึกษาแตจํานวนแคลลัสท่ีไดนอยกวาการใชไฟตาเจล เนื่องจากวุนตรานางเงือกมีองคประกอบ
ของโซเดียมและทองแดงสูง ซ่ึงสารดังกลาวโดยเฉพาะทองแดงเปนพิษตอพืช และยังไปดูดซับสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินไว ทําใหพืชไมสามารถนําสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมนี้
ไปใชประโยชนได (Bonga, 1992 อางโดย คํานูณ, 2539) ประกอบกับการศึกษาดังกลาวเพาะเลี้ยง
แคลลัสบนอาหารสูตร MS ซ่ึงสูตรอาหารดังกลาวมีองคประกอบของธาตุไนโตรเจนสูง และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตพวกออกซินและไซโตไคนินในปริมาณท่ีเหมาะสม สงเสริมการสรางแคลลัส
ไดดี แตเม่ือเพาะเลี้ยงเปนเวลานานข้ึน สงผลใหชิ้นสวนแคลลัสมีการดูดน้ํา ธาตุอาหาร และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมากเกินไป ทําใหลักษณะแคลลัสท่ีไดจากการใชวุนไฟตาเจลมีสีซีด แตการ
เพ่ิมปริมาณของแคลลัสก็ยังเพ่ิมไดดี 
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การทดลองที่ 2  
 

ปจจัยที่มีผลตอการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ                      
จากตาเขียวยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) 

Factors Affecting Embryogenic Callus and Somatic Embyo Induction 
from Green Bud of Rubber Tree (Hevea  brasiliensis Muell. Arg.) 
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บทนํา 
 

การชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโชมาติกเอ็มบริโอไดนั้น ตองอาศัยปจจัยตางๆ
ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดพืช ธาตุอาหาร สภาพแวดลอม สารควบคุมการเจริญเติบโต และแหลงคารบอน 
การขยายพันธุพืชดวยโซมาติกเอ็มบริโอเปนการขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศท่ีมีความสําคัญในพืช
หลาย ๆ ชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชท่ีขยายพันธุดวยวิธีการปกติท่ีทําไดยากในธรรมชาติ 
พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอมี 4 ระยะ เอ็มบริโอรูปกลม รูปหัวใจ รูปทอรปโด และระยะสรางใบเลี้ยง 
(สมปอง, 2539) การพัฒนาของเอ็มบริโอเกิดจากไขท่ีไดรับการผสมหรือไซโกต โดยเริ่มจากไซโกตแบง
ตัวออกเปน 2 เซลล ท่ีมีขนาดไมเทากัน เซลลท่ีมีขนาดเล็ก เรียกวา apical cell ซ่ึงอยูทางดานบน
สวนเซลลท่ีมีขนาดใหญกวาอยูทางดานลาง เรียกวา basal cell สวนท่ีจะพัฒนาเปนเอ็มบริโอก็คือ 
สวนของ apical cell ซ่ึงจะแบงตัวเพ่ิมจํานวนเซลลมากข้ึนเรื่อย ๆ จนมีลักษณะเปนกอนกลม และ
เรียกระยะนี้วา ระยะ globular-shaped embryo ตอจากนั้นก็จะเปลี่ยนเปนรูปหัวใจ จึงเรียกระยะ
นี้วา ระยะ heart-shaped embryo จนสุดทายเม่ือเอ็มบริโอพัฒนาเจริญเต็มท่ีจะมีรูปรางเหมือน
ทอรปโต จึงเรียกระยะนี้วา torpedo-shaped embryo สวนของ basal cell จะแบงตัวทางดาน
ขนาน (periclinal division) เทานั้น จะไดเปนเซลลแถวยาว ท่ีเรียกวา suspensor ซ่ึงทําหนาท่ีชวย
ยึดตัวเอ็มบริโอใหฝงอยูใน nucellus และชวยดูดซึมอาหารใหแกเอ็มบริโอเซลลท่ีอยูตรงรอยตอ
ระหวางตัวเอ็มบริโอกับ suspensor เรียกวา hypolysis cell ซ่ึงทําหนาเปนจุดกําเนิดของราก เม่ือ
เอ็มบริโอพัฒนาเจริญเต็มท่ีแลวสวนของ suspensor ก็จะหมดหนาท่ีและสลายตัวไป (สถาบันวิจัยและ
ฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2547) การขยายพันธุยางพาราโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถทํา
ไดจากชิ้นสวนใดชิ้นสวนหนึ่งของตนเพ่ือใหเจริญเปนพืชตนใหม กระบวนการสรางพืชตนใหมจาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี 2 กระบวนการ คือ กระบวนออแกโนเจเนซีสและกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซีส 
ซ่ึงชิ้นสวนท่ีมีการใชในการชักนําโซมาติกเอ็มบริโอสวนใหญมาจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนอับละออง
เกสร (Hua, 2010) หรือเปลือกหุมเมล็ดออน (Te-chato และ Chartikul, 1993) โดยการชักนําเอ็มบริโอ     
เจนิคแคลลัสเริ่มตนจากชิ้นสวนดังกลาว และเพาะเลี้ยงตอไปบนอาหารท่ีเหมาะสมจนมีการพัฒนาเปน
โซมาติกเอ็มบริโอ เนื่องจากเปนการพัฒนาของเซลลรางกายโดยตรง ตนยางท่ีไดก็จะตรงตามพันธุ           
มีความสมํ่าเสมอ และเหมือนตนแมทุกประการ ปญหาท่ีพบในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา คือ 
ความสามารถในการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนั้นคอนขางนอย ดังนั้นในระยะนี้หากมีการใชสูตร
อาหารท่ีรวมกับสภาพการวางเลี้ยงท่ีเหมาะสม ก็จะเปนตัวกระตุนใหเกิดการพัฒนาจากเอ็มบริโอ          
เจนิคแคลลัสเปนโซมาติกเอ็มบริโอในปริมาณท่ีเพ่ิมมากข้ึนดวย 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 
การเตรียมช้ินสวนพืช 
 

ใชแคลลัสชนิดท่ี 1 ท่ีชักนําในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร อายุ 
1 เดือน (ภาพท่ี 2.1) วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน 
ความเขมแสง 12.67 โดยยายเลี้ยงแคลลัสลงอาหารใหมสูตรเดิมทุก ๆ 1 เดือน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2.1 ลักษณะของแคลลัสท่ีใชในการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือ

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน    
2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ศึกษาผลของการสรางแผลโดยการสับช้ินสวนพืชตอการเกิดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําแคลลัสอายุ 1 เดือน (ยายเลี้ยงทุกเดือน เปนเวลา 6 เดือน) น้ําหนัก 0.1 กรัม 

ท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาสับดวยความถ่ี (จํานวนครั้ง) ท่ีแตกตางกัน ดังนี้ 0  80  90 และ 100 
ครั้งตอชิ้นสวนแคลลัส จากนั้นยายแคลลัสท่ีผานการสับแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 
BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศา
เซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
ยายเลี้ยงบนอาหารใหมสูตรเดิมอีกครั้ง เปนระยะเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแตละความถ่ีของการสับ ใชแผนการทดลอง
แบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 4 หลอด 
 

2. ผลของจํานวนครั้งของการยายเล้ียงตอการเพ่ิมปริมาณเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําแคลลัสท่ีผานการสับดวยความถ่ีท่ีดีท่ีสุด จากการศึกษาท่ี 1 ไปเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร
ยายเลี้ยงทุก ๆ 1 เดือน เปนเวลา 4 เดือน เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหม
สูตรเดิม เปนระยะเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ขนาดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแตละครั้งของการยายเลี้ยงโดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 4 หลอด 
 

3. ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
 นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดจากการทดลองท่ี 2 มาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร  

MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และซิลเวอรไนเตรท 
ความเขมขน 0 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยง
บนอาหารใหมสูตรเดิม เปนระยะเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ
เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของซิลเวอรไนเตรท ใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 4 หลอด 
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ผลการศึกษา 
 

1. ผลของการสรางแผลโดยการสับแคลลัสตอการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
และโซมาติกเอ็มบริโอ 

 จากการนําชิ้นสวนแคลลัสขนาด 0.1 กรัม ท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาสับตาม
จํานวนครั้ง 0  80  90 และ 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน พบวา การสับชิ้นสวนแคลลัส 100 ครั้ง 
แคลลัสสามารถพัฒนาไดเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอไดดี ท่ีสุด 98.45 
เปอรเซ็นต และ 5.1 เอ็มบริโอ รองลงมาคือการสับชิ้นสวนแคลลัส 90 ครั้ง แคลลัสสามารถพัฒนาได
เปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 86.33 เปอรเซ็นต และใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 4.4 เอ็มบริโอ และตัด
ชิน้สวนแคลลัส 80 ครั้ง แคลลัสสามารถพัฒนาไดเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 86.33 เปอรเซ็นต และ
ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 2.4 เอ็มบริโอ ตามลําดับ (ตารางท่ี 2.1 และภาพท่ี 2.2)  
 
 ตารางท่ี 2.1 ผลของความถ่ีในการสับชิ้นสวนพืชตอการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติก

เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

 

การสับชิ้นสวนพืช 
(ครั้ง) 

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส  
(%) 

จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 

(เอ็มบริโอ/100 ก.นน. สด)  
0 74.33d                   2.2d 

80 80.33c 2.4c  
90 86.33b 4.4b 

100 98.45a 5.1a 

        F-test 
C.V. (%) 

* 
34.56 

* 
27.01 

* แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 2.2 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืชดวยจํานวนครั้งท่ีสับท่ีตางกัน 

แลววางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D 
เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 

                ก. ไมสับชิ้นสวนพืช 
                ข. สับชิ้นสวนพืชจํานวน 80 ครั้ง 
                ค. สับชิ้นสวนพืชจํานวน 90 ครั้ง 
                ง. สับชิ้นสวนพืชจํานวน 100 ครั้ง 

 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข

 

ค ง

ก ข
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2. ผลของจํานวนครั้งของการยายเล้ียงตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิค 
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดจากการตัด 100 ครั้ง (จากการทดลองท่ี 2) วางเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร
เปนเวลา 4 เดือน พบวา เดือนแรกท่ีวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 
98.45 เปอรเซ็นต และสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอ 5.1 โซมาติกเอ็มบริโอตอชิ้นสวน เม่ือเพ่ิม
ระยะเวลาการยายเลี้ยงนานข้ึน จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอไมสามารถเพ่ิมข้ึนไดและมีจํานวนนอยลง
ตามจํานวนครั้งของการยายเลี้ยงท่ีเพ่ิมข้ึน (ตารางท่ี 2.2 และภาพท่ี 2.3) 
 
ตารางท่ี 2.2 ผลของจํานวนครั้งของการยายเลี้ยง ตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

รวมกับสับชิ้นสวนแคลลัสจํานวน 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 
4 เดือน   

 

จํานวนการยาย
เลี้ยง (ครั้ง) 

เอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส (%) 

ขนาดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส (ซม.) 

จํานวน 
โซมาติกเอ็มบริโอ/ชิ้นสวน 

1 98.45a 0.1 5.10a 
2 67.65b 0.1 4.72b 
3 37.12c 0.1 2.13c 
4 12.11d 0.1 0.97d 

     F-test 
C.V. (%) 

* 
49.76 

 * 
65.33 

* แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 2.3 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร        
เปนเวลา 4 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 1 

 ข. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 2 
 ค. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 3 
 ง. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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3.  ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
 นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส อายุ 1 เดือน ท่ีไดจากการทดลองท่ี 2 มาวางเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับการเติมซิลเวอรไนเตรทท่ีความเขมขนตาง ๆ พบวา สูตร MS รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ซิลเวอรไนเตรทความเขมขน           
1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุด 9.3 
เอ็มบริโอตอชิ้นสวนท่ีวางเลี้ยง รองลงมาคือ เติมซิลเวอรไนเตรทท่ีความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอได 7.8 เอ็มบริโอตอชิ้นสวนท่ีวางเลี้ยง (ตารางท่ี 2.3 และภาพท่ี 2.4) 

 
ตารางท่ี 2.3  ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน            
2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการสับแคลลัส 100 ครั้ง เปนเวลา 1 เดือน 

 

ซิลเวอรไนเตรท 
(มก./ล.) 

จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
(เอ็มบริโอ/100 ก.นน. สด) 

0.0 5.1c 
0.5 6.3c 
1.0 9.3a 
1.5 7.8b 
2.0 5.5c 

                       F-test 
C.V. (%) 

* 
25.24 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 2.4 ลักษณะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และซิลเวอร
ไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการสับแคลลัส 100 ครั้ง หลังจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 

 
 
วิจารณผลการทดลอง 
 

การชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ ตองอาศัยปจจัยตางๆ เชน
ชนิดพืช ธาตุอาหาร สภาพแวดลอม สารควบคุมการเจริญเติบโต และแหลงคารบอน การขยายพันธุ
พืชดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อผานกระบวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอเปนการขยายพันธุแบบไม
อาศัยเพศท่ีมีความสําคัญในพืชหลาย ๆ ชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชท่ีขยายพันธุดวยวิธีการปกติท่ี
ทําไดยากในธรรมชาติ พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอแบงออกเปน 4 ระยะ คือ ระยะรูปกลม ระยะรูป
หัวใจ ระยะรูปทอรปโด และระยะสรางใบเลี้ยง (สมปอง, 2539) การสับแคลลัสก็เปนปจจัยหนึ่งท่ี
สามารถกระตุนใหชิ้นสวนพืชเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอได รังสฤษฏ (2541) 
รายงานวาการสรางบาดแผลเปนการชวยสงเสริมฮอรโมนพืชจากตําแหนงอ่ืนยายมาตําแหนงท่ีเกิด
บาดแผล และยังเปนการเพ่ิมชองทางใหชิ้นสวนพืชดูดซับน้ําและธาตุอาหารไดดียิ่งข้ึนผานทาง
บาดแผล ซ่ึงจะเปนตัวกระตุนการพัฒนาสวนตางๆในบริเวณนี้ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษานี้ พบวา 
การนําชิ้นสวนแคลลัสขนาด 0.1 กรัม อายุ 1 เดือน มาสับดวยความถ่ีจํานวน 100 ครั้ง แคลลัส
สามารถพัฒนาไดเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 98.45 เปอรเซ็นต และใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอไดดี
ท่ีสุด 5.1 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน สอดคลองกับ Othmani และคณะ (2009) ท่ีชักนําเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสของอินทผาลัมดวยการสรางบาดแผลดวยใบมีดโกนแลวเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS รวมกับ           
2, 4-D เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถสรางเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเพ่ิมข้ึน 3.5 เทา เม่ือเทียบ
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กับแคลลัสท่ีไมสรางบาดแผล และสามารถชักนําการสรางโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุดเฉลี่ย 51 

เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 55 วัน โซมาติกเอ็มบริโอท่ีไดจากการสับสามารถพัฒนาเปนตน
กลาท่ีสมบูรณได ชญาณีย (2557) ศึกษาการสับชิ้นสวนโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันเปนชิ้น
เล็กๆ แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร OPCM (Oil palm culture medium) รวมกับไดแคมบา
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถชักนําการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอใหมไดสูงสุด 2.35 
เอ็มบริโอตอหลอด ซ่ึงการสรางบาดแผลอาจเปนการชวยสงเสริมฮอรโมนพืชจากตําแหนงอ่ืนยายมา
ตําแหนงท่ีเกิดบาดแผล และเพ่ิมชองทางใหชิ้นสวนพืชดูดซับน้ําและธาตุอาหารไดดียิ่งข้ึนผานทาง
บาดแผล ซ่ึงจะเปนตัวกระตุนการพัฒนาของเซลลพืชตอไป 

จํานวนครั้งของการยายเลี้ยงเปนอีกปจจัยหนึ่ง ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของ
ชิ้นสวนพืช เนื่องจากเม่ือวางเลี้ยงชิ้นสวนพืชท่ีวางเลี้ยงไประยะหนึ่งอาหารจะถูกใชไปหมด 
นอกจากนี้ เซลลยังปลดปลอยสารออกมาเปนพิษตอเซลลเอง สงผลใหเซลลพืชจะหยุดการ
เจริญเติบโต (อารีย, 2541) ดังนั้นจึงจําเปนตองแบงยายชิ้นสวนลงอาหารใหม ซ่ึงในขณะท่ีการ
ทดลองนี้ พบวา จํานวนครั้งของการยายเลี้ยงหลังการสับไมสงผลตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส โดยในเดือนแรกท่ีวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 98.45 
เปอรเซ็นต และสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอได 5.1 โซมาติกเอ็มบริโอตอแคลลัส แตเม่ือเพ่ิม
ระยะเวลาการยายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอไมสามารถเพ่ิมข้ึนได และมีจํานวนนอยลงตามจํานวนครั้ง
ของการยายเลี้ยงท่ีเพ่ิมข้ึน อาจเปนไปไดวาจํานวนครั้งของการยายเลี้ยงมีผลตอการสรางน้ํายางท่ี
เพ่ิมข้ึน น้ํายางจะไปอุดตันทอลําเลี้ยงน้ําและอาหาร สงผลใหพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอใน
ยางพาราชาลง 

เม่ือพิจารณาผลของซิลเวอรไนเตรทตอการพัฒนาโซมาติกเอ็มบริโอท่ีความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุด 9.3 
โซมาติกเอ็มบริโอตอชิ้นสวนท่ีวางเลี้ยง  สอดคลองกับรายงานของ ยุพาภรณ และสมปอง (2556)       
ท่ีศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนขอยางพาราพันธุดั้งเดิม บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต และพบวา ซิลเวอรไนเตรทความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
และผงถาน 0.5 เปอรเซ็นต สงเสริมการสรางจํานวนยอดเพ่ิมข้ึนเฉลี่ย 3 ยอดตอชิ้นสวน และชิ้นสวน
ยอดสามารถสรางรากได 100 เปอรเซ็นต วุฒิชัย และสมปอง (2557) รายงานผลในทํานองเดียวกัน
กับการขยายพันธุกลวยไมเขากวางออน (Phalaenopsis cornu-cervi) โดยการชักนําเปนพืชตน
ใหมจากแคลลัส บนอาหารสูตร MS เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต            
ซิลเวอรไนเตรทความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต ใหการเจริญเติบโตของ
แคลลัสไดดีท่ีสุด ซ่ึงใหน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุด 499 มิลลิกรัม และเกิดเนื้อเยื่อสีน้ําตาลนอย แสดงให
เห็นวาการเติมซิลเวอรไนเตรทในอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงนอกจากจะชวยลดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาล
แลวยังสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส ชวยลดการเกิดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาล ซ่ึงอาการเนื้อเยื่อ
สีน้ําตาลเกิดจากเอทิลีนท่ีแคลลัสสรางข้ึน โดยเอทิลีนจัดเปนฮอรโมนพืชท่ีมีความสําคัญใน
กระบวนการตาง ๆ ในวงจรชีวิตของพืชมีสวนชวยในการกระตุนหรือยับยั้งการเจริญเติบโตตั้งแตงอก
ออกจากเมล็ดจนพืชตาย (Dugardeyn and Straeten, 2008) โดยเอทิลีนชวยสงเสริมการสุกของ
ผลไม ทําใหเกิดการหลุดรวงของใบ และการเหี่ยวของดอก (Kumar et al., 2009) แมจะไมมีการ
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รายงานกระบวนการทํางานของซิลเวอรไนเตรทในการยับยั้งผลของเอทิลีน แตมีการรายงานผลของ
ซิลเวอรไนเตรทวาชวยสงเสริมการทํางานของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแตงกวาสูงสุดท่ี 178.2 
เปอรเซ็นต เม่ือเติมซิลเวอรไนเตรทไปเปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 284.6 เปอรเซ็นต เม่ือทดสอบสาร
เปนเวลา 36 ชั่วโมง (Xin et al., 2000) เอนไซมเปอรออกซิเดสมีหลายชนิดในพืชเปนเอนไซมท่ีชวย
กระตุนปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงมีความสําคัญตอกระบวนการเมแทบอลิซึมมีสวนสําคัญตอการพัฒนา
และการเจริญเติบโตของพืช การใชซิลเวอรไนเตรตในอาหารสังเคราะหชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
สรางแคลลัสไดรวดเร็วและแคลลัสมีการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็ว รวมถึงการพัฒนาของแคลลัสดวย  
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การทดลองที่ 3 

การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอ 
Plantlet Regeneration from Somatic Embryo 
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บทนํา 

การพัฒนาไปเปนตนพืช จะผานการพัฒนาอยู 2 วิธี คือ ออรแกนโนเจเนซิส และ 
เอ็มบริโอเจเนซิส ออรแกโนเจเนซิส คือ การพัฒนาเปนอวัยวะปกติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมักได
แคลลัส จากแคลลัสท่ีไดถามีการสรางอวัยวะข้ึนมา เชน ราก ลําตน ใบ หรือดอก การเกิดยอดและ
รากคอนขางงายกวาอวัยวะอยางอ่ืน ดวยเหตุผลดังนี้ ชิ้นสวนพืชท่ีนํามาเลี้ยงเกิดการเปลี่ยนแปลง
กลับไปเปนเนื้อเยื่อเจริญใหม มีไซโทพลาสซึมเขมขนนิวเคลียสใหญเห็นไดชัด และชิ้นสวนพืช        
ท่ีเพาะเลี้ยงมีจุดกําเนิดของยอดและรากอยูแลว เชน เอาขอมาเลี้ยงตรงขอมีตาเพราะฉะนั้นขอจะ
เจริญใหยอด ถาเอาปลองมาเลี้ยงจะไดแคลลัส อวัยวะท่ีเกิดใหมมีเนื้อเยื่อลําเลียงติดตอกับชิ้นสวน
พืชท่ีเอามาเลี้ยงเซลลเริ่มตน ในการเกิดอวัยวะนั้นมีเพียงไมก่ีเซลลท่ีเก่ียวของ อาจเจริญมาจากเซลล
เพียงเซลลเดียวโดยท่ีหนึ่งเซลลนั้นมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนสวนตาง ๆ เชน ราก ยอด ใบ หรือเจริญ
มาจากกลุมเซลลขางเคียงกันโดยท่ีกลุมเซลลเหลานั้นมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนสวนตาง ๆ เอ็มบริโอ
เจเนซิส คือ การพัฒนาเปนตนออน เอ็มบริโอเจเนซิสหรือโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส คือ ซ่ึงมีการ
พัฒนาเปนข้ันตอนตาง ๆ ดังนี้ คือ จากเอ็มบริโอเปลี่ยนเปนรูปกลม รูปหัวใจ รูปทอรปโด และตนกลา 
ตามลําดับ (รังสฤษฏ, 2541) ขอแตกตางระหวางออรแกโนเจเนซีสและเอ็มบริโอเจเนซีส มีดวยกัน
หลายประการคือ การเชื่อมตอระหวางยอดและราก (shoot-root connection) ในการเกิดออรแกน
โนเจเนซิสนั้นการเกิดยอดและรากจะเปนอิสระตอกัน คือ การเกิดยอดและรากอาจจะไมติดตอกันก็
ได รากอาจจะเกิดจากบริเวณหนึ่ง สวนยอดจะเกิดอีกบริเวณหนึ่ง แมบนแคลลัสกอนเดียวกัน แตใน
บางครั้งอาจจะพบวา เนื้อเยื่อท่ีเกิดยอดและรากอยูใกลกันอาจจะเจริญติดกันได หรือเนื้อเยื่อสวน
ยอดดานโคน อาจจะสามารถเกิดรากข้ึนมาจนเกิดเปนตนพืชท่ีสมบูรณได สวนในเอ็มบริโอเจเนซิส
สวนยอดและรากจะตองติดตอกัน เนื่องจากพัฒนามาจากเซลล ๆ เดียวกัน และ polarity การเกิด
ยอดหรือรากในแคลลัสนั้น ข้ึนอยูกับปจจัยภายนอกหรือสิ่งท่ีจะมากระตุนใหเกิดเปน meristematic 
cell ซ่ึงจะพัฒนาไปเปนยอดหรือรากก็ได  

โดยท่ัวไปโซมาติกเอ็มบริโอจะสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาไดดี เม่ือยายไป
เพาะเลี้ยงบนอาหารท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือสูตรอาหารท่ีลดความเขมขนของ
องคประกอบตางๆ ลงครึ่งหนึ่ง โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณ มีความ
แข็งแรง ซ่ึงพืชแตละชนิดมีความตองการสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตท่ีแตกตางกัน 
หรือตองอาศัยปจจัยตาง ๆ เชน สารควบคุมการเจริญเติบโต แสง อุณหภูมิ ภาชนะเพาะเลี้ยง ดังนั้น
การศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมนี้ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุยางพาราใหไดจํานวนมากใน
ระยะเวลาอันสั้น ดังนั้นการศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมนี้ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุยางพารา
ใหไดจํานวนมากในระยะเวลาอันสั้น สําหรับตาเขียวยางพาราซ่ึงยังไมเคยมีรายงานการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการพัฒนาเปนพืชตนใหมในหลอดทดลอง มีความจําเปนตองศึกษาปจจัยเหลานั้นเพ่ือ
วัตถุประสงคท่ีกลาวมาแลวขางตน 
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วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 

การเตรียมช้ินสวนพืช 

ใชโซมาติกเอ็มบริโอท่ีชักนําบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร อายุ 1 เดือน (ภาพท่ี 3.1) 
จากนั้นนําไปวางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาที ท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส  

 

 

 
 
ภาพท่ี 3.1 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีใชในการชักนําพืชตนใหม เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร

MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 

1. ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําโซมาติกเอ็มบริโอ อายุ 1 เดือน (ภาพท่ี 3.1) มาวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

MS ท่ีลดความเขมขนขององคประกอบลง 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS ½ MS และ MS ปกติ
รวมกับน้ําตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหม
สูตรเดิมทุกเดือน เปนเวลา 2 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดยอดและจํานวนยอด เปรียบเทียบกัน
แตละความเขมขนของสูตรอาหาร โดยวางแผนการทดลอง CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
แตละการทดลองทํา 3 ซํ้า ๆ ละ 3 หลอด 
 

2. ผลของชนิดสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม 
นําตนท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ซ่ึงเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชุดการทดลอง คือ ชุดท่ี 1 เติม BA เขมขน 0.01 และ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 0.1  0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร ชุดท่ี 2 เติม TDZ เขมขน 0.01 และ 
0.05 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1  0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 
28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหมสูตรเดิมทุกเดือน เปนเวลา 2 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิด
ยอดและจํานวนยอด เปรียบเทียบกันในแตละชุดการทดลอง ท่ีมีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต
ท่ีแตกตางกัน ใชแผนการทดลอง CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 3 
ซํ้า ๆ ละ 3 หลอด  
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ผลการศึกษา 

1. ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ 
จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอ อายุ 1 เดือน มาวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

MS ท่ี 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS ½ MS และ MS ปกติ รวมกับน้ําตาลซูโครสเขมขน 3 
เปอรเซ็นต พบวา สูตรอาหาร ½ MS ท่ีลดความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ลงมาครึ่งหนึ่ง โซมาติก
เอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณไดสูงสุด 57.66 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 
4.14 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ รองลงมาคือ สูตรอาหาร ¼ MS โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปน
พืชตนใหมท่ีสมบูรณได 53.17 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอด 2.23 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึงมีความ
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) โดยสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการศึกษานี้ใชในการ
เพ่ิมปริมาณยอด เพ่ือใชในการขยายพันธุยางพาราพันธดั้งเดิม ซ่ึงมีความสําคัญทางการเกษตรในอัน
ท่ีจะปรับปรุงพันธุยางพาราตอไปในอนาคต (ตารางท่ี 3.1 และภาพท่ี 3.2)  

 
ตารางท่ี 3.1 ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตาง ๆ ตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติก

เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

ความเขมขนของสูตรอาหาร การเกิดยอด 
(%) 

จํานวนยอด                                   
(ยอด/โซมาติกเอ็มบริโอ) 

¼ MS 53.17b 2.23b 
½ MS 57.66a 4.14a 
MS 44.33c 1.88c 

            F-test * * 
C.V. (%) 42.33 27.33 

*แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 3.2 พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารท่ีมีความเขมขนของ

องคประกอบธาตุอาหารท่ีตางกัน เปนเวลา 2 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. สูตรอาหาร ¼ MS 
ข. สูตรอาหาร ½ MS 
ค. สูตรอาหาร MS 
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1. ผลชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม 
เม่ือนําโซมาติกเอ็มบริโอ อายุ 1 เดือน วางเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติม

สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีความเขมขนตาง ๆ พบวา สูตรอาหาร ½ MS เติม BA เขมขน 0.05
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร โซมาติกเอ็มบริโอสามารถพัฒนาเปน
ตนพืชท่ีสมบูรณได 100 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 2.6 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึงไมมี
ความแตกตางทางสถิติกับสูตรอาหาร ½ MS เติม BA เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D 
เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงใหจํานวนยอด 2.6 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ เชนเดียวกัน (ตารางท่ี 
3.2 และภาพท่ี 3.3) 
 
ตารางท่ี 3.2 ผลของชนิด สารควบคุมการเจริญเติบโตตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม เม่ือวางเลี้ยง

โซมาติกเอ็มบริโอ บนสูตรอาหาร ½ MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตตาง ๆ 
เปนเวลา 2 เดือน 

 

สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.) การเกิดยอด (%) จํานวนยอด                                   
(ยอด/โซมาติกเอ็มบริโอ) BA 2, 4-D  TDZ NAA  

0.01 0.1  0.00 0.00 40ab 1.4b 

0.01 0.2  0.00 0.00 40ab 1.4b 

0.01 0.3  0.00 0.00 80ab 1.6b 

0.05 0.1  0.00 0.00 100a 1.8ab 

0.05 0.2  0.00 0.00 80ab 2.6a 

0.05 0.3  0.00 0.00 100a 2.6a 

0.00 0.00  0.01 0.1 60ab 1.6b 

0.00 0.00  0.01 0.2 40ab 1.6b 

0.00 0.00  0.01 0.3 100a 1.6b 

0.00 0.00  0.05 0.1 80ab 1.6b 

0.00 0.00  0.05 0.2 60ab 1.6b 

0.00 0.00  0.05 0.3 25b 1.6b 

  F-test           *            * 

  C.V.(%)         23.89         23.89 

*แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท ี่ 3.3 ลักษณะพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีเพาะเลี้ยงจากตาเขียว วางเลี้ยงบนสูตร

อาหาร ½ MS รวมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา   
2 เดือน (บาร =0.5 เซนติเมตร) 
ก. เติม BA เขมขน 0.01 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ 2, 4-D เขมขน 0.1 0.2 และ 

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
ข. เติม BA เขมขน 0.05 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ 2, 4-D เขมขน 0.1 0.2 และ

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
ค. เติม TDZ เขมขน 0.01 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ NAA เขมขน 0.1 0.2 และ 

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
ง. เติม TDZ เขมขน 0.05 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ NAA เขมขน 0.1 0.2 และ 

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
 
 

ก ข 

ค ง 
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ว ิจารณ ผลการทดลอง 
 

การลดความเขมขนองคประกอบธาตุอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
สามารถกระตุนใหเซลลพืชเกิดความเครียด สงผลใหภายในเซลลพืชมีการสะสมคารโบไฮเดรต และ
โปรตีน จึงทําใหเกิดการพัฒนาเซลลพืชข้ึนอยางรวดเร็ว โดยจากการศึกษาครั้งนี้ พบวา สูตรอาหาร 
½ MS ท่ีลดความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ลงมาครึ่งหนึ่ง โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโต
เปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณไดสูงสุด 57.66 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 4.14 ยอดตอโซมาติก
เอ็มบริโอ รองลงมาคือ สูตรอาหาร ¼ MS โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหม                
ท่ีสมบูรณได 53.17 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอด 2.23 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ อาหารท่ีลด
องคประกอบของธาตุอาหารลงมาครึ่งหนึ่ง ใหเปอรเซ็นตการสรางยอด และมีพัฒนาของโซมาติก
เอ็มบริโอไดสูงกวาการทดลองอ่ืน ๆ เนื่องจากเซลลพืชเกิดความเครียดจากการลดองคประกอบของ
ธาตุอาหาร จึงสงเสริมกระบวนการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึงสอดคลองกับ 
Teixeira (1995) อางโดย ชญานีย (2557) สามารถชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลม
น้ํามันไดสูงสุด 18.1 เปอรเซ็นต บนอาหารสูตร ½ MS ในขณะเดียวกัน Jayashree และคณะ 
(1999) สามารถชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรยางพาราพันธุ RRII 105            
บนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา โซมาติกเอ็มบริโอใหการพัฒนา
เปนตนออนปกติได 27 เปอรเซ็นต นอกจากนี้การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพใหแสง สามารถใหจํานวน
ยอดสูงสุด 2.6 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ สอดคลองกับ Hua และคณะ (2010) ศึกษาการงอกของ
โซมาติเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางโคลน CATAS 7-33-9 และ CATAS 88-13 
พบวา อาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 4.5 ไมโครโมลาร สามารถชักนําใหเกิดพืชตนใหมได
สูงสุด 85 เปอรเซ็นตนอกจากนี้การศึกษาท้ังสองกรณี ยังพบอีกวาโซมาติกเอ็มบริโอบางชิ้นสวนมี
ลักษณะผิดปกติ โดยบางชิ้นสวนมีการสรางรากเพียงอยางเดียว บางชิ้นสวนมีรูปรางท่ีเปลี่ยนแปลงไป 
ท้ังนี้อาจเปนเพราะความไมเหมาะสมของธาตุอาหาร หรือการคัดเลือกโซมาติกมาวางเลี้ยงเพ่ือ
พัฒนาเปนตนกลาท่ีสมบูรณ การศึกษานี้จึงเปนแนวทางหนึ่งในการพัฒนาตนกลาจากโซมาติก
เอ็มบริโอใหมีประสิทธิภาพตอไป 
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การทดลองที ่4 
 
ปจจัยที่มีผลตอการชักนํา และเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนช่ันของแคลลัสจากตาเขียว

ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) 
Factors Affecting Induction and Proliferation of Cell Suspension from                                       

Green Bud-Derived Callus of Rubber Tree (Hevea brasiliensis                 
Muell. Arg.) 
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บทนํา 

 

เซลลซัสเพนชั่น เปนเซลลเด่ียวหรือกลุมเซลลท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวภายใต
สภาพการเขยาเลี้ยงและมีการควบคุมสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม เซลลท่ีไดรับการเพาะเลี้ยงในสภาพ
ดังกลาวมีการเจริญเติบโตและมีวงจรการแบงเซลลท่ีรวดเร็ว สามารถท่ีจะยายเลี้ยงไดเร็วข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็ง การชักนําเซลลซัสเพนชั่นทําไดโดยยายแคลลัส
ท่ีมีลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ (friable callus) และมีสีของแคลลัสโดยท่ัวไปเปนสีเหลืองออน
หรือสีครีม ท้ังนี้เพ่ือการแยกเปนเซลลท่ีมีการเกาะตัวกันนอยลง และในสภาพการเขยาเลี้ยงชวย
สงเสริมใหเซลลท่ีกําลังมีการแบงแยกหลุดออกมาไดงาย หลังจากท่ียาย friable callus ลงไป
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว แรงเขยาจากเครื่องเขยาทําใหเซลลท่ีเกิดใหมแตละเซลลหรือกลุมเซลล
ขนาดเล็กหลุดแยกออกจากกันกลายเปนเซลลซัสเพนชั่น เม่ือเขยาเลี้ยงเปนระยะเวลา 7-10 วัน แลว 
เซลลท่ีปรากฏในซัสเพนชั่นมีหลายขนาดปะปนกัน (คํานูณ, 2542) การเพาะเลี้ยงเซลลในสภาพเขยา
เลี้ยงในอาหารเหลวมีขอไดเปรียบกวาการเลี้ยงในสภาพนึ่งบนอาหารแข็งหลายประการ คือ การ
เคลื่อนยายของเซลลหรือกลุมเซลลในอาหารเหลวชวยแลกเปลี่ยนกาซกับบรรยากาศ ทําใหเซลล
ไดรับธาตุอาหารและอากาศท่ีเพียงพอสมํ่าเสมอ คุณสมบัติการกําหนดข้ัว (ราก-ยอด) ก็ไมมีท้ังนี้
เพราะแรงโนมถวงชวยใหการสรางยอดและรากรวมเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ยังชวย
แกปญหาความตางศักยของความเขมขนธาตุอาหารท่ีชิ้นสวนพืชสัมผัสอยู (สมปอง, 2550)           
การเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานานข้ึนมีการสรางสารท่ีเปนองคประกอบของผนังเซลลและสารเชื่อม
ระหวางเซลลท่ีซับซอนมากข้ึน การหลุดออกมาเปนเซลลเดี่ยวก็ลดนอยลง ดังจะเห็นไดวาเซลล                
ซัสเพนชั่นท่ีมีอายุมากซ่ึงไมมีการยายเลี้ยงมีกอนเซลลในซัสเพนชั่นขนาดใหญมาก จนบางครั้งมี
ขนาดเทากับแคลลัสหนึ่งกอน การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นเพ่ือใหเกิดกลุมเซลลแบบใดแบบหนึ่ง           
ท่ีเฉพาะเจาะจงนั้น ไมสามารถท่ีจะทําได ดังนั้นในทางปฏิบัติจึงตองมีวิธีการแยกกลุมของเซลลขนาด
ตาง ๆ ออกจากกัน แลวยายกลุมเซลลท่ีมีขนาดใกลเคียงกันไปเพาะเลี้ยงเพ่ือใหมีระยะพัฒนาการท่ี
ใกลเคียงกันและมีความเหมาะสม วิธีการนี้เรียกวา synchronization อยางไรก็ตามปจจัยหนึ่งท่ีมี
ผลตอความสมํ่าเสมอของเซลลในซัสเพนชั่นคือ การยายเลี้ยง วิธีการนี้ลดการเกาะตัวกันของเซลล
เปนกลุมเซลลขนาดใหญ สงเสริมใหเซลลมีขนาดและระยะพัฒนาการใกลเคียงกัน (homogenous cell) 
นอกจากนี้การเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาเลี้ยงชวยใหเซลลท่ีแบงหลุดออกมาเปนเซลลอิสระขนาด
ใกลเคียงกัน สามารถเพ่ิมปริมาณไดในระยะเวลาท่ีคงท่ี และดูแลรักษาใหอยูในสภาพดังกลาวเปน
ระยะเวลาท่ียาวนาน ท้ังนี้เพ่ือจะใชประโยชนจากเซลลเด่ียว ๆ ในการผสมผสานการปรับปรุงพันธุ
พืชดวยวิธีการท่ีจําเพาะอ่ืน ๆ ตอไป 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 

การเตรียมช้ินสวน 
 

ใชแคลลัสชนิดท่ี 3 ท่ีชักนําบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพท่ี 4.1 ก) น้ําหนัก 0.5 กรัม ยายไปเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตรชักนําเซลลซัสเพนชั่น เขยาเลี้ยงบนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 100 รอบตอนาที ทําการยาย
เลี้ยงเซลลในอาหารใหมสูตรเดิมทุก ๆ 2 สัปดาห จํานวน 2 ครั้ง ในการยายเลี้ยงแตละครั้งปรับความ
หนาแนนของเซลล โดยการปรับปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.2 ข) แลวนําไป
เลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิมปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร วางเลี้ยง
บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที  

 

  
 
ภาพท่ี 4.1 ลักษณะแคลลัสตาเขียวยางพาราชนิดท่ี 3 (เกาะกันแบบหลวม ๆ) เม่ือวางเลี้ยงบนอาหาร

แข็งและอาหารเหลว MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต (บาร=0.5 เซนติเมตร)    
ก. แคลลัสตาเขียวยางพาราเม่ือวางเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
ข. แคลลัสตาเขียวยางพาราเม่ือวางเลี้ยงในอาหารเหลว 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ผลของสูตรอาหารตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนช่ัน 
นําเซลลซัสเพนชั่นอายุ 2 สัปดาหท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA

เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ยายไปเลี้ยงในอาหารใหม 3 สูตร คือ MS OPCM และ WPM อาหารแตละสูตรเติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวปริมาตร 
25 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมล
ตอตารางเมตรตอวินาที วัดปริมาตรตะกอนเซลลทุก ๆ วัน เปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกการเพ่ิม
ปริมาตรตะกอนเซลลเปรียบเทียบกันในอาหารแตละสูตรในแตละระยะเวลาการเพาะเลี้ยง โดยใช
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ                  
3 ฟลาสก 

 
2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัส

เพนช่ัน 
นําเซลลซัสเพนชั่นท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลดีท่ีสุด จากการทดลองท่ี 1 

โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ยายไปเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิม เติม 2, 4-D เขมขน 2
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไซโตไคนิน 3 ชนิด คือ BA KN และ TDZ เพาะเลี้ยงในฟลาสกขนาด 125 
มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 
องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
หลังจากวางเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกปริมาตรตะกอนเซลลโดยวัดทุก ๆ 3 วัน เปรียบเทียบ
ขนาดของกลุมเซลลในแตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ใชแผนการทดลองแบบ 
CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 3 ฟลาสก 
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3. ผลของความเขมขนของน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาด
ตาง ๆ จากการเพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน 

นําเซลลซัสเพนชั่นท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลดีท่ีสุด จากการทดลองท่ี 1 
และสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใหผลดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ไปเลี้ยงในสูตรอาหารท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 เติมน้ําตาลซูโครส 1 2 3 4 และ 5 
เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที หลังจาก
วางเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกการเปลี่ยนแปลงของขนาดกลุมเซลลในอาหารเหลว โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 3 ฟลาสก 

 
4. ผลของแหลงคารบอนตอการพัฒนาของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการ

เพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน  
นําเซลลซัสเพนชั่นท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลดีท่ีสุด จากการทดลองท่ี 1 

และสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใหผลดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร วางเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม เติมน้ําตาล ซูโครส กลูโคส แมนนิทอล และซอรบิทอล เขมขน 

1  2  3 และ 4 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 

องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ

วินาที หลังจากวางเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกอัตราการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โดยวาง

แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 3 ฟลาสก 
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ผลการศึกษา 

1. ผลของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนช่ัน    
     อาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 

มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด และใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมข้ึน 
ทุก ๆ 3 วัน (ภาพท่ี 4.2) โดยในวันท่ี 24 ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร รองลงมาคือ 
อาหารเหลวสูตร OPCM และ WPM ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.12 และ 1.96 มิลลิลิตร ตามลําดับ 
เซลลมีการเจริญเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน ระยะท่ี 1 คือ lag phase อยูในชวง 3-12 วัน ระยะท่ี 2 
คือ log phase อยูในชวง 12-21 วัน และระยะท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 21 ของ
การวางเลี้ยง และอาหารเลี้ยงเริ่มมีสีขุน เนื่องจากมีการเพ่ิมขนาดของกลุมเซลล เซลลมีการแบงตัว
แบบกระจายตัว อยางไรก็ตามเซลลสามารถเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา หลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 6-9 วัน 
เม่ือเปรียบเทียบลักษณะของตะกอนเซลล พบวา มีลักษณะตะกอนเซลลสีเหลืองปนน้ําตาล เม่ือ
ศึกษาลักษณะโครงสรางของเซลลพบวาอาหารท้ัง 3 สูตรอาหารเปนแบบ friable และตะกอนเซลล
มีขนาดเล็ก จึงเลือกใชสูตรอาหาร MS ในการศึกษาตอไป (ภาพท่ี 4.2 และ 4.3) 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.2 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพารา ในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ หลังวาง

เลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
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ภาพท่ี 4.3  ลักษณะของตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพาราในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ 

หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการ
เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (บาร=0.5 เซนติเมตร) 

  ก. อาหารเหลวสูตร MS 
  ข. อาหารเหลวสูตร OPCM 
  ค. อาหารเหลวสูตร WPM 

 
 
 
 
 
 



 
 
 

52 
 

2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการชักนําและเพ่ิม
ปริมาณเซลลซัสเพนช่ัน    

     อาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 
0.25 มิลลิกรัม สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนไดดีกวา อาหารเติม TDZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร 
และอาหารเติม KN เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลซันเพนชั่นในอาหารท้ัง 3 สูตร ใหรูปแบบการ
เจริญเติบโตท่ีสามารถแบงระยะท่ีชัดเจน เซลลมีการเจริญเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน (ภาพท่ี 4.4) 
ระยะท่ี 1 คือ lag phase อยูในชวง 3-12 วัน ระยะท่ี 2 คือ log phase อยูในชวง 12-21 วัน และระยะ
ท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 21 วัน ของการวางเลี้ยง และอาหารเลี้ยงเริ่มมีสี ขุน 
เนื่องจากมีการเพ่ิมขนาดของกลุมเซลล เซลลมีการแบงตัวแบบกระจายตัว อยางไรก็ตามเซลล
สามารถเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา หลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 6-9 วัน ซ่ึงเม่ือวางเลี้ยงตอไป พบวา 
ปริมาตรตะกอนเซลลยังคงเพ่ิมข้ึน อาหารเลี้ยงเริ่มมีสีขุน และเซลลเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล (ตาราง
ท่ี 4.1 ภาพท่ี 4.4 และ 4.5) 

 
ตารางท่ี 4.1 ลักษณะของเซลลเม่ือวางเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณ

เซลลซัสเพนชั่น หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 
สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.) สีเซลล รูปรางเซลล 
2, 4-D TDZ BA KN   

2.0 0.25 0.00 0.00 เหลืองออน เซลลรวน 
2.0 0.5 0.00 0.00 เหลืองออน เซลลรวน 
2.0 0.00 0.25 0.00 เหลือง เซลลรวน 

2.0 0.00 0.5 0.00 เหลือง เซลลรวน 
2.0 0.00 0.00 0.25 น้ําตาล เซลลจับเปนกอนขนาดใหญ 
2.0 0.00 0.00 0.5 น้ําตาล เซลลจับเปนกอนขนาดใหญ 
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ภาพท่ี 4.4 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลวสูตร 

MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.5 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลวสูตร 

MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

 

log phase 
stationary phase 

log phase 
stationary phase 
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3. ผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ 
จากการเพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน 
หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน พบวา น้ําตาลซูโครสความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 

ท่ีเติมลงในอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตรใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร ในขณะท่ีการเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน
ลดลงสงผลใหปริมาตรตะกอนเซลลลดลงดวยตามลําดับ เม่ือพิจารณาถึงจํานวนเซลลในกลุมเซลล 
สามารถแบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมเซลลขนาดเล็กประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนนอยกวา 5 เซลล 
(ภาพท่ี 4.6 ก) กลุมเซลลขนาดกลางประกอบดวยกลุมเซลลจํานวน 5-10 เซลล (ภาพท่ี 4.6 ข)     
กลุมเซลลขนาดใหญประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนมากกวา 10 เซลล (ภาพท่ี 4.6 ค) อยางไรก็ตาม          
การเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน 3 เปอรเซ็นต สามารถชักนํากลุมเซลลท่ีมีขนาดกลางไดดีท่ีสุด คือ 
33.42 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ กลุมเซลลขนาดเล็ก 27.33 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร (ตาราง
ท่ี 4.2) 

 
ตารางท่ี 4.2 ผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ ในอาหาร

สูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัม
ตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน 

 
ปริมาณ       

น้ําตาลซูโครส 
(%) 

ปริมาตร               
ตะกอนเซลล 
(มิลลิลิตร) 

จํานวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ ตอมิลลิลิตร 
ขนาดเล็ก        
(<5 เซลล) 

ขนาดกลาง                  
(5-10 เซลล) 

ขนาดใหญ             
(>10 เซลล) 

0 0.78d 0e 0e 0e 
1 0.94d 2.43d 1.32d 96.25a 
2 
3 

1.32c 
2.54a 

16.67c 
27.33a 

1.67c 
33.42a 

82.00b 
64.34c 

4 2.47ab 18.33b 23.66b 63.67c 
5 1.47b 12.67cd 22.67b 63.00c 

F-test * * * * 
C.V. (%) 65.33 36.75 30.29 32.22 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 4.6 กลุมเซลลขนาดตางๆ ในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง
เปนเวลา 7 วัน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. กลุมเซลลขนาดเล็ก (<5 เซลล) 
ข. กลุมเซลลขนาดกลาง (5-10 เซลล) 
ค. กลุมเซลลขนาดใหญ (>10 เซลล) 

 
 

4. ผลของแหลงคารบอนตอการพัฒนาของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการ
เพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน  

     จากการวางเลี้ยงแคลลัสในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ดวยตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร เติมน้ําตาลชนิด

ตาง ๆ ไดแก ซูโครส กลูโคส แมนนิทอล และซอรบิทอล ความเขมขน 1  2  3 และ 4 เปอรเซ็นต 

วางเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม พบวาเซลลซัสเพนชั่นไมสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดในอาหาร

ทุกสูตร         

ค 

ก ข ข 

ค 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

แคลลัสเปนวัสดุพืชท่ีใชในการปรับปรุงพันธุดวยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ ใน
การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นนั้นตองผานกระบวนการชักนําแคลลัสท่ีมีคุณภาพและเจริญเติบโตไดดี 
(สมปอง, 2550) การศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น
ยางพารา ไดแก สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต แหลงคารบอน จากการศึกษาผลของสูตร
อาหาร พบวา อาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 
มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมตะกอนเซลลสูงสุดและเม่ือวัดปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมข้ึนทุกๆ 3 วัน 
พบวา เซลลในระยะ log phase จะอยูท่ี 12-21 วัน ซ่ึงระยะนี้เซลลจะมีการแบงตัวอยางรวดเร็ว ถา
เลยระยะนี้ไปการแบงเซลลเริ่มลดลงเพราะมีธาตุอาหารจํานวนจํากัด และมีการปลดปลอยสาร
ชีวเคมีท่ีผลิตโดยเซลลพืชเอง โดยในวันท่ี 24 ของการยายเลี้ยง ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 
มิลลิลิตร รองลงมาคืออาหารเหลวสูตร OPCM และ WPM ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.12 และ 1.96 
มิลลิลิตร ตามลําดับเม่ือเปรียบเทียบลักษณะของตะกอนเซลล พบวา มีลักษณะตะกอนเซลลสีเหลือง
ปนน้ําตาล เม่ือศึกษาลักษณะโครงสรางของเซลลพบวาอาหารท้ัง 3 สูตร ใหกลุมเซลลเปนแบบ 
friable และตะกอนเซลลมีขนาดเล็ก ซ่ึงสูตรอาหาร MS สามารถเพ่ิมปริมาณไดดีกวาสูตรอาหาร 
OPCM และ WPM เนื่องจากสูตรอาหาร MS มีธาตุโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) และโพแทสเซียม
ไอโอไดด (KI) ซ่ึงมีความจําเปนในกระบวนการสังเคราะหโปรตีน ชวยกระตุนการทํางานของเอนไซม 
ทําใหเอนไซมสามารถรวมกับสารอ่ืนไดดียิ่งข้ึน ชวยในการควบคุมศักยออสโมซิส ซ่ึงมีผลตอการแบง
เซลล แมกนีเซียมซัลเฟตทําหนาท่ีชวยเรงหรือเพ่ิมกิจกรรมของเอมไซม และทําหนาท่ีเปนโคแฟกเตอร
สําหรับเอนไซมท่ีมีบทบาทในการถายโอนฟอสเฟส มีสวนในการสังเคราะหโปรตีน และการจัดแบง
สวนคารโบไฮเดรตจากแหลงท่ีสรางและสวนท่ีรับ ทําใหมีการสะสมแปง และน้ําตาลในตําแหนงท่ี
เหมาะสม แมกนีเซียมในแวคิวโอลจะเปนไอออนบวกท่ีทําหนาท่ีประกบคูกับไอออนลบของกรด
อินทรีย และอนินทรีย จึงทําใหเกิดสมดุลระหวางไอออน (มุกดา, 2544) 

จากการศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการชักนําและเพ่ิม
ปริมาณเซลลซัสเพนชั่น พบวา BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยใชเซลลเริ่มตนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ในอาหารเหลวสูตร MS สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอน
ไดดีกวา อาหารเติม TDZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร และ KN เขมขน 0.25 มิลลิกรัม เม่ือศึกษา
รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลล ซ่ึงเซลลซัสเพนชั่นในอาหาร ท้ัง 3 สูตร ใหรูปแบบการเจริญเติบโต
ท่ีชัดเจน เซลลมีการเจริญเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน ระยะท่ี 1 คือ lag phase อยูในชวง 3-12 
วันเปนระยะเริ่มแรกของการเลี้ยง ระยะท่ี 2 คือ log phase อยูในชวง 12-21 วันของการเลี้ยง เปน
ระยะท่ีมีการเพ่ิมจํานวนเซลลเปนเสนตรง มีการสรางผนังเซลลและสะสมแปงจากคารโบไอเดรตท่ี
สรางในระยะกอนหนานี้ และระยะท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 21 วันของการวางเลี้ยง 
เปนระยะท่ีไมมีการเปลี่ยนแปลงในดานการเจริญของเซลล มีการปลดปลอยสารชีวเคมีออกมา
จํานวนมากสงผลใหอาหารเลี้ยงเริ่มมีสีขุนและเซลลตายในท่ีสุด เนื่องจากมีการเพ่ิมขนาดของกลุม
เซลล เซลลมีการแบงตัวแบบกระจายตัวหลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน พบวาเซลลเริ่ม
เปลี่ยนเปนสนี้ําตาล เนื่องมาจากมีการปลดปลอยสารชีวเคมีออกมาเปนจํานวนมากอาจทําใหเซลลตาย 
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สงผลใหตะกอนเซลลลดลงได การเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชั่นมีความคลายคลึงกับการ
เจริญเติบโตของแคลลัส แตการเจริญเติบโตของแคลลัสจะชากวา ท้ังนี้เนื่องจากวงจรการแบงเซลล
ท่ีชากวา (สมปอง, 2550) ในขณะท่ี พจมาลย และ สมปอง (2542) รายงานวาเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น
ยางพารา ท่ีชักนําจากชิ้นสวนอับละอองเกสรยางพาราใหผลดีสามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลได
จํานวนมากในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีการเติมไซโตไคนินท้ัง 2 ชนิดคือ BA และ TDZ เขมขนเทากัน 
0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลจะมีการเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน คือ lag phase อยูในชวง 3-16 วัน 
ระยะท่ี 2 คือ log phase อยูในชวง 17-24 สวนระยะท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 24 
ของการยายเลี้ยง  

จากการศึกษาผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครส พบวา น้ําตาลซูโครสท่ีความ
เขมขน 3 เปอรเซ็นต ท่ีเติมลงในอาหารเหลวสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดีท่ีสุด 2.54 มิลลิลิตร 
ในขณะท่ีการเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขนลดลง สงผลใหปริมาตรตะกอนเซลลลดลงดวยตามลําดับ 
สอดคลองกับ Park (2001) ศึกษาการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของ poppy เติมน้ําตาล
ซูโครส 3 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 0.87 มิลลิลิตร หลังเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว
สูตร MS เปนเวลา 30 วัน นอกจากนี้น้ําตาลยังใชสําหรับชักนําโซมาติกเอ็มบริโอในพืชหลายชนิด 
เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลท่ีสามารถแตกตัวเปลี่ยนรูปเปนกลูโคสกับฟรุกโตสไดงาย และไมมี
คุณสมบัติเปน non-reducing ในธรรมชาติ จึงตานทานตอการทําลายของเอ็นไซม สวนน้ําตาลท่ีมี
ความเขมขนสูงจะทําใหพืชไมสามารถดูดอาหารไปใชไดอยางเต็มท่ี จึงเกิดแรงดันออสโมติกภายในเซลล 
(มัลลิกา และพิมพใจ, 2548) ขณะท่ี Vengadesan (2002) รายงานวาน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 
87.64 มิลลิโมลาร สามารถชักนําเซลลซัสเพนชั่นไดสูงสุด เม่ือพิจารณาถึงจํานวนเซลลในกลุมเซลล 
สามารถแบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมเซลลขนาดเล็กประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนนอยกวา 5 เซลล 
กลุมเซลลขนาดกลางประกอบดวยกลุมเซลลจํานวน 5-10 เซลล กลุมเซลลขนาดใหญประกอบดวย
กลุมเซลลจํานวนมากกวา 10 เซลล สามารถชักนํากลุมเซลลท่ีมีขนาดใหญไดดีท่ีสุด คือ 64.34 กลุม
เซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือกลุมเซลลขนาดกลาง 33.42 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงการ
เจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชั่นจะข้ึนอยูกับชิ้นสวนพืชท่ีวางเลี้ยงดังท่ีกลาวมาแลวขางตน สามารถ
นําไปประยุกตใชสําหรับการศึกษาดานอ่ืน ๆ เชน ระยะเวลาท่ีเหมาะสมตอการยายเลี้ยง 
องคประกอบภายในเซลลแตละชวงเวลาของการยายเลี้ยง เปนตน 
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สรุปผลการทดลอง 

อาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 
มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําแคลลัสจากตาเขียวยางพาราพันธุดั้งเดิมไดดีท่ีสุด หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
1 เดือน แคลลัสท่ีไดแบงออกเปน 3 ชนิด ชนิดแรกเปนแคลลัสท่ีเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว 
87.50 เปอรเซ็นต ชนิดท่ีสองเปนแคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง 12.08 เปอรเซ็นต 
และชนิดท่ีสามเปนแคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเหลือง 5.17 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส
ความเขมขน 30 กรัม ท่ีเติมในอาหารสูตรเดิม ใหน้ําหนักสดของแคลลัสไดสูงสุด 0.53 กรัม  

การสับแคลลัสชนิดท่ี 1 จํานวน 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม เติมซิลเวอรไนเตรท
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุด 9.3 โซมาติกเอ็มบริโอตอแคลลัส           
โซมาติกเอ็มบริโอพัฒนาไดตนท่ีสมบูรณ 57.66 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 4.14 ยอดตอโซมาติก
เอ็มบริโอ เม่ือยายเลี้ยงลงบนสูตรอาหาร ½ MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

แคลลัสชนิดท่ี 3 ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร วางเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร MS เติม 2 ,4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ระยะ
ของเซลลท่ีมีการเจริญเติบโตแบงเปน 3 ระยะ อยางชัดเจน โดยมี lag phase อยูในชวง 3-12 วัน         
log phase อยูในชวง 12-21 วัน และ stationary phase หลังจากวันท่ี 24 ของการวางเลี้ยง  
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     ตารางท่ี 1 องคประกอบของธาตุอาหาร 
 

องคประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ธาตุอาหารหลัก  MS WPM OPCM 

     NH4NO3   1,650.000 400.000 1025.000 

     KNO3   1,900.000 - 800.000 

     KH2PO4   170.000 170.000 170.000 

     CaCl2.2H2O  
     Ca(NO3)2.4H2O 

 440.000 
- 

96.000 
556.000 

440.000 
278.000 

     MgSO4.7H2O   370.000 - 370.000 

ธาตุอาหารรอง   -  
     KI   0.830 - 00.415 
     H3BO3  6.200 6.200 6.200 

     MnSO4.1H2O   16.900 16.900 16.900 

     ZnSO4.7H2O   10.600 8.600 9.600 

     CuSO4.5H2O   0.025 6.25 3.138 

     Na2MoO4.2H2O   0.250 0.250 0.250 

     CoCl2.6H2O   0.025 - 0.0125 

     FeSO4.7H2O   27.800 27.800 27.800 

     Na2EDTA  
     K2SO4 

 37.300 
- 

37.300 
990.000 

37.300 
495.000 

สารอินทรีย     

     Myo-inositol   100.000 100.00 100.000 

     Nicotinic acid   0.500 0.500 0.500 

     Pyridoxine HCl  0.500 0.500 0.500 

     ThaiamineHCl  0.100 0.100 0.100 

     Glycine   2.000 2.000 2.000 

Sucrose (กรัม)   30.000 30.000 30.000 

Agar (กรัม)   7.500 7.500 7.500 

pH   5.7 5.7 5.7 
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ผลงานตีพิมพ 

ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการขยายพันธุยางพารา (Hevea brasiliensis 
Muell. Arg.) พันธุดั้งเดมิจากการเพาะเลี้ยงตาสีเขียวในหลอดทดลอง 

Effect of Plant Growth Regulators on Propagation of Early Introduced                        
Clone of Rubber Tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) from Green Bud 

Culture In Vitro 
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