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บทคัดยอ 

  การศึกษาผลของสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําและเพ่ิม
ปริมาณแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาเขียวยางพารา โดยนําชิ้นสวนตาเขียวท่ีผานการฟอกฆาเชื้อ        
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige และ Skoog) เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ชนิด
และความเขมขนตาง ๆ น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร วางเลี้ยงภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 28+2 องศาเซลเซียส พบวา อาหารสูตร MS เติม BA (6-benzyladenine) 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D (2, 4-dichlorophenoxyacetic acid) เขมขน 2 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหอัตราการสรางแคลลัสสูงสุด 87.50 เปอรเซ็นต เม่ือยายแคลลัสไปวางเลี้ยงบน
อาหารใหมสูตรเดิม เติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร ใหการเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุด 63 มิลลิกรัมน้ําหนักสด 
หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน สําหรับการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส พบวา การสับชิ้นสวน
แคลลัสจํานวน 100 ครั้ง กอนนําไปวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรเดิม เปนเวลา 1 เดือน สามารถชักนํา
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสไดสูงสุด 98.45 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดวางเลี้ยง
บนอาหารสูตรเดิม ท่ีเติมซิลเวอรไนเตรทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอ
ไดสูงสุด 9.3 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน และเม่ือวางเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนสูตรอาหาร ½ MS          
ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 เดือน สงเสริมประสิทธิภาพการพัฒนาเปนพืช
ตนใหมไดดีท่ีสุด โดยใหจํานวนยอดสูงสุด 4.14 ยอดตอชิ้นสวน สําหรับการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการ
ชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่น พบวา การใชแคลลัสท่ีเกาะกันแบบหลวม ๆ อายุ 1 เดือน
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดิม วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที สงเสริม
การชักนําเซลลซัสเพนชั่นไดดี โดยระยะ log phase ของเซลลอยูในชวง 12-21 วัน หลังจากยายเลี้ยง 
เปนเวลา 24 วัน ใหปริมาตรตะกอนเซลลไดสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร ซ่ึงวิธีการชักนําใหเกิดการสราง       
โซมาติกเอ็มบริโอและการพัฒนาเปนพืชตนใหมนี้ สามารถนําไปสูความสําเร็จในการขยายพันธุ
ยางพาราท่ีใชเปนตนตอตอไปในอนาคต 
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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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1.1 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการ
สรางแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงตาเขียวในอาหารสูตร MS เปนเวลา 1 เดือน 

14 

1.2 ผลของน้ําตาลท่ีเติมในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพ่ิมน้ําหนักสด
แคลลัส หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

17 

1.3 ผลของวุนหรือไฟตาเจลท่ีเติมในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพ่ิม
ปริมาณแคลลัส หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

20 

2.1 ผลของความถ่ีในการสับชิ้นสวนพืชตอการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
หลังจากวางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม         
ตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

28 

2.2 
 
 
 

ผลของจํานวนครั้งของการยายเลี้ยง ตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส รวมกับสับชิ้นสวนแคลลัสจํานวน 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 เดือน 

30 
 
 
 

2.3 ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือ
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับกับการสับแคลลัส 
100 ครั้ง เปนเวลา 1 เดือน 

32 

3.1 
 

ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตาง ๆ ตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม
จากโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

40 

3.2 ลักษณะของเซลลเม่ือวางเลี้ยงบนสูตรอาหารตาง ๆ ตอการชักนําและ
เพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่น หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน  

42 

4.1 
 

ลักษณะของเซลลเม่ือวางเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ตอการชักนํา
และเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่น หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน  

52 

4.2 ผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาด
ตาง ๆ ในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน 

54 

   

  
 
 

 



 
 
 

(10) 
 

รายการภาพประกอบ 

ภาพท่ี  หนา 

1.1 ข้ันตอนการเตรียมตาเขียวเพ่ือนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัส 11 

1.2 ลักษณะการสรางแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาเขียวในอาหารสูตร MS เติม 
BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร
เปนเวลา 1 เดือน                                 

15 

1.3 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอน          
สีเขียว) เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขน
ตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

18 

1.4 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีหลือง) 
เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขน
ตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

19 

1.5 ลักษณะของแคลลัส เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ผงวุน 7.5 กรัม
ตอลิตร หรือไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร 

21 

2.1 ลักษณะของแคลลัสท่ีใชในการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติก
เอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

26 

2.2 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืชดวยจํานวนครั้งท่ี
ตางกัน แลววางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

29 

2.3 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D 
เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 เดือน 

31 

2.4 ลักษณะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
และซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการสับแคลลัส 100 ครั้ง 
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

33 

  
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 

(11) 
 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 

ภาพท่ี  หนา 
3.1 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีใชในการชักนําพืชตนใหม เม่ือวางเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร ซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

38 

3.2 
 

พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารท่ีมีความเขมขนของ
องคประกอบธาตุอาหารตางกัน เปนเวลา 2 เดือน 

41 

3.3 ลักษณะพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีเพาะเลี้ยงจากตาเขียว วางเลี้ยง
บนสูตรอาหาร ½ MS รวมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตความ
เขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 เดือน 

43 

4.1 ลักษณะแคลลัสตาเขียวยางพาราชนิดท่ี 3 (เกาะกันแบบหลวม ๆ) เม่ือวาง
เลี้ยงบนอาหารแข็งและอาหารเหลว MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต 

47 

4.2 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพารา ในอาหารเหลวสูตร
ตาง ๆ หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

50 

4.3 ลักษณะของตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพาราในอาหารเหลวสูตร
ตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับการเติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

51 

4.4 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลว
สูตร MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการ
เพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

53 

4.5 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลว
สูตร MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการ
เพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

53 

4.6 กลุมเซลลขนาดตาง ๆ ในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส  
3 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน 

55 

 

 

 

 

 



 
 
 

(12) 
 

 
สัญลักษณคํายอและตัวยอ 

 
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  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 



 
 
 

(13) 
 

 
หนังสือตอบรับตีพิมพ 

 

 



 
 
 

(14) 
 



 
 
 

1 
 

บทที่ 1 
 

บทนําตนเรื่อง 
 

ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของ

ประเทศไทยและภูมิภาคอาเซียน แมวาในปจจุบันมีพืชอยางนอย 2,000 ชนิดท่ีสามารถผลิตน้ํายาง 

แตมีเพียงน้ํายางท่ีไดจากยางพาราเทานั้นท่ีเปนตัวหลักในอุตสาหกรรม เนื่องจากสามารถผลิตน้ํายาง

ไดปริมาณมากและมีคุณสมบัติทางการคาท่ีดีเยี่ยม ประเทศผูผลิตและสงออกยางพารา คือ

อินโดนีเซีย มาเลเซีย อินเดีย เวียดนาม และไทย โดยน้ํายางพาราจะนํามาใชในอุตสาหกรรมท้ังการ

ผลิตขนาดเล็ก และการผลิตขนาดใหญ ซ่ึงปจจุบันประเทศไทยเปนผูนําการผลิต และสงออกยาง

ธรรมชาติมากท่ีสุด ในป 2552 มีปริมาณการผลิตยาง 3.16 ลานตัน คิดเปนรอยละ 32.91 มากกวา

ประเทศอินโดนีเซียและมาเลเซีย ท่ีมีปริมาณการผลิตยาง 2.53 ลานตัน และ 0.85 ลานตันตามลําดับ 

ปริมาณการสงออก 2.73 ลานตัน คิดเปนรอยละ 39.67 ยางพาราทํารายไดใหประเทศถึงปละ 402,563 

ลานบาท (คณะกรรมการนโยบายยางธรรมชาติ, 2555) พ้ืนท่ีปลูกยางพาราในประเทศประมาณ 16.7 

ลานไร ในจํานวนนี้พ้ืนท่ีภาคใตปลูกยางมากท่ีสุด รองลงมาคือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก 

ภาคกลาง และภาคเหนือ ตามลําดับ ปจจุบันราคายางตกต่ําทําใหมีการลงทุนปลูกยางพารานอยลง

เชนกัน (วิทยา และคณะ, 2558) คาเฉลี่ยของผลผลิตจากการปลูกยางมีอัตราลดลง ท้ังนี้มีสาเหตุมา

จากพันธุยางท่ีเกษตรกรนําไปปลูกมาจากแหลงปลูกเดิม ทําใหไมมีความเหมาะสมกับแหลงปลูกใหม 

(กรรณิการ และคณะ, 2546) นอกจากนี้ยังพบปญหาการระบาดของโรคตาง ๆ มีผลผลิตน้ํายางต่ํา 

การปรับปรุงพันธุหรือหาพันธุท่ีเหมาะสมกับแหลงปลูกจึงมีความสําคัญ การขยายพันธุยางพาราโดย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนการเพ่ิมปริมาณยางพาราอยางรวดเร็วเพ่ือใหเพียงพอกับความตองการ

ยางพันธุดีท่ีจะนําไปปลูกในพ้ืนท่ีสงเสริม ในประเทศจีนเริ่มมีการใชเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาเพ่ิม

ปริมาณก่ิงตาและตนตอยางพารา ซ่ึงเปนท่ียอมรับของเกษตรกร แมวามีราคาของตนพันธุท่ีจําหนาย

สูงกวา (วิทยา, 2553) ปญหาท่ีพบคือ โรคและศัตรูของยางสามารถเกิดข้ึนไดกับทุกสวนของตน

ยางพารา ทําใหตนยางชะงักการเจริญเติบโต ผลผลิตลดลง และอาจรุนแรงจนถึงตนยางยืนตนตายได 

(พนม, 2555) พันธุยางท่ีนิยมปลูกในปจจุบันคอนขางจะออนแอตอโรคบางชนิดท่ีสําคัญ ซ่ึงโรค

ยางพาราท่ีระบาดสวนใหญมีสาเหตุมาจากเชื้อรา เชน โรคใบรวงไฟทอปโทราท่ีเกิดจากเชื้อไฟทอป

โทรา (Phytophthora palmivora) โรคราแปงเกิดจากเชื้อออยเดียม (Oidium heveae) โรคราก

ขาวท่ีเกิดจากเชื้อ Rigidoporus lignosus (สถาบันวิจัยยาง, 2555) พันธุยางท่ีเปนโรครากขาวมาก

ท่ีสุด คือ RRIM 600 (55 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ BPM 24 (19.6 เปอรเซ็นต) พันธุยางท่ีเปนโรค

รากแดงมากท่ีสุด คือ RRIM 600 (63.8 เปอรเซ็นต) รองลงมา คือ PB5/51 (14.9 เปอรเซ็นต) และ

พันธุยางท่ีเปนโรครากสีน้ําตาลมากท่ีสุด คือ RRIM 600 (51.4 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ BPM 24 
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(22.8 เปอรเซ็นต) (สถาบันวิจัยยาง, 2547) สําหรับการปลูกยางในอดีตเกษตรกรมักใชยางพันธุ

ดั้งเดิมเปนตนตอและติดตาดวยยางพันธุดี แตรัฐบาลในยุคท่ีผานมามีนโยบายขยายพ้ืนท่ีปลูก

ยางพาราท้ังในภาคใตเองและภาคอ่ืนๆ ของประเทศ เชน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ 

ความตองการตนพันธุจึงเพ่ิมข้ึนเปนลําดับ ในขณะท่ีพันธุด้ังเดิมถูกโคนเกือบหมด คาดวาประมาณ 

75-80 เปอรเซ็นตของยางพันธุดีท่ีปลูกในประเทศไทยเปนพันธุ RRIM 600 เม่ือไมมีเมล็ดยางพันธุ

ดั้งเดิม เกษตรกรจึงหันมาเก็บเมล็ดยางพันธุ RRIM 600 มาทําเปนตนตอ ซ่ึงมีความแข็งแรงและ

ทนทานนอยกวายางพันธุดั้งเดิมท่ีสําคัญในอนาคตขางหนา หากมีการระบาดของโรคอาจสงผล

กระทบตอตนยางท้ังหมดได เพราะมีฐานพันธุกรรมแคบท้ังตนตอและก่ิงพันธุดี (กรกช, 2550) การ

ปรับปรุงพันธุตามวิธีการมาตรฐานจึงตองใชเวลานานในการคัดเลือกพันธุยางพาราและตองศึกษาใน

แปลงปลูกหลายป ปจจุบันมีการใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในการขยายพันธุยางพาราเพ่ือใหได

ตนยางพาราในปริมาณท่ีเพียงพอตอความตองการในการเพาะปลูก ท้ังตนยางพาราพันธุดั้งเดิมท่ีจะ

ใชเปนตนตอและยางพันธุดี อีกท้ังการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังสามารถเก็บรักษาพันธุยางไวในหลอด

ทดลอง เพ่ือลดความเสี่ยงตอการสูญพันธุ ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยการคัดเลือกสายพันธุยาง

พ้ืนเมือง หรือพันธุแนะนําท่ีมีลักษณะดีเหมาะท่ีจะใชเปนพันธุตนตอ หรือตนติดตา มาขยายพันธุ

จํานวนมากใหเพียงพอตอความตองการของเกษตรกรจึงเปนแนวทางหนึ่งในการแกปญหาการขาด

แคลนตนตอยาง และเพ่ือการปรับปรุงพันธุยางในอนาคตตอไป 

 

การตรวจเอกสาร 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถทําไดจากสวนใดสวนหนึ่งของตนเพ่ือใหเจริญเปนพืช

ตนใหม กระบวนการสรางพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี 2 กระบวนการ คือกระบวนการ 

ออกาโนเจนิซีส (organogenesis) และกระบวนการเอ็มบริโอเจนิซีส (embryogenesis) ซ่ึงท้ังสอง

กระบวนการนี้ตางกันตรงท่ีกระบวนการเอ็มบริโอเจนิซีส ใหพืชตนใหมท่ีมีการพัฒนาเปนเอ็มบริโอ

ระยะตาง ๆ เหมือนกับการสรางเอ็มบริโอจากการผสมพันธุ สวนกระบวนการออกาโนเจนิซีสมีการ

สรางยอด รากหรือท้ังยอดและรากพรอมกัน (Venkatachalam et al., 2007) การขยายพันธุยาง

โดยท่ัวไป สามารถแบงได 2 แบบ คือ การขยายพันธุแบบอาศัยเพศเปนการขยายพันธุดวยเมล็ดท่ีได

จากตนยางพันธุดีโดยการนําเมล็ดไปเพาะใหงอกในแปลงปลูกโดยตรง หรือเพาะในแปลงเพาะใหงอก

กอนแลวจึงยายปลูกในแปลงภายหลัง ปจจุบันการขยายพันธุดวยวิธีนี้ไมเปนท่ีนิยม เพราะประเทศ

ไทยยังไมมีสวนยางท่ีสรางข้ึนเพ่ือเปนแหลงเก็บเมล็ดพันธุสําหรับใชปลูก ดังนั้นการนําเมล็ดท่ีเก็บ

จากสวนยางท่ัว ๆ ไปมาเพาะขยายพันธุจะไดตนยางท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไปหรือ

กลายพันธุไปจากเดิม ซ่ึงสวนใหญจะไดตนยางท่ีมีลักษณะดอยกวาตนเดิม สวนการขยายพันธุแบบ    
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ไมอาศัยเพศ เชน การติดตา ปจจุบันเปนวิธีการขยายพันธุท่ีไดผลดี และนิยมกันอยางแพรหลาย 

ท้ังนี้เพราะสามารถผลิตตนยางพันธุดีไดเปนจํานวนมาก ทําไดงาย สะดวก และรวดเร็ว ไดรับ

ผลสําเร็จสูง มีความแข็งแรงไมหักหรือฉีกงายเม่ือมีลมแรง และยังเปนการประหยัดก่ิงพันธุดี โดยแต

ละตาสามารถทําใหเกิดเปนตนยางพันธุท่ีตองการได 1 ตน (ศุภมิตร, 2553) การขยายพันธุดวยวิธีนี้

สามารถทําไดหลายแบบ แตแบบท่ีนิยมใชในการติดตายางพารา คือ แบบแพทช (Patch) โดยการ

แกะเปลือกของตนตอออกเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผา นําเอาแผนเปลือกท่ีมีตาติดอยูของตนยางพันธุดีท่ีมี

ขนาดเดียวกันมาใสแทนท่ี เม่ือตาแตกออกก็จะเจริญเติบโตเปนตนยางพันธุดี (สนั่น, 2513) 

 

ปจจัยท่ีมีผลตอการขยายพันธุโดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ การนําชิ้นสวนเนื้อเยื่อเจริญของพืช เชน ราก ลําตน ใบ 
ราก ดอก หรือนําเอาชิ้นสวนใดสวนหนึ่งของพืชเพาะเลี้ยงบนอาหารวิทยาศาสตร ในสภาพปลอดเชื้อ
ภายใตการควบคุมสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม โดยชิ้นสวนพืชจะมีการพัฒนาไปเปนตนท่ีสมบูรณได
โดยผานการสรางตนออนหรือพัฒนาไปเปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณ (สมปอง, 2550) ซ่ึงความสําเร็จ
ดังกลาวประกอบไปดวยกระบวนการตาง ๆ ดังนี้ 

1. การชักนําแคลลัส 
แคลลัสเปนเนื้อเยื่อพ้ืนฐานของระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชท่ีอยูรวมกันเปน

กลุมยังไมกําหนดทิศทางการเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาไปเปนอวัยวะใด เนื้อเยื่อเกือบทุกชนิดสามารถ
ชักนําการสรางแคลลัสได เริ่มตนจากการคัดเลือกเนื้อเยื่อมาทําการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหท่ี
มีธาตุอาหารพืชรวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตในระดับท่ีเหมาะสม ความสามารถในการสราง
แคลลัสสวนใหญ เปนผลมาจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตลงไปในอาหารท่ีใชเลี้ยง ซ่ึงสงผล
ใหแคลลัสมีพัฒนาการแตกตางกันออกไป สําหรับปจจัยการชักนําแคลลัสมีหลายปจจัยท่ีสําคัญคือ 
ชิ้นสวนพืช อาหารท่ีใชเลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโต (สมปอง, 2550) การเจริญเติบโตและ
พัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น พบวาอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงชิ้นสวนพืชเปน
สวนประกอบสําคัญท่ีทําใหการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประสบความสําเร็จ ความสําเร็จในการผลิตตนกลา
ยางพาราท้ังผานการสรางตนออนหรือการเกิดยอดและราก มีหลายประเทศรายงานถึงความสําเร็จ
จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาง ๆ โดยแตละประเทศจะมีความสําเร็จในการผลิตตนยางจากพันธุท่ี
แตกตางกัน การผลิตตนกลายางพาราเริ่มแรกประสบความสําเร็จจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร
ของยาง 3 พันธุ คือ Haiken 2 Haiken 1 และ SCATC 88-13 ในป 1977 โดยความรวมมือของ
งานวิ จั ยระหว า ง  SCATC (South China Academy of Tropical Crops) ประเทศจีนและ
สถาบันวิจัยยางมาเลเซีย (Rubber Research Institute of Malaysia; RRIM) ไดมีการนําไปปลูกใน
แปลงไดสําเร็จในป 1978 และมีการเปดกรีดครั้งแรกในป 1984 (วิทยา และคณะ, 2558) หลังจากมี
การผลิตตนออนจากอับละอองเกสรสําเร็จ ไดมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงตนออนจากเปลือก
หุมชั้นในเมล็ดยางไดสําเร็จ ในป 1979 (Carron และคณะ, 1989) จากรายงานของ วันทนา และ
สมปอง (2531) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออับละอองเกสรยางพาราพันธุ RRIM 600 GT1 และ  
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PR 255 พบวาการนําดอกยางเก็บท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ชั่วโมง กอนนํามา
ตัดแยกอับละอองเกสรมาเพาะเลี้ยง สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีกวาการนําดอกมาตัดแยกเลี้ยง
ทันที สําหรับการตอบสนองของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร พบวาเม่ือทําการเพาะเลี้ยงบนสูตร
อาหารสังเคราะห MB1 (Dedifferentiation medium) อับละอองเกสรยางพาราพันธุ PR 255    
ใหอัตราการเจริญของแคลลัสสูงสุด รองลงมาไดแก พันธุ RRIM 600 และ GT1 ตามลําดับ เม่ือยาย
เลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MB2 (Embryo induction medium) อัตราการพัฒนาของโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุดในยางพาราพันธุ RRIM 600 PR 255 และ GT1 ตามลําดับ และเม่ือยายเลี้ยงลง
แคลลัสบนอาหารสูตร MB3 (Plantlet formation medium) ยางพันธุพ้ืนเมืองไมมีการพัฒนาของ
โซมาติกเอ็มบริโอ สวนยางพันธุตางๆ ขางตนนั้นโซมาติกเอ็มบริโอสามารถงอกเปนตนท่ีสมบูรณได  
เม่ือทําการยายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) เติมผงถาน 0.05 กรัมตอลิตร 
IAA (Indole-3-acetic acid) เขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA (6-benzyadenine) เขมขน 
0.25 มิลลิกรัมตอลิตร   

สูตรอาหารท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีหลายสูตรดวยกัน ซ่ึงสูตรอาหารแต
ละสูตรมักเรียกชื่อตามนักวิทยาศาสตรท่ีเปนผูคิดสูตร เชน สูตรอาหารของมูราชิกและสกุค (MS) 
สูตรอาหารของไวท (W) สูตรอาหารของแกมบอรก (B5) สูตรอาหารของเชนและฮิลดีแบรนด (SH) 
สูตรอาหารของลินสเมียและสกุค (LS) สูตรอาหารของเฮลเลอร (H) อาหารแตละสูตรมีองคประกอบ
ท่ีแตกตางกันออกไป ท้ังนี้ข้ึนอยูกับวัตถุประสงคการใชงาน และชิ้นสวนของพืชท่ีเพาะเลี้ยง (สมปอง, 
2539) แมวาสูตรอาหาร และสารควบคุมการเจริญเติบโต ท่ีเลือกเปนปจจัยท่ีสําคัญแตยังมีขอจํากัด
คือการพัฒนาไปเปนตนออนและตนท่ีสมบูรณไดปริมาณนอย จึงตองมีการพัฒนาประสิทธิภาพของ
สูตรอาหารในการผลิตตนออนใหไดปริมาณมากยิ่งข้ึน อาหารท่ีใชเลี้ยงเนื้อเยื่อมีหลายชนิด ท้ังนี้
ข้ึนอยูกับความเหมาะสมตอชนิดของพืช สายพันธุพืช ชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และสภาพของชิ้นสวนพืชท่ีนํามาวางเลี้ยง อาหารท่ีนิยมใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ 
อาหารท่ีดัดแปลงมาจากอาหารท่ีใชไดดีในการเลี้ยงกลุมเซลลหรือแคลลัส ซ่ึงเปนกลุมของเซลลท่ีเริ่ม
มีการพัฒนา มีชองวางภายในเซลลจํานวนมากและเซลลยังไมมีการจัดรูปรางท่ีแนนอน (สถาบันวิจัย
และฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2547) นอกจากนี้ยังทําไดในยางพาราบางพันธุเทานั้น นริสา และ
คณะ (2531) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา โดยการนําสวนตาง ๆ เชน ยอด ลําตน ราก ใบ 
และอับละอองเกสร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS พบวา การเลี้ยงอับละอองเกสร สามารถสราง
แคลลัสไดดีกวาการเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนอ่ืน ๆ ของยางพารา Te-chato และ Muangkaewngam (1992) 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาง ๆ จากตนกลายางพารา ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงคัพภะยางพันธุ
ดั้งเดิม พันธุ GT1 และพันธุ PB5/51 พบวาจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดของยางพันธุ GT1 
บนอาหารสูตร MS รวมกับ BA เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เพียงอยางเดียว สามารถชักนําใหสราง
ยอดรวมไดสูงสุด 95.69 เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ย 2.99 ยอด รองลงมาคือพันธุ PB5/51 และ
พันธุพ้ืนเมือง ตามลําดับ 
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นอกจากสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตแลว ความดันออสโมติก 
ความเปนกรด-ดางของอาหาร และความเขมขนของน้ําตาล ถือเปนปจจัยรวมท่ีสงผลตอการชักนํา
การเจริญเติบโตของแคลลัส จากรายงานของ Chua (1966) อางโดย Carron และคณะ (1989)          
ทําการวางเลี้ยงชิ้นสวนของใบเลี้ยง และลําตนของตนกลายางพาราบนอาหารสูตร MS พบวา ความ
ดันออสโมติก และความเปนกรด-ดางของอาหาร มีผลตอการชักนําการเจริญเติบโตของแคลลัส         
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา โดยผานกระบวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ (Somatic 
embryogenesis) สวนใหญมาจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนอับละอองเกสร หรือเปลือกหุมเมล็ดออน 
โดยชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเริ่มตนจากชิ้นสวนดังกลาว และเพาะเลี้ยงตอไปบนอาหาร             
ท่ีเหมาะสมจนมีการพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอและพัฒนาเปนพืชตนใหม (วันทนา และสมปอง, 
2531)  
 

2. การชักนําเซลลซัสเพนช่ัน 
การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น คือ การเพาะเลี้ยงเซลลเด่ียว ๆ หรือกลุมเซลล

ในอาหารเหลวในสภาพเขยาตลอดเวลา ทําไดโดยนําชิ้นสวนพืชหรือแคลลัสท่ีมีลักษณะเกาะกันแบบ
หลวม ๆ วางเลี้ยงในอาหารเหลว แลวเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 80-120 รอบตอนาที          
แรงเขยาทําใหเซลลท่ีเกาะกันอยางหลวม ๆ แยกตัวเปนอิสระจากชิ้นสวนพืชหรือแคลลัสเริ่มตน            
ซ่ึงการเริ่มตนชักนําเซลลซัสเพนชั่นนั้น มักเริ่มจากแคลลัสน้ําหนัก 0.1–0.3 กรัม ตออาหาร 25 มิลลิลิตร 
(คํานูณ, 2542) การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นสามารถเพ่ิมปริมาณไดในเวลาท่ีแนนอน ภายใตสภาพ
การเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสม การเจริญของเซลลซัสเพนชั่นเร็วกวาการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็ง
จึงสามารถเพ่ิมปริมาณพืชตนใหมไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงพัฒนาการของเซลลพืชในแตละระยะเพาะเลี้ยง
จะมีความตองการธาตุอาหารและสภาพแวดลอมของการเลี้ยงแตกตางกันออกไป ซ่ึงปจจัยท่ีมีผลตอ
พัฒนาการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ประกอบดวย ชิ้นสวนพืช สูตรอาหาร สารควบคุมการ
เจริญเติบโต และสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง โดยพ้ืนฐานแลวอาหารท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลล
ซัสเพนชั่นประกอบดวย ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง วิตามิน สารควบคุมการเจริญเติบโต น้ําตาล
และน้ํา พจมาลย และสมปอง (2542) ศึกษาผลของไซโตไคนินตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นยางพารา
พบวา อาหารเติม TDZ (Thidiazuron) เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลลไดดีกวาอาหารเติม BA โดยมีระยะการเติบโต 3 ระยะท่ีชัดเจน คือ lag phase             
อยูในชวง 2-16 วันหลังยายเลี้ยง ระยะ log phase อยูในชวง 17-24 วันหลังยายเลี้ยงและระยะ 
stationary phase หลังจากวันท่ี 24 ของการยายเลี้ยง โดยเซลลท่ีชักนําไดมีขนาดเล็กและมีสี
เหลืองออน หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 22 วัน เซลลเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล de Touchet (1991) 
ชักนําเซลลซัสเพนชั่นโดยใช แคลลัสท่ีเซลลเกาะกันแบบหลวม ๆ ซ่ึงชักนําไดจากใบออนปาลมน้ํามัน 
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ        
2, 4-D (2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid) เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ผงถาน 1 กรัมตอลิตร 
เหมาะสมสําหรับการเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนชั่นมากท่ีสุด 
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3. การชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ 
แคลลัสพัฒนามาจากบริเวณรอยตัดของชิ้นสวนพืชเม่ือวางเลี้ยงบนอาหาร

สังเคราะห เซลลบริเวณดังกลาวมีการดูดยึดน้ํา ธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการแบงเซลล หลังจากนั้น
เนื้อเยื่อเจริญจะมีการแบงเซลลและเพ่ิมจํานวนเซลลอยางรวดเร็วเปนกลุมของแคลลัส เม่ือยาย
แคลลัสไปเลี้ยงในอาหารท่ีเหมาะสม (สมปอง, 2539) แคลลัสสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส โซมาติกเอ็มบริโอ และตนพืชท่ีสมบูรณได การพัฒนาไปเปนยอดหรือรากของแคลลัส 
อาจจะผานขบวนการออรแกนโนเจเนซิส หรือเอ็มบริโอเจเนซิสก็ได ท้ังนี้ข้ึนอยูกับลักษณะของเซลล 
เชน ถาหากเกาะตัวเปนกลุม การพัฒนาไปเปนตนและรากจะผานขบวนการออรแกนโนเจเนซิส           
ถาเปนเซลลเดี่ยวการพัฒนาไปเปนตนพืชท่ีสมบูรณจะผานขบวนการเอ็มบริโอ แตละเอ็มบริโออาจ
เกิดจากเซลลเดี่ยว ๆ ของแคลลัสท่ีประกอบดวยเซลลท่ีมีกิจกรรมการแบงเซลลสูง ซ่ึงภายในเซลล
ประกอบดวย นิวเคลียสท่ีมีขนาดใหญ ไซโตพลาสซึมท่ีมีความเขมขนสูง มีเม็ดแปง และแวคิวโอลท่ีมี
ขนาดเล็ก (อารีย, 2541) Jayashree และคณะ (1999) ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนอับละอองเกสร
ยางพาราพันธุ RRII 105 เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง เติม NH4NO3 เขมขน 1 มิลลิกรัม
ตอลิตร น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร KN (Kinetin) เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร ชิ้นสวนสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได และเม่ือนําเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสท่ีไดมาเพาะเลี้ยงตอบนอาหารสูตร MS เติม KN เขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 
(α-Naphthaleneacetic acid) เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ภายหลังการเพาะเลี้ยง 4-5 เดือน
พบวาใหประสิทธิภาพการสรางโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดจํานวนเฉลี่ย 23.83 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน  
และเม่ือยายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอตอไปบนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
พบวา โซมาติกเอ็มบริโอใหการพัฒนาเปนตนออนปกติ 27 เปอรเซ็นต Hua และคณะ (2010) ไดดัดแปลง
สูตรอาหารเพ่ือชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางพารา
โคลน CATAS 7-33-97 และ CATAS 88-13 พบวา อาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 4.5 ไมโคร
โมลาร สามารถชักนําใหเกิดพืชตนใหมไดสูงสุด 85 เปอรเซ็นต ในโคลน CATAS 7-33-97 และ            
ท่ีความเขมขนของ 2, 4-D 13.5 ไมโครโมลาร สามารถชักนําใหเกิดพืชตนใหมไดสูงสุด 85 เปอรเซ็นต
ในโคลน CATAS 88-13 นอกจากนี้ยังมีการนําชิ้นสวนเปลือกหุมเมล็ดออนของยางพารามา
เพาะเลี้ยงบนอาหารสัง เคราะห  เชน จากรายงานของ Te-chato และ Chartikul (1993)            
ไดเพาะเลี้ยงเยื่อหุมเมล็ดออนยางพาราท่ีตัดแยกจากเมล็ดท่ียังไมสุกแกบนอาหารสูตรตาง ๆ พบวา 
เปลือกหุมเมล็ดออนของผลอายุ 8 สัปดาห ท่ีนําเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต ปรับคา
ความเปนกรดเปนดางของอาหาร 5.6-5.8 สงเสริมการสรางแคลลัสไดดีท่ีสุด กรรณิการ และคณะ 
(2546) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเยื่อหุมเมล็ดออนยางพาราจํานวน 25 พันธุ จากฝกออนอายุ 8-10 
สัปดาห บนอาหารสูตร MH (Medium for Hevea) พบวา มีพันธุยางพาราท่ีสามารถสรางโซมาติก
เอ็มบริโอลักษณะปกติ ไดแกพันธุ  BPM 24  PB 260  PB 311  RRII 105 และ RRIM 600 ซ่ึง
สามารถเจริญและพัฒนาเปนตนออนท่ีสมบูรณไดจํานวน 165  1  39  5 และ 4 ตน ตามลําดับ  
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นอกจากนี้การเติมซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) ในปริมาณท่ีเหมาะสมในอาหาร
สังเคราะห ชวยลดการเกิดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาล ซ่ึงเกิดจากเอทิลีนท่ีแคลลัสสรางข้ึน โดยเอทิลีน
จัดเปนฮอรโมนพืชท่ีมีความสําคัญในกระบวนการตาง ๆ ในวงจรชีวิตของพืชมีสวนชวยในการกระตุน
และยับยั้งการเจริญเติบโตต้ังแตงอกออกจากเมล็ดจนพืชตาย (Dugardeyn และ Straeten, 2008) 
โดยเอทิลีนชวยสงเสริมการสุกของผลไม ทําใหเกิดการหลุดรวงของใบ และการเหี่ยวของดอก 
(Kumar et al., 2009) ถึงแมจะไมมีการรายงานกระบวนการทํางานของซิลเวอรไนเตรทในการ
ยับยั้งผลของเอทิลีนในพืช ในขณะท่ี Xin และคณะ (2000) ศึกษาผลของการทํางานเอนไซมเปอร
ออกซิเดสในแตงกวา พบวา เม่ือทดสอบการใชเอนไซมรวมกับการใชซิลเวอรไนเตรทเปนเวลา 24 
ชั่วโมง ใหปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดส 178.2 เปอรเซ็นต และเม่ือเพ่ิมเวลาการใชซิลเวอรไนเตรท
เปนเวลา 36 ชั่วโมง ใหปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงสุดท่ี 284.6 เปอรเซ็นต เอนไซมเปอรออก
ซิเดสมีหลายชนิดในพืชเปนเอนไซมท่ีชวยกระตุนปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ซ่ึงมีความสําคัญตอ
กระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีสงผลตอการพัฒนาและการเจริญเติบโตของพืช (วุฒิชัย และสมปอง, 2557)  
Kumar และคณะ (2007) ศึกษาการชักนําและเพ่ิมปริมาณแคลลัสจากใบ และลําตนใตใบเลี้ยงของ
กาแฟ (Coffea canephora) พบวา ความเขมขนของซิลเวอรไนเตรทท่ีเพ่ิมข้ึน ชวยสงเสริมการ
พัฒนาของแคลลัสและเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุด วุฒิชัย และสมปอง (2557) ศึกษาการชักนําแคลลัส
กลวยไมเขากวางออน โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต 
น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต ซิลเวอรไนเตรทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต    
ใหปริมาณน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุด 499.25 มิลลิกรัม ยุพาภรณ และสมปอง (2556) ศึกษาการ
เพาะเลี้ยงชิ้นสวนขอยางพาราพันธุดั้งเดิม บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ซิลเวอรไนเตรทเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน 0.5 เปอรเซ็นต 
สามารถชักนํายอดรวมได 100 เปอรเซ็นต และใหจํานวนยอดเฉลี่ย 3 ยอดตอชิ้นสวน การเติมซิลเวอร          
ไนเตรทในอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงนอกจากจะชวยลดการเกิดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาลแลว ยังสงเสริม
การเจริญเติบโตของแคลลัสและสงเสริมการยอดรวมไดอีกดวย 
 

4. การเจริญและพัฒนาไปเปนพืชตนใหม 
การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ อาจเกิดข้ึนโดยตรงจากชิ้นสวนพืชท่ีเพาะเลี้ยง

เนื่องจากในชิ้นสวนดังกลาวมีเซลลเอ็มบริโอเริ่มตน หรือเกิดจากการชักนําเซลลในชิ้นสวนพืชให
พัฒนาไปเปนเซลลเอ็มบริโอโดยอาศัยปจจัยตาง ๆ Lardet และคณะ (2007) รายงานการเพาะเลี้ยง
ชิ้นสวนเยื่อหุมเมล็ดออนของยางพาราพันธุ PB 260 บนอาหารสูตร MH เติม KN เขมขน 4.5 ไมโคร
โมลาร 3,4-D (3,4-Dichlorophenoxyacetic acid) เขมขน 4.5 ไมโครโมลาร AgNO3 เขมขน 30 
ไมโครโมลาร CaCl2 เขมขน 12 มิลลิโมลาร  น้ําตาลซูโครส 234 มิลลิโมลาร และไฟตาเจล 2 กรัม
ตอลิตร พบวาชิ้นสวนสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได Zhou และคณะ (2010) ประสบ
ผลสําเร็จในการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนรากจากตนออนท่ีไดจากการ
เพาะเมล็ดยางพาราโคลน Reyan 87-6-62 ในหลอดทดลอง โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม
KN เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ย           
4 โซมาติกเอ็มบริโอตอเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส เม่ือยายโซมาติกเอ็มบริโอท่ีสุกแกไปเพาะเลี้ยงใน
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อาหารเหลวสูตร MS เติม KN เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร IAA เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร และ
GA3 (Gibberellic acid) เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําตนกลาท่ีได 11.8 เปอรเซ็นต 

จากรายงานดังกลาวขางตน เห็นไดวาชิ้นสวนยางพาราท่ีนิยมนํามาเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ คือ อับละอองเกสร ระยะท่ีเหมาะสมคือ ระยะนิวเคลียสเดียวตอนปลาย (Late uninucleate) 
(สุเทพ, 2534; สมปอง, 2539; Jayashree et al., 1999) ระยะดังกลาวมีความสัมพันธกับลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของดอกคือ กลีบดอกมีสีเขียวอมเหลือง มีความยาวตั้งแตฐานรองดอกถึงปลาย
กลีบดอกอยูในชวง 3-3.5 มิลลิเมตร (สุเทพ, 2534) ซ่ึงแคลลัสท่ีไดมาจากการเพาะเลี้ยงอับละออง
เกสรนั้นพัฒนามาจากสวนของผนังเซลลของอับละอองเกสร ดังนั้นเซลลท่ีไดจึงมีโครโมโซม 2 ชุด 
(Wang et al., 1984; Jayashree et al., 1999) และการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนเปลือกหุมเมล็ดออนนั้น 
เซลลท่ีไดมีจํานวนโครโมโซมเปน 2 ชุด เชนเดียวกัน เนื่องจากเปนการพัฒนาของเซลลรางกาย
โดยตรง ตนยางท่ีไดก็จะตรงตามพันธุ มีความสมํ่าเสมอ และเหมือนตนแมทุกประการ ปญหาท่ีพบใน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา คือ ความสามารถในการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอคอนขางนอย 
เห็นไดจากการศึกษาท่ีผานมา ดังรายงานของ Jayashree และคณะ (1999) สามารถชักนําพืชตน
ใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอของยางพาราพันธุ RRII 105 ได 27 เปอรเซ็นต 

อยางไรก็ตาม ยังไมเคยมีรายงานการเพ่ิมประสิทธิภาพการพัฒนาเปนพืชตนใหม
จากการเพาะเลี้ยงตาสีเขียวในหลอดทดลอง ดังนั้นในการศึกษานี้จึงไดพัฒนาสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงตายางสีเขียว
ในหลอดทดลอง 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการชักนําแคลลัส จากการ
เพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราพันธุดั้งเดิม 

2. เพ่ือศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ ท่ีไดจาก
การเพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราพันธุดั้งเดิม 

3. เพ่ือศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอ 
4. เพ่ือศึกษาสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําและเพ่ิม

ปริมาณเซลลซัสเพนชั่นของยางพาราพันธุดั้งเดิม 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากงานวิจัย 

  สามารถเพ่ิมจํานวนตนยางพันธุดั้งเดิมไดปริมาณมาก ในระยะเวลาอันสั้นให

เพียงพอตอความตองการในการเพาะปลูก และตนท่ีไดมีความสมํ่าเสมอสูง เหมาะท่ีจะใชเปนตนตอ

ท่ีตานทานตอโรคใหกับเกษตรกรในอนาคต 
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บทที่ 2 
 

การทดลองที่ 1  
ผลของน้ําตาล ผงวุน และสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําแคลลัส                 

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 
 

แคลลัสเปนเนื้อเยื่อพืชท่ีประกอบดวยกลุมของเซลลท่ีมีการแบงตัวอยางไมหยุดยั้ง 
ความตองการฮอรโมน เพ่ือกระตุนใหเกิดแคลลัสของพืช ข้ึนกับแหลงหรือชนิดของเนื้อเยื่อ เนื้อเยื่อ
บางอยางหรือพืชบางชนิดท่ีมีชั้นเซลลเปน cambium สามารถเกิดแคลลัสไดโดยไมตองเติมฮอรโมน
ใด ๆ ในอาหารเลย แตสวนใหญตองการหนึ่งชนิดหรือมากกวา เม่ือนําชิ้นสวนพืชมาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร จะเกิดกระบวนการหลัก 3 ข้ันตอน คือ 1) induction คือเซลลจะถูกกระตุนดวยสารเคมีให
เกิดความเปลี่ยนแปลงในระบบเมแทบอลิซึมกอนท่ีจะเกิดการแบงเซลล 2) ระยะแบงเซลล เปนการ
เพ่ิมปริมาณของเซลล เชน ออกซินและไซโตไคนินสามารถกระตุนใหเกิดการแบงเซลล เพราะมีสวน
ควบคุมวัฎจักรของเซลล และ 3) ระยะ differentiation ซ่ึงบางเซลลจะกลายเปนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสในท่ีสุดและพัฒนาตอไปเปนตนท่ีสมบูรณ (อารีย, 2541) 

แคลลัสเปนกลุมเซลลท่ีสามารถชักนําใหเจริญเติบโตไดจากหลาย ๆ ทาง ปจจัยท่ีมี
ผลตอการชักการชักนําแคลลัส ไดแก ชิ้นสวนพืช อาหารท่ีใชเลี้ยงและสารควบคุมการเจริญเติบโต ท่ี
เติมลงในอาหาร (สมปอง, 2550) สามารถชักนําใหเกิดการแบงเซลลเปนกลุมเซลลท่ีเรียกวาแคลลัส
ได แคลลัสจะเปลี่ยนแปลงตอไปเปนตนออนโดยการสรางรากหรือยอด แตพืชบางชนิดกลับไมเปน
เชนนี้เพราะไมมีการตอบสนอง ตองมีการจัดสภาพเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมเพ่ือชักนําใหเกิดแคลลัส 
จากนั้นเซลลจะมีความสามารถท่ีจะเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาตอไป ท้ังนี้ข้ึนอยูกับสัดสวนของออกซิน
และไซโตไคนินท่ีไดรับมากอน ถาไดรับสัดสวนออกซินต่ําไซโตไคนินสูง มักเกิดเปนยอด แตถาออกซินสูง
ไซโตไคนินต่ําจะเกิดการสรางราก แคลลัสจึงเปนเครื่องมือท่ีสําคัญของนักปรับปรุงพันธุพืชดวย
วิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพและนักสรีรวิทยา นอกจากนี้ยังสามารถนําแคลลัสมาชักนํา และ
เพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นเพ่ือสงเสริมการสรางสารชีวเคมีจากกระบวนการเมแทบอลิซึมซ่ึงสารบาง
ชนิดนํามาใชในอุตสาหกรรมและทางการแพทย ผลิตพืชท่ีมีโครโมโซมหลายชุด โดยใชสารโคลชิซิน 
เก็บรักษาพันธุกรรมพืช และผลิตพืชทนทานหรือตานทานตอความเครียดตาง ๆ ได (รังสฤษฏ, 
2541) ดังนั้นการศึกษานี้จึงเปนประโยชนในการขยายพันธุ และปรับปรุงพันธุยางพาราในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

11 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 
การเตรียมช้ินสวนพืช 
 

ใชก่ิงตาเขียวของยางพาราพันธุดั้งเดิม จากภายในมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
บริเวณดานหนาคณะทรัพยากรธรรมชาติตนท่ี 2 (อายุมากกวา 50 ป) มาตัดแตงเอาเฉพาะสวนตา
เขียว นํามาผานน้ําประปาไหลเปนเวลา 1 ชั่วโมง จุมแชในแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 60 วินาที ฟอกฆาเชื้อดวยคลอร็อกซ เขมขน 25 เปอรเซ็นต รวมกับทวีน-20 1-2 หยดตอสาร
ฟอกฆาเชื้อ 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาที ฟอกฆาเชื้อซํ้าอีกครั้งดวยคลอร็อกซ เขมขน 20 เปอรเซ็นต 
รวมกับทวีน-20 1-2 หยดตอสารฟอกฆาเชื้อ 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 20 นาที ลางดวยน้ํากลั่นท่ีผาน
การนึ่งฆาเชื้อแลว 3 ครั้ง ลอกเอาเฉพาะสวนตาสีเขียว มาวางเลี้ยงบนอาหารชักนําแคลลัสท้ัง 12 สูตร 
(ภาพท่ี 1.1)  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.1 ข้ันตอนการเตรียมตาเขียวเพ่ือนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัส 

ตายางเขียวท่ีเลือกใชใน

การศึกษา 

ลอกเอาเฉพาะตายางสเีขียว

 

ตัดแตงเอาเฉพาะตา

เขียวยางพารา 

ฟอกดวยคลอร็อกซ            

25 เปอรเซ็นต          

เขยา 5 นาที 

จุมแชในแอลกอฮอล            
70 เปอรเซ็นต 
เขยา 1 นาที 

ฟอกดวยคลอร็อกซ           

20 เปอรเซ็นต              

เขยา 20 นาที 

ลางดวยนํ้ากลั่นน่ึงฆาเช้ือ 
3 ครั้ง 

ตายางสีเขียวท่ีปลอดเช้ือ

  

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร

สังเคราะห 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการ
ชักนําแคลลัสจากตาเขียว 
ตัดแยกตายางสีเขียวท่ีตําแหนงซอกกานใบมาลอกเอาเนื้อไมออก เหลือเฉพาะ

ตาสีเขียวดานใน ตัดแยกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําแคลลัสสูตรตาง ๆ ดังนี้ 
1.  MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS1) 
2.  MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS2) 
3.  MS เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS3) 
4.  MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS4) 
5.  MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS5) 
6.  MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS6) 
7.  MS เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS7) 
8.  MS เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS8) 
9.  MS เติม TDZ เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS9) 
10. MS เติม TDZ เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (MS10) 
11. MS เติม TDZ เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (MS11) 
12. MS เติม TDZ เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร (MS12) 

จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 
ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหม           
สูตรเดิมทุก 1 เดือน หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน บันทึกการพัฒนาของแคลลัส อัตราการ
สรางแคลลัส และลักษณะของแคลลัส เปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหาร โดยวางแผนการทดลอง
แบบ CRD (Completely randomized design) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s 
multiple range test) แตละการทดลองทํา 3 ซํ้า ๆ ละ 2 หลอด (ตา) 
 

2. ศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
     นําแคลลัสจากการทดลองท่ี 1 อายุ 1 เดือน โดยชั่งแคลลัสน้ําหนัก 0.1 กรัม 

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัม

ตอลิตร เติมน้ําตาลซูโครส ซอรบิทอล แมนนิทอล และกลูโคส ความเขมขน 10  20  30  40  50 

และ 60 กรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน 

ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

บันทึกน้ําหนักสดของแคลลัสท่ีเพ่ิมข้ึนเปรียบเทียบกันในแตละชนิด และความเขมขนของน้ําตาลท่ี

ทดสอบแยกกัน โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการ

ทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 5 หลอด    
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3. ศึกษาผลของชนิดผงวุนตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส                                                                 
     นําแคลลัสจากการทดลองท่ี 1 อายุ 1 เดือน โดยชั่งแคลลัสปริมาณ 0.1 กรัม 

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
เติมน้ําตาลท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจากการทดลองท่ี 2 เติมผงวุน 2 ชนิดคือ วุนตรานางเงือก 7.5 กรัมตอลิตร 
หรือวุนไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 
ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1 เดือน บันทึกน้ําหนักสดแคลลัสท่ีเพ่ิมข้ึน เปรียบเทียบกันระหวางผงวุนท้ัง 2 ชนิด โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี T-test แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 
5 หลอด 
 
 
ผลการศึกษา 
 

1. ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนํา
แคลลัสจากตาเขียว 
จากการนําชิ้นสวนตาเขียวท่ีปลอดเชื้อแลวมาวางเลี้ยงบนอาหาร MS ท้ัง 12 สูตร 

เปนเวลา 1 เดือน พบวา อาหาร MS ท่ีเติมฺ BA รวมกับ 2, 4-D สามารถชักนําแคลลัสได 3 ชนิด 
ชนิดท่ีหนึ่งเปนแคลลัสลักษณะท่ีเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว (ภาพท่ี 1.2 ก) ชนิดท่ีสองเปน
แคลลัสลักษณะท่ีเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง (ภาพท่ี 1.2 ข) และชนิดท่ีสามเปนแคลลัสลักษณะ
ท่ีเกาะกันแนนเปนกลุมกอนเหลือง (ภาพท่ี 1.2 ค) ซ่ึงอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําแคลลัสท่ีมีลักษณะเกาะกันแนน
เปนกลุมกอนสีเขียว (ชนิดท่ี 1) ไดสูงสุด 87.50 เปอรเซ็นต แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) 
กับทรีตเมนตอ่ืน ๆ (ตารางท่ี 1.1) ซ่ึงแคลลัสท่ีพัฒนามาจากตาเขียวท้ัง 3 ชนิด มีเพียงสองชนิดท่ี
สามารถนําไปใชในการทดลองตอไปได คือแคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว (ชนิดท่ี 1) 
และแคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวมๆ สีเหลือง (ชนิดท่ี 3) สวนแคลลัสท่ีมีลักษณะเกาะกันแนน
เปนกลุมกอนสีเหลือง (ชนิดท่ี 2) เม่ือยายเลี้ยงลงบนอาหารใหมจะมีสีซีดไปเรื่อย ๆ และตายลงใน
ท่ีสุด  
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ตารางท่ี 1.1 ผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการสรางแคลลัส 

จากการเพาะเลี้ยงตาเขียวในอาหารสูตร MS เปนเวลา 1 เดือน 

สูตร
อาหาร 

สารควบคุมการเจริญเติบโต              
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

การสรางแคลลัส (%) 

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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 1.2 ลักษณะการสรางแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาสีเขียวบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 1 เดือน 
(บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. แคลลัสชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว)                               
ข. แคลลัสชนิดท่ี 2 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเหลือง)                                         
ค. แคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง)              
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2. ผลของชนิดและความเขมขนของน้ําตาลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
     หลังจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาเขียวลงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน  

0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน จากนั้นนําแคลลัส
ชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว) และแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะ
เกาะกันแบบหลวมๆ สีเหลือง) จากการทดลองท่ี 1 น้ําหนัก 0.1 กรัม วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปรียบเทียบชนิด
ของน้ําตาลท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ ตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
พบวา การเติมน้ําตาลซูโครสใหน้ําหนักสดของแคลลัสท้ัง 2 ชนิด สูงกวาการเติมน้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) ซ่ึงการเติมน้ําตาลซูโครสความระดับเขมขน 30 กรัมตอลิตร 
ใหน้ําหนักสดของแคลลัสชนิดท่ี 1 และแคลลัสชนิดท่ี 3 ไดสูงสุด 0.56 กรัม และ 0.56 กรัม 
ตามลําดับ รองลงมา คือ การเติมน้ําตาลซูโครส ท่ีความระดับเขมขน 40 กรัมตอลิตร สามารถเพ่ิม
น้ําหนักสดของแคลลัสชนิดท่ี 1 และแคลลัสชนิดท่ี 3 ได 0.53 และ 0.33 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความ
แตกตางทางสถิติ สวนซอรบิทอลท่ีระดับความเขมขน 10 และ 20 กรัมตอลิตร มีการเพ่ิมปริมาณ
แคลลัสนอยมากเม่ือเปรียบเทียบกับน้ําตาลแมนนิทอล และกลูโคส ซ่ึงไมมีการเพ่ิมปริมาณของ
แคลลัส และแคลลัสมีลักษณะซีดและตายในท่ีสุด (ตารางท่ี 1.2 ภาพท่ี 1.3 และ 1.4) 
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ตารางท่ี 1.2 ผลของน้ําตาลท่ีเติมในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพ่ิมน้ําหนักสดแคลลัส หลังเพาะเลี้ยง
เปนเวลา 1 เดือน 

 

ชนิดของ
น้ําตาล 

ความเขมขน   
(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 

ซอรบิทอล 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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 1.3 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 1 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว) เม่ือ

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 10 และ 20 กรัมตอลิตร  
ข. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 30 และ 40 กรัมตอลิตร  
ค. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 50 และ 60 กรัมตอลิตร  
ง. เติมซอรบิทอลท่ีความเขมขน 10 และ 20 กรัมตอลิตร  
จ. เติมกลูโคส และแมนนิทอลท่ีความเขมขนตาง ๆ 
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ภาพท่ี 1.4 ลักษณะของแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง) เม่ือ

วางเลี้ยงบนอาหารสตูร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร เติมน้ําตาลท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 10 20 50 และ 60 กรัมตอลิตร  
ข. เติมซูโครสท่ีความเขมขน 30 และ 40 กรัมตอลิตร  
ค. เติมซอรบิทอล กลูโคส และแมนนิทอลท่ีความเขมขนตาง ๆ 
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3. ผลของชนิดผงวุนตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส       
     หลังจากนําแคลลัส อายุ 1 เดือน ท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาเปรียบเทียบชนิด

ของวุนในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน พบวา การเติมไฟตาเจลใหน้ําหนักสดของแคลลัสชนิดท่ี 1 
(แคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว) และแคลลัสชนิดท่ี 3 (แคลลัสลักษณะเกาะกัน
แบบหลวมๆ สีเหลือง) ไดสูงสุด 0.63 กรัม และ 0.42 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงน้ําหนักสดท่ีไดจากแคลลัส
ท้ัง 2 ชนิดสูงกวาการเติมผงวุนนางเงือก แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) (ตารางท่ี 
1.3 และภาพท่ี 1.5) 

 
ตารางท่ี 1.3 ผลของวุนหรือไฟตาเจลท่ีเติมในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตรตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัสหลังจาก
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

 

 
ชนิดวุน 

การเพ่ิมน้ําหนักสดของแคลลัส (กรัม) 
แคลลัสชนิดท่ี 1 แคลลัสชนิดท่ี 3 

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

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 1.5 ลักษณะของแคลลัส เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ 2,4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร หรือไฟตาเจล 2 กรัม
ตอลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 1 ท่ีมีการเติมผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร 
ข. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 1 ท่ีมีการเติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร 
ค. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 3 ท่ีมีการเติมผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร 
ง. ลักษณะแคลลัสชนิดท่ี 3 ท่ีมีการเติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร  
จ. างเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 



 
 
 

22 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําแคลลัสจากตาเขียวของ
ยางพารา พบวา สูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร ใหการเกิดแคลลัสสูงสุด 87.50 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน เนื่องจากในความ
เขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตสงผลตอความสมดุลระหวางออกซินกับไซโตไคนิน ซ่ึง BA 
เปนสารในกลุมไซโตไคนินมีผลตอการแบงเซลล โดยท่ัวไปรากของพืชจะเปนตัวสังเคราะหไซโตไคนิน 
มีผลตอการสรางยอด สวน 2, 4-D เปนสารในกลุมออกซินมีผลตอการแบงเซลล โดยท่ัวไปยอดของ
พืชจะเปนตัวสังเคราะหออกซิน มีผลตอการสรางราก เม่ือสัดสวนของฮอรโมนท้ังสองกลุมนี้อยูใน
ระดับท่ีใกลเ คียงกัน สงผลโดยตรงตอการเปลี่ยนแปลงพัฒนาของเซลลกลายเปนแคลลัส                      
ซ่ึงสอดคลองกับ Te-chato และ Chartikul (1993) ไดเพาะเลี้ยงเยื่อหุมเมล็ดออนท่ีตัดแยกจาก
เมล็ดท่ียังไมสุกแกบนอาหารสูตรตาง ๆ พบวา เยื่อหุมเมล็ดออนของผลอายุ 8 สัปดาห ท่ีเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับน้ําตาล
ซูโครส 5-6 เปอรเซ็นต สงเสริมการเพ่ิมจํานวนแคลลัสไดดีท่ีสุด อยางไรก็ตาม Raju และคณะ (2014) 
ชักนําแคลลัสจากใบของขม้ินขาวปาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ BA ท่ีระดับความเขมขนต่ํา ก็สามารถชักนําแคลลัสไดสูงสุด 86.7 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยงให
ไดรับแสง 16 ชั่วโมงตอวัน เปนเวลา 8 สัปดาห 

จากการศึกษาผลของน้ําตาลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส พบวา น้ําตาลซูโครส
เขมขน 30 กรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมปริมาณน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุด 0.56 กรัมตอลิตร สอดคลอง
กับรายงานของ Chua (1966) อางโดย Carron และคณะ (1989) ท่ีทําการวางเลี้ยงชิ้นสวนของใบเลี้ยง 
และลําตนของตนกลายางพาราบนอาหารสูตร MS พบวา ความดันออสโมติกและความเปนกรดเปนดาง
ของอาหาร มีผลตอการชักนําการเจริญเติบโตของแคลลัส และพบวาอาหารท่ีเติมน้ําตาลซูโครสชักนํา
การเปลี่ยนแปลงของชิ้นสวนไดดีกวาน้ําตาลซอรบิทอล เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลโมเลกุลคู
ท่ีสามารถสลายตัวไดงาย เม่ือสะลายตัวแลวจะไดเปน น้ําตาลกลูโคส และฟรักโทส เปนสารประกอบ
สําคัญในข้ันตอนไกลโคลิซีสในพืช (ประดิษฐ , 2547) ซ่ึงกลูโคสยังเปนสารตั้งตนท่ีสําคัญใน
กระบวนการหายใจของพืช เพ่ือใหไดพลังงานมาใชภายในเซลล มีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึมใน
การหายใจท่ีเขาสูกระบวนการไกลโคลิซีส และวัฎจักรเครบ และในท่ีสุดจะปลดปลอยพลังงาน
ออกมาเพ่ือใชในกิจกรรมตางๆ ของเซลลอีกดวย (ชวนพิศ, 2544) น้ําตาลชนิดนี้พบมากในพืชชั้นสูง 
เนื่องจากในธรรมชาติพืชเก็บสะสมพลังงานในรูปของน้ําตาลซูโครสเปนสวนใหญ (สมปอง, 2539) 
น้ําตาลซูโครสใหคาออสโมติกโพเทนเซียลท่ีต่ํากวาน้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ และมีความเหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ท้ังยังสามารถรักษาระดับความเปนกรดเปนดางไดใกลเคียงกับคาเปนกรดเปนดาง
กอนและหลังนึ่งฆาเชื้ออาหาร ท้ังนี้ชนิดและความเขมขนของน้ําตาลท่ีเติมในอาหารเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อข้ึนอยูกับชนิด ชิ้นสวนและระยะการพัฒนาของพืชดวย (Paiva and Otoni, 2003)  
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จากการศึกษาผลของวุนตรานางเงือก หรือไฟตาเจลตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
พบวา ไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร ท่ีเติมลงในสูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัส 
ชนิดท่ี 1 และชนิดท่ี 3 ไดสูงสุด 0.63 และ 0.42 กรัม ตามลําดับ สอดคลองกับ Srichuay และคณะ 
(2014) ท่ีศึกษาผลของวุนตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอในอับละอองเกสร
ยางพารา พบวา การวางเลี้ยงแคลลัสอายุ 8 สัปดาห บนอาหารสูตร MS เติมไฟตาเจล 2 กรัมตอลิตร 
หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห สามารถเพ่ิมน้ําหนักแคลลัสไดสูงสุด 7.63 กรัม และคํานูณ 
(2539) ทดลองเลี้ยงเมล็ดมังคุด พบวา วุนไฟตาเจลสงเสริมการสรางแคลลัสเนื่องจากไฟตาเจลสงเสริม
การสรางแคลลัส และเปนวุนสั ง เคราะห ท่ี มีความบริสุทธิ์สู ง ซ่ึ ง มีองคประกอบของโพลี                
แซคคาร ไรด ท่ี ซับซอน  ซ่ึ ง เปนผลิตภัณฑจากแบคทีเรีย  Pseudomonas elodea แรธาตุ 
สารอินทรีย โพแตสเซียมและแมกนีเซียมปริมาณสูง สงผลใหชิ้นสวนพืชสามารถดูดน้ํา ธาตุอาหาร และ
สารควบคุมการเจริญเติบโตไดอยางดี สวนวุนตรานางเงือกนั้นถึงแมวาไมพบลักษณะผิดปกติใด ๆ ใน
การศึกษาแตจํานวนแคลลัสท่ีไดนอยกวาการใชไฟตาเจล เนื่องจากวุนตรานางเงือกมีองคประกอบ
ของโซเดียมและทองแดงสูง ซ่ึงสารดังกลาวโดยเฉพาะทองแดงเปนพิษตอพืช และยังไปดูดซับสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินไว ทําใหพืชไมสามารถนําสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมนี้
ไปใชประโยชนได (Bonga, 1992 อางโดย คํานูณ, 2539) ประกอบกับการศึกษาดังกลาวเพาะเลี้ยง
แคลลัสบนอาหารสูตร MS ซ่ึงสูตรอาหารดังกลาวมีองคประกอบของธาตุไนโตรเจนสูง และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตพวกออกซินและไซโตไคนินในปริมาณท่ีเหมาะสม สงเสริมการสรางแคลลัส
ไดดี แตเม่ือเพาะเลี้ยงเปนเวลานานข้ึน สงผลใหชิ้นสวนแคลลัสมีการดูดน้ํา ธาตุอาหาร และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมากเกินไป ทําใหลักษณะแคลลัสท่ีไดจากการใชวุนไฟตาเจลมีสีซีด แตการ
เพ่ิมปริมาณของแคลลัสก็ยังเพ่ิมไดดี 
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การทดลองที่ 2  
 

ปจจัยที่มีผลตอการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ                      
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 
 

การชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโชมาติกเอ็มบริโอไดนั้น ตองอาศัยปจจัยตางๆ
ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดพืช ธาตุอาหาร สภาพแวดลอม สารควบคุมการเจริญเติบโต และแหลงคารบอน 
การขยายพันธุพืชดวยโซมาติกเอ็มบริโอเปนการขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศท่ีมีความสําคัญในพืช
หลาย ๆ ชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชท่ีขยายพันธุดวยวิธีการปกติท่ีทําไดยากในธรรมชาติ 
พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอมี 4 ระยะ เอ็มบริโอรูปกลม รูปหัวใจ รูปทอรปโด และระยะสรางใบเลี้ยง 
(สมปอง, 2539) การพัฒนาของเอ็มบริโอเกิดจากไขท่ีไดรับการผสมหรือไซโกต โดยเริ่มจากไซโกตแบง
ตัวออกเปน 2 เซลล ท่ีมีขนาดไมเทากัน เซลลท่ีมีขนาดเล็ก เรียกวา apical cell ซ่ึงอยูทางดานบน
สวนเซลลท่ีมีขนาดใหญกวาอยูทางดานลาง เรียกวา basal cell สวนท่ีจะพัฒนาเปนเอ็มบริโอก็คือ 
สวนของ apical cell ซ่ึงจะแบงตัวเพ่ิมจํานวนเซลลมากข้ึนเรื่อย ๆ จนมีลักษณะเปนกอนกลม และ
เรียกระยะนี้วา ระยะ globular-shaped embryo ตอจากนั้นก็จะเปลี่ยนเปนรูปหัวใจ จึงเรียกระยะ
นี้วา ระยะ heart-shaped embryo จนสุดทายเม่ือเอ็มบริโอพัฒนาเจริญเต็มท่ีจะมีรูปรางเหมือน
ทอรปโต จึงเรียกระยะนี้วา torpedo-shaped embryo สวนของ basal cell จะแบงตัวทางดาน
ขนาน (periclinal division) เทานั้น จะไดเปนเซลลแถวยาว ท่ีเรียกวา suspensor ซ่ึงทําหนาท่ีชวย
ยึดตัวเอ็มบริโอใหฝงอยูใน nucellus และชวยดูดซึมอาหารใหแกเอ็มบริโอเซลลท่ีอยูตรงรอยตอ
ระหวางตัวเอ็มบริโอกับ suspensor เรียกวา hypolysis cell ซ่ึงทําหนาเปนจุดกําเนิดของราก เม่ือ
เอ็มบริโอพัฒนาเจริญเต็มท่ีแลวสวนของ suspensor ก็จะหมดหนาท่ีและสลายตัวไป (สถาบันวิจัยและ
ฝกอบรมการเกษตรลําปาง, 2547) การขยายพันธุยางพาราโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถทํา
ไดจากชิ้นสวนใดชิ้นสวนหนึ่งของตนเพ่ือใหเจริญเปนพืชตนใหม กระบวนการสรางพืชตนใหมจาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี 2 กระบวนการ คือ กระบวนออแกโนเจเนซีสและกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซีส 
ซ่ึงชิ้นสวนท่ีมีการใชในการชักนําโซมาติกเอ็มบริโอสวนใหญมาจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนอับละออง
เกสร (Hua, 2010) หรือเปลือกหุมเมล็ดออน (Te-chato และ Chartikul, 1993) โดยการชักนําเอ็มบริโอ     
เจนิคแคลลัสเริ่มตนจากชิ้นสวนดังกลาว และเพาะเลี้ยงตอไปบนอาหารท่ีเหมาะสมจนมีการพัฒนาเปน
โซมาติกเอ็มบริโอ เนื่องจากเปนการพัฒนาของเซลลรางกายโดยตรง ตนยางท่ีไดก็จะตรงตามพันธุ           
มีความสมํ่าเสมอ และเหมือนตนแมทุกประการ ปญหาท่ีพบในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา คือ 
ความสามารถในการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนั้นคอนขางนอย ดังนั้นในระยะนี้หากมีการใชสูตร
อาหารท่ีรวมกับสภาพการวางเลี้ยงท่ีเหมาะสม ก็จะเปนตัวกระตุนใหเกิดการพัฒนาจากเอ็มบริโอ          
เจนิคแคลลัสเปนโซมาติกเอ็มบริโอในปริมาณท่ีเพ่ิมมากข้ึนดวย 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 
การเตรียมช้ินสวนพืช 
 

ใชแคลลัสชนิดท่ี 1 ท่ีชักนําในอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ผงวุน 7.5 กรัมตอลิตร อายุ 
1 เดือน (ภาพท่ี 2.1) วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน 
ความเขมแสง 12.67 โดยยายเลี้ยงแคลลัสลงอาหารใหมสูตรเดิมทุก ๆ 1 เดือน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2.1 ลักษณะของแคลลัสท่ีใชในการชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือ

วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน    
2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ศึกษาผลของการสรางแผลโดยการสับช้ินสวนพืชตอการเกิดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําแคลลัสอายุ 1 เดือน (ยายเลี้ยงทุกเดือน เปนเวลา 6 เดือน) น้ําหนัก 0.1 กรัม 

ท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาสับดวยความถ่ี (จํานวนครั้ง) ท่ีแตกตางกัน ดังนี้ 0  80  90 และ 100 
ครั้งตอชิ้นสวนแคลลัส จากนั้นยายแคลลัสท่ีผานการสับแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 
BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศา
เซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
ยายเลี้ยงบนอาหารใหมสูตรเดิมอีกครั้ง เปนระยะเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแตละความถ่ีของการสับ ใชแผนการทดลอง
แบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 4 หลอด 
 

2. ผลของจํานวนครั้งของการยายเล้ียงตอการเพ่ิมปริมาณเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําแคลลัสท่ีผานการสับดวยความถ่ีท่ีดีท่ีสุด จากการศึกษาท่ี 1 ไปเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร
ยายเลี้ยงทุก ๆ 1 เดือน เปนเวลา 4 เดือน เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหม
สูตรเดิม เปนระยะเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ขนาดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแตละครั้งของการยายเลี้ยงโดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 4 หลอด 
 

3. ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
 นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดจากการทดลองท่ี 2 มาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร  

MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และซิลเวอรไนเตรท 
ความเขมขน 0 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยง
บนอาหารใหมสูตรเดิม เปนระยะเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ
เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของซิลเวอรไนเตรท ใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 4 หลอด 
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ผลการศึกษา 
 

1. ผลของการสรางแผลโดยการสับแคลลัสตอการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
และโซมาติกเอ็มบริโอ 

 จากการนําชิ้นสวนแคลลัสขนาด 0.1 กรัม ท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาสับตาม
จํานวนครั้ง 0  80  90 และ 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน พบวา การสับชิ้นสวนแคลลัส 100 ครั้ง 
แคลลัสสามารถพัฒนาไดเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอไดดี ท่ีสุด 98.45 
เปอรเซ็นต และ 5.1 เอ็มบริโอ รองลงมาคือการสับชิ้นสวนแคลลัส 90 ครั้ง แคลลัสสามารถพัฒนาได
เปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 86.33 เปอรเซ็นต และใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 4.4 เอ็มบริโอ และตัด
ชิน้สวนแคลลัส 80 ครั้ง แคลลัสสามารถพัฒนาไดเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 86.33 เปอรเซ็นต และ
ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 2.4 เอ็มบริโอ ตามลําดับ (ตารางท่ี 2.1 และภาพท่ี 2.2)  
 
 ตารางท่ี 2.1 ผลของความถ่ีในการสับชิ้นสวนพืชตอการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติก

เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน 

 

การสับชิ้นสวนพืช 
(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 

* แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 2.2 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืชดวยจํานวนครั้งท่ีสับท่ีตางกัน 

แลววางเลี้ยงบนอาหาร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D 
เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 

                ก. ไมสับชิ้นสวนพืช 
                ข. สับชิ้นสวนพืชจํานวน 80 ครั้ง 
                ค. สับชิ้นสวนพืชจํานวน 90 ครั้ง 
                ง. สับชิ้นสวนพืชจํานวน 100 ครั้ง 

 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข
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2. ผลของจํานวนครั้งของการยายเล้ียงตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิค 
แคลลัส และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีไดจากการตัด 100 ครั้ง (จากการทดลองท่ี 2) วางเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร
เปนเวลา 4 เดือน พบวา เดือนแรกท่ีวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 
98.45 เปอรเซ็นต และสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอ 5.1 โซมาติกเอ็มบริโอตอชิ้นสวน เม่ือเพ่ิม
ระยะเวลาการยายเลี้ยงนานข้ึน จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอไมสามารถเพ่ิมข้ึนไดและมีจํานวนนอยลง
ตามจํานวนครั้งของการยายเลี้ยงท่ีเพ่ิมข้ึน (ตารางท่ี 2.2 และภาพท่ี 2.3) 
 
ตารางท่ี 2.2 ผลของจํานวนครั้งของการยายเลี้ยง ตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

รวมกับสับชิ้นสวนแคลลัสจํานวน 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 
4 เดือน   

 

จํานวนการยาย
เลี้ยง (ครั้ง) 

เอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส (%) 

ขนาดเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส (ซม.) 

จํานวน 
โซมาติกเอ็มบริโอ/ชิ้นสวน 

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 

* แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 2.3 ลักษณะการสรางโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นสวนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร        
เปนเวลา 4 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 1 

 ข. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 2 
 ค. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 3 
 ง. ยายเลี้ยงครั้งท่ี 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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3.  ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
 นําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส อายุ 1 เดือน ท่ีไดจากการทดลองท่ี 2 มาวางเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับการเติมซิลเวอรไนเตรทท่ีความเขมขนตาง ๆ พบวา สูตร MS รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ซิลเวอรไนเตรทความเขมขน           
1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสท่ีสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุด 9.3 
เอ็มบริโอตอชิ้นสวนท่ีวางเลี้ยง รองลงมาคือ เติมซิลเวอรไนเตรทท่ีความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอได 7.8 เอ็มบริโอตอชิ้นสวนท่ีวางเลี้ยง (ตารางท่ี 2.3 และภาพท่ี 2.4) 

 
ตารางท่ี 2.3  ผลของซิลเวอรไนเตรทตอการเพ่ิมปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับ 2, 4-D เขมขน            
2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการสับแคลลัส 100 ครั้ง เปนเวลา 1 เดือน 

 

ซิลเวอรไนเตรท 
(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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 2.4 ลักษณะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร และซิลเวอร
ไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการสับแคลลัส 100 ครั้ง หลังจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 

 
 
วิจารณผลการทดลอง 
 

การชักนําเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอ ตองอาศัยปจจัยตางๆ เชน
ชนิดพืช ธาตุอาหาร สภาพแวดลอม สารควบคุมการเจริญเติบโต และแหลงคารบอน การขยายพันธุ
พืชดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อผานกระบวนการสรางโซมาติกเอ็มบริโอเปนการขยายพันธุแบบไม
อาศัยเพศท่ีมีความสําคัญในพืชหลาย ๆ ชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชท่ีขยายพันธุดวยวิธีการปกติท่ี
ทําไดยากในธรรมชาติ พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอแบงออกเปน 4 ระยะ คือ ระยะรูปกลม ระยะรูป
หัวใจ ระยะรูปทอรปโด และระยะสรางใบเลี้ยง (สมปอง, 2539) การสับแคลลัสก็เปนปจจัยหนึ่งท่ี
สามารถกระตุนใหชิ้นสวนพืชเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอได รังสฤษฏ (2541) 
รายงานวาการสรางบาดแผลเปนการชวยสงเสริมฮอรโมนพืชจากตําแหนงอ่ืนยายมาตําแหนงท่ีเกิด
บาดแผล และยังเปนการเพ่ิมชองทางใหชิ้นสวนพืชดูดซับน้ําและธาตุอาหารไดดียิ่งข้ึนผานทาง
บาดแผล ซ่ึงจะเปนตัวกระตุนการพัฒนาสวนตางๆในบริเวณนี้ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษานี้ พบวา 
การนําชิ้นสวนแคลลัสขนาด 0.1 กรัม อายุ 1 เดือน มาสับดวยความถ่ีจํานวน 100 ครั้ง แคลลัส
สามารถพัฒนาไดเปนเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 98.45 เปอรเซ็นต และใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอไดดี
ท่ีสุด 5.1 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน สอดคลองกับ Othmani และคณะ (2009) ท่ีชักนําเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสของอินทผาลัมดวยการสรางบาดแผลดวยใบมีดโกนแลวเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS รวมกับ           
2, 4-D เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถสรางเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเพ่ิมข้ึน 3.5 เทา เม่ือเทียบ
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กับแคลลัสท่ีไมสรางบาดแผล และสามารถชักนําการสรางโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุดเฉลี่ย 51 

เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 55 วัน โซมาติกเอ็มบริโอท่ีไดจากการสับสามารถพัฒนาเปนตน
กลาท่ีสมบูรณได ชญาณีย (2557) ศึกษาการสับชิ้นสวนโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันเปนชิ้น
เล็กๆ แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร OPCM (Oil palm culture medium) รวมกับไดแคมบา
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถชักนําการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอใหมไดสูงสุด 2.35 
เอ็มบริโอตอหลอด ซ่ึงการสรางบาดแผลอาจเปนการชวยสงเสริมฮอรโมนพืชจากตําแหนงอ่ืนยายมา
ตําแหนงท่ีเกิดบาดแผล และเพ่ิมชองทางใหชิ้นสวนพืชดูดซับน้ําและธาตุอาหารไดดียิ่งข้ึนผานทาง
บาดแผล ซ่ึงจะเปนตัวกระตุนการพัฒนาของเซลลพืชตอไป 

จํานวนครั้งของการยายเลี้ยงเปนอีกปจจัยหนึ่ง ท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของ
ชิ้นสวนพืช เนื่องจากเม่ือวางเลี้ยงชิ้นสวนพืชท่ีวางเลี้ยงไประยะหนึ่งอาหารจะถูกใชไปหมด 
นอกจากนี้ เซลลยังปลดปลอยสารออกมาเปนพิษตอเซลลเอง สงผลใหเซลลพืชจะหยุดการ
เจริญเติบโต (อารีย, 2541) ดังนั้นจึงจําเปนตองแบงยายชิ้นสวนลงอาหารใหม ซ่ึงในขณะท่ีการ
ทดลองนี้ พบวา จํานวนครั้งของการยายเลี้ยงหลังการสับไมสงผลตอการเพ่ิมจํานวนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส โดยในเดือนแรกท่ีวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 98.45 
เปอรเซ็นต และสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอได 5.1 โซมาติกเอ็มบริโอตอแคลลัส แตเม่ือเพ่ิม
ระยะเวลาการยายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอไมสามารถเพ่ิมข้ึนได และมีจํานวนนอยลงตามจํานวนครั้ง
ของการยายเลี้ยงท่ีเพ่ิมข้ึน อาจเปนไปไดวาจํานวนครั้งของการยายเลี้ยงมีผลตอการสรางน้ํายางท่ี
เพ่ิมข้ึน น้ํายางจะไปอุดตันทอลําเลี้ยงน้ําและอาหาร สงผลใหพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอใน
ยางพาราชาลง 

เม่ือพิจารณาผลของซิลเวอรไนเตรทตอการพัฒนาโซมาติกเอ็มบริโอท่ีความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอลิตร สงผลใหเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุด 9.3 
โซมาติกเอ็มบริโอตอชิ้นสวนท่ีวางเลี้ยง  สอดคลองกับรายงานของ ยุพาภรณ และสมปอง (2556)       
ท่ีศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนขอยางพาราพันธุดั้งเดิม บนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต และพบวา ซิลเวอรไนเตรทความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
และผงถาน 0.5 เปอรเซ็นต สงเสริมการสรางจํานวนยอดเพ่ิมข้ึนเฉลี่ย 3 ยอดตอชิ้นสวน และชิ้นสวน
ยอดสามารถสรางรากได 100 เปอรเซ็นต วุฒิชัย และสมปอง (2557) รายงานผลในทํานองเดียวกัน
กับการขยายพันธุกลวยไมเขากวางออน (Phalaenopsis cornu-cervi) โดยการชักนําเปนพืชตน
ใหมจากแคลลัส บนอาหารสูตร MS เติมน้ํามะพราว 15 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส 2 เปอรเซ็นต            
ซิลเวอรไนเตรทความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน 0.2 เปอรเซ็นต ใหการเจริญเติบโตของ
แคลลัสไดดีท่ีสุด ซ่ึงใหน้ําหนักสดแคลลัสสูงสุด 499 มิลลิกรัม และเกิดเนื้อเยื่อสีน้ําตาลนอย แสดงให
เห็นวาการเติมซิลเวอรไนเตรทในอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงนอกจากจะชวยลดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาล
แลวยังสงเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัส ชวยลดการเกิดอาการเนื้อเยื่อสีน้ําตาล ซ่ึงอาการเนื้อเยื่อ
สีน้ําตาลเกิดจากเอทิลีนท่ีแคลลัสสรางข้ึน โดยเอทิลีนจัดเปนฮอรโมนพืชท่ีมีความสําคัญใน
กระบวนการตาง ๆ ในวงจรชีวิตของพืชมีสวนชวยในการกระตุนหรือยับยั้งการเจริญเติบโตตั้งแตงอก
ออกจากเมล็ดจนพืชตาย (Dugardeyn and Straeten, 2008) โดยเอทิลีนชวยสงเสริมการสุกของ
ผลไม ทําใหเกิดการหลุดรวงของใบ และการเหี่ยวของดอก (Kumar et al., 2009) แมจะไมมีการ
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รายงานกระบวนการทํางานของซิลเวอรไนเตรทในการยับยั้งผลของเอทิลีน แตมีการรายงานผลของ
ซิลเวอรไนเตรทวาชวยสงเสริมการทํางานของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแตงกวาสูงสุดท่ี 178.2 
เปอรเซ็นต เม่ือเติมซิลเวอรไนเตรทไปเปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 284.6 เปอรเซ็นต เม่ือทดสอบสาร
เปนเวลา 36 ชั่วโมง (Xin et al., 2000) เอนไซมเปอรออกซิเดสมีหลายชนิดในพืชเปนเอนไซมท่ีชวย
กระตุนปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงมีความสําคัญตอกระบวนการเมแทบอลิซึมมีสวนสําคัญตอการพัฒนา
และการเจริญเติบโตของพืช การใชซิลเวอรไนเตรตในอาหารสังเคราะหชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
สรางแคลลัสไดรวดเร็วและแคลลัสมีการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็ว รวมถึงการพัฒนาของแคลลัสดวย  
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การทดลองที่ 3 

การพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอ 
Plantlet Regeneration from Somatic Embryo 
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บทนํา 

การพัฒนาไปเปนตนพืช จะผานการพัฒนาอยู 2 วิธี คือ ออรแกนโนเจเนซิส และ 
เอ็มบริโอเจเนซิส ออรแกโนเจเนซิส คือ การพัฒนาเปนอวัยวะปกติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมักได
แคลลัส จากแคลลัสท่ีไดถามีการสรางอวัยวะข้ึนมา เชน ราก ลําตน ใบ หรือดอก การเกิดยอดและ
รากคอนขางงายกวาอวัยวะอยางอ่ืน ดวยเหตุผลดังนี้ ชิ้นสวนพืชท่ีนํามาเลี้ยงเกิดการเปลี่ยนแปลง
กลับไปเปนเนื้อเยื่อเจริญใหม มีไซโทพลาสซึมเขมขนนิวเคลียสใหญเห็นไดชัด และชิ้นสวนพืช        
ท่ีเพาะเลี้ยงมีจุดกําเนิดของยอดและรากอยูแลว เชน เอาขอมาเลี้ยงตรงขอมีตาเพราะฉะนั้นขอจะ
เจริญใหยอด ถาเอาปลองมาเลี้ยงจะไดแคลลัส อวัยวะท่ีเกิดใหมมีเนื้อเยื่อลําเลียงติดตอกับชิ้นสวน
พืชท่ีเอามาเลี้ยงเซลลเริ่มตน ในการเกิดอวัยวะนั้นมีเพียงไมก่ีเซลลท่ีเก่ียวของ อาจเจริญมาจากเซลล
เพียงเซลลเดียวโดยท่ีหนึ่งเซลลนั้นมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนสวนตาง ๆ เชน ราก ยอด ใบ หรือเจริญ
มาจากกลุมเซลลขางเคียงกันโดยท่ีกลุมเซลลเหลานั้นมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนสวนตาง ๆ เอ็มบริโอ
เจเนซิส คือ การพัฒนาเปนตนออน เอ็มบริโอเจเนซิสหรือโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส คือ ซ่ึงมีการ
พัฒนาเปนข้ันตอนตาง ๆ ดังนี้ คือ จากเอ็มบริโอเปลี่ยนเปนรูปกลม รูปหัวใจ รูปทอรปโด และตนกลา 
ตามลําดับ (รังสฤษฏ, 2541) ขอแตกตางระหวางออรแกโนเจเนซีสและเอ็มบริโอเจเนซีส มีดวยกัน
หลายประการคือ การเชื่อมตอระหวางยอดและราก (shoot-root connection) ในการเกิดออรแกน
โนเจเนซิสนั้นการเกิดยอดและรากจะเปนอิสระตอกัน คือ การเกิดยอดและรากอาจจะไมติดตอกันก็
ได รากอาจจะเกิดจากบริเวณหนึ่ง สวนยอดจะเกิดอีกบริเวณหนึ่ง แมบนแคลลัสกอนเดียวกัน แตใน
บางครั้งอาจจะพบวา เนื้อเยื่อท่ีเกิดยอดและรากอยูใกลกันอาจจะเจริญติดกันได หรือเนื้อเยื่อสวน
ยอดดานโคน อาจจะสามารถเกิดรากข้ึนมาจนเกิดเปนตนพืชท่ีสมบูรณได สวนในเอ็มบริโอเจเนซิส
สวนยอดและรากจะตองติดตอกัน เนื่องจากพัฒนามาจากเซลล ๆ เดียวกัน และ polarity การเกิด
ยอดหรือรากในแคลลัสนั้น ข้ึนอยูกับปจจัยภายนอกหรือสิ่งท่ีจะมากระตุนใหเกิดเปน meristematic 
cell ซ่ึงจะพัฒนาไปเปนยอดหรือรากก็ได  

โดยท่ัวไปโซมาติกเอ็มบริโอจะสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาไดดี เม่ือยายไป
เพาะเลี้ยงบนอาหารท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือสูตรอาหารท่ีลดความเขมขนของ
องคประกอบตางๆ ลงครึ่งหนึ่ง โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณ มีความ
แข็งแรง ซ่ึงพืชแตละชนิดมีความตองการสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตท่ีแตกตางกัน 
หรือตองอาศัยปจจัยตาง ๆ เชน สารควบคุมการเจริญเติบโต แสง อุณหภูมิ ภาชนะเพาะเลี้ยง ดังนั้น
การศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมนี้ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุยางพาราใหไดจํานวนมากใน
ระยะเวลาอันสั้น ดังนั้นการศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมนี้ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุยางพารา
ใหไดจํานวนมากในระยะเวลาอันสั้น สําหรับตาเขียวยางพาราซ่ึงยังไมเคยมีรายงานการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการพัฒนาเปนพืชตนใหมในหลอดทดลอง มีความจําเปนตองศึกษาปจจัยเหลานั้นเพ่ือ
วัตถุประสงคท่ีกลาวมาแลวขางตน 
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วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 

การเตรียมช้ินสวนพืช 

ใชโซมาติกเอ็มบริโอท่ีชักนําบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร อายุ 1 เดือน (ภาพท่ี 3.1) 
จากนั้นนําไปวางเลี้ยงภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาที ท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส  

 

 

 
 
ภาพท่ี 3.1 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอท่ีใชในการชักนําพืชตนใหม เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารสูตร

MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซิลเวอรไนเตรท 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 

1. ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ 
นําโซมาติกเอ็มบริโอ อายุ 1 เดือน (ภาพท่ี 3.1) มาวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

MS ท่ีลดความเขมขนขององคประกอบลง 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS ½ MS และ MS ปกติ
รวมกับน้ําตาลซูโครสเขมขน 3 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหม
สูตรเดิมทุกเดือน เปนเวลา 2 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดยอดและจํานวนยอด เปรียบเทียบกัน
แตละความเขมขนของสูตรอาหาร โดยวางแผนการทดลอง CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
แตละการทดลองทํา 3 ซํ้า ๆ ละ 3 หลอด 
 

2. ผลของชนิดสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม 
นําตนท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 มาวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ซ่ึงเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต 2 ชุดการทดลอง คือ ชุดท่ี 1 เติม BA เขมขน 0.01 และ 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 0.1  0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร ชุดท่ี 2 เติม TDZ เขมขน 0.01 และ 
0.05 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA เขมขน 0.1  0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร วางเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 
28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตาราง
เมตรตอวินาที ยายเลี้ยงบนอาหารใหมสูตรเดิมทุกเดือน เปนเวลา 2 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิด
ยอดและจํานวนยอด เปรียบเทียบกันในแตละชุดการทดลอง ท่ีมีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต
ท่ีแตกตางกัน ใชแผนการทดลอง CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 3 
ซํ้า ๆ ละ 3 หลอด  
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ผลการศึกษา 

1. ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ 
จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอ อายุ 1 เดือน มาวางเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

MS ท่ี 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS ½ MS และ MS ปกติ รวมกับน้ําตาลซูโครสเขมขน 3 
เปอรเซ็นต พบวา สูตรอาหาร ½ MS ท่ีลดความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ลงมาครึ่งหนึ่ง โซมาติก
เอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณไดสูงสุด 57.66 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 
4.14 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ รองลงมาคือ สูตรอาหาร ¼ MS โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปน
พืชตนใหมท่ีสมบูรณได 53.17 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอด 2.23 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึงมีความ
แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) โดยสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการศึกษานี้ใชในการ
เพ่ิมปริมาณยอด เพ่ือใชในการขยายพันธุยางพาราพันธดั้งเดิม ซ่ึงมีความสําคัญทางการเกษตรในอัน
ท่ีจะปรับปรุงพันธุยางพาราตอไปในอนาคต (ตารางท่ี 3.1 และภาพท่ี 3.2)  

 
ตารางท่ี 3.1 ผลของความเขมขนของสูตรอาหารตาง ๆ ตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติก

เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 

ความเขมขนของสูตรอาหาร 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 

*แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 3.2 พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอ เม่ือวางเลี้ยงบนอาหารท่ีมีความเขมขนของ

องคประกอบธาตุอาหารท่ีตางกัน เปนเวลา 2 เดือน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. สูตรอาหาร ¼ MS 
ข. สูตรอาหาร ½ MS 
ค. สูตรอาหาร MS 
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1. ผลชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม 
เม่ือนําโซมาติกเอ็มบริโอ อายุ 1 เดือน วางเลี้ยงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติม

สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีความเขมขนตาง ๆ พบวา สูตรอาหาร ½ MS เติม BA เขมขน 0.05
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร โซมาติกเอ็มบริโอสามารถพัฒนาเปน
ตนพืชท่ีสมบูรณได 100 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 2.6 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึงไมมี
ความแตกตางทางสถิติกับสูตรอาหาร ½ MS เติม BA เขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D 
เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงใหจํานวนยอด 2.6 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ เชนเดียวกัน (ตารางท่ี 
3.2 และภาพท่ี 3.3) 
 
ตารางท่ี 3.2 ผลของชนิด สารควบคุมการเจริญเติบโตตอการพัฒนาเปนพืชตนใหม เม่ือวางเลี้ยง

โซมาติกเอ็มบริโอ บนสูตรอาหาร ½ MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตตาง ๆ 
เปนเวลา 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 

*แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท ี่ 3.3 ลักษณะพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอท่ีเพาะเลี้ยงจากตาเขียว วางเลี้ยงบนสูตร

อาหาร ½ MS รวมกับการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา   
2 เดือน (บาร =0.5 เซนติเมตร) 
ก. เติม BA เขมขน 0.01 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ 2, 4-D เขมขน 0.1 0.2 และ 

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
ข. เติม BA เขมขน 0.05 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ 2, 4-D เขมขน 0.1 0.2 และ

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
ค. เติม TDZ เขมขน 0.01 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ NAA เขมขน 0.1 0.2 และ 

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
ง. เติม TDZ เขมขน 0.05 ม ิลลิกรัมตอลิตร รวมก ับ NAA เขมขน 0.1 0.2 และ 

0.3 ม ิลลิกรัมตอลิตร 
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ว ิจารณ ผลการทดลอง 
 

การลดความเขมขนองคประกอบธาตุอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
สามารถกระตุนใหเซลลพืชเกิดความเครียด สงผลใหภายในเซลลพืชมีการสะสมคารโบไฮเดรต และ
โปรตีน จึงทําใหเกิดการพัฒนาเซลลพืชข้ึนอยางรวดเร็ว โดยจากการศึกษาครั้งนี้ พบวา สูตรอาหาร 
½ MS ท่ีลดความเขมขนขององคประกอบตาง ๆ ลงมาครึ่งหนึ่ง โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโต
เปนพืชตนใหมท่ีสมบูรณไดสูงสุด 57.66 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 4.14 ยอดตอโซมาติก
เอ็มบริโอ รองลงมาคือ สูตรอาหาร ¼ MS โซมาติกเอ็มบริโอสามารถเติบโตเปนพืชตนใหม                
ท่ีสมบูรณได 53.17 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอด 2.23 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ อาหารท่ีลด
องคประกอบของธาตุอาหารลงมาครึ่งหนึ่ง ใหเปอรเซ็นตการสรางยอด และมีพัฒนาของโซมาติก
เอ็มบริโอไดสูงกวาการทดลองอ่ืน ๆ เนื่องจากเซลลพืชเกิดความเครียดจากการลดองคประกอบของ
ธาตุอาหาร จึงสงเสริมกระบวนการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึงสอดคลองกับ 
Teixeira (1995) อางโดย ชญานีย (2557) สามารถชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลม
น้ํามันไดสูงสุด 18.1 เปอรเซ็นต บนอาหารสูตร ½ MS ในขณะเดียวกัน Jayashree และคณะ 
(1999) สามารถชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรยางพาราพันธุ RRII 105            
บนอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา โซมาติกเอ็มบริโอใหการพัฒนา
เปนตนออนปกติได 27 เปอรเซ็นต นอกจากนี้การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เขมขน 0.05 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพใหแสง สามารถใหจํานวน
ยอดสูงสุด 2.6 ยอดตอโซมาติกเอ็มบริโอ สอดคลองกับ Hua และคณะ (2010) ศึกษาการงอกของ
โซมาติเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางโคลน CATAS 7-33-9 และ CATAS 88-13 
พบวา อาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 4.5 ไมโครโมลาร สามารถชักนําใหเกิดพืชตนใหมได
สูงสุด 85 เปอรเซ็นตนอกจากนี้การศึกษาท้ังสองกรณี ยังพบอีกวาโซมาติกเอ็มบริโอบางชิ้นสวนมี
ลักษณะผิดปกติ โดยบางชิ้นสวนมีการสรางรากเพียงอยางเดียว บางชิ้นสวนมีรูปรางท่ีเปลี่ยนแปลงไป 
ท้ังนี้อาจเปนเพราะความไมเหมาะสมของธาตุอาหาร หรือการคัดเลือกโซมาติกมาวางเลี้ยงเพ่ือ
พัฒนาเปนตนกลาท่ีสมบูรณ การศึกษานี้จึงเปนแนวทางหนึ่งในการพัฒนาตนกลาจากโซมาติก
เอ็มบริโอใหมีประสิทธิภาพตอไป 
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การทดลองที ่4 
 
ปจจัยที่มีผลตอการชักนํา และเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนช่ันของแคลลัสจากตาเขียว

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 

 

เซลลซัสเพนชั่น เปนเซลลเด่ียวหรือกลุมเซลลท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวภายใต
สภาพการเขยาเลี้ยงและมีการควบคุมสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม เซลลท่ีไดรับการเพาะเลี้ยงในสภาพ
ดังกลาวมีการเจริญเติบโตและมีวงจรการแบงเซลลท่ีรวดเร็ว สามารถท่ีจะยายเลี้ยงไดเร็วข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็ง การชักนําเซลลซัสเพนชั่นทําไดโดยยายแคลลัส
ท่ีมีลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ (friable callus) และมีสีของแคลลัสโดยท่ัวไปเปนสีเหลืองออน
หรือสีครีม ท้ังนี้เพ่ือการแยกเปนเซลลท่ีมีการเกาะตัวกันนอยลง และในสภาพการเขยาเลี้ยงชวย
สงเสริมใหเซลลท่ีกําลังมีการแบงแยกหลุดออกมาไดงาย หลังจากท่ียาย friable callus ลงไป
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว แรงเขยาจากเครื่องเขยาทําใหเซลลท่ีเกิดใหมแตละเซลลหรือกลุมเซลล
ขนาดเล็กหลุดแยกออกจากกันกลายเปนเซลลซัสเพนชั่น เม่ือเขยาเลี้ยงเปนระยะเวลา 7-10 วัน แลว 
เซลลท่ีปรากฏในซัสเพนชั่นมีหลายขนาดปะปนกัน (คํานูณ, 2542) การเพาะเลี้ยงเซลลในสภาพเขยา
เลี้ยงในอาหารเหลวมีขอไดเปรียบกวาการเลี้ยงในสภาพนึ่งบนอาหารแข็งหลายประการ คือ การ
เคลื่อนยายของเซลลหรือกลุมเซลลในอาหารเหลวชวยแลกเปลี่ยนกาซกับบรรยากาศ ทําใหเซลล
ไดรับธาตุอาหารและอากาศท่ีเพียงพอสมํ่าเสมอ คุณสมบัติการกําหนดข้ัว (ราก-ยอด) ก็ไมมีท้ังนี้
เพราะแรงโนมถวงชวยใหการสรางยอดและรากรวมเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ยังชวย
แกปญหาความตางศักยของความเขมขนธาตุอาหารท่ีชิ้นสวนพืชสัมผัสอยู (สมปอง, 2550)           
การเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานานข้ึนมีการสรางสารท่ีเปนองคประกอบของผนังเซลลและสารเชื่อม
ระหวางเซลลท่ีซับซอนมากข้ึน การหลุดออกมาเปนเซลลเดี่ยวก็ลดนอยลง ดังจะเห็นไดวาเซลล                
ซัสเพนชั่นท่ีมีอายุมากซ่ึงไมมีการยายเลี้ยงมีกอนเซลลในซัสเพนชั่นขนาดใหญมาก จนบางครั้งมี
ขนาดเทากับแคลลัสหนึ่งกอน การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นเพ่ือใหเกิดกลุมเซลลแบบใดแบบหนึ่ง           
ท่ีเฉพาะเจาะจงนั้น ไมสามารถท่ีจะทําได ดังนั้นในทางปฏิบัติจึงตองมีวิธีการแยกกลุมของเซลลขนาด
ตาง ๆ ออกจากกัน แลวยายกลุมเซลลท่ีมีขนาดใกลเคียงกันไปเพาะเลี้ยงเพ่ือใหมีระยะพัฒนาการท่ี
ใกลเคียงกันและมีความเหมาะสม วิธีการนี้เรียกวา synchronization อยางไรก็ตามปจจัยหนึ่งท่ีมี
ผลตอความสมํ่าเสมอของเซลลในซัสเพนชั่นคือ การยายเลี้ยง วิธีการนี้ลดการเกาะตัวกันของเซลล
เปนกลุมเซลลขนาดใหญ สงเสริมใหเซลลมีขนาดและระยะพัฒนาการใกลเคียงกัน (homogenous cell) 
นอกจากนี้การเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาเลี้ยงชวยใหเซลลท่ีแบงหลุดออกมาเปนเซลลอิสระขนาด
ใกลเคียงกัน สามารถเพ่ิมปริมาณไดในระยะเวลาท่ีคงท่ี และดูแลรักษาใหอยูในสภาพดังกลาวเปน
ระยะเวลาท่ียาวนาน ท้ังนี้เพ่ือจะใชประโยชนจากเซลลเด่ียว ๆ ในการผสมผสานการปรับปรุงพันธุ
พืชดวยวิธีการท่ีจําเพาะอ่ืน ๆ ตอไป 
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วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 

การเตรียมช้ินสวน 
 

ใชแคลลัสชนิดท่ี 3 ท่ีชักนําบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพท่ี 4.1 ก) น้ําหนัก 0.5 กรัม ยายไปเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตรชักนําเซลลซัสเพนชั่น เขยาเลี้ยงบนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 100 รอบตอนาที ทําการยาย
เลี้ยงเซลลในอาหารใหมสูตรเดิมทุก ๆ 2 สัปดาห จํานวน 2 ครั้ง ในการยายเลี้ยงแตละครั้งปรับความ
หนาแนนของเซลล โดยการปรับปริมาตรตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.2 ข) แลวนําไป
เลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิมปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร วางเลี้ยง
บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 
14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที  

 

  
 
ภาพท่ี 4.1 ลักษณะแคลลัสตาเขียวยางพาราชนิดท่ี 3 (เกาะกันแบบหลวม ๆ) เม่ือวางเลี้ยงบนอาหาร

แข็งและอาหารเหลว MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 
2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต (บาร=0.5 เซนติเมตร)    
ก. แคลลัสตาเขียวยางพาราเม่ือวางเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
ข. แคลลัสตาเขียวยางพาราเม่ือวางเลี้ยงในอาหารเหลว 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ผลของสูตรอาหารตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนช่ัน 
นําเซลลซัสเพนชั่นอายุ 2 สัปดาหท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA

เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ยายไปเลี้ยงในอาหารใหม 3 สูตร คือ MS OPCM และ WPM อาหารแตละสูตรเติม BA 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวปริมาตร 
25 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมล
ตอตารางเมตรตอวินาที วัดปริมาตรตะกอนเซลลทุก ๆ วัน เปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกการเพ่ิม
ปริมาตรตะกอนเซลลเปรียบเทียบกันในอาหารแตละสูตรในแตละระยะเวลาการเพาะเลี้ยง โดยใช
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ                  
3 ฟลาสก 

 
2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัส

เพนช่ัน 
นําเซลลซัสเพนชั่นท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลดีท่ีสุด จากการทดลองท่ี 1 

โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ยายไปเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิม เติม 2, 4-D เขมขน 2
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับไซโตไคนิน 3 ชนิด คือ BA KN และ TDZ เพาะเลี้ยงในฟลาสกขนาด 125 
มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 
องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
หลังจากวางเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกปริมาตรตะกอนเซลลโดยวัดทุก ๆ 3 วัน เปรียบเทียบ
ขนาดของกลุมเซลลในแตละความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ใชแผนการทดลองแบบ 
CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 3 ฟลาสก 
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3. ผลของความเขมขนของน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาด
ตาง ๆ จากการเพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน 

นําเซลลซัสเพนชั่นท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลดีท่ีสุด จากการทดลองท่ี 1 
และสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใหผลดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ไปเลี้ยงในสูตรอาหารท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 เติมน้ําตาลซูโครส 1 2 3 4 และ 5 
เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยา ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 
ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที หลังจาก
วางเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกการเปลี่ยนแปลงของขนาดกลุมเซลลในอาหารเหลว โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 3 ฟลาสก 

 
4. ผลของแหลงคารบอนตอการพัฒนาของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการ

เพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน  
นําเซลลซัสเพนชั่นท่ีชักนําในอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลดีท่ีสุด จากการทดลองท่ี 1 

และสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใหผลดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 โดยดูดตะกอนเซลลปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร วางเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม เติมน้ําตาล ซูโครส กลูโคส แมนนิทอล และซอรบิทอล เขมขน 

1  2  3 และ 4 เปอรเซ็นต วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 

องศาเซลเซียส ภายใตการใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 12.67 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ

วินาที หลังจากวางเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกอัตราการเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โดยวาง

แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แตละการทดลองทํา 4 ซํ้า ๆ ละ 3 ฟลาสก 
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ระยะเวลาการเพาะเล้ียง (วัน) 

ARDA

MS

WPM

OPCM lag phase 

log phase 
stationary phase 

ผลการศึกษา 

1. ผลของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณเซลลซัสเพนช่ัน    
     อาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 

มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด และใหปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมข้ึน 
ทุก ๆ 3 วัน (ภาพท่ี 4.2) โดยในวันท่ี 24 ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร รองลงมาคือ 
อาหารเหลวสูตร OPCM และ WPM ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.12 และ 1.96 มิลลิลิตร ตามลําดับ 
เซลลมีการเจริญเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน ระยะท่ี 1 คือ lag phase อยูในชวง 3-12 วัน ระยะท่ี 2 
คือ log phase อยูในชวง 12-21 วัน และระยะท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 21 ของ
การวางเลี้ยง และอาหารเลี้ยงเริ่มมีสีขุน เนื่องจากมีการเพ่ิมขนาดของกลุมเซลล เซลลมีการแบงตัว
แบบกระจายตัว อยางไรก็ตามเซลลสามารถเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา หลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 6-9 วัน 
เม่ือเปรียบเทียบลักษณะของตะกอนเซลล พบวา มีลักษณะตะกอนเซลลสีเหลืองปนน้ําตาล เม่ือ
ศึกษาลักษณะโครงสรางของเซลลพบวาอาหารท้ัง 3 สูตรอาหารเปนแบบ friable และตะกอนเซลล
มีขนาดเล็ก จึงเลือกใชสูตรอาหาร MS ในการศึกษาตอไป (ภาพท่ี 4.2 และ 4.3) 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.2 ปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพารา ในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ หลังวาง

เลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
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ภาพท่ี 4.3  ลักษณะของตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของตาเขียวยางพาราในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ 

หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับการ
เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (บาร=0.5 เซนติเมตร) 

  ก. อาหารเหลวสูตร MS 
  ข. อาหารเหลวสูตร OPCM 
  ค. อาหารเหลวสูตร WPM 
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2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการชักนําและเพ่ิม
ปริมาณเซลลซัสเพนช่ัน    

     อาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 
0.25 มิลลิกรัม สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอนไดดีกวา อาหารเติม TDZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร 
และอาหารเติม KN เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลซันเพนชั่นในอาหารท้ัง 3 สูตร ใหรูปแบบการ
เจริญเติบโตท่ีสามารถแบงระยะท่ีชัดเจน เซลลมีการเจริญเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน (ภาพท่ี 4.4) 
ระยะท่ี 1 คือ lag phase อยูในชวง 3-12 วัน ระยะท่ี 2 คือ log phase อยูในชวง 12-21 วัน และระยะ
ท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 21 วัน ของการวางเลี้ยง และอาหารเลี้ยงเริ่มมีสี ขุน 
เนื่องจากมีการเพ่ิมขนาดของกลุมเซลล เซลลมีการแบงตัวแบบกระจายตัว อยางไรก็ตามเซลล
สามารถเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา หลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 6-9 วัน ซ่ึงเม่ือวางเลี้ยงตอไป พบวา 
ปริมาตรตะกอนเซลลยังคงเพ่ิมข้ึน อาหารเลี้ยงเริ่มมีสีขุน และเซลลเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล (ตาราง
ท่ี 4.1 ภาพท่ี 4.4 และ 4.5) 

 
ตารางท่ี 4.1 ลักษณะของเซลลเม่ือวางเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ตอการชักนําและเพ่ิมปริมาณ

เซลลซัสเพนชั่น หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
 
สารควบคุมการเจริญเติบโต (มก./ล.) สีเซลล รูปรางเซลล 
2, 4-D TDZ BA KN   

2.0 0.25 0.00 0.00 เหลืองออน เซลลรวน 
2.0 0.5 0.00 0.00 เหลืองออน เซลลรวน 
2.0 0.00 0.25 0.00 เหลือง เซลลรวน 

2.0 0.00 0.5 0.00 เหลือง เซลลรวน 
2.0 0.00 0.00 0.25 น้ําตาล เซลลจับเปนกอนขนาดใหญ 
2.0 0.00 0.00 0.5 น้ําตาล เซลลจับเปนกอนขนาดใหญ 

                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 

53 
 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

ปร
ิมา

ตร
ตะ

กอ
นเ

ซล
ล 

(ม
ล)

 

ระยะเวลาการเพาะเล้ียง (วัน) 

TDZ

BA

KN

log phase 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 3 6 9 12 15 18 21 23 25 27 30

ปร
ิมา

ตร
ตะ

กอ
นเ

ซล
ล 

(ม
ล)

 

ระยะเวลาการเพาะเล้ียง (วัน) 

TDZ

BA

KN

lag phase 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.4 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลวสูตร 

MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.5 ชนิดของไซโตไคนินความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีเติมในอาหารเหลวสูตร 

MS รวมกับการเติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลล หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

 

log phase 
stationary phase 

log phase 
stationary phase 
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3. ผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ 
จากการเพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน 
หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน พบวา น้ําตาลซูโครสความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 

ท่ีเติมลงในอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตรใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร ในขณะท่ีการเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน
ลดลงสงผลใหปริมาตรตะกอนเซลลลดลงดวยตามลําดับ เม่ือพิจารณาถึงจํานวนเซลลในกลุมเซลล 
สามารถแบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมเซลลขนาดเล็กประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนนอยกวา 5 เซลล 
(ภาพท่ี 4.6 ก) กลุมเซลลขนาดกลางประกอบดวยกลุมเซลลจํานวน 5-10 เซลล (ภาพท่ี 4.6 ข)     
กลุมเซลลขนาดใหญประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนมากกวา 10 เซลล (ภาพท่ี 4.6 ค) อยางไรก็ตาม          
การเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน 3 เปอรเซ็นต สามารถชักนํากลุมเซลลท่ีมีขนาดกลางไดดีท่ีสุด คือ 
33.42 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ กลุมเซลลขนาดเล็ก 27.33 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร (ตาราง
ท่ี 4.2) 

 
ตารางท่ี 4.2 ผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครสตอการเพ่ิมจํานวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ ในอาหาร

สูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัม
ตอลิตร หลังวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน 

 
ปริมาณ       

น้ําตาลซูโครส 
(%) 

ปริมาตร               
ตะกอนเซลล 
(มิลลิลิตร) 

จํานวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ ตอมิลลิลิตร 
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 

* แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ (p< 0.05) 
คาเฉลี่ยกํากับดวยตัวอักษรรวมกันในสดมภเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบดวย
วิธี DMRT 
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ภาพท่ี 4.6 กลุมเซลลขนาดตางๆ ในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต หลังวางเลี้ยง
เปนเวลา 7 วัน (บาร=0.5 เซนติเมตร) 
ก. กลุมเซลลขนาดเล็ก (<5 เซลล) 
ข. กลุมเซลลขนาดกลาง (5-10 เซลล) 
ค. กลุมเซลลขนาดใหญ (>10 เซลล) 

 
 

4. ผลของแหลงคารบอนตอการพัฒนาของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการ
เพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน  

     จากการวางเลี้ยงแคลลัสในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม

ตอลิตร 2, 4-D เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ดวยตะกอนเซลลเริ่มตน 0.5 มิลลิลิตร เติมน้ําตาลชนิด

ตาง ๆ ไดแก ซูโครส กลูโคส แมนนิทอล และซอรบิทอล ความเขมขน 1  2  3 และ 4 เปอรเซ็นต 

วางเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม พบวาเซลลซัสเพนชั่นไมสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดในอาหาร

ทุกสูตร         

ค 

ก ข ข 

ค 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

แคลลัสเปนวัสดุพืชท่ีใชในการปรับปรุงพันธุดวยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ ใน
การเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นนั้นตองผานกระบวนการชักนําแคลลัสท่ีมีคุณภาพและเจริญเติบโตไดดี 
(สมปอง, 2550) การศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น
ยางพารา ไดแก สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต แหลงคารบอน จากการศึกษาผลของสูตร
อาหาร พบวา อาหารเหลวสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 
มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเพ่ิมตะกอนเซลลสูงสุดและเม่ือวัดปริมาตรตะกอนเซลลเพ่ิมข้ึนทุกๆ 3 วัน 
พบวา เซลลในระยะ log phase จะอยูท่ี 12-21 วัน ซ่ึงระยะนี้เซลลจะมีการแบงตัวอยางรวดเร็ว ถา
เลยระยะนี้ไปการแบงเซลลเริ่มลดลงเพราะมีธาตุอาหารจํานวนจํากัด และมีการปลดปลอยสาร
ชีวเคมีท่ีผลิตโดยเซลลพืชเอง โดยในวันท่ี 24 ของการยายเลี้ยง ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 
มิลลิลิตร รองลงมาคืออาหารเหลวสูตร OPCM และ WPM ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.12 และ 1.96 
มิลลิลิตร ตามลําดับเม่ือเปรียบเทียบลักษณะของตะกอนเซลล พบวา มีลักษณะตะกอนเซลลสีเหลือง
ปนน้ําตาล เม่ือศึกษาลักษณะโครงสรางของเซลลพบวาอาหารท้ัง 3 สูตร ใหกลุมเซลลเปนแบบ 
friable และตะกอนเซลลมีขนาดเล็ก ซ่ึงสูตรอาหาร MS สามารถเพ่ิมปริมาณไดดีกวาสูตรอาหาร 
OPCM และ WPM เนื่องจากสูตรอาหาร MS มีธาตุโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) และโพแทสเซียม
ไอโอไดด (KI) ซ่ึงมีความจําเปนในกระบวนการสังเคราะหโปรตีน ชวยกระตุนการทํางานของเอนไซม 
ทําใหเอนไซมสามารถรวมกับสารอ่ืนไดดียิ่งข้ึน ชวยในการควบคุมศักยออสโมซิส ซ่ึงมีผลตอการแบง
เซลล แมกนีเซียมซัลเฟตทําหนาท่ีชวยเรงหรือเพ่ิมกิจกรรมของเอมไซม และทําหนาท่ีเปนโคแฟกเตอร
สําหรับเอนไซมท่ีมีบทบาทในการถายโอนฟอสเฟส มีสวนในการสังเคราะหโปรตีน และการจัดแบง
สวนคารโบไฮเดรตจากแหลงท่ีสรางและสวนท่ีรับ ทําใหมีการสะสมแปง และน้ําตาลในตําแหนงท่ี
เหมาะสม แมกนีเซียมในแวคิวโอลจะเปนไอออนบวกท่ีทําหนาท่ีประกบคูกับไอออนลบของกรด
อินทรีย และอนินทรีย จึงทําใหเกิดสมดุลระหวางไอออน (มุกดา, 2544) 

จากการศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมตอการชักนําและเพ่ิม
ปริมาณเซลลซัสเพนชั่น พบวา BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยใชเซลลเริ่มตนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ในอาหารเหลวสูตร MS สงเสริมการเพ่ิมปริมาตรตะกอน
ไดดีกวา อาหารเติม TDZ เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร และ KN เขมขน 0.25 มิลลิกรัม เม่ือศึกษา
รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลล ซ่ึงเซลลซัสเพนชั่นในอาหาร ท้ัง 3 สูตร ใหรูปแบบการเจริญเติบโต
ท่ีชัดเจน เซลลมีการเจริญเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน ระยะท่ี 1 คือ lag phase อยูในชวง 3-12 
วันเปนระยะเริ่มแรกของการเลี้ยง ระยะท่ี 2 คือ log phase อยูในชวง 12-21 วันของการเลี้ยง เปน
ระยะท่ีมีการเพ่ิมจํานวนเซลลเปนเสนตรง มีการสรางผนังเซลลและสะสมแปงจากคารโบไอเดรตท่ี
สรางในระยะกอนหนานี้ และระยะท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 21 วันของการวางเลี้ยง 
เปนระยะท่ีไมมีการเปลี่ยนแปลงในดานการเจริญของเซลล มีการปลดปลอยสารชีวเคมีออกมา
จํานวนมากสงผลใหอาหารเลี้ยงเริ่มมีสีขุนและเซลลตายในท่ีสุด เนื่องจากมีการเพ่ิมขนาดของกลุม
เซลล เซลลมีการแบงตัวแบบกระจายตัวหลังจากยายเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน พบวาเซลลเริ่ม
เปลี่ยนเปนสนี้ําตาล เนื่องมาจากมีการปลดปลอยสารชีวเคมีออกมาเปนจํานวนมากอาจทําใหเซลลตาย 
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สงผลใหตะกอนเซลลลดลงได การเจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชั่นมีความคลายคลึงกับการ
เจริญเติบโตของแคลลัส แตการเจริญเติบโตของแคลลัสจะชากวา ท้ังนี้เนื่องจากวงจรการแบงเซลล
ท่ีชากวา (สมปอง, 2550) ในขณะท่ี พจมาลย และ สมปอง (2542) รายงานวาเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น
ยางพารา ท่ีชักนําจากชิ้นสวนอับละอองเกสรยางพาราใหผลดีสามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลได
จํานวนมากในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีการเติมไซโตไคนินท้ัง 2 ชนิดคือ BA และ TDZ เขมขนเทากัน 
0.25 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลจะมีการเติบโต 3 ระยะ อยางชัดเจน คือ lag phase อยูในชวง 3-16 วัน 
ระยะท่ี 2 คือ log phase อยูในชวง 17-24 สวนระยะท่ี 3 คือ stationary phase หลังจากวันท่ี 24 
ของการยายเลี้ยง  

จากการศึกษาผลของความเขมขนน้ําตาลซูโครส พบวา น้ําตาลซูโครสท่ีความ
เขมขน 3 เปอรเซ็นต ท่ีเติมลงในอาหารเหลวสูตร MS เติม 2, 4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดดีท่ีสุด 2.54 มิลลิลิตร 
ในขณะท่ีการเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขนลดลง สงผลใหปริมาตรตะกอนเซลลลดลงดวยตามลําดับ 
สอดคลองกับ Park (2001) ศึกษาการเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลซัสเพนชั่นของ poppy เติมน้ําตาล
ซูโครส 3 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 0.87 มิลลิลิตร หลังเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว
สูตร MS เปนเวลา 30 วัน นอกจากนี้น้ําตาลยังใชสําหรับชักนําโซมาติกเอ็มบริโอในพืชหลายชนิด 
เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนน้ําตาลท่ีสามารถแตกตัวเปลี่ยนรูปเปนกลูโคสกับฟรุกโตสไดงาย และไมมี
คุณสมบัติเปน non-reducing ในธรรมชาติ จึงตานทานตอการทําลายของเอ็นไซม สวนน้ําตาลท่ีมี
ความเขมขนสูงจะทําใหพืชไมสามารถดูดอาหารไปใชไดอยางเต็มท่ี จึงเกิดแรงดันออสโมติกภายในเซลล 
(มัลลิกา และพิมพใจ, 2548) ขณะท่ี Vengadesan (2002) รายงานวาน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 
87.64 มิลลิโมลาร สามารถชักนําเซลลซัสเพนชั่นไดสูงสุด เม่ือพิจารณาถึงจํานวนเซลลในกลุมเซลล 
สามารถแบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมเซลลขนาดเล็กประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนนอยกวา 5 เซลล 
กลุมเซลลขนาดกลางประกอบดวยกลุมเซลลจํานวน 5-10 เซลล กลุมเซลลขนาดใหญประกอบดวย
กลุมเซลลจํานวนมากกวา 10 เซลล สามารถชักนํากลุมเซลลท่ีมีขนาดใหญไดดีท่ีสุด คือ 64.34 กลุม
เซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือกลุมเซลลขนาดกลาง 33.42 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงการ
เจริญเติบโตของเซลลซัสเพนชั่นจะข้ึนอยูกับชิ้นสวนพืชท่ีวางเลี้ยงดังท่ีกลาวมาแลวขางตน สามารถ
นําไปประยุกตใชสําหรับการศึกษาดานอ่ืน ๆ เชน ระยะเวลาท่ีเหมาะสมตอการยายเลี้ยง 
องคประกอบภายในเซลลแตละชวงเวลาของการยายเลี้ยง เปนตน 
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สรุปผลการทดลอง 

อาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 2, 4-D เขมขน 2 
มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําแคลลัสจากตาเขียวยางพาราพันธุดั้งเดิมไดดีท่ีสุด หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 
1 เดือน แคลลัสท่ีไดแบงออกเปน 3 ชนิด ชนิดแรกเปนแคลลัสท่ีเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเขียว 
87.50 เปอรเซ็นต ชนิดท่ีสองเปนแคลลัสลักษณะเกาะกันแบบหลวม ๆ สีเหลือง 12.08 เปอรเซ็นต 
และชนิดท่ีสามเปนแคลลัสลักษณะเกาะกันแนนเปนกลุมกอนสีเหลือง 5.17 เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครส
ความเขมขน 30 กรัม ท่ีเติมในอาหารสูตรเดิม ใหน้ําหนักสดของแคลลัสไดสูงสุด 0.53 กรัม  

การสับแคลลัสชนิดท่ี 1 จํานวน 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิม เติมซิลเวอรไนเตรท
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ชักนําโซมาติกเอ็มบริโอไดสูงสุด 9.3 โซมาติกเอ็มบริโอตอแคลลัส           
โซมาติกเอ็มบริโอพัฒนาไดตนท่ีสมบูรณ 57.66 เปอรเซ็นต และมีจํานวนยอดสูงสุด 4.14 ยอดตอโซมาติก
เอ็มบริโอ เม่ือยายเลี้ยงลงบนสูตรอาหาร ½ MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

แคลลัสชนิดท่ี 3 ใหปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.54 มิลลิลิตร วางเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร MS เติม 2 ,4-D เขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร ระยะ
ของเซลลท่ีมีการเจริญเติบโตแบงเปน 3 ระยะ อยางชัดเจน โดยมี lag phase อยูในชวง 3-12 วัน         
log phase อยูในชวง 12-21 วัน และ stationary phase หลังจากวันท่ี 24 ของการวางเลี้ยง  
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     ตารางท่ี 1 องคประกอบของธาตุอาหาร 
 

องคประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 

ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการขยายพันธุยางพารา (Hevea brasiliensis 
Muell. Arg.) พันธุดั้งเดมิจากการเพาะเลี้ยงตาสีเขียวในหลอดทดลอง 

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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