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บทคัดยอ 

 
  ศึกษาผลของปจจัยตอการเพิ่มปริมาณ และ ประสิทธิภาพการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีดังนี้คือ ภาชนะ

เพาะเลี้ยง แหลงคารบอนและความเขมขนของธาตุอาหาร การลดความความชื้นของโซมาติก

เอ็มบริโอ สารควบคุมการเจริญเติบโต (BA และ GA3) การใชผงถานรวมกบัการเติมอาหารเหลว 

นอกจากนี้ศกึษาการชักนาํราก การอนุบาลตนกลา ตลอดจนการตรวจสอบความแปรปรวนโดยใช

เทคนิคไอโซไซม จากการศึกษา พบวา ภาชนะที่เหมาะสมตอการเพิม่ปริมาณโซมาตกิเอ็มบริโอคือ

หลอดทดลอง โดยใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอทั้งหมด โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวสูงสดุ 

21.37 และ 5.37 เอ็มบริโอตอช้ินสวน ตามลําดับ การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร 

MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ใหการพัฒนาของ SSE สูงสุด 77.92 เปอรเซ็นต และ SSE 

ดังกลาวสามารถพัฒนาใหตนกลาที่สมบูรณสูงสุด 35.72 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ที่

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวน 12.47 

เปอรเซ็นต กอนนาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร พบวา ใหการ

สราง SSE 23.21 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 8.30 เปอรเซ็นต และการ

งอกของ SSE 35.45 เปอรเซ็นต การใชซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม GA3 เขมขน 

0.01 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการสราง SSE 28.56 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอ็มบริโอระยะ

สรางจาว 10.1 เปอรเซ็นต การงอกของ SSE 29.76 เปอรเซ็นต สูงกวาการใชซอรบิทอลเพียงลาํพัง 

BA เปนสารควบคุมการเจรญิเติบที่มีประสิทธิภาพต่ําในการชกันาํการงอกของ SSE การเพาะเลีย้ง

โซมาติกเอม็บริโอบนอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัม ให

การสราง SSE 14.89 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว 13.02 เปอรเซ็นต และ

การงอกของ SSE 10.47 เปอรเซ็นต ต่ํากวาการใชซอรบิทอลเพียงอยางเดียว  ในอาหารเติม BA 

พบลักษณะตนที่ผิดปกติโดยยอดมีลักษณะใบมวนเปนหลอด เมื่อใบคลี่มีลักษณะเปนพุมไมกวาด 
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27.88 เปอรเซ็นต การใชผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวใหประสิทธิภาพต่ําในการชกันาํการ

งอกของ SSE โดยการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหาร 2 ชั้น ชัน้ลางเปนอาหารแข็งสูตร MS 

เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับผงถาน เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต ชั้นบนเปนอาหารเหลว

สูตรเดียวกันเติม NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา มกีารสราง SSE 

17.98 เอ็มบริโอตอช้ินสวน โซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว 10.04 เปอรเซ็นต และการงอกของ 

SSE เพียง 8.75 เปอรเซ็นต  

อาหารสูตร MS เติมซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร ชักนํารากได 31.25 เปอรเซ็นต หลังจาก

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน การอนุบาลตนกลาปาลมน้ํามันโดยการครอบตนกลาดวยขวดแกว

ขนาด 8 ออนซ ใหการรอดชีวิตของตนกลาสูงสุด 93.27 เปอรเซ็นต ในการตรวจสอบความ

แปรปรวนของใบออนของตนลาปาลมน้ํามันในหลอดทดลอง โดยใชเทคนิคไอโซไซม พบวา 

อัตราสวนของชิ้นสวนพืชตอบัฟเฟอรสกัดที่เหมาะสมสําหรับสกัดเอนไซมจากใบของตนกลาปาลม

น้ํามันคือ 1:5 ระบบเอนไซมเอสเทอเรส เปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมเหมาะสมที่สุดในการ

ทดสอบความสม่ําเสมอของตนกลาปาลมน้ํามัน โดยสามารถยอมติดสีเอนไซมชัดเจนและแถบ

เอนไซมสูงสุด 5 แถบ รูปแบบของไอโซไซมดังกลาวไมมีความแตกตางกัน จึงสามารถใชในการ

ตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาทั้งในและนอกหลอดทดลอง ดังนั้น การขยายพันธุปาลม

น้ํามันดวยวิธีการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดี สามารถผลิตตนกลาปาลมน้ํามันที่มี

ความสม่ําเสมอสูง 
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ABSTRACT 
 

  Enhanced germination efficiency of somatic embryos from young leaf 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

plantlets obtained through this procedure by isozyme technique revealed that esterase 

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

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

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

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

through culturing of young leaf gave uniformity of plantlets.  
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ควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน 

34 

8 ตารางเปรียบเทียบประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ

โดยใชปจจัยในการชักนําการงอกที่แตกตางกัน หลังจาก

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน   

35 
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รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่  หนา 

9 ผลของการเติมผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอก

ของ SSE ปาลมน้ํามันหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน 

36 

10 ผลของความเขมขนของน้ําตาลและองคประกอบของธาตุ

อาหารสูตร MS ที่แตกตางกันตอการชักนํารากของยอดปาลม

น้ํามันหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน 

37 

11 ผลของอัตราสวนของชิ้นสวนพืชตอ Extraction buffer ตอ

จํานวนโซนของไอโซไซมที่ยอมดวยระบบเอนไซม 8 ระบบ 

41 
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รายการรูป 
 

รูปที่  หนา 

1 พัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (haustorium 

embryos:HE) หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําการ

งอก ก, ข : การเกิด SSE  ค: การสรางรากของโซมาติก

เอ็มบริโอในซอรบิทอลความเขมขนสูง ง: การงอกของ  SSE 

(ยอด, Sh กับราก, R) 

21 

2 พัฒนาการของ SSE เปนตนกลาที่สมบูรณหลังจากเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS ก,ข :SSE เริ่มงอก, ค1, ค2: ยอดของปาลม

น้ํามันที่พัฒนาจาก SSE หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 และ 3 

เดือน ตามลําดับ ง: ตนกลาที่สมบูรณ 

22 

3 ผลของการลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวนตอ

จํานวน SSE ที่สราง  (ก) SSE ระยะสรางจาว (ข) และการงอก

ของ SSE (ค) หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิ

ทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 เดือน 

29 

4 ลักษณะของตนกลาผิดปกติจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม 

BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร: ยอดมีลักษณะใบมวนเปน

หลอด (ก) เมื่อใบคลี่มีลักษณะกระจุกเหมือนพุมไมกวาด (ข) 

32 

5 ยอดปาลมน้ํามันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออน (ก) รากปาลม

น้ํามันมีลักษณะยืดยาวไดจากการชักชํารากบนอาหารสูตร 

MS เติมน้ําตาลซูโครส 0.2 โมลาร (ข) 

38 

6 พัฒนาของตนกลาปาลมน้ํามันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออน 

ก: ตนกลาสมบูรณกอนอนุบาล ข: หลังจากอนุบาล 1 เดือน ค: 

หลังจากอนุบาล 3 เดือน และ ง: หลังจากอนุบาล 6 เดือน จ: 

หลังจากอนุบาล 7 เดือน ฉ: หลังจากอนุบาลประมาณ 1 ป 

39 

7 รูปแบบไอโซไซมจากใบออนของตนกลาปาลมน้ํามัน ก: แอซิด

ฟอสฟาเทส,  ข: เปอรออกซิเดส  ค: เอสเตอเรส 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
 

 ปาลมน้ํามันเปนพืชน้ํามันที่สําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยและคาบสมุทร

มลายู โดยเฉพาะประเทศมาเลเซียและอินโดนีเซีย นอกจากนี้ยังมีประเทศอื่นๆ ในแถบอัฟริกาและ

อเมริกาใต เชน ไนจีเรีย โคลอมเบีย และไอโวรี่โคท เปนตน (สมปอง, 2544)  ในป 2547 ประเทศ

ไทยมีพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามัน 1,935,000 ไร และสามารถผลิตน้ํามันปาลมได 685,000 ตัน จัดเปน

อันดับ 4 และ 6 ของโลกตามลําดับ (เปรมปรี, 2549) จากความสําคัญของพืชดังกลาวขางตน 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรจึงจัดปาลมน้ํามันเปน 1 ใน 7 ยุทธศาสตรหลักของมหาวิทยาลัยฯ 

เพื่อมุงพัฒนาการวิจัยใหมีความเชี่ยวชาญในศาสตรที่เกี่ยวของกับพืชน้ํามันชนิดนี้ ปาลมน้ํามัน

เปนพืชที่อยูในสกุล Elaeis สามารถแบงได 3 ชนิดคือ Elaeis guineensis, E. oleifera และ  

E. odora (ศักดิ์ศิลป และคณะ, 2541) ชนิดที่ปลูกเพื่อการคาในปจจุบันไดแก E. guineensis ซึ่งมี 

3 แบบคือ ดูรา (Dura) พิสิเฟอรา (Pisifera) และเทเนอรา (Tenera) แบบที่นิยมปลูกเปนการคาคือ

เทเนอราซึ่งเปน ลูกผสมระหวางแบบดูรากับพิสิเฟอรา เปนแบบที่มีเปลือกผลสําหรับอัดน้ํามันมาก 

ใหเปอรเซ็นตน้ํามันสูง มีกะลาบาง (0.5-4 มิลลิเมตร) มีน้ํามันเปนองคประกอบประมาณ 22-25 

เปอรเซ็นต ของน้ําหนักทะลายสด และทะลายดกกวาพันธุดูรา (ศักดศิลป และคณะ, 2541) น้ํามัน

ปาลมและน้ํามันเมล็ดในของปาลมน้ํามันประกอบดวยกรดไขมันอิสระชนิดตางๆ คือกรดโอเลอิก

และกรดสเตียริกซึ่งเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวและอิ่มตัวที่สําคัญที่สุด สามารถแยกใหบริสุทธิ์นํามาใช

ในอุตสาหกรรมตอเนื่องเพื่อการบริโภคตางๆ ไดแกอุตสาหกรรมนมขนหวาน นมจืด บะหมี่

สําเร็จรูป เนยแข็ง เนยเทียม ครีมเทียม สบู พลาสติก เครื่องสําอาง น้ํามันลอล่ืน เปนตน นอกจากนี้

ยังสามารถนํามาผลิตเปนน้ํามันดีเซลชีวภาพซึ่งพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงมีพระราชกรณีย

กิจในการพัฒนาน้ํามันดีเซลลจากน้ํามันปาลมต้ังแต ป พ.ศ. 2529 (อําพล, 2544)  

การใชน้ํามันปาลมเพื่อการบริโภคและอุตสาหกรรมตอเนื่องของโลกสูงขึ้นเฉลี่ยป

ละ 6.5 เปอรเซ็นต โดยมีความตองการใชน้ํามันปาลมเพิ่มข้ึนจาก 33.32 ลานตันในป 2548 เปน 

35.4 ลานตัน ในป 2549 (เปรมปรี, 2549) จากการที่ราคาน้ํามันเชื้อเพลิงที่ใชเปนพลังงานทั่วไป 

ขยับตัวสูงขึ้น รวมทั้งปญหาอุณหภูมิโลกที่รอนขึ้นเนื่องจากการใชพลังงานที่ปลดปลอยกาซที่

ทําลายชั้นบรรยากาศโลก ทําใหเกิดการกระตุนใหเพิ่มการใชน้ํามันไบโอดีเซลที่มีสวนผสมของ

1 
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น้ํามันพืชรวมทั้งน้ํามันปาลม ซึ่งมีปญหาตอส่ิงแวดลอมนอยกวา โดยเฉพาะในยุโรปและอเมริกา 

(เปรมปรี, 2549) อนาคตน้ํามันปาลมจึงไมเพียงเปนเพียงน้ํามันเพื่อการบริโภคและอุตสาหกรรม

ตอเนื่องปกติเทานั้น แตยังมีบทบาทสําคัญอีกบทบาทหนึ่งก็คือการใชผลิตไบโอดิเซลหรือไบโอฟู

เอล (เปรมปรี, 2549)  Ebong และคณะ (1999) รายงานวาน้ํามันปาลมจัดเปนน้ํามันเพื่อการ

บริโภคที่ไมเปนอันตรายตอสุขภาพตามที่เคยมีการรายงานในอดีตวา น้ํามันปาลมมีกรดไขมัน

อ่ิมตัวในปริมาณที่สูงไดแก กรดปาลมมิติค (palmitic ) ซึ่งมีสูงถึง 44 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามกรด

ไขมันดังกลาวมีคุณสมบัติเปน non-hypercholesterolemic ซึ่งมีผลตอการสรางคลอเลสเตอรอล

ในปริมาณนอยมาก สวนกรดไขมันอิ่มตัวชนิดอื่นๆ ในน้ํามันปาลมคือ ลอริค และไมรีสติค แมจะมี

ผลตอการเพิ่มคลอเลสเตอรอลในรางกาย แตกรดไขมันทั้งสองชนิดมีปริมาณเพียง 0.2 และ 1.1 

เปอรเซ็นต เทานั้น  นอกจากนี้น้ํามันปาลมยังมีสารประกอบสําคัญชนิดอื่นเชน  สควาลีน 

(squalene) ซึ่งสารชนิดนี้สามารถสกัดไดจากปลาฉลาม มีฤทธิ์ตานกระบวนการสรางสารกอมะเร็ง

ได sterols เปนสารตั้งตนในการสราง สเตอรอยด ฮอรโมน (steroid hormone) สาร แคโรทีน 

(carotenes) เปนสารตั้งตนในการสรางไวตามินเอ นอกจากนี้ยังมีไวตามันอีสูงถึง1,000 มิลลิกรัม

ตอลิตร อีกดวย (Ebong et al., 1999)  

 ประเทศไทยเริ่มตนการปลูกปาลมน้ํามันเปนการคาครั้งแรกตั้งแต พ.ศ. 2511 

แมวามีการปลูกนานกวา 40 ป แลวก็ตาม แตเมื่อเทียบกับประเทศมาเลเซียและอินโดนิเซียแลว 

พบวา ประเทศไทยเริ่มตนปลูกปาลมน้ํามันชากวา 2 ประเทศดังกลาวกวา 50 ป (ธีระ และคณะ, 

2548) ปจจุบันประชากรโลกบริโภคน้ํามันปาลมสูงถึง 30 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ํามันพืชทั้งหมด 

(น้ํามันปาลมจากเนื้อปาลมชั้นนอก 27 เปอรเซ็นต และเมล็ดในปาลมน้ํามัน 3 เปอรเซ็นต) ซึ่งจัด

อยูลําดับที่ 2 รองมาจากน้ํามันถั่วเหลือง (ธีระ และคณะ, 2548) เพื่อรองรับการขยายตัวของ

อุตสหกรรมน้ํามันปาลม และนโยบายของรัฐบาลในการใชน้ํามันปาลมเปนพลังงานทดแทน

น้ํามันดิเซลที่ตองนําเขาจากตางประเทศ ดังนั้นจึงตองมีการเพิ่มปริมาณการผลิตตนกลาปาลม

น้ํามันจํานวนมาก เปาหมายในป 2572 จะมีการขยายพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามัน 10 ลานไร (สุดารัตน, 

2548)  ดังนั้นการเพิ่มผลผลิตน้ํามันนอกจากทําไดโดยการเพิ่มพื้นที่ปลูกแลว การปรับปรุงพันธุให

ผลผลิตสูงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการเพิ่มผลผลิตปาลมน้ํามันใหเพียงพอตอความตองการของ

ประเทศ แตเนื่องจากการปรับปรุงพันธุโดยใชวิธีมาตรฐาน ตองใชระยะเวลาหลายป อีกทั้งพันธุ

ปาลมน้ํามันที่เพาะปลูกในปจจุบันเปนพันธุเทเนอรา ซึ่งเปนเฮเทอโรไซกัสไดจากการผสมขาม

ระหวางพันธุดูรากับพิสิเฟอราเทานั้น จึงไมสามารถเก็บเมล็ดใตตนไปขยายพันธุได นอกจากนี้การ

ซื้อตนพันธุจากตางประเทศตองคํานึงถึงการปรับตัวของพันธุที่นําเขามากับสภาพแวดลอมที่ปลูก



 3 

ดวย  เนื่องจากลักษณะองคประกอบผลผลิตของปาลมน้ํามัน อันไดแก องคประกอบของทะลาย

ปาลมน้ํามัน (% ผล/ทะลาย %เนื้อปาลมช้ันนอก/ผล และ %เนื้อในเมล็ด/ผล) ลักษณะผลผลิต

ทะลาย (%จํานวนทะลาย/ตน น้ําหนัก/ทะลาย และน้ําหนักทะลาย/ตน) ลักษณะผลผลิตน้ํามัน (%

น้ํามัน/ผล %น้ํามัน/ทะลาย และ ผลผลิตน้ํามัน/ตน) เปนลักษณะเชิงปริมาณ มียีนควบคุมหลายคู 

มีอัตราการถายทอดทางพันธุกรรมแปรปรวนตั้งแตต่ํา-สูงและมีอิทธิพลของปจจัยสภาพแวดลอม

เขามาเกี่ยวของถึง 55 เปอรเซ็นต (ธีระ และคณะ, 2548)  ดังนั้นเมล็ดพันธุที่นําเขาอาจเปนเมล็ด

พันธุไมดี เนื่องจากความผิดพลาดในการผลิตเมล็ดพันธุหรือการปลอมปนโดยตั้งใจ นอกจากนี้ยัง

เสี่ยงตอโรค แมลงที่อาจติดกับเมล็ดหรือตนกลา ทําใหตองสูญเสียเงินตราในการซื้อพันธุปาลมเปน

จํานวนมาก เนื่องจากมีราคาคอนขางสูง (สุจินต และคณะ, 2530) แมวาจะมีบริษัททีพ่ยายามผลติ

ลูกผสมพันธุเทเนราออกจําหนายใหกับเกษตรกร แตยังไมมีการประกันวาเปนพันธุดีใหผลผลิตสูง 

และยังคงเก็บเมล็ดใตโคนตนมาเพาะเพื่อจําหนายตนพันธุในราคาถูก (สมปอง, 2544) ดังนั้นการ

เพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตสูงเปนแนวทางสําคัญในการผลิตตนปาลม

น้ํามันพันธุดี มีรายงานการนําตนพันธุที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนในประเทศมาเลเซียมาปลูก

ทดสอบมาต้ังแตป ค.ศ. 1987 โดยงานสวนใหญดําเนินการโดยหนวยงานของเอกชนไดแก นิคม

พัฒนาที่ดินสรางตนเอง และบริษัทอะโกรคอม ในกรณีของบริษัทอะโกรคอมไดรวมมือกับกลุมผู

ปลูกปาลมน้ํามัน ปลูกปาลมน้ํามันมากกวา 100 โคลนในพื้นที่กวา 9,000 ไร ในหลาย

สภาพแวดลอมและหลายสภาพปลูกทั่วประเทศมาเลเซีย ซึ่งพบการกลายพันธเพียง 1 เปอรเซ็นต 

(Khaw and Ng, 1999) นอกจากนี้ยังพบวาตนพันธุดังกลาวใหผลผลิตสูงกวาตนพันธุที่ไดจากการ

เพาะเมล็ดอยางนอย 30 เปอรเซ็นต (สมปอง, 2544) ดังนั้น การขยายพันธุปาลมน้ํามันดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนับวันจะเริ่มมีบทบาทมากขึ้น ในประเทศมาเลเซีย FELDA (Federal Land 

Development Authority) ซึ่งเปนรัฐวิสาหกิจภายใตการกํากับดูแลของรัฐไดคัดเลือกตนปาลม

น้ํามันพันธุดี ที่มีลักษณะโดดเดน ใหจํานวนทะลายดกและลําตนไมสูงมาใชในการขยายพันธุดวย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (เปรมปรี, 2549) สําหรับประเทศไทยมีรายงานการเพาะปลูกตนปาลม

น้ํามันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนโดย Te-chato (1998) โดยปลูกทดสอบตั้งแตป พ.ศ. 

2533/34 จนขณะนี้ไมพบความผิดปกติใดๆ ผลผลิตที่ไดมีแนวโนมสูงกวาตนที่ปลูกจากเมล็ด ทั้งนี้

อาจเนื่องมาจากในชวงของการชักนําแคลลัสจนไดจนกระทั้งไดพืชตนใหมมีการใช 2,4-D (2,4-

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

acid) ความเขมขนต่ํา การเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันโดย dicamba (2-Methoxy-3,6-

dichlorobenzoic acid)  ความเขมขนต่ํา (0.1-1 มิลลิกรัมตอลิตร) สามารถรนระยะเวลาการ
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เพาะเลี้ยงลง 6-9 เดือน (อาสลัน และสมปอง, 2545) สําหรับการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลม

น้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีในประเทศไทยพบวา สามารถชักนําแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอใน

ระยะใบเลี้ยง (haustorium) ไดสําเร็จ (อาสลัน, 2545) แมสามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอจํานวน

มากก็ตาม แตเปอรเซ็นตการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอยังคงต่ําอยู นอกจากนี้การใชสารควบคุม

การเจริญเติบโตความเขมขนสูงเชน GA3 (gibberellic acid) ในการชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโออาจสงผลตอความแปรปรวนของตนพันธุได ในการศึกษาในครั้งนี้จะไดเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการขยายพันธุปาลมน้ํามันเพื่อใหไดตนกลาจํานวนมาก ในเวลารวดเร็ว โดยศึกษาปจจัยที่

สงเสริมการสราง secondary somatic embryo (SSE) จํานวนมากโดยพยายามใชปจจัยที่ลด

ความแปรปรวนของตนกลา 2  ปจจัยคือ ปจจัยทางเคมีไดแก ชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่

แตกตางกัน การใชสารควบคุมการเจริญเติบโตความเขมขนต่ํา องคประกอบของธาตุอาหารที่

แตกตางกัน และปจจัยทางกายภาพไดแก การลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวน  ชักนํา

การงอกของ SSE ในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ซึ่งโซมาติกเอ็มบริโอ

ที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีจาก

แหลงปลูกที่สําคัญของภาคใต ที่มีประวัติการใหผลผลิตสูงโดยเปนพันธุเทเนอราที่ตรงตามพันธุมี

น้ําหนักทะลายและเปอรเซ็นตน้ํามันสูง สามารถปรับตัวตอสภาพแวดลอมไดดี ตานทานตอโรค

แมลง  

 
 การตรวจเอกสาร 
 
1 การชกันําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

กระบวนการสรางพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อม ี 2 กระบวนการคือ  

ออรการโนเจเนซีสและเอ็มบริโอเจนีซีส ซึง่ทั้งสองกระบวนการนี้ พืชตนใหมที่ไดอาจเกิดขึ้นโดยตรง

จากชิน้สวนทีเ่พาะเลีย้งหรือเกิดขึ้นโดยผานการสรางแคลลัส ตางกนัตรงทีก่ระบวนการเอม็บริโอ

เจนีซสี ใหพชืตนใหมมีการพัฒนาเปนเอม็บริโอระยะตางๆ เหมือนกับการสรางเอ็มบริโอจากการ

ผสมพันธุ สวนกระบวนการออรกาโนเจนซีีสมีการสรางยอดหรือรากหรือทั้งยอดและรากพรอมกนั 

(นิจวรรณ, 2545) เรียกเอ็มบริโอทีพ่ฒันาจากการเพาะเลีย้งเซลลรางกายวาโซมาติกเอ็มบริโอ 

(somatic embryo) หรือเอ็มบริออยด (embryoid) การขยายพนัธุดวยโซมาติกเอม็บริโอเปนการ

ขยายพนัธุโดยไมอาศัยเพศทีม่ีความสาํคัญในพืชหลายชนิดโดยเฉพาะพืชทีก่ารขยายพันธุโดยวิธี

ปกติทําไดยาก (Stasolla and Yeung, 2003) พืชทีส่ามารถขยายพันธุดวยโซมาติกเอ็มบริโอได 
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เชน ปาลมน้าํมัน (อาสลัน และสมปอง 2545) มะพราว (Chan et al., 1998) และอินทผลัม (Al-

Khayri and Al-Bahrany, 2001) เปนตน ซึง่โซมาติกเอ็มบริโอดังกลาวมีระยะการพัฒนาแบงได 4 

ระยะ คือ รูปกลม รูปหวัใจ ระยะทอรปโด และระยะสรางใบเลี้ยง (สมปอง, 2539) อยางไรก็ตามโซ

มาติกเอ็มบริโอดังกลาวจะพฒันาใหเปนพชืตนใหมไดนัน้ตองอาศัยปจจัยตางๆ ในการชกันาํการ

งอก ซึง่พืชแตละชนิดตองการปจจัยในการชักนําการงอกที่แตกตางออกไป โดยปจจัยในการพัฒนา

และชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอทีสํ่าคัญมีดังนี ้

 
1.1 น้ําตาล 

 
น้ําตาลจัดเปนแหลงของธาตคุารบอนที่สําคัญในการชักนํากระบวนการสุกแกและ

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ  ชนิดของน้าํตาลที่ใชโดยทั่วไปไดแก ซูโครส กลโูคส ฟรุคโทส 

นอกจากนีย้ังใชน้ําตาลที่อยูในรูปของแอลกอฮอล ไดแก แมนนิทอล และซอรบิตอล (Lou and 

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

2001; Paiva  and Otoni, 2003) ในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนั้น อาจจะใชน้ําตาล

เพียงชนิดเดียวหรือใชหลายชนิดรวมกนัก็ไดทั้งนี้ข้ึนอยูกบัชนิดของพชืที่เพาะเลีย้ง ในการใช

น้ําตาลเพื่อการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนัน้ควรคํานงึถงึปจจัยดังตอไปนี ้
 
1.1.1 ชนิดและความเขมขนของน้าํตาลที่เหมาะสม 

 
Mamiya และ Sakamoto (2000) รายงานการชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอของหนอไมฝร่ัง (Asparagus officinalis L.) บนอาหารสูตร MS (Murashige and 

Skoog) เติมน้ําตาลกลูโคส ซูโครส และฟรุคโทส ความเขมขนตางๆ กัน พบวา น้ําตาลทั้งสามชนิด

สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอพัฒนาใหยอดและรากแตมีการเจริญของรากมากกวายอด อยางไรก็

ตามการใชน้ําตาลซูโครสความเขมขนสูงขึ้นสงผลใหการเจริญของรากเพิ่มข้ึนดวยในขณะที่การ

เจริญของยอดลดลง นอกจากน้ําตาลจะมีผลตอในการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอแลวยังมีผลตอ

การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโออีกดวย โดยน้ําตาลซูโครสจัดเปนแหลงของคารบอนที่มี

ประสิทธิภาพในการชักนําโซมาติกเอ็มบริโอซึ่งในการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนของใบเลี้ยงพืชจําพวกแตง

พบวา ความเขมขนที่เหมาะสมตอการชักนําโซมาติกเอ็มบริโอคือ 200 มิลลิโมลาร (Nakagawa et 

al., 2001)  
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Lou และ Kako (1995) รายงานวาน้าํตาลซูโครสความเขมขนสูง (0.25, 0.50 โม

ลาร)สามารถชักนาํกระบวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของแตงกวาไดดีที่สุด และสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการชกันาํการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเพิ่มข้ึนโดยใชน้ําตาลซูโครสความเขมขนที่

เหมาะสมรวมกับน้ําตาลชนดิอื่นๆ เชน ซอรบิทอลหรือกลูโคส โดยนําแคลลสัที่ชักนําจากการ

เพาะเลี้ยงใบเลี้ยงของแตงกวามาชักนําโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสตูร MS ดัดแปลงโดยการเติม

น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.25 โมลาร รวมกบัแมนนทิอลหรือกลูโคสความเขมขนตางๆ  พบวา ความ

เขมขนของแมนนทิอลหรือกลูโคสที่เพิม่ข้ึนมีผลตอจํานวนและเปอรเซน็ตของเอ็มบริโอที่มทีั้งขั้วราก

และยอด (bipolar embryo) Levi และ Sink (1990) อางโดย Mamiya และ Sakamoto (2000) 

กลาววา น้าํตาลกลูโคสมผีลสงเสริมการเจริญของราก น้ําตาลฟรคุโทส สงเสรมิการพฒันาของ

ยอด สวนน้าํตาลซูโครสสงเสริมการพัฒนาทั้งรากและยอด ในการชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ไดกลาวขางตน พบวาน้ําตาลซูโครสจัดเปนแหลงคารบอนทีเ่หมาะสมโดยน้ําตาล

ดังกลาวแมจะผานการนึง่ฆาเชื้อในข้ันตอนของการเตรียมอาหารแลวกต็าม แตก็ยงัสามารถรักษา

ระดับความเปนกรดดางไดใกลเคียงกับคาความเปนกรดดางกอนการนึง่ฆาเชื้ออาหาร ในขณะที่

การเติมน้าํตาลกลูโคสสงผลใหคาความเปนกรดดางลดลงจาก 5.7 เปน 4.65  การเปลี่ยนแปลง

ของคาความเปนกรดดางที่เกิดขึ้น (ลดลง) มีสาเหตุเนื่องมาจากความรอนที่เกิดขึ้นจาก

กระบวนการนึง่อาหาร สงผลใหเกลอืมกีารแตกตัวเปนไอออน (Paiva  and  Otoni, 2003) มี

รายงานการใชน้ําตาลซอรบิทอลในการเพิ่มประสทิธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของถั่ว

เหลือง โดย  David และ Wayne (2001) พบวา การเติมซอรบิทอลในอาหารชักนาํการงอกสงเสริม

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอเพิ่มข้ึน 2 เทา ในขณะที่อาหารทีเ่ติมแมนนทิอลไมไดเพิ่มประสทธิ

ภาพการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ นอกจากนีย้ังมีผลทาํใหเกิดความผิดปกติของ hypocotyl อีก

ดวย 

 
1.1.2 ออสโมติกโพเทลเชยีล  
 

น้ําตาลที่เติมลงในอาหารสําหรบัเพาะเลี้ยงนอกจากจะเปนแหลงของธาตุ

คารบอนที่สําคัญสําหรับพืชแลว ยังมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาออสโมติกโพเทลเชียลของอาหาร 

Paiva และ Otoni (2003) รายงานวาคาออสโมติกโพเทนเชียลที่วัดไดจากการเติมชนิดและ

เปอรเซ็นตของน้าํตาลที่แตกตางกนัมีผลตอการชักนาํโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีสของพืช ในการ

เพาะเลี้ยงละอองเกรเกสร พบวา เมื่อเตมิน้ําตาลซูโครสเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ลงไปในอาหารวัด
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คาออสโมติกโพเทนเชยีลไดเทากับ –0.158 MPa ซึ่งเปนคาออสโมตกิโพเทียนเชียลที่เหมาะสมตอ

การสรางแคลลัส การพัฒนาของเอ็มบริโอ และ การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ  Mamiya และ 

Sakamoto (2000) รายงานวาแรงดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนสงผลใหยับยั้งการเจริญของยอด แตไมมี

ผลตอการเจริญของราก การชักนําโซมาตกิเอ็มบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบเลีย้ง พบวา การเพิม่

ความเขมขนของน้าํตาลซูโครส สงผลใหอาหารมีคาออสโมติกโพเทนเชียลลดลง (คาตดิลบมาก

ข้ึน) การลดลงของคาออสโมติกโพเทนเชียลดังกลาวทําใหเกิดการเปนพษิซึ่งสงผลตอความสําเร็จ

ในการชกันาํโซมาติกเอ็มบริโอ ความเขมขนของน้าํตาลซูโครสทีเ่หมาะสมสาํหรับการชักนาํโซ

มาติกเอ็มบริโอไดสูงสุดคือ 58.4 มิลลิโมลาร (2 เปอรเซ็นต) ซึ่งจะมีคาออสโมติกโพเทนเชียล 

 -0.158 MPa โดยใหจํานวนเอ็มบริโอทั้งหมด และเอม็บริโอปกติสูงสุด 4.3 และ 1.8 เอ็มบริโอ

ตามลําดับ ในสภาวะทีพ่ืชไดปจจัยสงเสริมความเครียด เชน การเตมิซอรบิทอลความเขมขนสูงใน

อาหารสงเสรมิใหพืชมีการสรางกรดอมิโนและคารโบไฮเดรตเพิ่มข้ึน Heng และคณะ (1999) 

เพาะเลี้ยงเซลลซันเพนชนัของมันเทศในอาหารที่เติมซอรบิทอลความเขมขนสูง (0.6 โมลาร) พบวา 

เซลลซัสเพนชนัของมนัเทศมีการสะสมของกรดอมิโนชนิดตางๆ เชน อลานนี กลูตามีน และโพรลนี  

มากกวาการเพาะเลีย้งในอาหารสูตรปกติ 3-4 เทา นอกจากนีม้ีการสะสมคารโบไฮเดรต เชน 

กลูโคส ซูโครส และ ฟรุคโทส อยางไรก็ตามมีการสะสมซูโครสสูงสุด นอกจากนี้สงผลใหน้าํหนักสด

ลดลงอีกดวย 
 

1.2 สภาพการเพาะเลีย้ง 
 

ในการชกันาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของอินทผลมั พบวา สภาพที่เหมาะสม

ตอการงอกคือ การเลีย้งแบบเขยาในฟลาสคเติมอาหารเหลวสูตร  MS ที่ลดองคประกอบของ 

ธาตุอาหารลงครึ่งหนึง่ของสตูรปกติ เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 3 กรัมตอลิตร สภาพการเลี้ยง

ดังกลาวเปนสภาพการเลี้ยงที่สงผลใหโซมาติกเอ็มบริโองอกได 10 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกบั

การเพาะเลี้ยงสภาพอื่นๆ เชน การเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งในภาชนะตางๆ คือ จานเพาะเลี้ยง 

หลอดทดลอง และการเพาะเลี้ยงบนกระดาษกรองที่เปนตัวค้ําจนุในอาหารเหลว ไมสามารถชักนํา

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอได นอกจากนี้พบวา เมื่อนําโซมาติกเอม็บริโอที่ผานการเพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวในระยะเวลาตางๆ คือ 2, 4 และ 6 สัปดาห มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งก็ยงัไมสามารถ

ชักนาํการงอกได (Veramendi and Navarro, 1996) 
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1.3 องคประกอบของอาหาร 
 

องคประกอบของอาหารนับเปนปจจัยที่มคีวามสาํคัญอีกปจจัยหนึง่ตอการชักนํา

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ ในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของ Asparagus 

officinalis L. บนอาหารสูตร MS ที่มีความเขมขนขององคประกอบของธาตุอาหารที่แตกตางกนั 

พบวา ความเขมขนของธาตุอาหารยิง่สูงขึ้นสงผลใหการเจริญของยอดเพิ่มข้ึน โดยพบวา การ

เพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารที่มคีวามเขมขนขององคประกอบอาหารเปน 2 เทา ใหการ

เจริญของยอดสูงสุด ในขณะที่ความเขมขนขององคประกอบของธาตุอาหารที่แตกตางสงผลใหการ

เจริญของรากใกลเคียงกนั (Mamiya and Sakamoto, 2000) ในการชักนาํการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอของฝายพบวา องคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ปกติใหการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอสูงสดุ 70 เปอรเซ็นต การลดความเขมขนองคประกอบของอาหารลงครึ่งหนึง่ (1/2MS) 

และ หนึง่ในหาเทาของสูตรปกติ (1/5MS) สงผลใหการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอลดลงเหลือ 40-

50 เปอรเซ็นต เทานัน้ (Kumria et al., 2003) 

 
1.4 ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

การลดความชืน้จะมีผลตอการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอโดย  Find 

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

ในอาหารเติม ABA (abscisic acid) เขมขน 15 และ 40 ไมโครโมลาร รวมกับการเติมหรือไมเติม 

PEG (polyethylene glycol) เขมขน 5 เปอรเซ็นต มาลดความชืน้บางสวน โดยการนาํโซมาติก

เอ็มบริโอมาวางในจานเพาะเลี้ยงที่รองดวยกระดาษกรอง (Whatman เบอร 54) จากนัน้นาํจาน

เพาะเลี้ยงดงักลาวไปวางในโถดูดความชืน้ที่มีการแบงพืน้ที่ใหมีสวนวางโซมาติกเอม็บริโอและสวน

ที่เติมน้าํกลัน่ 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 0, 2, 4, 6 และ 8 สัปดาห แลวนาํเอ็มบริโอที่ผานการลด

ความชืน้ตามระยะเวลาขางตนมาชกันาํการงอกในจานเพาะเลีย้งที่รองดวยกระดาษกรองเติม

อาหารเหลวสตูรชักนําการงอกปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเพาะเลีย้งในตูควบคุมการเจริญเตบิโต 

(growth chamber) ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซียลเซยีส พบวา การลดความชืน้บางสวนมีผลตอการ

งอกของโซมาติกเอ็มบริโอ ในขณะที่โซมาติกเอ็มบริโอที่ไมไดผานการลดความชื้น ไมสามารถงอก

ไดเลย  การลดความชืน้เปนเวลา 4 สัปดาห ใหเปอรเซ็นตการงอกสงูสุด การลดความชืน้ของโซ

มาติกเอ็มบริโอมีผลทําใหการสราง storage protein ทีเ่รียกวาเบตาโคนิเฟอรินลดลง (Leal et al 

.,1995)  
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1.5 สารควบคุมการเจริญเติบโต 
 

การขยายพนัธุปาลมน้าํมนัดวยวธิีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเร่ิมแรกมีการรายงานโดย 

Corley และคณะ (1986) แตการขยายพนัธุชวงแรกนัน้ไดจากตนแมที่ไมไดรับการคัดเลือกและไม

มีการประเมนิผลผลิตในแปลงปลูก สําหรับประเทศไทยมีรายงานการนําตนกลาที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงรากและใบออนของทีมงานจากประเทศอังกฤษหรือบริษัทยนูิลิเวอรกับทีมงานประเทศ

ฝร่ังเศส (IRHO) ไปปลูกที่อําเภอปลายพระยา จงัหวัดกระบี่ ซึ่งพบการกลายพนัธุสูงมากหรือเกือบ

ทั้งหมด (สมปอง, 2544) หากพจิารณาสาเหตกุารกลายพนัธุที่สําคัญคือสารควบคุมการ

เจริญเติบโตความเขมขนสูงในชวงของการชักนําการสรางแคลลัสและซัสเพนชัน ซึ่งมีรายงานวาใช 

2,4-D เขมขนสูงถึง 150 มิลลิกรัมตอลิตร (Teixeria et al., 1995; Aberlence-Bertossi et al., 

1999) และในขั้นตอนการชักนาํการงอกของคัพภะทีพ่ฒันามาจากแคลลัสตองใช GA3 เขมขนสูง

ในชวง 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหตนกลาที่ไดมีลักษณะผิดปกติ ใบเรียวเล็ก (สมปอง, 2544)  

Nwanko and Krikorian (1983) อางโดย สมปอง (2544) รายงานวาการใช GA3 เขมขนเพยีง 1 

มิลลิกรัมตอลิตร ก็เพียงพอตอการสงเสรมิอาการใบมวน และยับยัง้การสรางราก อยางไรก็ตามมี

รายงานการผลิตปาลมน้าํมนัปกติจากการเพาะเลีย้งใบออนโดย Te-chato (1998) และปลูก

ทดสอบตั้งแตป พ.ศ. 2533/34 จนขณะนี้ไมพบลกัษณะความผิดปกติใดๆ ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจาก

ในชวงของการชักนําแคลลสัใช 2,4-D ความเขมขนต่ําเพียง 1-5 มิลลิกรัม/ลิตร เทานัน้และชวงการ

ชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอใช NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัม/ลิตร รวมกับ BA 0.03 

มิลลิกรัม/ลิตร เชนเดียวกับประเทศมาเลเซียมีรายงานวาหลงัจากทีบ่ริษัทอะโกรคอมนําตนที่ได

จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไปเพาะปลูกในหลายๆ พื้นทีแ่ละหลายๆ สภาพแวดลอมพบวา นอกจาก

ผลผลิตจะสูงกวาตนที่ขยายพันธุดวยเมล็ด  30 เปอรเซ็นต แลวการกลายพันธุที่เกดิขึ้นยังนอยกวา 

1 เปอรเซ็นต อีกดวย (Ng, 1999)  

 
2. การทดสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

ไอโซไซม (isozyme) คือเอนไซม (enzyme) ทีม่ีความจาํเพาะเจาะจงกับ

สับสเตรตตัวเดียวกนัแตมีรูปแบบของโมเลกุล และคุณสมบัติบางประการที่แตกตางกนัโดยมี

สาเหตทุางพนัธุกรรมที่แตกตางกนั (วิไลวรรณ และอมรรัตน, 2533) ซึ่งจัดเปนเทคนิคที่ใชใน

การศึกษาทางพันธกุรรม การวิวัฒนาการและกระบวนการเมทาบอลิซมึของสิ่งมีชวีิต ในดานพืชนั้น

สามารถเปนดชันีระบุสายพนัธุ ความแปรปรวนทางพนัธุกรรม การตรวจสอบเมล็ดพันธุ และ
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วินิจฉัยโรคพืชตาง ๆ  Te-chato และคณะ (1995) ใชเทคนิคไอโซไซมเพื่อแยกความแตกตางของ 

Lansium domesticum Correa. 4 พันธุคือ ลองกอง ลางสาด ดูก ูและ ดูกูแปรแมร พบวาระบบ

เอนไซมเปอรออกซิเดสใหรายละเอียดความแตกตางของพืช 4 พันธุไดดีที่สุด ในสวนของการ

จําแนกพันธุไมดอกนัน้ ศิริลักษณและนยิะดา (2541) ใชประโยชนจากเทคนิคไอโซไซมและเทคนิค

ทางอิเลคโตรโพรีซีสในการจาํแนกพันธุเข็มพบวา มีเพียงระบบเอนไซมเปอรออกซิเดสเทานัน้ที่

สามารถแสดงความแตกตางระหวางสายพนัธุเข็มได วิไลวรรณ และอมรรัตน (2533) นําใบของ

ปาลมน้าํมนัพนัธุเทเนราที่ปลูกในบริเวณคณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยสงขลานครินทรมาศึกษา

ไอโซไซมพบวา ตนปาลมน้าํมันทีน่ํามาศกึษาแมจะเปนพนัธุเทเนราเหมือนกัน แตก็มีรูปแบบไอโซ

ไซมที่แตกตางกัน ซึ่งแสดงถึงความแตกตางทางพนัธุกรรม นอกจากนี้ยังมีการใชไอโซไซมระบบสี

ยอมเอสเทอเรส ศกึษาระยะทางในการแพรกระจายของการแพรกระจายของละอองเกสรยางพารา

ในสภาพธรรมชาติ โดยรวบรวมเมล็ดพนัธุยางพาราในพืน้ที่ใกลเคียงมาตรวจไอโซไซม จากวิธีการ

ดังกลาวสามารถหาระยะทางการแพรกระจายของละอองเกสรยางพาราซึ่งอยูระหวาง 0.3-1 

กิโลเมตร (Yeang and Chevallier, 1999) 
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วัตถุประสงค 
 

 เพื่อเพิม่ประสทิธิภาพในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามัน โดย

ใชปจจัยในการสงเสริมการงอกคือ ปจจัยทางเคมี (น้ําตาล สารควบคุมการเจริญเติบโต การลด

องคประกอบของอาหาร, ผงถาน) และปจจัยทางกายภาพ (ความชื้น, ชนิดภาชนะที่เพาะเลี้ยง)  

เพื่อชักนําตนกลาจํานวนมาก ตลอดจนตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาที่ได ดวยเทคนิค 

ไอโซไซม  
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บทที่ 2  
 

วิธีการวิจัย 
 

 
วัสดุและอุปกรณ 
 
1. วสัดุพืช 
 

1.1 การศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการชักนําการงอกของโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

  ใชโซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว (haustorium) ของปาลมน้ํามนัที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามนัตนโตทีใ่หผลผลิตดีอายุ 10 ป จากสถานีวิจยัเทพา อําเภอ

เทพา จังหวัดสงขลา บนอาหารสูตร MS เติม dicamba เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยยาย

เลี้ยงทุกๆ 1 เดือน 

 
1.2 การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

  ใชใบออนจากยอดของปาลมน้ํามันอาย ุ 6 เดือนหลังการงอก ทีช่ักนาํไดจากการ

ทดลองที ่1.2-1.6 เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต 

 
2. สารเคม ี
 
 2.1 สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารสูตร MS (รายละเอียดในตารางภาคผนวก) 

 2.2 น้าํตาลชนิดตางๆ เชน กลูโคส ฟรุคโทส ซูโครส แมนนทิอล และซอรบิทอล 

 2.3 ผงถาน  

 2.4 กรดแอสคอรบิค 

 2.5 สารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช เชน dicamba, BA, NAA, GA3  

 2.6 สารเคมทีีใ่ชสกัดเอนไซม ดังตอไปนี้ 

  2.6.1 Tris-HCl 

12 
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  2.6.2 2-Mercapthoethanol 

  2.6.3 PVP (Polyvinylpyrolidone) 

  2.6.4 Na2EDTA 

  2.6.5 น้ํากลัน่ 

 2.7 สารเคมทีีใ่ชแยกเอนไซม ดังตอไปนี้ 

  2.7.1 Glycine 

  2.7.2 3-Amino-9-ethylcarbazole 

  2.7.3 β-Napthol 

  2.7.4 Acetone 

  2.7.5 Acetic acid 

  2.7.6 Hydrogen peroxide 

  2.7.7 Sodium acetate 

  2.7.9 Magnesium chloride (MgCl2.6H2O) 

  2.7.10 fast black K salt 

  2.7.11 α-Napthyl acid phosphate 

  2.7.12 Shikimic acid 

  2.7.13 NADP+ (β-Nicotinamide adenine dinucleotile phosphate) 

  2.7.14 MTT (Methylhthiazolydiphenyl tetrazolium bromide) 

  2.7.15 PMS (N-methyl-phenazonium methyl sulfate) 

  2.7.16 Glycerol 

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

  2.7.18 NAD+ (β-Nicotinamide adenine dinucleotile monohydrate) 

  2.7.19 fast B salt 

  2.7.20 α-Naptyl acetate in absolute alcohol 

  2.7.21 Bromphenol blue 

  2.7.22 polyacrylamide gel 

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

  2.7.24  APS (ammoniumperoxydisulphate)  

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

 2.8 แอลกอฮอลเขมขน 70, 95 และ 100 เปอรเซ็นต 

 
3. อุปกรณ 
 
 3.1 ชุดเครื่องกรองมิลลิพอร และกระดาษกรองมิลลิพอรขนาดชอง 0.45 ไมโครเมตร 

 3.2 อุปกรณเครื่องแกว เชน กระบอกตวง volumetric flask จานเพาะเลีย้ง ไปเปต  

         ขวดเพาะเลี้ยงขนาด 4 และ 8 ออนซ  

 3.3 ไมโครไปเปต หลอดเอฟเพนดอรฟ 

 3.4 อุปกรณโลหะ เชน ปากคีบ ดามมีดและใบมีดผาตดั 

 3.5 อุปกรณฆาเชื้อ เชน หมอนึ่งความดนัอัดไอ หมออบความรอนแหง 

 3.6 ตูยายเลี้ยง 

 3.7 ชุดอิเลกโตรโพรีซีสแบบแนวตั้ง 

 3.8 เครื่องปนหมุนเหวี่ยง 

 3.9 กลองจุลทรรศนพรอมกลองบันทึกภาพ 

 3.10 กลองบนัทกึภาพแบบดิจิตอล 

 3.11 เครื่องชั่ง 2 และ 4 ตําแหนง 

 
วิธีดําเนินการ 
 
1. การปรับปรุงวิธกีารเพิม่ประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันเพื่อ

การขยายพันธุ 
 

1.1 ผลของชนิดภาชนะเพาะเลี้ยงตอการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

นําโซมาติกเอ็มบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันตนโตที่ให

ผลผลิตดีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมกรด

แอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นต ที่บรรจุในภาชนะชนิดตางๆ 

ดังนี้คือ หลอดทดลอง (เสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร สูง 15 เซนติเมตร) ขวดเพาะเลี้ยงขนาด

กลาง (เสนผานศูนยกลาง 4.5 เซนติเมตร  สูง 8.8 เซนติเมตร ) ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ (เสนผาน
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ศูนยกลาง 5.6 เซนติเมตร สูง 11 เซนติเมตร ) และ จานเพาะเลี้ยง (เสนผานศูนยกลาง 9 

เซนติเมตร สูง 1.5 เซนติเมตร) โดยจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เพาะเลี้ยงในแตละชนิดของภาชนะ

ขางตนแตกตางกันดังนี้คือ 1, 3, 5 และ 8 เอ็มบริโอ ตามลําดับ จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณ

ของโซมาติกเอ็มบริโอโดยการนับจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอที่เพิ่มข้ึนหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 

เดือน เปรียบเทียบกันในแตละชนิดภาชนะที่เพาะเลี้ยงโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD 

(completely randomized design) แตละหนวยทดลองทํา 3 ซ้ํา  (จานเพาะเลี้ยง ซ้ําละ 5 จาน 

ขวดขนาดกลางและเล็กซ้ําละ 7 ขวด และหลอดทดลองซ้ําละ 20 หลอด) 
 

1.2 ผลของแหลงคารบอนและความเขมขนของธาตุอาหารตอการงอกของโซมาติก
เอ็มบริโอ 

 
นําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่เติมน้ําตาลชนิดตางๆ คือ กลูโคส ซูโครส ฟรุคโทส แมนนิตอล และซอรบิทอล ความเขมขน 3 

ระดับคือ 0.1, 0.2 และ 0.3 โมลาร แตละชนิดและความเขมขนของน้ําตาลผันแปรจํานวนเทา

องคประกอบของอาหารสูตร MS แตกตางกัน 3 ระดับคือ 1, 1/2 และ 1/5 เทา จากนั้นนําไป

เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ 

บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน เปรียบเทียบ

กันในแตละชนิดและความเขมขนของน้ําตาลและองคประกอบของอาหารโดยใชแผนการทดลอง

แบบ CRD ใน factorial ในแตละหนวยทดลองยอย (treatment combination) ทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 

หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 

 
1.3 ผลของการลดความชื้นตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ 

 
นําโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันมาลดความชื้น โดยการ

รวบรวมโซมาติคเอ็มบริโอระยะสรางจาวใสจานเพาะเลี้ยง จากนั้นนําไปผึ่งลมในตูยายเลี้ยง 

(laminar air flow) เปนระยะเวลาตางๆ คือ 0,  5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที จากนั้นนํา 

โซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการผึ่งลม ณ เวลาตางๆ มาตรวจสอบความชื้นที่ลดลงโดยการหา

เปอรเซ็นตของน้ําหนักโซมาติกเอ็มบริโอที่เปลี่ยนแปลงหลังจากผึ่งลม จากนั้นนําโซมาติก

เอ็มบริโอมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  เติมชนิดน้ําตาลและองคประกอบของธาตุ
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อาหารที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 1.2  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  26+4 องศา

เซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน 

นํา SSE ที่ชักนําไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปน

เวลาอีก 4 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของ SSE เปรียบเทียบกันในแตละระยะเวลาในการดึง

น้ําออก โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD แตละหนวยทดลองทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 หลอด (หลอด

ละ 1 เอ็มบริโอ) 

 
1.4 ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ 

 
นําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเหมาะสมจากการ

ทดลองที่ 1.2 เติม BA เขมขน 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้น

เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ 

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน นํา SSE ที่ชักนําไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาอีก 4 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของ SSE 

เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของ BA โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD แตละหนวย

ทดลองทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 
 

1.5 ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ 
 

นําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเหมาะสมจากการ

ทดลองที่ 1.2  เติม GA3 เขมขน 0, 0.01 0.05, 0.10, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้น

นําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสงสอง

ระดับคือ 1178 และ 1554 ลักซ หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน นํา SSE ที่ชักนําไดไป

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาอีก 4 เดือนบันทึก

เปอรเซ็นตการงอกของ SSE เปรียบเทียบกันในแตละความเขมขนของ GA3 โดยใชแผนการ

ทดลองแบบ CRD แตละหนวยทดลองทํา 3 ซ้ํา ซ้ําละ 20 หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 
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1.6 ผลของผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

นําโซมาติกเอม็บริโอในระยะสรางจาวมาเพาะเลีย้งในอาหาร 2 ชั้น โดยชัน้ลาง

เปนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลารรวมกับการเติมหรือไมเติมผงถาน 0.25 

เปอรเซ็นต ชั้นบนเปนอาหารเหลวสูตรเดียวกนัที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่งเติม 

NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร จากนัน้นาํไปเพาะเลีย้งที่

อุณหภูมิ  26+4 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง 1300 ลักซ หลังจาก

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน นาํ SSE ทีช่กันําไดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ทีป่ราศจากสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลาอีก 4 เดือนบันทึกเปอรเซ็นตการงอกของ SSE เปรียบเทียบผล

ของการเติมหรือไมเติมผงถาน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD แตละหนวยทดลองทาํ 3 ซ้ํา  

ซ้ําละ 20 หลอด (หลอดละ 1 เอ็มบริโอ) 

 
2. การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

สุมตัวอยางใบ (ใบที่ 1 และ 2 นับจากยอด) ของตนกลาปาลมน้ํามัน (ระบบ

เอนไซมละ 30 ตน) ที่ไดจากการทดลองที่ 1.2-1.5  มาบดใหละเอียดภายในโกรงเย็นเติมบฟัเฟอร

สําหรับสกัดเอนไซม (extraction buffer) ปริมาณตางๆ คือ 5, 10 และ 30 เทา ของน้ําหนักใบ 

จากนั้นจึงดูดของเหลวที่ไดจากการสกัดขางตนเทใสเอฟเพนดอรฟขนาดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 

แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ  

4 °C หลังจากนั้นดูดสารละลายสวนใส (supernatant) ที่อยูสวนบนมาใสเอฟเพนดอรฟใหมที่

สะอาด นําสวนใสขางตนมาแยกเอนไซมผานตัวกลางที่เปนวุนอะคริลาไมดชนิดไมตอเนื่อง 

(discontinuous)  ภายใตกระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเจลมา

ยอมสีเอนไซม 8 ระบบ คือ เอสเทอเรส , เปอรออกซิเดส, แอซิดฟอสฟาเทส, แอลกอฮอลดีไฮโดร

จีเนส, แลคเตทดีไฮโดรจีเนส, มาเลทดีไฮโดรจีเนส และชิกิเมทดีไฮโดรจีเนส โดยการยอมสี

เอนไซมทําในสภาพมืด ภายใตสภาพเขยาบนเครื่องเขยา 80 คร้ังตอนาที รอจนเห็นแถบเอนไซม

ชัดเจนหรือแถบสีคงที่ไมเปลี่ยนแปลงจึงนํามาลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ังตรวจสอบรูปแบบของ 

zymogram เปรียบเทียบกันระหวาง somaclone ที่ได ใชระบบเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดจาก

การศึกษาขางตน มาตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํามันในหลอดทดลองจํานวน 

50 ตน และตนกลานอกหลอดทดลองจํานวน 8 ตน เปรียบเทียบความแตกตางของ zymogram 

ของตนกลาแตละตน 
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บทที่  3 
 

ผล 
 

1. ผลของชนดิภาชนะเพาะเลี้ยงตอการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

 จากการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโตในภาชนะทีแ่ตกตางกนั พบวา ชนิดของภาชนะเพาะเลี้ยงที่แตกตางกนัสงผลให

การเพิม่ปริมาณของโซมาตกิเอ็มบริโอที่แตกกัน การเพาะเลีย้งโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลอง

ใหการเพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 21.37 เอ็มบริโอตอช้ินสวน รองลงมาไดแกการ

เพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงขนาดกลางโดยใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ 19.44 เอ็มบริโอตอ

ชิ้นสวน (ตารางที ่ 1) เมื่อนับจํานวนโซมาติกเอม็บริโอที่พัฒนาเขาสูระยะสรางจาวก็ใหผลการ

ทดลองไปแนวทางเดียวกัน โดยการเพาะเลีย้งในหลอดทดลองใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอใน

ระยะสรางจาวสูงสุด  5.37 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน รองลงมาคือการเพาะเลี้ยงในขวดขนาดใหญใหการ

สรางโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 4.25 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 

 

ตารางที่ 1 ผลของชนิดของภาชนะเพาะเลี้ยงที่แตกตางกนัตอการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ   

ของปาลมน้ําหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน 

 

ภาชนะเลีย้ง  โซมาติกเอม็บริโอทั้งหมด 

(เอ็มบริโอ) 

โซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว 

(เอ็มบริโอ) 

จานเพาะเลี้ยง 10.23b 2.47  

หลอดทดลอง 21.37a 5.37  

ขวดเพาะเลี้ยงขนาดกลาง 19.44a 3.80  

ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ 16.69ab 4.25  

F-test 

C.V. (%) 

* 

17.83 

ns 

52.04 

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ * = แตกตางอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) 

คาเฉลี่ยในคอลัมนทีก่ํากับดวยอักษรเหมือนกนัไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ จากการตรวจสอบ

โดย  DMRT 

18 



 19 

2. ผลของแหลงคารบอนและความเขมขนของธาตุอาหารตอการงอกของ 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

 
  จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว ไปชักนําการงอกบนอาหารสูตร MS 

ที่ผันแปรองคประกอบของธาตุอาหาร 3 ระดับ คือ 1 1/2 และ 1/5 เทา ของธาตอุาหารสูตรปกติ

รวมกับการเติมน้ําตาลชนิดตาง ๆ 5 ชนิด คือ ซโูครส กลูโคส ฟรุคโทส แมนนทิอล และซอรบิทอล 

เขมขนชนิดละ 0.1, 0.2.และ 0.3 โมลาร  พบวา การเพาะเลีย้งโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารที่เติม

น้ําตาลเกือบทกุชนิด (ยกเวนแมนนทิอล) และในทุกองคประกอบสงเสริมการสรางเอ็มบริโอ 

ทุติยภูมิ (secondary somatic embryos: SSE) บริเวณฐานของโซมาติกเอ็มบริโอเดิมหลังจาก

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 สัปดาห (รูปที่ 1ก, ข)  ซึ่งจํานวนการสราง SSE นัน้มีความแตกตางกนัทัง้นี้

ข้ึนอยูกับ ชนดิ และความเขมขนของน้าํตาล และองคประกอบของธาตุอาหาร โดยการสราง SSE 

สูงสุด 22.0 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน เมื่อเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS ที่มีองคประกอบ

ธาตุอาหารเทากับสูตรปกติเติมน้ําตาลซูโครส 0.1โมลาร  รองลงมาคือการเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตรดังกลาวเติมซอรบิทอลเขมขน 0.1 โมลาร (21.50 เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน) (ตารางที ่ 2)  การลด

องคประกอบของธาตุอาหารทําใหการสราง SSE ลดลง ในทุกชนิดของน้าํตาล แตเมื่อความเขมขน

น้ําตาลสงูขึ้นมีผลทําใหการสราง SSE ลดลงเชนกัน  ความเขมขนของน้าํตาลที่สูงขึ้นและการลด

องคประกอบของอาหารสงผลใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการสรางรากสงู (รูปที่ 1ค)  SSE มีการสราง

ยอด (1-3 ยอด/ชิ้นสวน)  (รูปที ่1ง) บนอาหารเพาะเลี้ยงเดิมทีเ่ติมน้าํตาลเพียง 3 ชนิด คือ ซูโครส 

กลูโคส และซอบิทอล อยางไรก็ตาม SSE มีการสรางยอดสูงสุด 40 เปอรเซ็นต (ชิ้นสวนที่สราง

ยอด/ชิ้นสวนทัง้หมดที่วางเลีย้ง)   โดยพฒันาใหยอดสงูสุด 2.75 ยอด/ชิ้นสวน (ไมไดแสดงขอมูล) 

เมื่อเพาะเลี้ยงโซมาติกเอม็บริโอบนอาหารเติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร ยอดปาลมน้าํมันที่ชักนาํใน

อาหารสูตรชักนําการงอก (ทุกองคประกอบของธาตุอาหารและชนิดและความเขมขนของน้าํตาลที่

สามารถชกันาํใหมีการสรางยอดได) มีขนาดเล็ก (0.5-0.8 เซนติเมตร) (ตารางที่ 4) และมีปริมาณ

นอยมากนอกจากนี้ ยังพบวา การทดลองขางตนสงเสรมิใหมีการสราง SSE จํานวนมาก ดงันั้น

ผูวิจัยจงึไดหาแนวทางในการเพิ่มประสิทธภิาพการงอกของ SSE ซึ่งจะไดกลาวตอไปนี ้

  ยังไมมีรายงานการชกันาํการงอกของ SSE ในประเทศไทยมากอน จากการนํา 

SSE จากบางหนวยทดลองที่สามารถงอกไดในอาหารสูตรเดมิเติมชนิดและความเขมขนของ

น้ําตาลดงัที่ไดอธิบายแลวขางตนไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโต พบวา SSE สามารถงอกไดหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน (รูปที่ 2ก,ข) อยางไร

กต็ามเปอรเซน็ตการงอกของ SSE แตกตางกนัโดย SSE ที่ไดจากการเพาะเลีย้งโซมาติกเอ็มบริโอ
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บนอาหารสูตร MS ที่เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ใหการสรางยอดสูงสุดถึง 77.92 เปอรเซ็นต 

(มีการยายเลีย้งอยางสม่าํเสมอเดือนละ 1 คร้ัง บนัทกึขอมูลเปนเปอรเซ็นตการงอกสะสมเปนเวลา 

4 เดือน)  (รูปที่ 2ค, ตารางที่ 3)  นอกจากนี้ยงัพบวาหลังจาก SSE สรางยอดเปนเวลา 2 เดือน ก็

จะเริ่มสรางรากไดเอง 35.71 เปอรเซ็นต (รูปที่ 2ง, ตารางที่ 3) ลักษณะเดนของของ SSE ที่ชกันํา

ไดจากอาหารที่เติมซอรบิทอลคือ มีการเกาะกนัอยางหลวมๆ ดังนั้นหลังจากพัฒนาเปนยอดแลว

สามารถตัดแบงยอดไดงาย (รูปที่ 2 ก,ข) หากพิจารณาความสามารถพัฒนาใหตนกลาที่สมบูรณ

แลว พบวา SSE ที่ไดจากการชักนําบนน้าํตาลซอรบิทอลมีศักยภาพในการเพิ่มประสิทธิภาพการ

งอกไดดีกวาชนิดน้ําตาลอื่นๆ  โดยสามารถพัฒนาทั้งยอดและรากสูงสดุ หลังจากไดทําการทดลอง

ยืนยนัศักยภาพของน้าํตาลดังกลาวอีกครั้งพบวา ความเขมขนและองคประกอบอาหาร

เชนเดียวกับตารางที ่2 พบวายังใหผลเหมอืนเดิมคือ การใชซอรบิทอล 0.2 โมลาร ใหการสรางยอด

สูงสุด (ไมแสดงขอมูล) ดังนั้นจงึไดนําวิธกีารที่คนพบดงักลาวไปใชในการทดลองอืน่ๆ คือเร่ิมแรก

ยาย SE ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนาํ SSE เปนเวลา 4 เดือน (เตมิหรือไมเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตขึ้นอยูกับการทดลองนัน้ๆ หลังจากนัน้นาํ SSE ที่ไดไปชักนาํการงอกบนอาหารสูตร 

MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน 
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รูปที่ 1 พฒันาการของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (haustorium embryos:HE) หลังจาก 

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนําการงอก ก, ข : การเกดิ SSE  ค: การสรางรากของโซ

มาติกเอ็มบริโอในซอรบิทอลความเขมขนสูง ง: การงอกของ  SSE (ยอด, Sh กับราก, R) 

ง ค 

ข ก 

Sh R 

R 

HE 

HE 

SSE 
 SSE  

HE  
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ก 

A C B C D ค1 ค2 

ข 

ง 

 

  

รูปที่ 2 พฒันาการของ SSE เปนตนกลาที่สมบูรณหลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ก,ข 

:SSE เร่ิมงอก, ค1, ค2: ยอดของปาลมน้ํามันทีพ่ัฒนาจาก SSE หลงัเพาะเลีย้งเปนเวลา 2 

และ 3 เดือน ตามลําดับ ง: ตนกลาที่สมบูรณ  
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ตารางที่ 2 ผลของชนิดและความเขมขนของน้าํตาลและองคประกอบของธาตุอาหารตอการงอก   

แหลงคารบอน มขน  องคประกอบ จํานวน SSE  (เอ็มบริโอ) ยอด ราก 

การสรางยอด และรากของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามนัหลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา  

4 เดือน  
 ความเข

(โมลาร) ธาตุอาหาร  (%) (%) 

 ทั้งหมด ระยะสรางจาว (%)     

ซูโครส 0.1 1  0 30.00 22.00 10.09 

 0.2  15.40 10.38 20.00 

½ 

1/5 10.00 

รุคโทส 0.1 6.67 44.97 

20.00 

½ 10.00 

40.00 

1/5 

ลูโคส 0  16 7 38.63 10.00 

10.00 

40.00 

 0.3  7.80 14.23 10.00 20.00 

 0.1 10.60 24.52 30.00 20.00 

 0.2  10.10 14.54 0 40.00 

 0.3  11.44 17.48 0 50.00 

 0.1 6.60 24.24 20.00 

 0.2  4.00 25.00 0 50.00 

 0.3  6.20 17.74 0 20.00 

       

ฟ 1 0 0 

 0.2  2.40 54.16 0 

 0.3  3.80 44.73 0 0 

 0.1 7.00 32.85 0 

 0.2  5.20 36.53 0 0 

 0.3  1.10 90.90 0 

 0.1 3.20 62.50 0 40.00 

 0.2  2.90 44.82 0 10.00 

 0.3  1.00 100.00 0 30.00 

       

ก .1 1 .6 0 

 0.2  17.00 11.05 10.00 0 

 0.3  19.30 12.43 0 
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แหลงคารบอน ความเขมขน องคประกอบ จํานวน SSE (เอ็มบริโอ) ยอด ราก 

(โมลาร) ธาตุอาหาร (%) (%) 

  ทั้งหมด ระยะสรางจาว(%)    

กลูโคส 0  ½.1  14.60 21.90 0 0 

 0.2  17.25 7.97 0 0 

 0.3  8.80 13.60 10.00 10.00 

1/5 

มนนิทอล 0.1 

½ 

1/5 

อรบิทอล 0.1 21.55 21 1 35.00 12.50 

½ 22.22 

1/5 

 0.1 6.22 23.15 0 10.00 

 0.2  7.00 27.71 0 0 

 0.3  15.20 7.23 0 0 

       

แ 1 0 0 0 0 

 0.2  0 0 0 0 

 0.3  0 0 0 0 

 0.1 0 0 0 0 

 0.2  0 0 0 0 

 0.3  0 0 0 0 

 0.1 0 0 0 0 

 0.2  0 0 0 0 

 0.3  0 0 0 0 

       

ซ 1 .1

 0.2  11.55 27.87 40.00 11.11 

 0.3  2.22 45.04 0 20.00 

 0.1 11.16 41.75 22.22 

 0.2  3.71 46.09 22.22 12.50 

 0.3  5.12 58.59 22.22 14.28 

 0.1 7.25 27.58 20.00 25.00 

 0.2  3.71 46.09 0 22.22 

 0.3  4.99 31.11 0 44.40 
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ตารางที ่ 3 การงอกของ SSE ทีช่ักนําไดจากชนิดและความเขมขนของแหลงของคารบอนและ 

                      องคประกอบของอาหารตางๆ บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ 

                      เจริญเติบโตหลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 5 เดือน 

 

SSE ที่ถกูชักนาํ 

แหลงคารบอน ความเขมขน 

(โมลาร) 

องคประกอบของ 

ธาตุอาหาร 

การงอกของ 

SSE (%) 

ตนกลาที่

สมบูรณ (%) 

ซูโครส 0.2 1 61.68 

 0.3 1 57.69 

 0.1 ½ 

 0.1 1/5 

   

กลูโคส 0.1 1 

   

ซอรบิทอล 0.1 1 

 0.2  

 0.1 ½ 

 0.3  

 0.1 1/5 

33.01 

15.15 

 

11.99 

 

25.52 

77.92 

62.72 

58.59 

41.37 

2.94b 

0c 

0c 

0c 

 

0c 

 

6.89b 

35.71a 

4.54b 

0c 

0c 

F-test   - ** 

C.V. (%)   - 44.13 

**= แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p<0.01)    - = ไมไดวิเคราะหทางสถิติ 

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  

 

 ยอดปาลมน้ํามันที่ชักนําไดจากอาหารที่เติมซอรบิทอลมีความยาวมากกวา 

(เฉลี่ย 1.5 เซนติเมตร) ยอดปาลมน้ํามันที่ไดจากการชักนําในอาหารเติมซูโครส (เฉลี่ย 1.13 

เซนติเมตร) โดยยอดปาลมน้ํามันที่ชักนําไดในอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร มีความยาว

สูงสุด 1.94 เซนติเมตร ซึ่งมากกวาการชักนําการงอกในอาหารเติมซูโครสที่ระดับความเขมขน
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เดียวกัน 0.94 เซนติเมตร ดังนั้นเมื่อยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโต ยอดปาลมน้ํามันมีการเจริญเติบโตสูงสุด 3.74 เซนติเมตร (ตารางที่ 4)  

 

ตารางที ่4 ขนาดของตนที่ได หลังจากชักนําการงอก 4 เดือน ในอาหารชักนาํการงอก และ 2 

เดือนหลงัยายลงในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

 

แหลง

คารบอน 

ความเขมขน

(โมลาร) 

องคประกอบ

ธาตุอาหาร 

ขนาดยอดในอาหาร 

ชักนาํการงอก (ซม) 

ขนาดตนกลาหลังเพาะเลี้ยง 

ใน MS-free*  (ซม) 

ซูโครส 0.2 1 3.71a 

 0.3 1 2.05ab 

 0.1 ½ 2.70ab 

 0.1 1/5 1.40b 

    

กลูโคส 0.1 1 - 

    

ซอรบิทอล 0.1 1 3.73a 

 0.2  3.74a 

 0.1 ½ 2.36ab 

 0.3  2.76ab 

 0.1 1/5 

1.00ab 

0.83b 

1.60a 

1.10ab 

 

- 

 

1.90a 

1.94a 

1.83a 

1.40ab 

0.43b 1.80b 

F-test   * * 

C.V. (%)   47.23 35.32 

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)               

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  

- = ปนเปอน ไมสามารถบันทึกขอมูลได 

* อาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
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3. ผลของการลดความชื้นบางสวนตอการงอกของโซมาติกเอ็มบรโิอ  
 
  จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันมาลดความชื้น

บางสวนโดยการผึ่งลมในตูเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนระยะเวลาตางๆ พบวา ความชื้นของโซมาติก

เอ็มบริโอมีแนวโนมลดลงตามระยะเวลาในการผึ่งลมที่เพิ่มข้ึน โดยโซมาติกเอ็มบริโอมีความชื้น

หลังจากผึ่งลมเปนเวลา 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที เทากับ 100, 95.85, 94.81, 93.39, 

89.12, 87.53 และ 85.72 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 5) การลดความชื้นของโซมาติก

เอ็มบริโอบางสวนมีผลตอจํานวน SSE ที่สราง SSE ระยะสรางจาว และการงอกของ SSE ดังนี้ 

 
3.1 จํานวน SSE ที่สราง  
 
 จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการลดความชืน้บางสวนโดยการผึ่งลมเปน

ระยะเวลาตางๆ ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เตมิซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 

เดือน พบวา การลดความชื้นบางสวนมีผลตอการสราง SSE โดยการลดความชืน้บางสวนเปน

เวลา 5 – 15 นาท ี(ความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอลดลง 4.15-6.61 เปอรเซ็นต) สงผลใหการสราง 

SSE ลดลงจากชุดควบคุมประมาณ 1.6-2.5 เอ็มบริโอตอช้ินสวน (รูปที่ 3 ก) การสราง SSE 

เพิ่มข้ึนเมื่อลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 20-25 นาที โดยมีการสราง SSE สูงสุด 

23.21 เอ็มบริโอตอช้ินสวน เมื่อลดความชืน้เปนเวลา 25 นาที  (ลดความชืน้ 12.47 เปอรเซ็นต) 

เมื่อลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 30 นาท ีสงผลใหการสราง SSE นอยกวาการลด

ความความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 25 นาท ี(19.05 เอ็มบริโอตอช้ินสวน) (รูปที3่ ก ) 

 
3.2  SSE ระยะสรางจาว 
 
 จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการลดความชื้นบางสวนโดยการผึ่งลมเปน

ระยะเวลาตางๆ ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 

เดือน พบวา จํานวน SSE ระยะสรางจาวมีจํานวนลดลงหลังจากลดความชื้นของ 

โซมาติกเอ็มบริโอเปนเวลา 5-15 นาที เมื่อลดความชื้นเปนเวลา 20 นาที พบวา จํานวน SSE 

ระยะสรางจาวสูงสุด 12.24 เปอรเซ็นต (รูปที่ 3 ข) หลังจากลดความชื้นเปนเวลา 25 และ 30 นาที 

พบวา โซมาติกเอ็มบริโอมีจํานวนลดลงกวาการผึ่งลมในเวลาขางตนเปน 8.30 และ 5.45 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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3.3 การงอกของ SSE 
 
 จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอที่ผานการลดความชื้นโดยการผึ่งลมสวนเปน

ระยะเวลาตางๆ ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 

เดือน จากนั้นนําไปชักนําการงอกบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปน

เวลาอีก 4 เดือน พบวา การลดความชื้นชวยเพิ่มประสิทธิภาพการงอกของ SSE  โดยการลด

ความชื้นเปนเวลา 20-30 นาที (ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอลดลง 10.88-14.28 เปอรเซ็นต) 

สงเสริมใหการงอกของ SSE สูงกวา 34 เปอรเซ็นต โดยการงอกของ SSE สูงสุด 39.61 เปอรเซ็นต 

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 นาที (ลดความชื้น 14.28 เปอรเซ็นต) (รูปที่ 3 ค) 

 

ตารางที่ 5 ความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลงหลังจากผึ่งลมในตูยายเลี้ยงเปนระยะเวลา 

    ตางๆ กัน  

 

เวลาในการผึง่ลม (นาที) ความชื้น (%) 

0 100.00 

5 95.85 

10 94.81 

15 93.39 

20 89.12 

25 87.53 

30 85.72 
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เวลาการ dehydrate(นาที)      

รูปที่ 3 ผลของการลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอบางสวนตอจํานวน SSE ที่สรางสราง (ก) 

SSE ระยะสรางจาว (ข) และการงอกของ SSE (ค) หลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 

เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 4 เดือน 

คาเฉลี่ยทีก่ํากบัดวยอักษรแตกตางกนับนเสนแตกตางทางสถิต ิ(p<0.05)     



 30 

4. ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

   หลังจากนํา SSE ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวบน

อาหารสูตร MS เติม ซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม BA ความเขมขนตางๆ ไดแก 

0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาความเขมขนของ BA ที่สูงขึ้น สงผลใหการ

สราง SSE ลดลง (ตารางที่ 6) โดยการสราง SSE สูงสุด 18.40 เอ็มบริโอ หลังจากเพาะเลี้ยงบน

อาหารที่เติม BA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  SSE พัฒนาไปสูระยะสรางจาวสูงสุด 35.15 

เปอรเซ็นต หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร เมื่อนํา SSE ที่ชักนําได

ขางตนไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวาใหการสราง

ยอดต่ําในทุกความเขมขนของ BA โดย การเติม BA สงเสริมให SSE มีการงอกสูงสุดเพียง 2.69 

เปอรเซ็นต เทานั้น (ตารางที่ 6) อยางไรก็ตามผูวิจัยไดปรับปรุงวิธีการชักนําการงอก โดยนํา SSE ที่

ยังไมงอกไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสงเสริมการ

งอกของ SSE สูงสุดเปน 10.47 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 6) จากการชักนําการงอกของ SSE โดยใช 

BA เขมขน 1 มิลลิกรัม/ลิตร แมวาการยาย SSE ไปยังอาหารสูตร MS ที่เติม BA เขมขน 1 

มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมให SSE งอกมากขึ้น อยางไรก็ตาม พบวา ตนกลาที่ไดจากวิธีการดังกลาว

มีลักษณะผิดปกติ โดยยอดตนกลามีลักษณะมวนเปนหลอด  เมื่อใบคลี่มีลักษณะเปนกระจกุคลาย

พุมไมกวาด (27.88 เปอรเซ็นต) ลักษณะที่ผิดปกติดังกลาวไมสามารถพัฒนาได และตายตั้งแตยัง

อยูในหลอดทดลอง (รูปที่ 4) 
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ตารางที ่6 ผลของ BA ความเขมขนตางๆ ตอจํานวน SSE ที่สรางและการงอกของ SSE ของ

ปาลมน้าํมนัหลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ

เจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน   

 

BA (มก/ล) SSE/HE 1 SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

การงอก (%) 2 การงอก (%)3

0.0 16.91a 6.24b 22.64a Nd 

0.1 18.40a 11.79b 0.18b 0.41 

0.5 15.41a 19.16ab 1.79b 2.95 

1.0 14.89a 13.02b 2.69b 10.47 

2.5 12.23ab 19.59ab 0.58b 1.37 

5.0 7.82b 35.15a 0.95b 3.17 

F-test * * ** - 

C.V. (%) 25.84 44.84 35.41 - 

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)              ** = แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (p<0.01)     

- = ไมไดวิเคราะหทางสถิติ 

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  
1 เก็บขอมูลหลังจากเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร  

   เปนเวลา 4 เดือน 
2 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 1 บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

เปนเวลา 4 เดือน 
3 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 2 บนอาหารสูตร MS เติม BA1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา  

4 เดือน 

Nd : ไมไดทดลอง 
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ข ก 

 
รูปที่ 4 ลักษณะของตนกลาผิดปกติจากการเพาะเลีย้งในอาหารที่เติม BA เขมขน 1 มิลลิกรัม 

ตอลิตร: ยอดมีลักษณะใบมวนเปนหลอด (ก) เมือ่ใบคลี่มีลักษณะกระจุกเหมือนพุม 

ไมกวาด (ข)  
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5. ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของโซมาติกเอ็มบรโิอ 
 
 จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวไปเพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS เติม

ซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม GA3 ที่ระดับความเขมขนตางๆ คอื 0.01, 0.05, 

0.10, 0.25 และ 0.50 มิลลิกรัม/ลิตร พบวา GA3 เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตทีช่วยสงเสริมการ

สราง SSE (ตารางที่ 7) โดยการสราง SSE สูงสุด 33.7 เอ็มบริโอ/ชิน้สวน หลังจากเพาะเลี้ยงบน

อาหารที่เติม GA3 เขมขน 0.10 มิลลิกรัม/ลิตร SSE พัฒนาสูระยะสรางจาวสูงสุด 16.89 

เปอรเซ็นต หลงัเพาะเลี้ยงบนอาหารเติม GA3 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร  

 ความเขมแสงมีผลตอการงอกของ SSE โดยการเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 1554 

ลักซ สงเสริมการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอสูงกวาการเพาะเลีย้งที่ความเขมแสง 1178 ลักซ พบวา 

เปอรเซ็นตการงอกของ SSE เฉล่ียทุกความเขมขน เมื่อเพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง 1554 และ 1178 

ลักซ เทากับ 21.58 และ 12.11เปอรเซ็นต ตามลาํดับ (ตารางที ่ 7)  การเพาะเลี้ยงโซมาติก

เอ็มบริโอบนอาหารเติม GA3 เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ใหการงอกของ SSE สูงสดุ 29.79 และ 

20.07 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปเพาะเลีย้งทั้งสองความเขมแสงขางตน (ตารางที ่6) 

 จากการเปรียบเทียบการใชปจจัยเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอ 2 ปจจัยรวมกัน ไดแกสารเคมีรวมกับกายภาพ และการใชปจจัยสารเคมีรวมกัน 2 ปจจัย 

เพื่อการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันดังตารางที่ 8 พบวา การใชซอรบิทอล

เขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอ 12.47 เปอรเซ็นต และการใชซอร

บิทอลเขมขนเชนเดียวกันกับความเขมขนขางตนรวมกับการใชสาร GA3 ความเขมขนต่ําเพียง 0.01 

มิลลิกรัมตอลิตร ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการชักนําการสราง SSE  SSE ระยะสรางจาว และการงอก

ของ SSE สูงกวาการใชซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เพียงปจจัยเดียว (ตารางที่ 8) โดยการใช

ปจจัย 2 ปจจัยรวมกันขางตนชวยเพิ่มประสิทธิภาพการสราง SSE 23.21 และ 28.56 เอ็มบริโอตอ

ชิ้นสวน การสราง SSE ระยะสรางจาว 8.30 และ 10.1 เอ็มบริโอตอชิ้นสวน และการงอกของ SSE 

35.45 และ 29.76 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 8)  
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ตารางที ่7 ผลของ GA3 ความเขมขนตางๆ ตอการงอกของ SSE ปาลมน้ํามัน หลงัจากเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโตเปนเวลา 4 เดือน  

  

การงอกของ SSE (%)   

     ที่ความเขมแสง (ลักซ) 

GA3(มก/ล) SSE /HE1 SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

1554 1178 

0.01 28.56 10.10 29.76 20.07 

0.05 30.12 9.41 18.52 3.49 

0.10 33.70 11.19 16.25 19.04 

0.25 26.83 16.89 24.96 7.17 

0.50 31.06 14.02 18.43 10.79 

                                    การงอกเฉลี่ย (%) 21.58 12.11 

F-test ns Ns ns - 

C.V. (%) 27.93 31.56 44.98 - 

ns = ไมแตกตางทางสถิติ - = ไมไดวิเคราะหทางสถิต ิ
1เก็บขอมูลหลงัจากเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารเติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร เปนเวลา  

4 เดือน 
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ตารางที ่8 ตารางเปรยีบเทยีบประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอโดยใชปจจัยในการชัก

นําการงอกที่แตกตางกนั หลงัจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุม

การเจริญเติบโตเปนเวลา 4 เดือน   

ปจจัยชักนําการงอก SSE 

(เอ็มบริโอ/ชิ้นสวน)1

SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

การงอก (%)2

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร 16.91b 6.24 22.64a 

 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+ 

ลดความชืน้ 12.47% 

 

23.21ab 8.30 35.45a 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+ 

ผงถาน 0.25 %+อาหารเหลว* 

 

17.98b 10.04 8.75b 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+  

GA3 0.01 มก/ล  

 

28.56a 10.10 29.76 a 

ซอรบิทอล 0.2 โมลาร+  

BA 1.0 มก/ล 

14.89b 13.02 10.47b 

F-test * ns * 

C.V. (%) 16.51 48.68 25.11 

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ * = แตกตางอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)   

คาเฉลี่ยทีก่ํากบัดวยอักษรทีต่างกนัในสดมภเดียวกนัมคีวามแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 

   เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธ ีDMRT  
1 เก็บขอมูลหลังจากเพาะเลีย้งโซมาติกเอม็บริโอบนอาหารเติมซอรบทิอล 0.2 โมลาร เปนเวลา  

4 เดือน 
2 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 1 บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

   เปนเวลา 4 เดือน 

* อาหารเหลวสูตร MS ที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่งเติม 

   NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 
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6 ผลของผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

 จากการนาํโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวมาเพาะเลีย้งในอาหาร 2 ชั้น โดยชัน้

ลางเปนอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติมหรือไมเติมผงถาน 0.25 

เปอรเซ็นต ชั้นบนเปนอาหารเหลวสูตรเดียวกันทีล่ดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึง่เติม 

NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA เขมขน 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา การเติมผงถาน 0.25 

เปอรเซ็นตสงเสริมการสราง SSE (17.98 เอ็มบริโอตอช้ินสวน) การงอกของ SSE (8.75 เปอรเซ็นต) 

และการตายของชิ้นสวนพืช (38.33 เปอรเซ็นต) สูงกวาการไมเติมผงถาน (ตารางที ่ 9)  อยางไรก็

ตามการเติมผงถานใหการสรางโซมาติกเอม็บริโอระยะสรางจาว (10.04 เปอรเซ็นต) ซึ่งต่ํากวาการ

ไมเติมผงถาน  

 

ตารางที ่9 ผลของการเติมผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวตอการงอกของ SSE ปาลมน้าํมนั

หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 

4 เดือน 

 

ผงถาน (%) SSE/HE1 SSE ระยะสรางจาว 

(%)1

ชิ้นสวนตาย (%) การงอก (%)2

0.25 17.98 10.04 38.33 8.75 

0 13.59 16.94 28.33 5.41 

F-test ns Ns ns ns 

C.V. (%) 24.64 37.69 43.30 53.93 
1เก็บขอมูลหลงัจากเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารเติมซอรบิทอล 0.2 โมลาร เปนเวลา  

4 เดือน 
2 เก็บขอมูลหลังเพาะเลี้ยง SSE จาก 1 บนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต

เปนเวลา 4 เดือน 
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การชกันําราก 
 
  นํายอดปาลมน้ํามนัที่ชักนําไดขางตนไปชกันํารากในอาหารสูตร MS เติมน้ําตาล

ซูโครสเขมขน 0.2 และ 0.3 โมลาร รวมกับการผันแปรองคประกอบของธาตุอาหารเปน 1, 1/2 และ 

1/5 เทา หรือนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเดียวกันเติมซอรบิทอล 0.3 โมลาร รวมกับการเติม

น้ําตาลซูโครส 0, 0.03, 0.05, 0.08 และ 0.16 โมลาร รวมกับการลดองคประกอบของธาตุอาหาร

เปน 1/5 เทาของสูตรปกติ พบวาน้าํตาลซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับความเขมขนของธาตุ

อาหาร 1 เทา สงเสริมการงอกของรากสงูสุด 31.25 เปอรเซ็นต หลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1-2 

เดือน รากที่สรางมีจาํนวน 1-2 ราก/ยอด (ตารางที่ 10 รูปที่ 5) 
   

ตารางที ่ 10 ผลของความเขมขนของน้าํตาลและองคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ที่แตกตาง

กันตอการชักนํารากของยอดปาลมน้าํมนัหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน 

ความเขมขน (โมลาร) 

ซอรบิทอล ซูโครส 

ความเขมขนของธาตุอาหาร การสรางราก (%) 

0.3 0 1/5 9.09cd 

0.3 0.03 1/5 26.67ab 

0.3 0.05 1/5 18.75bc 

0.3 0.08 1/5 18.75bc 

0.3 0.16 1/5 0d 

- 0.2 1 31.25a 

- 0.2 1/2 13.33c 

- 0.2 1/5 0d 

- 0.3 1 0d 

- 0.3 1/2 10.00cd 

- 0.3 1/5 9.52cd 

F-test   * 

C.V. (%)   37.65 

* = แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)               

  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

  เมื่อเปรียบเทียบดวยวิธี DMRT  
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 ก 

รูปที่ 5 ยอดปาลมน้าํมนัทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงใบออน (ก) รากปาลมน้ํามันมีลักษณะยืดยาวได

จากการชักนํารากบนอาหารสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครส 0.2 โมลาร (ข) 

ข 

 
การอนุบาลตนกลา 
 
 นําตนกลาปาลมน้ํามันที่มีรากเพยีง 1-2 ราก มาลางวุนที่ติดมากับรากใหสะอาด

เพื่อปองกันรากเนา หลงัจากนัน้ยายไปปลูกในวัสดุปลูกครอบตนกลาดวยขวดใสขนาด 8 ออนซ 

หรือพลาสติกใส   เปนเวลา 1 เดือน หลงัจากครอบตนกลาเปนเวลา 1 เดือนแลวใหนาํวัสดุครอบ

ออก หลงัจากอนุบาลโดยวธิีการดังกลาว พบวาตนกลาสามารถปรับตัวและใหอัตราการรอดชีวิต

สูงถึง 93.27 เปอรเซ็นต ซึง่ตนกลาที่ไดมพีัฒนาการดังรูปที่ 6 

 

 

 
 
 
 
 



 39 

 

 

 

 

 

ก ข 

 ง ค 

  

จ ฉ   
 
รูปที่ 6 พฒันาของตนกลาปาลมน้ํามนัที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออน ก: ตนกลาสมบูรณกอน

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

เดือน จ: หลังจากอนุบาล 7 เดือน และ ฉ: หลงัจากอนุบาลประมาณ 1 ป  
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2. การตรวจสอบการกลายพันธุโดยเทคนิคไอโซไซม 
 
 จากการนาํใบของปาลมน้ํามันในหลอดทดลองอาย ุ 6 เดือนหลังชกันําการงอก 

มาตรวจสอบความแปรปรวนโดยเทคนิคไอโซไซม 8 ระบบคือ เอสเตอเรส เปอรออกซิเดส แอซิด

ฟอสฟาเทส ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส ฟอสโฟกลูโคมิวเทส มาเลทดีไฮโดรจีเนส แอลกอฮอลดี

ไฮโดรจีเนส และ ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนส พบวา มีเพยีงระบบเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสเทานัน้

ที่ยอมไมติดสี  อยางไรก็ตามเอนไซมระบบอื่นๆ แมสามารถยอมติดสีไดแตมีเพียง 3 ระบบเทานัน้ที่

ติดสีไดชัดเจน (ตารางที่ 11) ไดแก แอซิดฟอสฟาเทส (รูปที7่ ก) เปอรออกซิเดส (รูปที7่ ข) และเอส

เตอเรส (รูปที7่ ค) โดย ระบบเอสเทอเรสใหรูปแบบ (แถบ) เอนไซม 2 โซน ใหจํานวนแถบเอนไซม

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

(ตารางที่ 11 รูปที่ 7 ค) จงึเปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดในการตรวจสอบความแปรปรวนของ

ตนกลาปาลมน้ํามนัในหลอดทดลอง 

 อัตราสวนของตัวอยางใบกับ extraction buffer มีสวนสาํคัญตอความชัดเจนของ

การติดสีของระบบเอนไซม อัตราสวนของตัวอยางใบกับ extraction buffer ที่เหมาะสมคือ 1: 5  

หากใชอัตราสวนดังกลาวในอัตรา 1:10 และ 1:30 สงผลตอความชัดของการติดสี และจํานวนแถบ

ลดลง (ตารางที่ 11) 
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ตารางที ่ 11 ผลของอัตราสวนของชิน้สวนพืชตอ extraction buffer ตอจํานวนโซนของไอโซไซมที่

ยอมดวยระบบเอนไซม 8 ระบบ 

 

ระบบเอนไซม ตัวอยางพืช: 

extraction buffer 

จํานวนโซน (โซน) จํานวนแถบส ี

(ตําแหนง) 

การติดสี 

EST 1:5 2 5 +++ 

ACP  2 4 +++ 

PER  1 1 +++ 

ADH  - - - 

PGI  1 1 + 

PGM  1 1 + 

MDH  1 1 + 

shDH  1 1 + 

     

EST 1:10 2 5 ++ 

ACP  2 4 ++ 

PER  1 1 +++ 

ADH  Nd Nd Nd 

PGI  Nd Nd Nd 

PGM  Nd Nd Nd 

MDH  Nd Nd Nd 

shDH  Nd Nd Nd 

     

PER: เปอรออกซิเดส   EST: เอสเตอเรส 

ACP: แอซิดฟอสฟาเทส   MDH: มาเลทดีไฮโดรจีเนส 

PGI: ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส  PGM: ฟอสโฟกลูโคมิวเทส 

ADH: แอลกอฮอรดีไฮโดรจีเนส  ShDH: ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนส 

+++ : ติดสี และแยกแถบสีไดชัดเจน ++: ติดสี และแยกแถบสีไดปานกลาง 

+ : ติดสี ชัดเจนนอย หรือเปนปน  - : ไมติดสี       Nd: ไมไดทดลอง 
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ตารางที ่11 (ตอ) 

ระบบเอนไซม ตัวอยางพืช: 

extraction buffer 

จํานวนโซน (โซน) จํานวนแถบส ี

(ตําแหนง) 

การติดสี 

EST 1:30 1 3 + 

ACP  1 2 - 

PER  1 1 +++ 

ADH  Nd Nd Nd 

PGI  Nd Nd Nd 

PGM  Nd Nd Nd 

MDH  Nd Nd Nd 

shDH  Nd Nd Nd 

 

PER: เปอรออกซิเดส   EST: เอสเตอเรส 

ACP: แอซิดฟอสฟาเทส   MDH: มาเลทดีไฮโดรจีเนส 

PGI: ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอเรส  PGM: ฟอสโฟกลูโคมิวเทส 

ADH: แอลกอฮอรดีไฮโดรจีเนส  ShDH: ชิคิเมทดีไฮโดรจีเนส 

+++ : ติดสี และแยกแถบสีไดชัดเจน ++: ติดสี และแยกแถบสีไดปานกลาง 

+ : ติดสี ชัดเจนนอย หรือเปนปน  - : ไมติดสี       Nd: ไมไดทดลอง 

 

จากการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้าํมันในหลอดทดลอง 50 ตน และ

นอกหลอดทดลอง 8 ตน โดยใชระเอนไซมเอสเทอเรส พบวา ไมมีความแปรปรวนของแถบเอนไซม  
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รูปที่ 7 รูปแบบไอโซไซมจากใบออนของตนกลาปาลมน้ํามนั ก: แอซิดฟอสฟาเทส,  

        ข: เปอรออกซิเดส  ค: เอสเตอเรส 
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บทที่ 4 
 

บทวิจารณ 
 

 การชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเกิดขึ้นจาก 2 กระบวนการคือ  

ออรกาโนเจเนซีส ซึ่งเปนกระบวนการสรางอวัยวะตางๆ เชน รากหรือยอดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อพืช 

และเอ็มบริโอเจเนซีส ซึ่งเปนกระบวนการกําเนิดและพัฒนาเปนตนออน และเนื่องจากการ

เพาะเลี้ยงชิ้นสวนที่มีองคประกอบของเซลลหรือเนื้อเยื่อของเซลลรางกาย ดังนั้นจึงเรียก

กระบวนการนี้วาโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีส  (นิจวรรณ, 2545) ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนั้น

พบวา โซมาติกเอ็มบริโอเปนแหลงของชิ้นสวนพืชที่เหมาะสมตอการขยายพันธุโดยไมอาศัยเพศซึ่ง

มีความสําคัญในพืชหลายชนิดโดยเฉพาะพืชที่การขยายพันธุโดยวิธีปกติทําไดยาก (Stasolla and 

Yeung, 2003) พืชหลายชนิดตองการปจจัยที่เหมาะสมในการชักนําพืชตนใหมที่แตกตางกนั โดยมี

ปจจัยที่สําคัญดังนี้คือ ปจจัยทางเคมีไดแก องคประกอบของธาตุอาหารที่แตกตางกัน (Mamiya 

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

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

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

1998,) ปจจัยทางกายภาพ เชน การลดความชื้นบางสวน (Find, 1997) เปนตน  

 ยังไมมีรายงานการศึกษาการชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงใบออนของ

ปาลมน้ํามันตนโตใหผลผลิตดีอายุ 10-20 ป ในประเทศไทย ดังนั้นผูวิจัยจึงไดศึกษาตั้งแต

ปจจัยพื้นฐานที่อาจเปนปจจัยที่สําคัญตอการชักนําพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลม

น้ํามัน โดยเริ่มต้ังแตการศึกษาผลของชนิดของภาชนะที่แตกตางกันตอการเพิ่มปริมาณของ 

โซมาติกเอ็มบริโอ โดยเฉพาะโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสรางจาว ซึ่งจัดเปนแหลงของชิ้นสวนพืชที่

เหมาะสมตอการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (อาสลัน, 2545)  จากผลการศึกษา พบวา 

ชนิดของภาชนะเพาะเลี้ยงที่แตกตางกันมีผลตอการเพิ่มปริมาณ และการพัฒนาของโซมาติก

เอ็มบริโอในระยะสรางจาวที่แตกตางกัน โดยการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองใหการสรางจํานวน 

โซมาติกเอ็มบริโอทั้งหมดและจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอระสรางจาวสูงสุด ในขณะที่การเพาะเลี้ยง

ในจานเพาะเลี้ยงใหการเพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอต่ําสุด  Joy และคณะ (1991) รายงาน

วาชนิดของภาชนะที่แตกตางกันจะสงผลตอปริมาตรของกาซคารบอนไดออกไซคที่ตางกัน ซึ่ง

ปริมาตรกาซคารบอนไดออกไซดที่มากชวยสงเสริมการเกิดพืชตนใหมและการพัฒนาของเซลลพืช 
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เชนเดียวกับ Kvaalen  และ  Arnold (1991) รายงานในลักษณะเดียวกันคือคารบอนไดออกไซด

และออกซิเจน  มีผลตอการสราง การเพิ่มปริมาณ และการสุกแกของโซมาติกเอ็มบริโอที่ไดจาก

การเพาะเลี้ยงไซโกติกเอ็มบริโอของ Picia abies  อยางไรก็ตาม ผลของออกซิเจนจะขึ้นกับ

องคประกอบของอาหาร โดยการใชองคประกอบของอาหารเต็มสูตร กระตุนการสรางเนื้อเยื่อ

เอ็มบริโอเจนิค แตจะยับยั้งการสรางเนื้อเยื่อเอ็มบริโอเจนิค หากเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ลด

องคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึ่ง ดังนั้นจึงสันนิฐานไดวาปริมาตรของภาชนะมีสวนสําคัญ

มากตอการเพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอ จากการคํานวณปริมาตรของภาชนะชนิดตางๆ ใน

การศึกษาครั้งนี้ พบวามีปริมาตรตางๆ ดังนี้ (ลบปริมาตรอาหาร) หลอดทดลอง 59 ลูกบาศก

เซนติเมตร จานเพาะเลี้ยง 71 ลูกบาศกเซนติเมตร ขวดทดลองขนาดเล็ก 111 ลูกบาศกเซนติเมตร 

และ ขวดทดลองขนาดใหญ 221.55 ลูกบาศกเซนติเมตร   เมื่อคํานวณปริมาตรภาชนะเพาะเลี้ยง

ตอช้ิน ของภาชนะตางๆ คือ หลอดทดลอง จานเพาะเลี้ยง ขวดขนาดเล็ก และขวดขนาดใหญ มี

ปริมาตรเทากับ 59,  8.8, 37 และ 44.31 ลูกบาศกเซนติเมตรตอชิ้นสวน ตามลําดับ   เปนไปตาม

ขอสันนิฐานขางตน โดยการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอและโซมาติก

เอ็มบริโอระยะสรางจาวสูงสุด นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลอง โซมาติก

เอ็มบริโอสามารถใชปจจัยในการพัฒนาเปนพืชตนใหมมากขึ้น เชน แสง อากาศและอาหารได

เต็มที่จึงมีผลตอการพัฒนาเปนพืชตนใหมไดดีกวาการเพาะเลี้ยงในภาชนะอื่นๆ การเพาะเลี้ยง

ชิ้นสวนพืชในจานเพาะเลี้ยงที่พันดวยพาราฟลมใหการสรางโซมาติกเอ็มบริโอทั้งหมดและโซมาติก

เอ็มบริโอระยะสรางจาวต่ําสุด ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากภาชนะดังกลาวมีปริมาตรอากาศที่จํากัดและ

สูญเสียความชื้นไดงายกวาภาชนะอื่นๆ  ประกอบกับการเพาะเลี้ยงในภาชนะดังกลาวสามารถ

เพาะเลี้ยงไดหลายชิ้น ทําใหเกิดการจํากัดทั้ง ธาตุอาหาร ความชื้น และอากาศ ซึ่งสงเสริมให

ชิ้นสวนเกิดความเครียดและปลดปลอยสารสารฟโนลิกออกมา การเลือกใชชนิดของภาชนะ

เพาะเลี้ยงที่เหมาะสมอาจเปนกุญแจสําคัญใหการเพาะเลี้ยงเนื้อพืชพืชบางชนิด ที่ขยายพันธุดวย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยาก เชน ปาลมน้ํามัน ดังนั้นผูวิจัยจึงไดนําแนวคิดที่ไดจากการทดลองที ่1 

ไปประยุกตใชในการทดลองอื่นๆ รวมกับการสังเกตพฤติกรรมการเจริญเติบโตอยางใกลชิด (ไมได

แสดงขอมูล) ซึ่งพบวาในการขยายพันธุดวยการเพาะเลี้ยงใบออนนั้น ภาชนะเพาะเลี้ยงเปนปจจัย

ที่สําคัญปจจัยหนึ่งที่ทําใหผลการวิจัยประสบความสําเร็จ โดยในชวงของการชักนํา SSE ควรใช

หลอดทดลองจะทําใหไดปริมาณ SSE สูงสุด สวนในชวงของการชักนําการงอกใหใชขวดขนาด 8 

ออนซ (ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ) หากใชขวดขนาดเล็กกวานี้ พบวานอกจากจะตองยายเลี้ยงบอย

ข้ึนแลว ชิ้นสวนมีการสรางสารฟโนลิกออกมามาก สงผลใหการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอยังต่ํา
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กวาขวดขนาด 8 ออนซ (ขวดเพาะเลี้ยงขนาดใหญ) อีกดวย จากการศึกษาครั้งนี้จึงไดขอแนะนําใน

การปรับใชในการขยายพันธุปาลมน้ํามันดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเชิงการคาในอนาคตได  

 ในกระบวนการชักนําเปนพืชตนใหมจากการเพาะเลี้ยงใบออนของปาลมน้ํามันที่

ผูวิจัยไดศึกษามาตั้งแต ป พ.ศ. 2543 โดยไดศึกษาวิจัยจากตนกลาอายุ 1 ป และตนโตอายุ

ระหวาง 10-20 ป นั้น พบวา ข้ันตอนที่ยากมี 3 ข้ันตอนคือ การชักนําแคลลัส และการชักนําการ

สรางเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และการสรางโซมาติกเอ็มบริโอ อยางไรก็ตามโซมาติกเอ็มบริโอ

สามารถเพิ่มปริมาณมากไดตามตองการดวยการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติมไดแคมบา

ความเขมขนต่ําเพียง 1 มิลลิกรัมตอลิตร (Te-chato et al., 2002) ความแตกตางของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนของตนกลาและตนโตคือ การเกาะตัวของโซมาติก

เอ็มบริโอ โดยโซมาติกเอ็มบริโอของตนกลามีการเกาะกันแนน หลังจากนําไปชักนําการงอกแลวทํา

ใหตัดแยกตนกลาไดยาก ในขณะที่โซมาติกเอ็มบริโอที่ชักนําไดจากตนโตมีลักษณะเกาะกันอยาง

หลวมๆ ทําใหแยกตนกลาไดโดยงาย (ไมไดแสดงขอมูล) จากการสังเกตกระบวนการเกิดโซมาติก

เอ็มบริโอของปาลมน้ํามันพบวา มีระยะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอที่ปรากฏเดนชัดมี 3 ระยะ 

ไดแก รูปกลม ทอรปโดและระยะสรางจาว (haustorium) ซึ่งโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสรางจาว

เปนระยะที่เหมาะสมตอการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (อาสลัน, 2545) ดังนั้นใน

การศึกษาครั้งนี้จึงใชโซมาติกเอ็มบริโอในระยะดังกลาวเพื่อการทดลองการชักนําการงอก โดย 

โซมาติกเอ็มบริโอที่นํามาใชในการทดลองครั้งนี้จะเลือกโซมาติกเอ็มบริโอที่มีขนาดใกลเคียงกัน (มี

ความยาวและกวางประมาณ 0.5 เซนติเมตร ) อยางไรก็ตามปญหาสําคัญของการเพาะเลี้ยงเพื่อ

เพิ่มปริมาณของโซมาติกเอ็มบริโอคือ การปนเปอนแบคทีเรีย สันนิษฐานวาเปนเชื้อที่อยูภายใน

ชิ้นสวนเองเกิดจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลานาน จึงควรยายเลี้ยงใหบอยขึ้น (2-3 สัปดาหตอคร้ัง) 

รวมถึงควรยายชิ้นสวนที่ยังไมปนเปอนไปเพาะเลี้ยงในอาหารใหมอยูเสมอ และเพาะเลี้ยงใน

บริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมินอย เพื่อลดการเกิดไอน้ําในขวดเพาะเลี้ยงเอง ซึ่งไอน้ําจะ

เปนตัวกลางใหเชื้อแบคทีเรียเคลื่อนที่ไปทั่วขวด หากยายเลี้ยงชิ้นสวนที่ปนเปอนเชื้อแบคทีเรีย

อยางสม่ําเสมอจะชวยลดเชื้อได อยางไรก็ตามโซมาติกเอ็มบริโอที่มีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย

เปนโซมาติกเอ็มบริโอที่ไมเหมาะสมตอการนําไปชักนําการงอกมากนัก เนื่องจากใหจํานวนตนกลา

นอยมาก (จากการสังเกต) ซึ่งโดยสวนใหญฐานโซมาติกเอ็มบริโอ (สวนที่สัมผัสอาหาร) จะมีการ

สรางโซมาติกเอ็มบริโอ หากมีการปนเปอนจะทําใหสวนที่ปนเปอนเชื้อไมสามารถสรางโซมาติก

เอ็มบริโอไดเลย หากมีการปนเปอนเชื้อปริมาณมากบางโซมาติกเอ็มบริโออาจตายได  
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 น้ําตาลจัดเปนแหลงของคารบอนที่สําคัญในการชกันาํกระบวนการสุกแกและการ

งอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (Corrdoira, et al., 2003)  ชนิดของน้าํตาลที่ใชโดยทัว่ไปไดแก ซูโครส 

กลูโคส และฟรุคโทส นอกจากนี้ยงัใชน้าํตาลในรูปของแอลกอฮอล ไดแก ซอรบิทอล และแมนนิ

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

Nakagawa et al., 2001; Paiva  and Otoni, 2003) แมมีรายงานการใชน้ําตาลหลายชนิด เพื่อชัก

นําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอในพืชตางๆ เชน หนอไมฝร่ัง (Mamiya and Sakamoto, 2000; 

Nakagawa et al., 2001) แตงกวา (Lou and Kako, 1995) เปนตน  อยางไรก็ตาม ยงัไมมี

รายงานการใชน้ําตาลเพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอม็บริโอของปาลมน้ํามัน ดงันัน้ในเบื้องตน

ของการศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้าํมันโดยตรงจงึ

ใชน้ําตาลเพื่อการชักนําการงอก 5 ชนิด ไดแก ซูโครส กลูโคส ฟรุคโทส แมนนทิอลและซอรบิทอล  

ในความเขมขนชนิดละ 0.1, 0.2 และ 0.3 โมลาร รวมกบัการผันแปรองคประกอบของธาตุอาหาร

สูตร MS เปน 1, 1/2 และ 1/5  เทาของสูตรปกติ จากการศึกษา พบวา การเติมน้ําตาลชนิดตางๆ 

ลงไปในอาหารเพื่อชักนาํการงอกมีผลตอการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามนันอยมาก (เร่ิม

งอกหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 เดือน) (การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 40 เปอรเซ็นต โดย

มีการงอกเอ็มบริโอละ 1-2 ตน) อยางไรก็ตาม ส่ิงทีค่นพบจากการเติมน้ําตาลเพื่อชักนําการงอก

ของโซมาติกเอ็มบริโอคือ การสรางโซมาติกเอม็บริโอทตุิยภูมิ ( SSE: secondary somatic 

embryo) จากโซมาติกเอม็บริโอเดิม โดย SSE ดังกลาวจะเริ่มสรางทีฐ่านของโซมาติกเอ็มบริโอเดิม

หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 สัปดาห  จํานวนของ SSE ที่สรางขึ้นมากหรือนอยอยูกับชนิดและ

ความเขมขนของน้าํตาลทีเ่ติมลงในอาหาร โดยชนิดของน้ําตาลทีม่ีศักยภาพในการสงเสริมการ

สราง SSE ม ี4 ชนิดคือ กลโูคส ซูโครส ฟรุคโทส และซอรบิทอล มีเพยีงน้าํตาลแมนนทิอลเทานัน้ที่

ไมมีผลตอการพัฒนาของชิน้สวนพืชหลงัจากเพาะเลีย้ง แมวาแมนนิทอลมโีครงสรางทางเคมีที่ไม

แตกตางกับซอรบิทอลมากนัก อยางไรก็ตามในขณะนี้ยังไมทราบเหตุผลที่แนนอนวาเหตุใดแมนนิ

ทอลจึงไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงหลังจากเพาะเลีย้ง สันนิษฐานวาในปาลมน้ํามนัอาจไมมีเอน

ไซมมทีท่ําหนาที่ยอยน้าํตาลแมนนทิอลไปใชประโยชนได เมื่อพิจารณาความเขมขนของน้าํตาลตอ

การสราง SSE พบวาการสราง SSE มีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของน้าํตาลเพิ่มข้ึน การเติม

น้ําตาลความเขมขนสูงสงเสริมใหชิ้นสวนพืชสรางสารประกอบฟโนลคิมากขึ้นบางชิ้นสวนตาย 

หลังจากเพาะเลี้ยง SSE ทีส่รางขึ้นขางตนเปนเวลา 4 เดือน ในอาหารเดิมพบวา SSE บางสวนก็

สามารถงอกไดแตมีการงอกนอยมาก (สูงสุด 9.52 เปอรเซ็นต:ไมไดแสดงขอมูล)   จากการ

ตรวจสอบพบวามนี้ําตาลเพยีง 3 ชนิด เทานั้นที่สงเสรมิการงอกของ SSE ไดแก ซูโครส กลูโคส 
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และซอรบิทอล โดยการเตมิน้ําตาลซอรบิทอล 0.2 โมลาร สงผลตอการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ

สูงสุด 40 เปอรเซ็นต  ซอรบทิอลเปนน้ําตาลที่มีศกัยภาพในการชักนําการงอกของ SSE สูงสุด โดย

สงผลให SSE งอกในเกือบทุกความเขมขน และองคประกอบอาหาร Mark และคณะ (2005) 

รายงานการใชน้ําตาลซอรบิทอลเพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของถั่วเหลืองพบวา ซอรบิ

ทอลมีประสิทธิภาพในการชกันําการงอกของโซมาติกเอม็บริโอของถั่วเหลืองมากกวาแมนนิทอล 

สอดคลองกับการศึกษานี ้ทีพ่บวาแมนนิทอลเปนน้าํตาลที่ไมเหมาะสมตอการชักนาํการงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอ เนื่องจากไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของชิน้สวนหลังจากเพาะเลีย้งแตอยางใด 

เหตุผลที่ซอรบทิอลมีคุณภาพดีกวาแมนนทิอลนัน้ ขณะนี้ยังไมทราบสาเหตทุี่แนนอน (David  and 

Wayne, 2001) แตตามรายงานของ David and Wayne (2001) ซึ่งชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอของถั่วลิสงพบวา การใชซอรบิทอลสงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการสะสมของสาร 

triglyceride ในขณะที่การใชแมนนทิอลไมมีการสะสมของสารดังกลาว เหตุผลที่โซมาติกเอ็มบริโอ

สามารถงอกไดในอาหารที่เติมน้ําตาลนัน้ยังไมมีรายงานชัดเจนมากนัก อยางไรก็ตามการเติม

น้ําตาลลงในอาหารรวมกับการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 เดือน ในอาหารชักนาํการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโออาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาออสโมติกโพเทนเชยีลของอาหาร การเติมน้ําตาลความ

เขมขนยิ่งสงูสงผลตอการเพิม่ข้ึนของแรงดนัออสโมติก  Mamiya และ Sakamoto (2000) รายงาน

วาแรงดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนสงผลใหยับยั้งการเจริญของยอดแตไมมีผลตอการเจริญของราก 

ดังนัน้การเติมน้ําตาลความเขมขนยิ่งสงูขึน้อาจทําใหเกดิความเปนพษิซึ่งอาจสงผลตอความสําเรจ็

ของการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ สอดคลองกับการทดลองครั้งนี้ซึง่พบวา ความเขมขน

ของน้ําตาลยิ่งสูงขึ้นสงผลใหมีการสราง SSE ลดลง อีกทั้งยงัทําใหชิ้นสวนพืชมีการปลดปลอย

สารฟโนลิคเพิม่ข้ึน ทาํใหชิ้นสวนมีสีน้าํตาล หากไมยายเลีย้งชิน้สวนพืชก็อาจตายไดในที่สุด  

นอกจากนีน้้าํตาลยังจัดเปนสาร plasmolyzing osmoticum ซึ่งมีความแตกตางจากสาร  

non-plasmolyzing osmoticum โดยทัว่ไป เชน PEG โดยสาร plasmolyzing osmoticum 

สามารถผานเขาสูผนังเซลลและสงผลใหเกิด plasmolysis แบบชั่วคราว ซึง่โดยทั่วไปการเตมิ

น้ําตาลโดยทัว่ไปในอาหารชกันําการสุกแกเพื่อกระตุนการเกิดสภาวะขาดน้ํา เพื่อสงเสริมการเจริญ

พัฒนาของพืช ซึ่งมีการใชหลักของการชักนาํกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจนีซสีของสนทัว่ไป 

อยางไรก็ตามขอเสียของการเพาะเลีย้งเปนเวลานานโดยไมยายเลี้ยงของปาลมน้ํามันก็คือ การเกิด

การปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลานาน แบคทีเรียจะแทรกซึมอยูใน

ชิ้นสวน การเพิ่มระยะเวลาการยายเลี้ยงจะชวยเพิ่มปจจัยในการเจรญิของแบคทีเรียได SSE ที่

ปนเปอนเชื้อแบคทีเรียสามารถนําไปชักนําการงอกไดตามปกติ จากการสังเกต พบวาแมสามารถ
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ชักนาํการงอกได แตแบคทีเรียจะขัดขวางการดูดน้ําและธาตุอาหาร ทาํใหมกีารเจรญิเติบโตชากวา

ปกติ แนวทางสําหรับการศึกษาขั้นตอไปสําหรับการศึกษานี้คือ การยายเลี้ยงใหบอยขึ้น  

 เมื่อพิจารณาองคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ตอการสราง SSE พบวา การ

สราง SSE ลดลงตามองคประกอบของอาหารที่ลดลงจากสูตรปกติ สอดคลองกับการทดลองของ 

Grool และคณะ (2002) ที่ทําการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของมันสําปะหลัง บนอาหารสูตร MS ที่ลด

องคประกอบของธาตุอาหารลงเหลือ ½ และ1/4 พบวา ทําใหการงอกของเอ็มบริโอลดลง 21 และ 

55.21 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  นอกจากนี้จากการศึกษา พบวาการลดองคประกอบของธาตุอาหาร

สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการสรางรากโดยตรงจากโซมาติกเอ็มบริโอเดิม  อีกทั้งยังกระตุนการ

สรางสารประกอบฟนอลเพิ่มข้ึนอีกดวย ดังนั้นการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS สูตรปกติจึง

เหมาะสมตอการชักนํา SSE มากที่สุด Kumria และคณะ (2003) รายงานวาในการชักนําการงอก

ของโซมาติกเอ็มบริโอของฝายนั้น องคประกอบของธาตุอาหารสูตร MS ปกติใหการงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอสูงสุด 70 เปอรเซ็นต การลดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหนึ่งหรือหนึ่งใน

หาเทาของสูตรปกติ สงผลใหการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอลดลงเหลือ 40-50 เปอรเซ็นตเทานั้น  

 แมวาวัตถุประสงคเดิมของการศึกษานี้คือการชักนําการงอกของโซมาติกเอม็บริโอ

โดยตรง แต พบวา โซมาติกเอ็มบริโอดังกลาวมีการงอกต่ํามาก พบการสราง SSE จํานวนมากซึ่ง 

SSE นับเปนเครื่องมือสําคัญที่ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการขยายพันธุปาลมน้ํามันดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดีแลวเพื่อใหไดตนจํานวนมาก ผูวิจัยไดคนพบวา เมื่อ

ทดลองนํา SSE ที่มีการงอกบางสวนบนอาหารที่เติมน้ําตาลความเขมขนและองคประกอบที่

สงเสริมการงอกไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา 

ทุกหนวยทดลองสามารถชักนําการงอกของยอดได แตพบวา SSE ที่ไดจากอาหารที่เติมซอรบิทอล 

0.2 โมลาร มีการงอกสูงสุด 77.92 เปอรเซ็นต นอกจากนี้พบวา ยอดปาลมน้ํามันที่ไดสามารถสราง

รากไดเองมีจํานวนประมาณ 35.71 เปอรเซ็นต การที่  SSE ที่ผานการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่เติมน้ําตาลเปนเวลา 4 เดือน สามารถงอกเปนตนกลาหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 

ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต อาจเนื่องจากการเพาะเลี้ยง SSE บนอาหารโดยที่ไมมีการ

ยายเลี้ยงเปนเวลานาน สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโอมีการปลดปลอยสารฟโนลิคลงไปในอาหาร 

(จากการสังเกต) นอกจากนี้ยังทําใหความแข็งของอาหารเพิ่มข้ึนเนื่องจากการระเหยของน้ําทําให

คาออสโมติกโพเทนเชียลในอาหารลดลงอีกดวย ความแตกตางของคาออสโมติกโพเทนเชียล

ระหวางอาหารและโซมาติกเอ็มบริโอกอใหเกิดสภาวะเครียดน้ํา การดูดน้ําของโซมาติกเอ็มบริโอ

เปนไปอยางชาๆ มีการปรับสมดุลของสาร ABA ซึ่งเปนสารที่สงเสริมใหเมล็ดพักตัว (Bewley, 
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1997) กระบวนการดังกลาวขางตนอาจสงผลใหกิจกรรมของสาร ABA ลดลง  ดังนั้นหลังจากนํา 

SSE ขางตนไปเพาะเลี้ยงบนอาหารใหม ทําใหโซมาติกเอ็มบริโอเริ่มดูดน้ําและอาจมีกระบวนการ

เปลี่ยนแปลงคลายกับการงอกของเมล็ดและกระตุนการทํางานของเอนไซมที่จําเปนตอการยอย

อาหารสะสมในโซมาติกเอ็มบริโอและการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (Bewley, 1997)  Merkle 

และคณะ (1995) อางโดย Corredoira (2002) รายงานวา โดยทั่วไปแลววัตถุประสงคของการลด

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

ในกรณีของโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักนําไดจากอาหารเติมน้ําซอรบิทอลมีการสรางยอดและราก

มากกวาโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักนําไดจากอาหารเติมน้ําตาลซูโครส สันนิษฐานวาอาหารที่เติม

น้ําตาลซอรบิทอล มีผลตอการเพิ่มคาออสโมติกโพเทนเชียลของอาหารซึ่งเปนสภาวะเครียดน้ํา 

กลไกดังกลาวคลายกับการลดความชื้นที่กลาวแลวขางตน ดังนั้นการใชน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 

0.2 โมลาร เหมาะสมตอการงอกของ SSE มากกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส 

อยางไรก็ตาม การศึกษานี้แมวาทราบชนิดและความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการชักนํา

การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามัน แตยังไมทราบคาของออสโมติกโพเทนเชียล และ

เปอรเซ็นตความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลง จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิชนดิและความ

เขมขนของน้ําตาลขางตน ดังนั้น แนวทางการศึกษาในอนาคตนั้นควรมีการวัดคาออสโมติกโพเทน

เทียลของอาหาร และหาความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอที่ลดลง  ในสวนของการศึกษาคาออสโมตกิ

โพเทนเชียลที่เหมาะสมตอการงอกของ SSE นั้น ควรพิจารณาคาออสโมติคโพเทนเชียลของอาหาร

กอนเพาะเลี้ยงและหลังเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลาตางๆ กัน เนื่องจากการการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนพืช

บนอาหารนานถึง 4 เดือน โดยไมมีการยายเลี้ยงนั้น สงผลใหคาออสโมติกโพเทนเชียล

เปลี่ยนแปลงไปตามระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง ทั้งนี้สาเหตุอาจเนื่องมาจากการปลดปลอยสาร

ประฟโนลิคของชิ้นสวนพืชเอง และการระเหยของน้ําในอาหารเพาะเลี้ยง ทําใหคาออสโมติกโพเทน

เทียลแตกตางกันตามระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง   อยางไรก็ตามในพืชบางชนิดสามารถใช

ประโยชนจากน้ําตาลซอรบิทอลไดดีกวาน้ําตาลซูโครส    Ahmad และคณะ (2007) เปรียบเทียบ

การใชน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอลในการเพิ่มปริมาณยอดและรากของทอพบวา  การเพาะเลี้ยง

บนอาหารที่เติมซอรบิทอลใหการสรางยอดและรากสูงกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมน้ําตาล

ซูโครสในทุกความเขมขน โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 

ใหการสรางยอดและรากสูงกวา 2.5 และ 1.7 เทา ตามลําดับ นอกจากนี้ พบวา ในการเพาะเลี้ยง

แอปเปลและพืชตระกูลกุหลาบ พบวา ซอรบิทอลมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะหแสง 

กระบวนการหายใจ และการสรางอาหารสะสม นอกจากนี้พืชชนิดดังกลาวอาจมีเอนไซมบางชนิด
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เชน ซอรบิทอลดีไฮโดรจีเนส และซอรบิทอลออกซิเดสซึ่งเปนเอนไซมที่เปลี่ยนซอรบิทอลเปนกลูโคส

และฟรุคโทส  นอกจากนี้ซอรบิทอลอาจทําใหการแบงเซลลของพืชรวดเร็วขึ้นอาจสงผลใหพืชมีการ

เจริญเติบโตที่ดี (Ahmad et al., 2007)   

 การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอเพื่อชักนาํการงอกในการศึกษานีท้ําโดยการ

ผ่ึงลมในตูยายเลี้ยงเปนระยะเวลาตางๆ กนั เปนการเพิม่ปจจัยสนับสนุนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน

การชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ (pre-treatment) หลังจากนั้นจงึเขาสูกระบวนการชักนํา

การสราง SSE และการงอกของ SSE เชนเดียวกันกบักระบวนการที่กลาวมาแลวขางตน ซึ่งจะใช

วิธีนี้เปนวิธหีลกัของทกุๆ การทดลอง (ชกันําการงอกของ SSE โดยนาํมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่ปราศจากสารควบคมุการเจริญเตบิโต) ความชืน้จัดเปนปจจัยที่สําคัญปจจัยหนึ่งในการชกั

นําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอในหลายๆ ชนิด เชน สนนอรเวย (Find, 1997)  การนาํโซมาตกิ

เอ็มบริโอในจานเพาะเลี้ยงที่รองดวยกระดาษกรอง (Whatman  เบอร 54)  จากนัน้นาํจาน

เพาะเลี้ยงดงักลาวไปวางในโถดูดความชืน้ที่มีการแบงพืน้ที่ใหวางโซมาติกเอ็มบริโอและภาชนะที่

เติมน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห พบวา สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโองอกสูงสุด 76 

เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม รายงานดงักลาวไมไดกลาวถึงเปอรเซน็ตของการลดความชื้น ในขณะที่

โซมาติกเอม็บริโอที่ไมผานการลดความชืน้ไมสามารถงอกไดเลย  Corredoira และคณะ (2003) 

ชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอเกาลดัโดยการลดความชืน้ดวยการวางโซมาตกิเอ็มบริโอบน

จานเพาะเลี้ยงที่ใสน้ํากลัน่ฆาเชื้อ 1 ใน 2 ของจานเพาะเลี้ยง (quadrant Petri dish) ในทีม่ืดเปน

เวลา 2 สัปดาห (ลดความชืน้ 14 เปอรเซ็นต)  แลวนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA 0.1 

มิลลิกรัมตอลิตร พบวาสงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโองอก 41.7 เปอรเซ็นต   สอดคลองกับการศึกษา

ในครั้งนีท้ี่พบวาการลดความชื้นของโซมาตกิเอ็มบริโอ 14.28 เปอรเซ็นต สงเสริมให SSE มีการ

งอกสูงสุด 39.61 เปอรเซ็นต พบวาการลดความชืน้บางสวน นอกจากสงเสริมให SSE งอกเพิม่ข้ึน

แลว ยงักระตุนใหมกีารสราง SSE เพิ่มข้ึนอีกดวย ขณะนี้ยงัไมมีรายงานการอธิบายกระบวนการ

เปลี่ยนแปลงภายในโซมาตกิเอ็มบริโอปาลมน้ํามันหลังจากลดความชื้น อยางไรก็ตาม รายงานของ

การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอของสนนอรเวยมีผลตอการสรางโปรตีนสะสมที่เรียกวาเบตา

โคนิเฟอรนิลดลง (Leal et al., 1995) การลดความชืน้ของโซมาติกเอ็มบริโอมากขึน้ (ใชเวลาใน

การผึ่งลมมากขึ้น) สงผลให SSE มีความเครียดมากขึ้น ซึ่งสามารถสงัเกตไดจากเมือ่นํา SSE ที่ได

ไปชักนําการงอกพบวา มกีารสรางสารประกอบฟโนลิคเพิ่มข้ึน ทาํใหตองมีการยายเลีย้งบอยขึ้น

ดวย หากไมยายเลี้ยงสงผลให SSE ตายในที่สุด  จากการศึกษาครั้งนีพ้บวาการลดความชืน้ของโซ

มาติกเอ็มบริโอบางสวนชวยสงเสริมการสรางและการงอกของ SSE ปาลมน้าํมนั โดยการลด
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ความชืน้ของโซมามาติกเอ็มบริโอลงประมาณ 10-12 เปอรเซ็นต หรือผ่ึงลมในตูยายเลี้ยง 

ประมาณ 20-25 นาที  

  กรดจิบเบลเรลลิค (GA3) เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดหนึง่ทีน่ิยมใชใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช มีคุณสมบัติกระตุนการยืดยาวของปลอง และจําเปนตอการเจริญของ

เนื้อเยื่อเจริญ (สมพร, 2549) Arteca (1996) รายงานวาจิบเบอเรลลินเปนตัวกระตุนเอนไซมอะ

ไมเลส (α-amylase) และเอ็นไซมไฮดรอไลซิสชนิดอื่นๆ ในการสงเสริมการเกิดไฮดรอไลซิสของ

อาหารสะสม เอนไซมอะไมเลสถูกสรางในชั้นแอลิวโรน (aluerone) และเคลื่อนยายเขาสูเอนโดสเป

อรม ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปงไปเปนน้ําตาล การทํางานของเอนไซมอะไมเลสที่กระตุนโดยกรดจบิ

เบลเรลลิคขางตนถูกยบัยั้งในระดับการถอดรหัสโดย ABA  นอกจากนี ้จิบเบลเรลลิน ยังออกฤทธิ์

ไดเชนเดียวกบัเมื่อพืชไดรับแสงสีแดง เชน ในการกระตุนใหเกิดการงอกของเมล็ดและการทดแทน

ความตองการอุณหภูมิต่ํา หรือความยาวชวงวัน เพื่อใชในการทําลายการพกัตัวในพืชหลายชนิด  

อยางไรก็ตาม ในการใช GA3 เพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอครั้งนี้ใชความเขมขนต่ํา

ระหวาง 0.01-0.5 มิลลิกรัมตอลิตรเทานัน้ ทัง้นี้เพื่อหลีกเลี่ยงการชักนาํใหเกิดความแปรปรวนจาก

การใชสารควบคุมการเจริญเติบโตกับเนื้อเยื่อพืช มีรายงานการใชสาร GA3 ในการชักนาํการงอก

ของคัพภะปาลมน้ํามันที่พฒันามาจากแคลลัสความเขมขนสูงถึง 50-100 มิลลิกรมัตอลิตร การใช

สารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดดังกลาวในความเขมขนที่สูงสงเสรมิใหตนกลามลัีกษณะผิดปกติ 

ใบเรียวเล็ก (สมปอง, 2544)  Nwanko and Krikorian (1983) อางโดย สมปอง (2544) รายงานวา

การใช GA3 เขมขนเพียง 1 มิลลิกรัมตอลิตร ก็เพียงพอตอการสงเสรมิอาการใบมวน และยับยั้งการ

สรางราก อยางไรก็ตามในการศึกษานี้ใช GA3 ความเขมขนต่ําเพยีง 0.01-0.5 มลิลิกรัมตอลิตร

เทานั้น ดังนัน้จึงไมมีผลใหตนกลาถูกยับยั้งการสรางราก มีรายงานการใช GA3 เขมขนต่ําเพยีง 

0.34 มิลลิกรัมตอลิตร เพือ่ชักนาํการงอกของไซโกติกเอ็มบริโอของมะพราว (Magdalita et al., 

2004) และใชความเขมขน 2.5-5 มิลลิกรมัตอลิตร ในการชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของ

มันฮอ (English walnut) ซึ่งสามารถชักนาํการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ 25-28 เปอรเซ็นต (Tang 

et al., 2000) เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตดังกลาวกับ

การศึกษานี้ซึง่พบวาใช GA3 ความเขมขนต่ํากวาถึง 250-500 เทา แตมีการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอที่ใกลเคียงกนั (ใช GA3 เขมขน 0.01 มลิลิกรัมตอลิตร ชักนําการงอกของโซมาติก

เอ็มบริโอ 29.76 เปอรเซ็นต) การงอกของของโซมาตกิเอ็มบริโอยงัขึ้นอยูกับความเขมแสงอีกดวย 

ความเขมแสง 1,554 ลักซ สงเสริมใหโซมาติกเอ็มบริโองอกเฉลี่ยสงูกวาที่ความเขมแสง 1,178- 
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ลักซ ดงันัน้ในการศึกษาครั้งตอไปควรศึกษาผลของความเขมแสงที่เหมาะสมเพื่อเพือ่ประสิทธิภาพ 

การงอกของ SSE ตอไป 

 BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน มีคุณสมบัติชวยในการ

แบงเซลล และชวยสงเสริมการสรางยอด (shoot formation) นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการชักนํา

ใหเกิดตน (สมพร, 2549) มีรายงานการใช BA ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชหลายชนิด เชน 

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

2006) กลวย (อรอุมา, 2550) เปนตน  อยางไรก็ตามพบวา BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มี

ประสิทธิภาพต่ําในการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามัน เมื่อเปรียบเทียบกับ 

GA3 โดยใหเปอรเซ็นตการงอกของ SSE ต่ํากวา GA3 ประมาณ 4 เทา (เปรียบจากความเขมขนที่

ใหเปอรเซ็นตการงอกสูงสุดในแตละชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต)  นอกจากนี้ยังพบวา 

การใช BA ความเขมขนยิ่งสูงขึ้นสงผลใหการสราง SSE ลดลง และพบวา สารควบคุมการ

เจริญเติบโตชนิดนี้สงผลตอลักษณะความผิดปกติของการเพาะเลี้ยงเนื้อปาลมน้ํามันในอัตราที่สูง 

โดยสงผลทําใหตนกลามีลักษณะผิดปกติถึง 27.88 เปอรเซ็นต  การทดลองนี้นํามาสูขอสมมติฐาน

ที่วา ปญหาการกลายพันธุของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันนั้น สาเหตุหนึ่งอาจเกิดจากการ

ใชสาร BA ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้พบวาการใช BA เขมขนเพียง 1 มิลลิกรัมตอลิตร ในชวงของการ

ชักนําการงอกก็เพียงพอตอการเกิดความผิดปกติจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได โดยใบของตนกลามี

ลักษณะมวนเปนหลอดคลายการออกดอก นอกจากนี้พบวา การใช BA สงผลตอการงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอนอยมาก การงอกของตนกลามีลักษณะสั้นๆ เปนกระจุกทําใหยากตอการตัดแยก

ตนกลาไปชักนําราก มีรายงานการใช BA ในการเพาะเลี้ยงปลายยอดของกลวยน้ําวา ความเขมขน 

5 มิลลิกรัมตอลิตร (อรอุมา, 2550) พบวาสงผลใหตนกลวยมีลักษณะผิดปกติคือใบสีซีดจํานวน 

1.5 เปอรเซ็นต หลังการยายเลี้ยงครั้งที่สองพบลักษณะใบดาบสูงถึง 25.76 เปอรเซ็นต นอกจากนี้

ยังพบลักษณะผิดปกติอ่ืนๆหลังการยายเลี้ยงครั้งที่ 3 คือ ลําตนยืดยาว หนอปม และใบเปนเสน

มวนงอ ปญหาตนกลาไมยืดยาวจากการนํา SSE ที่ชักนําจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารเติม BA แม

สามารถแกปญหาไดโดยการยายไปเพาะเลี้ยงในอาหารใหมที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนดิ

ดังกลาวลงเขมขน1 มิลลิกรัมตอลิตร อยางไรก็ตามการชักนําการงอกโดยกระบวนการนี้ ไมพบตน

กลาที่สมบูรณเลย ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันจึงควรมีการหลีกเลี่ยงการใชสาร

ควบคุมชนิดดังกลาว การปรับสมดุลของสรีรวิทยาโดยใชน้ําตาลความเขมขนสูง เชน ซอรบิทอล

เขมขน 0.2 โมลาร แทน จากผลการศึกษาขางตนเปนเพียงขอสรุปเบื้องตนจากการใช BA เพื่อชัก

นําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันเทานั้น สวนไซโตไคนินชนิดอื่นๆ มีผลตอความ



 54 

แปรปรวนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามันหรือไมนั้น ไมไดทําการศึกษา ดังนั้น ในการศึกษา

คร้ังตอไปนาจะศึกษาผลของสารควบคุมเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินชนิดอื่นๆ เชน ไคนีทิน 

(kinetin)  ซีเอทิน (zeatin) หรือน้ํามะพราวตอความผิดปกติในการงอก SSE ปาลมน้ํามัน 

  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามนัผานกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซีสทีผ่านมา

พบวา มกีารใชสาร 2,4-D ความเขมขนสงูถึง 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร (Teixeria et al., 1995; 

Aberlence-Bertossi et al., 1999) และในขั้นตอนการชักนาํการงอกของคัพภะที่พัฒนามาจาก

แคลลัสตองใช GA3 เขมขนสูงในชวง 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร  การใชสารควบคุมการเจริญเติบโต

ความเขมขนสงูขางตนสงผลใหเกิดความแปรปรวนของตนกลา ลักษณะความผิดปกติที่เกิดขึ้นทั้ง

ระยะที่เปนตนกลาในเรือนอนุบาลกอนปลกู (pre-nursery stage)  เชน การแตกกอ การพัฒนา

ดอกที่ยอด และระยะตนโตในแปลงปลูก (mature palm in the field) มีการผลิตเฉพาะดอกตวัผู 

การผลิตเฉพาะดอกกะเทย และ การเกิดผลลักษณะเมนเทิ้ล (สมปอง, 2544) โดยลักษะผลแบบ

แมนเทิ้ลนัน้ พบวา มีการสรางดอกตัวเมียตามปกติแตไมสามารถพฒันาเปนผลทีส่มบูรณ (ไมสุก 

ยังคงมสีีดํา ขนาดเทาเดิม) เมื่อตรวจสอบโดยการผาผลดู พบวา มีพทูัง้หมด 6 พู (จากเดิมม ี3 พู) 

พูทีพ่ัฒนาขึ้นมาเปนการพฒันาของกลีบเลี้ยง (sepal) (สมปอง, 2544)  เพื่อลดปญหาที่อาจสงผล

ตอความแปรปรวนจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ความเขมขนสูงขางตน การศึกษานีจ้ึง

ใชสารออกซินความเขมขนต่ําชนิดใหมคือ dicamba (2-Methoxy-3,6-dichlorobenzoic acid) 

โดยในชวงชักนําการสรางแคลลัสใชความเขมขนเพยีง 1-5 มิลลิกรัมตอลิตร เทานัน้ และในชวง

ของการชักนําเอ็มบริโอเจเนซีสใชสาร dicamba ความเขมขนลดลงเหลือ 1 มลิลิกรัมตอลิตร 

ในชวงของการชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอนัน้มกีารหลกีเลี่ยงการใชสารควบคุมการ

เจริญเติบโตโดยการปรับสมดุลทางสรีรวทิยาของโซมาติกเอ็มบริโอโดยใชน้ําตาลชนิดตางๆ หรือ

หากใชก็ใชในความเขมขนต่ํามากเชน GA3 ความเขมขนต่ํา (0.01 มิลลิกรัมตอลิตร) จากการ

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบลักษณะผิดปกติ คลายกบัการออกดอกในหลอดทดลอง

เพียง 0.03 เปอรเซ็นต เทานั้น  ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนัน้มีการใชผงถาน (activated 

charcoal) มักใชผงถานความเขมขน 0.2-3 เปอรเซ็นต โดยผงถานมีความสามารถในการดูดซับ

สารบางตวัออกจากอาหารได เนื่องจากผงถานมีชองวางที่ละเอียดมาก มีพืน้ที่ผิวในชองวางสูง จึง

ใชผงถานในการดูดซับสารพษิเชน สารประกอบฟนอล เอทิลีน ซึง่เปนพิษตอเซลล (สมปอง, 2539)  

ในการศึกษาการใชผงถานเพื่อชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอครั้งนี้ พบวา การงอกของโซ

มาติกเอ็มบริโอนอยกวาการชักนาํการงอกโดยวิธีอ่ืนๆ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเติมอาหารเหลว

สูตร MS ที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลงครึ่งหนึง่เติม NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 
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มิลลิกรัมตอลิตร) ในปริมาณเพียง 1 มิลลิลิตร เทานั้น ซึ่งนอยมาก เหตุผลของการเติมอาหารเหลว

เพียง 1 มิลลิลิตร เนื่องจากโซมาตกิเอ็มบริโอที่ใชในการชักนาํการงอกมีขนาดเฉลีย่เพียง 5 x 6 

มิลลิเมตร เทานัน้ หากเติมอาหารเหลวมากกวา 1 มิลลิลิตร ทําใหโซมาติกเอม็บริโอจมลงไปใน

อาหาร นอกจากนี้พบวา การเติมอาหารเหลวสงผลใหมีการปนเปอนเชื้อแบคทีเรียมากขึน้ ทาํให

ชิ้นสวนพชืตายในอัตราที่สูง และการเติมผงถานชิน้สวนพืชตายถึง 38.33 เปอรเซ็นต 

 การชักนํารากเปนปญหาหนึ่งในการผลิตตนกลาปาลมน้ํามันดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งสงผลตออัตราการรอดชีวิตภายหลังการอนุบาลตนกลาลงดินปลูกจาก

การศึกษานี้ พบวา โซมาติกเอ็มบริโอสามารถสรางรากไดในอาหารเติมน้ําตาลความเขมขนสูง 

โดยเฉพาะ ซูโครส และซอรบิทอล พบวาน้ําตาลทั้ง 2 ชนิดดังกลาว สามารถสงเสริมใหยอดปาลม

น้ํามันสรางรากได จากการนํายอดของปาลมน้ํามันไปชักนํารากในอาหารสูตร MS ที่ผันแปร

องคประกอบของธาตุอาหาร เติมน้ําตาลความเขมขนสูง พบวา ยอดปาลมน้ํามันสามารถสรางราก

ไดสูงสุด 31.25 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครส 0.2 โมลาร (7.2 เปอรเซ็นต) ผล

ดังกลาวอาจเปนไปไดวายอดปาลมน้ํามันปรับตัวในสภาวะขาดน้ํา โดยพืชจะมีการปรับตัวใหอยู

รอดกับสภาวะดังกลาว โดยกระตุนใหพืชมีการสรางราก อยางไรก็ตามการเติมน้ําตาลความเขมขน

สูงสงผลใหพืชปลดปลอยสารประกอบฟโนลในอาหาร ใหการดูดน้ําของพืชถูกขัดขวาง รากที่ชักนํา

ไดโดยวิธีการนี้มีความยาวกวายอดประมาณ 3 เทา ซึ่งอาจเนื่องมาจากการปรับตัวของพืชเพื่อ

ความอยูรอดในสภาวะขาดน้ําทําใหรากปรับตัวและยืดยาวมากขึ้น อยางไรก็ตามใบของตนกลา

ปาลมน้ํามันจะมีลักษณะเหี่ยว และเหลืองเชนเดียวกับอาการขาดน้ําของพืชโดยทั่วไป  อาจ

เนื่องมาจากในสภาวะที่พืชขาดน้ํามีผลใหพืชมีการสราง เอทธิลีน ทําใหปริมาณคลอโรฟลลในใบ

ลดลงสงผลใหใบพืชแกและรวง (สายัณห และระวี, 2547) แมวาการชักนํารากโดยวิธีการดังกลาว

สงเสริมใหพืชเหี่ยว แตเปนวิธีการที่นาสนใจซึ่งชวยใหพืชมีการปรับตัวตั้งแตอยูในสภาพหลอด

ทดลอง อันจะสงผลใหหลังจากยายตนกลาไปอนุบาลในสภาพนอกหลอดแลวพืชจะมีอัตรารอด

ชีวิตสูงขึ้น 

  ในการอนุบาลตนกลาปาลมน้ํามันเพื่อใหมีอัตราการรอดชีวิตที่สูง ทําไดโดยการ

ควบคุมความชื้นใหใกลเคียงกับความชืน้ในหลอดทดลอง เนื่องจากระบบรากของตนยงัไมแข็งแรง

นัก (มเีพียง 1 ราก) หากไมควบคุมความชืน้ตนกลาจะเหีย่ว ในการอนบุาลตนกลาปาลมน้าํมนัที่ได

จากการศึกษาครั้งนี้ไดใชขวดแกวครอบตนกลาประมาณ 1 เดือน ความเขมแสง 800-1000 ลักซ 

ซึ่งขอดีของการครอบตนกลาดวยขวดแกวคือการระบายความรอนที่ด ี ไมมีการเปลี่ยนแปลงของ

อุณหภูมิในขวดแกวมากนัก ทั้งนี้สามารถสงัเกตเบื้องตนจากการที่ไมมไีอน้ําปรากฏภายในขวดเลย 
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อยางไรก็ตามหากพบวาหลงัจากครอบดวยขวดแกว 1 เดือนแลว เมือ่นําขวดที่ครอบออก ตนกลา

ปาลมน้าํมนัยงัมีอาการเหี่ยวอยูก็ใหครอบตอไปอีกประมาณ 2 สัปดาห ซึ่งในชวงของการครอบ

ดวยขวดแกวตนกลาไดรับอากาศที่จํากัดทําใหมีการเจริญเติบโตไมดีนัก การครอบตนกลาดวย

ถุงพลาสติกมขีอเสียคือการเกิดความรอนและไอน้ําขึ้นในถุงทาํใหตนกลาตายนึง่ สงผลตออัตรา

การรอดชีวิตของตนกลาที่ต่าํลง เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพใหตนกลาปาลมน้าํมนัมีการเจริญเติบโตดี

และมีอัตราการรอดชีวิตสูง ควรอนุบาลเมือ่ตนกลามีความสูงประมาณ 8 เซนติเมตร ข้ึนไป (จาก

การสังเกต)  โดยตนกลาทีม่ีขนาดเล็กใหยายไปเพาะเลีย้งในอาหารสตูร MS กอน อัตราการสราง

ใบของตนกลาหลังเพาะเลี้ยงอนุบาลประมาณ 1 ใบตอเดือน ในชวงทีต่นกลามีจํานวนใบ 1-5 ใบ

แรก ตนกลาจะมีลักษณะใบแคบ ตนกลาจะเริ่มสรางใบที่มีขนาดใหญข้ึนตั้งแตใบที ่ 6 นอกจากนี้

พบวา การชกันํารากโดยใชน้ําตาลความเขมขนสูง เพื่อใหตนกลามีการปรับตัวและชวยสงเสริมการ

สรางรากกอนอนุบาลนั้น สงผลใหรากของตนกลายืดยาว และใบเหลือง  โดยรากที่งอกมีลักษณะ

ลีบเล็ก ทําใหตองใชระยะเวลาในการฟนตัวหลงัจากอนบุาลนานขึน้ มีรายงานการแตกกอของตน

กลาปาลมน้าํมันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (สมปอง, 2544) ผลดังกลาวอาจเปนไปไดวา อาจ

เปนตนกลาทีต่ัดแยกเพื่อชักนํารากนั้นผานการตัดทีม่ีจดุเจริญของยอดที่กําลังพฒันาตอไปดวย 

เมื่ออนุบาลลงดินปลูกจุดเจรญิสวนยอดพฒันาใหตนที่มลัีกษณะ เหมอืนการแตกกอเปนสองตน 

   ในการใชเทคนิคไอโซไซมเพื่อการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํา

ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนครั้งนี้เปนเพียงการศึกษาเบื้องตนเพื่อศึกษาความเปนไปไดในการใช

เทคนิคไอโซไซมมาใชในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํามันในหลอดทดลอง

เทานั้น Werner (1992) อางโดย อรอุมา (2550) รายงานวาพืชแตละชนิดมีความจําเพาะตอระบบ

เอนไซมในแตละชนิดแตกตางกัน ดังนั้นในเบื้องตนไดศึกษาระบบเอนไซมรวมทั้งสิ้น 8 ระบบ 

อยางไรก็ตาม มีระบบเอนไซมพียง 3 ระบบเทานั้นที่สามารถยอมติดสีไดชัดเจนไดแก แอซิดฟอส

ฟาเทส เปอรออกซิเดส และเอสเตอเรส ระบบเอนไซม 3 ระบบดังกลาวใหจํานวนแถบเอนไซมที่

แตกตางกัน โดย ระบบเอสเทอเรสสามารถยอมติดสีเอนไซมไดชัดเจนสูงสุด 5 แถบ ดังนั้นจึงเปน

ระบบเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาที่ไดจากการเพาะเลี้ยง

ใบออน ธัญญาพร (2547) ศึกษาระบบเอนไซมตางๆ เพื่อใชในการตรวจสอบความแปรปรวนของ

หนาวัวในหลอดทดลอง พบวา ระบบเอนไซมเอสเทอเรสเปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมในการ

ตรวจสอบความแปรปรวนของหนาวัวในหลอดทดลอง โดยใหการติดสีและการกระจายตัวของแถบ

เอนไซมดีที่สุด สามารถใชระบบเอนไซมดังกลาวตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลม

น้ํามันในหลอดทดลอง (6 เดือน และ 1 ป หลังจากงอก ) และตนกลาที่อนุบาลเปนเวลา 6 เดือน 
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(ไมไดแสดงขอมูล) สําหรับช้ินสวนใบนอกหลอดทดลองนั้นแมสามารถยอมติดสีไดก็ตาม แตไม

เหมาะสมมากนักเนื่องจากอาจมีการปนเปอนของสิ่งสกปรกในสภาวะนอกหลอดทดลองมากกวา

ทําใหแถบเอนไซมที่ไดมีลักษณะปนแยกความแตกตางของแถบเอนไซดไดไมชัดเจน (ไมไดแสดง

ขอมูล) นอกจากนี้ใบจากนอกหลอดทดลองมีความแข็งและมีเสนใยมากกวาใบในหลอดทดลอง

มาก ทําใหสกัดเอนไซมยาก อยางไรก็ตาม สามารถแกไขไดโดยใชไนโตรเจนเหลวบดตัวอยางพืช

กอนนําไปสกัดเอนไซม  (วิไลวรรณ และอมรรัตน, 2533)  เหตุผลที่เลือกชิ้นสวนใบ (ใบที่ 1 และ 2 ) 

เปนแหลงของชิ้นสวนพืชที่นํามาตรวจสอบความแปรปรวนเนื่องจาก ชิ้นสวนดังกลาวถือเปน

ตัวแทนของตนกลาแตละตนอยางแทจริง และตนกลาไมเกิดความเสียหาย สามารถติดตามผลการ

เปลี่ยนแปลงจนถึงระยะการใหผลผลิตได   สัดสวนของบัฟเฟอรสกัดตอชิ้นสวนพืชเปนปจจัยหลัก

ตอความชัดเจนในการตรวจสอบ นอกจากนี้ พบวา น้ําหนักใบของตนกลาปาลมน้ํามันนั้นถือวา

นอยมาก ดังนั้นควรใชอัตราสวนของตัวอยางใบกับบัฟเฟอรอยางเหมาะสม อัตราสวนของชิ้นสวน

ใบตอบัฟเฟอรที่เหมาะสมที่สุดคือ 1:5 หากใชอัตราสวนของบัฟเฟอรสกัดที่นอยกวานี้ สงผลใหไม

สามารถเก็บของเหลวที่สกัดไดเลย เนื่องจากใบของปาลมน้ํามันมีปริมาณน้ําในใบนอย ในทาง

ตรงกันขามหากใชอัตราสวนตัวอยางพืชและบัฟเฟอรสกัดที่สูงกวา  1:5 สงผลเอนไซมที่สกัดไดเจือ

จางลงทําใหการติดสีของเอนไซมนอยแมจะใชระบบที่เหมาะสมก็ตาม 

 จากการนําเอนไซมที่สกัดเอนไซมจากใบออนของตนกลาปาลมน้ํามันในหลอด

ทดลองจํานวน 50 ตน และนอกหลอดทดลองจํานวน 8 ตน มาตรวจสอบความแปรปรวนโดยใช

ระบบเอนไซมเอสเทอเรส พบวา ใหรูปแบบไอโซไซมที่เหมือนกัน จึงสรุปไดวา ตนกลาปาลมน้ํามัน

ที่ขยายพันธุดวยวิธีการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดี ไมมีความแปรปรวนทาง

พันธุกรรม อยางไรก็ตาม หากตองการความมั่นใจยิ่งขึ้นควรตรวจสอบความแปรปรวนดวยวิธีการ

อ่ืนๆ ดวย เชน RAPD, AFLP และ SSR  
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บทที่ 5 
 

บทสรุป 
 

1. การเพิ่มปริมาณโซมาตกิเอ็มบริโอ 
 

 ภาชนะเพาะเลี้ยงที่เปนปจจัยสําคัญในการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอของปาลม

น้ํามันที่แตกตางกัน โดยการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลองใหการสรางโซมาติก

เอ็มบริโอทั้งหมด และโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวสูงสุด 21.37 และ 5.37 เอ็มบริโอ 

ตามลําดับ 

 
2. การเพิ่มประสิทธิภาพการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอ  
 

  2.1 น้ําตาลซอรบิทอล เปนน้ําตาลที่เหมาะสมที่สุดในการชักนําการสราง SSE 

ของปาลมน้ํามัน โดย SSE ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันบนอาหารสูตร 

MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร มีการงอกสูงสุด 77.92 เปอรเซ็นต และพัฒนาใหตนกลาที่

สมบูรณสูงสุด 35.71 เปอรเซ็นต 

 2.2 การลดความชื้นของโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันบางสวน กอนนําไป

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร พบวา ใหการสราง SSE (23.21 

เอ็มบริโอ) โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (8.30 เปอรเซ็นต) และการงอกของ SSE (35.45 

เปอรเซ็นต) สูงกวาการใชซอรบิทอลเพียงลําพัง 

 2.3 การใชซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับการเติม GA3 เขมขน 0.01 

มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการสราง SSE (28.56 เอ็มบริโอ) โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (10.10 

เปอรเซ็นต) การงอกของ SSE (29.76 เปอรเซ็นต) สูงกวาการใชซอรบิทอลเพียงลําพัง 

 2.4 BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบที่มีประสิทธิภาพต่ําในการชักนําการงอก

ของ SSE การเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารเติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับ BA 

เขมขน 1.0 มิลลิกรัม พบวา การสราง SSE (14.89 เอ็มบริโอ) โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 

(13.02 เปอรเซ็นต) การงอกของ SSE 10.47 (เปอรเซ็นต) ต่ํากวาการใชซอรบิทอลเพียงลําพัง 

นอกจากนี้ยังพบลักษะตนที่ผิดปกติโดยยอดมีลักษณะใบมวนเปนหลอด เมื่อใบคลี่มีลักษณะเปน

พุมไมกวาด 27.88 เปอรเซ็นต 
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 2.5 การใชผงถานรวมกับการเติมอาหารเหลวลงใหประสิทธิภาพต่ําในการชักนํา

การงอกของ SSE โดยการเพาะเลี้ยงโซมมาติกเอ็มบริโอบนอาหาร 2 ชั้น ชั้นลางเปนอาหารแข็ง

สูตร MS เติมซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร รวมกับ ผงถาน เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต ชั้นบนเปน

อาหารเหลวสูตรเดียวกันเติม NAA 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา มีการ

สราง SSE 17.98 เอ็มบริโอ โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว 10.04 เปอรเซ็นต และการงอกของ 

SSE เพียง 8.75 เปอรเซ็นต  

 
3 การชักนําราก 
 
 สามารถชักนํารากของยอดปาลมน้ํามันบางสวนได โดยนําไปเพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติมซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร เปนเวลา 2 เดือน โดยสามารถชักนํารากได 31.25 

เปอรเซ็นต 
 
4. กาอนุบาลตนกลา 
 
 การอนุบาลตนกลาปาลมน้ํามันโดยการครอบตนกลาดวยขวดแกวขนาด 8 ออนซ 

เปนเวลา 1 เดือน ใหการรอดชีวิตของตนกลาสูงสุด 93.27 เปอรเซ็นต 

 
5. การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิคไอโซไซม 
 

 อัตราสวนของชิ้นสวนพืชตอบัฟเฟอรสกัดที่เหมาะสมสําหรับสกัดเอนไซมจากใบ

ของตนกลาปาลมน้ํามันคือ 1:5 ระบบเอนไซมเอสเทอเรส เปนระบบเอนไซมที่เหมาะสมเหมาะสม

ที่สุดในการทดสอบความแปรปรวนของตนกลาปาลมน้ํามัน โดยสามรถยอมติดสีเอนไซมชัดเจน

และแถบเอนไซมสูงสุด 5 แถบ รูปแบบของไอโซไซมดังกลาวไมมีความแตกตางกัน จึงสามารถใช

ในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนกลาทั้งในและนอกหลอดทดลองได ดังนั้น การขยายพันธุ

ปาลมน้ํามันดวยวิธีการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนโตที่ใหผลผลิตดี สามารถผลิตตนกลาปาลม

น้ํามันที่มีความสม่ําเสมอ ไมมีความแปรปรวนหรือผิดปกติของตนกลา 
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ตารางภาคผนวกที ่1 องคประกอบของธาตุอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) 

 

องคประกอบ ปริมาณสาร (มิลลกิรัมตอลิตร) 
ธาตุอาหารหลัก  

NH4NO3 1650.00 

KNO3 1900.00 

KH2PO4 170.00 

CaCl2.2H2O 440.00 

MgSO4.7H2O 370.00 
ธาตุอาหารรอง  

KI 0.83 

H3BO3 6.20 

MnSO4.H2O 16.90 

ZnSO4.7H2O 10.60 

CuSO4.5H2O 0.025 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

CoCl2.6H2O 0.025 

FeSO4.7H2O 27.80 

Na2EDTA 37.30 
สารอินทรีย  

Myo-inositol 100.00 

Nicotinic acid 0.50 

Pyridoxine HCl 0.50 

Thiamine HCl 0.10 

Glycine 2.00 

Sucrose (กรัม) 30.00 

วุน (กรัม) 7.50 

pH 5.7 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ตัวอยางสารเคมียอมสีเอนไซม 3 ระบบ 
 

ระบบเอนไซม สวนประกอบ 

เปอรออกซิเดส (peroxidase: PER) 3-Amino-9-ethylcarbazole, ß-Napthol, Acetone, 

Tris-HCl, Acetic acid และ Hydrogen peroxidase 

3% 

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

และ dibasic sodium phosphate), Fast blue B Salt 

และ Napthyl acetate 

แอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase : 

ACP) 

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

α-Napthyl acid phosphate (in 50% acetone) 

 
ตารางภาคผนวกที่ 3 สวนประกอบของเจลตอนบน (stacking gel) และเจลตอนลาง 

(separating gel)   สําหรับเจล 2 แผน 

 

สารเคม ี ความเขมขน (%) 

 เจลตอนลาง (%) เจลตอนบน (%) 

30% acrylamide gel (ml) 3.0 0.30 

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

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

น้ํากลัน่ (ml) 4.435 2.265 

TEMED (μl) 5.0 5 

10% APS (μl) 225 120 

ปริมาตรรวม (ml) 9.115 3.065 

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

 - PVP 2%       2.0   กรัม 

 - Na2EDTA 2 Mn      0.074 กรัม 

 - น้ํากลั่น       100 มิลลิลตร 

 - 2-Mercapthoetanol 1% (เติมเมื่อบดตัวอยาง) 

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

 - Glycine       14.04 กรัม 

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

 
3. ระบบสียอมเอนไซม 
 

 แอลฟาเอสเทอเรส (α-Esterase) 

  

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

 2. Fast blue S salt           150 มิลลิลิตร 

 3. α-Naphyl acetate in absolute alcohol   3   มิลลิลิตร 

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

                            ละลายสารในขอ 1 และ 2 ใหเปนเนื้อเดียวกันกรองในที่มืด และเติมสารใน 

                            ขอ 3 เมื่อเขยายอมในที่มืดจนกวาเจลจะติดสีชัดเจน  
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 เปอรออกซิเดส (Peroxidase) 
  

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

 2. β-Napthol      145 มิลลิลิตร 

 3. Acetone      100 มิลลิลิตร 

หมายเหตุ ละลายสารเคมีในขอ 1 และ 2 ในขอ 3 ใหเปนเนื้อเดียวกันและเก็บในขวดสีชา 
 สารเคมี Stock B 
 1. Tris-HCl      1.50 มิลลิลิตร 

 2. Acetic acid      1.70 มิลลิลิตร 

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

 หมายเหตุ ผสม Stock A: B: C ในอัตราสวน 20: 80: 1 เทา ใหเปนเนื้อเดียวกัน  

                               เขยายอมในที่มืดจนกวาเจลจะติดสีชัดเจน 

 
แอซิดฟอสฟาเทส 
  1. Na acetate      100 มิลลิลิตร 

  2. MgCl2.6H2O           1 มิลลิลิตร 

  3. Fast black k salt     100 มิลลิกรัม 

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

 หมายเหตุ ละลายสารในขอ 3 ใน ขอ 1 ใหเปนเนื้อเดียวกัน และเติมสารขอ 2 และ 4 เมื่อ 

                           จะยอมสีเจล เขยายอมในที่มืดเปนเวลา 1-5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 

 

ภาคผนวกที่ 2 การเกิดปฏิกิริยาของสียอมแตละระบบเอนไซม 

1. แอลฟาเอสเทอเรส (α-Esterase; EST) 
 เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมี 

 α-Naphyl acetate + H2O   α-Naphthol + Acetate   

 เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกิดแถบสีมวงหรือมวงดําบนแผนเจล 
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2. เปอรออกซิเดส (Peroxidase; PER) 
 เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมี 

 H2O2 + Donor    Oxidized donor + 2H2O 

อาศัยหลกัการเปลี่ยนสีของ Aromatic amides เชน o-dianisidine เมื่อมี H2O 

และ peroxidase เรงปฏิกิริยาในสภาพมดืเกิดแถบสีน้าํตาล 
 

 3. แอซิดฟอสฟาเทส (Acid phosphatase: ACP) 
เอนไซมเรงปฏิกิริยาทางเคมี 

 Orthophosphomoester + H2O   Alcohol + Orthophosphate 

  เรงปฏิกิริยาในสภาพมืด เกดิแถบสีแดงบนแผนเจล 
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MSE 3-4 months 

MSE 

MSSE 

MSSE 
MSI 

MSI

1 month

1 month

7 months

2 weeks 

10 weeks

3 months  hardening  

SSE germination
induction of  SSE 

primary callus 

primary somatic embryos 

 
- MSI : MS-free

- MSSE :  MSI+0.2 M 

- MSE :  MSI+1 mg/l 

 Oil Palm Propagation  
through SSE 

 

embryogenic callus dicamba 

sorbitol 

3 months 
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