
�

����

�
�������	
����
����
��������
��
���	���		����
�����������
���������
� ��! ���"���#�����
�"�#�$
���%� ��	�������
������$��!��&������

'(()*+�,(�-./+.0)�1)234�452�6/45+�70,8+9�:);./4+,0<�,5�'<+4=/3<9>)5+�,(�
'>=0?,;)53*�-)//�@.<A)5<3,5�452�60,/3()04+3,5�,(��

@,>4+3*�'>=0?,<�,(�B3/�64/>��
�
�
�
�

�"��	�������
���C�
6)5+3>4<��D04>.+�

�
�
�
�
�

��CE���"�F!�G&�$H�������I#������
JI�K�	��������	
$
�����
��CE�J��	
�����%L�	����������"M�J��	
!�

�����CE���E�������
��C
!�
N�O9)<3<�@.=>3++)2�35�640+34/�P./(3//>)5+�,(�+9)�:)Q.30)>)5+<�(,0�+9)�R);0))�,(�

14<+)0�,(�@*3)5*)�35�6/45+�@*3)5*)�
6035*)�,(�@,5;S/4�T53U)0<3+?�

VWWV�
�����CF�X��������CE���E�������
��C
!�



�

����

�M#���CE���"�F!���������������	
���������
��������������������������� !���"�������
�������������������������������������� ���#��$#�
�% ��& ������%�&�'���(�#�������"�������	'��$� )!��� �
��Y��GE�������������������������� �	
���%"�����
������*�
�����������������������������%+�,�
�$�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
��(-����*.���.������*.���.
	��� �� *$�� �����/�0 ����*.� �% 1$2��� 3)������

�'4 
�� � 5&	��	��,5�6���������
��'������*.�,�
������(-���
�������%+�,�
�$�
�
�
� ���������7877777777778877778�
� ��	,�
����.$�98������.��*�	� ���
� �(�93��(-����*.���.�

�

�

����
E!CG#$
I�K���CE���"�F!�����
�
�
77777777777777778�
��	,�
����.$�98
�'�	����������

�%��

���
����
�
�
777777777777888'�1� �����
��	,�
����.$�9813������
�*���6:$��
�
�
77777777778888888888888888888888888�����
��	,�
����.$�98
�'�	����������
�
�
77777777778888888888888888888888888�����
���0���.,�
����.$�98%����.$��
� ��%	,$��
�



 

 (3) 

ชื่อวิทยานิพนธ       ผลของสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําเอ็มบริโอเจนคิ 
เซลลซัสเพนช่ันและการเพ่ิมปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามัน 

ผูเขียน                    นางสาวเพ็ญติมาส  กระมุท 
สาขาวิชา                พืชศาสตร 
ปการศึกษา             2551 
 

บทคัดยอ 
 

เอ็มบริโอเจนคิแคลลัส (Embryogenic Callus: EC) สามารถชักนําได 100% จาก
เนื้อเยื่อเจริญท่ีเกาะกันแบบหลวม ๆ (Friable embryogenic tissue: FET) บนอาหารแข็งสูตร 
Murashige และ Skoog (MS) เติม 3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid (dicamba) เขมขน 0.3 
มิลลิกรัมตอลิตร และจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ (Somatic embryo: SE) สูงสุด 16.88 เอ็มบริโอตอ
หลอดทดลอง หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน FET ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเดียวกนั
สามารถชักนําเอ็มบริโอเจนคิเซลลซัสเพนช่ัน โดยใหปริมาตรตะกอนเซลล (Packed cell volume: 
PCV) เปน 2 เทา และมีจาํนวนกลุมเซลลท่ีมีเซลลมากกวา 10 เซลล 121.68 กลุมตอมิลลิลิตร 
หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน  ในสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโตน้ัน พบวา 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเหลวสูตร MS ให
ปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.25 มิลลิลิตร และมีจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 2-4 มิลลิเมตร 
จํานวน 20 เอ็มบริโอตอฟลาสก นอกจากนี้อาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ใหจํานวนกลุมเซลลท่ีมีเซลลมากกวา 10 เซลล 106.6 กลุมตอมิลลิลิตร เม่ือพิจารณาแหลงของ
คารบอนรวมกับการเติม และไมเติมผงถานในอาหารเหลวสูตร MS พบวา น้ําตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร ท่ีไมเติมผงถานใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอขนาดใหญกวา 2 มิลลิเมตรเฉล่ียสูงสุด 19 
เอ็มบริโอตอฟลาสก หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน และในสวนของการพัฒนาของโซมาติก
เอ็มบริโอขนาด 2-4 มิลลิเมตร บนอาหารแข็ง พบวา อาหารแข็งสูตร ½ MS เติมน้ําตาลซอรบิทอล
เขมขน 0.2 โมลาร สามารถสงเสริมการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (Haustorium 
embryo: HE) สูงสุด 32 เปอรเซ็นต วิธีการการเพาะเล้ียงเซลลซัสเพนช่ัน นี้มีประโยชนในการชวย
เพิ่มปริมาณ SE ปาลมน้ํามัน และสามารถใชเปนเคร่ืองมือทางเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อปรับปรุง
พันธุกรรมปาลมน้ํามันตอไป 
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ABSTRACT 
 

 Embryogenic calli (EC) were induced from friable embryogenic tissue (FET) on 
Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0.3 mg/l 3,6-dichloro-2-methoxybenzoic 
acid (dicamba) at 100%. The numbers of somatic embryos (SE) obtained in this medium was 
16.88 embryo/culture tube after 1 month of culture. Embryogenic cell suspensions were 
successfully established using FET on same culture medium and culture conditions.  Growth of 
the cell suspension determined as packed cell volume (PCV) in the cultures increased 2 folds after 
15 days of culture and the numbers of cell aggregates (more than 10 cells/aggregate) was 121.68 
aggregates/ml. Among auxin tested, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) at concentration of 
0.4 mg/l containing MS medium gave the best response in PCV (2.25 ml) and average number of 
somatic embryos at size of 2-4 mm (20 embryos/flask). Moreover, the number of cell aggregates 
(more than 10 cells/aggregate) at 106.6 aggregates/ml was obtained in MS medium supplemented 
with 0.5 mg/l 2,4-D. In case of carbon source in combination with or without activated charcoal 
in MS liquid medium, 0.17 M sucrose without activated charcoal gave the best response in 
average number of somatic embryos at size of bigger than 2 mm (19 embryos/flask) after 15 days 
of culture. Moreover, somatic embryos at size of 2-4 mm were developed to haustorium embryo 
(HE) at 32% on ½ MS solid medium supplemented with 0.2 M sorbitol. This protocol was very 
benefit to help mass propagation of oil palm plants through cell suspension culture. It would be a 
key tool for biotechnology in genetic improvement of oil palm in the future as well. 

 (4) 



 

 

�������

�

�	
��

��������	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
��	
�������		 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
��	
���������������	 	 	 	 	 	 	 	 	 
��	
����� 		 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
!�	
����������"	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
#�	
������$�%������	 	 	 	 	 	 	 	 	 
&�	
�� '��()*�+����,'���-���	 	 	 	 	 	 	 	 
./�	
���01	
.		��2+�	
	 ��2+��324�51�"	 	 	 	 	 	 	 	 	 .	
	 �����-64�����	 	 	 	 	 	 	 	 7	
	 -��89����"�*	 	 	 	 	 	 	 	 	 !	
7		-���9		�9���)*		,'�-�:0���-�6��	 	 	 	 	 	 	 	 #	
	 -���9		�9���)*	 	 	 	 	 	 	 	 	 #	
	 -�:0���-�6��	 	 	 	 	 	 	 	 	 ;	
�		<'	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 .�	
�		-�6��)*	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 7&	
�		��9�	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 ��	
4������3�"��"	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 ��	
$��<2-�	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 �&	
���-���<=34>0�2	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 �/	
	
	
	
	
	

�

!�	



 

 

�����������

�

��������� � � � � � � � � � �	
��

. <'>�"�=����?��������4%�1�6+�2-2�'9��4@''*>2�����"	A	B2��?���=��	CD		 .#	
	 ?�5�	E�	4���	FG��H��	4>3�>32	/I�	��''��������'���	���,�����*���4>3�>32		
	 7//	��''��������'���	2J+���'@=K���4>3�>32	/I.#	K�'��*�	
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	 	 	 	 	 	 	
7	 <'>�",?'�"���*��2������4%�1�6+�2-2K@�����4�M����K�B2��?��4?'-	 	 77	
	 �=��	CD	4������,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	
�	 <'>�",?'�"���*��2,'��-��4>3�>32>�"�=����?�����%�N2����>�"K@�����	 7�	

4�M����K�6��K@�����4�M����K�>2��	.O7	��''�4���	>�"��'*�2J+���2�2��?��,>M"	
�=��	CD	�01	�	������-��4>3�>32	�5�	P	CD		Q	CD	,'�	CD	4������,�����*���	
4>3�>32	7//	��''��������'���	?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	

�	 <'>�"������-��4>3�>32>�"2J+���'@=K�����-�������4���,'�R��4���<"8��2	 7#	
	 ������%�N2�>�"K@�����4�M����K���'*�2J+���2B2��?��4?'-,'�,>M"�=��		
	 CD	4������,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

�

�

�

#�	



 

 

����������������

�

������� � � � � � � � � � � �	
��

. STU	V��2+�6��B����2�01��"R���'01>�"��'*�2J+���2�32K��01B?3<'<'���0@W1"-�"	 #	
	 4'0J�"�2��?��,>M"�=��	CD	4���	FG��H��	4>3�>32	.	��''��������'���			
	 ���,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���	2J+���'@=K���4>3�>32	/I.#	K�'��*		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2		
7 <'>�"����-��9����46�� 4����01������-��4>3�>32���"	A	������4%�1������)	 .�	
	 ,�''����'*�2J+���2	?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	
�	 4�M����K�462��,�''�������=��'�	,'�������3�"6�-B2��?��,>M"�=��		 	 .�	
	 CD	4�������-��9����46�� 4���K��01�-��4>3�>32,�����"��2		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	
� <'>�"�=����?��������4%�1������������24@''*	
��''�'����B2��?��4?'-�=��	 .!	
	 CD	,'�	E�	4���	FG��H��	4>3�>32	/I�	��''��������'���	���,�����*���4>3�>32	
	 7//	��''��������'���	2J+���'@=K���4>3�>32	/I.#�K�'��*		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	
� �'9��4@''*B2��?��4?'-�=��	CD	4���	FG��H��	4>3�>32	/I�	��''��������'���	 .#	
	 ���,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���	2J+���'@=K���4>3�>32	/I.#	K�'��*		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	
! <'>�"����-��9����46�� 4���K��'9�����@�2�01������-��4>3�>32���"	A		 	 .;	

������4%�1������������24@''*>�"���4%��4'0J�"4@''*@��4%2V�12B2��?��	
4?'-�=��	CD	?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	

# <'>�"����-��9����46�� 4���K�������4%�1�6+�2-2K@�����4�M����K�	 	 7/	
	 >2��	7O�	��''�4���4X'01�B2��?��4?'-�=��	CD	4�������-��9����46�� 	
	 4���K��'9�����@�2�01������-��4>3�>32���"	A	?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	
& <'>�"����-��9����46�� 4���K�V2�����@�2B2��?��4?'-�=��	CD		 	 7.	
	 4������,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���	2J+���'@=K���4>3�>32	/I.#	K�'��*	

��������3�"�'9��4@''*�01�06+�2-24@''*	�O./	4@''*	,'�����-��	./	4@''*		
?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	
	


&�	



 

 

���������������������

�

������� � � � � � � � � � � �	
��

; >2��>�"4@''*B2�'9��4@''*>2�����"	A	�014%��4'0J�"B2��?��4?'-�=��	 	 7.	
	 CD	4���	7Y�OZ	4>3�>32	/I�	��''��������'���	���,�����*���4>3�>32		
	 7//	��''��������'���	2J+���'@=K���4>3�>32	�	4���*4@M2�*		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	
./ K@�����4�M����K�K��"��3�"�'�,'��0�04?'5�"B2��?��4?'-�=��	CD		 	 7�	
	 4������,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���	2J+���'@��*����'4>3�>32		
	 /I7	K�'��*	?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	
.. K@�����4�M����K��2��?���=��	Q	CD�4���2J+���'@=K���4>3�>32	/I7�K�'��*�	 7�	
� ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	
.7 <'>�"������-��4>3�>32>�"2J+���'@=K�����-�������4���,'�R��4���<"8��2		 7!	


/I/.	4���*4@M2�*�	������4%�1������������24@''*	
��''�'����	B2��?��4?'-�=��		
CD	4������,�����*���4>3�>32	7//	��''��������'���		
?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.	4�5�2	 	

.� K@�����4�M����K�'��()��'�4?'5�">2�����"	A	B2��?��4?'-�=��	CD			 7#	
	 4���2J+���'@=K���4>3�>32	/I.#	K�'��*	R��4���<"8��2		
	 ?'�"6��-�"4'0J�"4�L24-'�	.�	-�2	

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



�

��������

�

����	�
�

����	
��������
�

� �������	��
�� �������� �	�
��
���� ������ �
����������	��
�����������	��
��� 
�!"#$%&�� ����' ��%()*+�+�&,��	��
��&-,.')�.�/���������%%�.������	��
���&�'���� �0�"1� 2�1�314�
5678�� +�+�&,��%�������	��
�����"9�	���2�"":�������"��' ';�<=�2�1-"&<=�>�*)��/��&��
��.����/���/����/?����-:.�+ @
%A'%�����,*������' 4�5677��(�'���,�������	��
��1��-�-�����
�	��
�'�%-�-��)�B� � ��'%�"+�&,>-<'���@�� ���"��"�4� 567C�� � �	�()*';,��)%""�%�"2�"":�
�������	��
�?/�/,
�'/.� "���"D���2,.'/.� >"%D,���
�0;��������	��
�����%#,"%"��:%(��E��;-
�����
�
�0;��:%+���@B� ����'�	����D��
�0;�>�?/�/,.'�1�%&�����2�"�"���� �
�0;%""���. +�()*+�+�&,
,.',*�>�.���	����'��0�"1�2�1�314�567F���	�()*�%#,"%">�.����"9�%D-���D�(,*,*�>���:%,.'>�*��
�
 �
��2���� )�B� (�%�"?/�/�
�0;�� )"�'��&���"&��3,*�%�*��������	��
��
�0;���()*>�*�	������%
=�/(�"1/1����'
��
��� � %D��'%�"�	��'�����&�%�"���1����/ ����'�/��'�?*����.�/����'���E�)�
�
 %�.��� @B� �E��;-
���"�/ ��%�"���1����/ ����'�/��'�������	��
��"1�-�����	��"D�2�*�(�)��/
 ���&�
/� ��.�� %�"���1����/ (-'.'�?' �������	��
�,*�<,���()*+�+�&,��(��"1��!>�/�-�.���������
����"9�
%�	�2���
�2�1<@��,&%�'D�-"&<'(�"1/1�"*� ���� �GHIJKLMHN�� >�*�	��"D�� �'���
�4�
5676�� 2�*�1����"9�
%�	�<@��,&%�'D�-"&<'>�*�����	������%%D,��� � 2,.��'"��@D�,�%�" '%?' 
<@��,&%�'D�-"&<'/
 � ,�	�'/:.� � �'%��%���"1/1�
O��?' 2���
�(�'�)�"2?D >�.'/:.(�"1/1
���/�%
������' ��%�&���.�����>�.����"9�
�+
�'�)�">�*'/.� �
��9B ����'���/-%
-'�)�"�)����
��=��"4� 5678�� �
 �
��%�"�	�����&�%�"���1����/ �@���@
�����
���?*���(�*� �1�.�/���E�)�
�
 %�.��� PQ�GQRKKN� 2�1� SMQQKQTUMT� �5VVW�� ����"9�
%�	�<@��,&%�'D�-"&<'��%%�"
���1����/ �@���@
�����
��?' �������	��
�>�*���.����/�%
-"�/ ��?' �XY�SKH�GYJ�2�1�31��WCCW��
����"9�
%�	�<@��,&%�'D�-"&<'��������%%�"���1����/ �@���@
�����
��()*�
O���������,*�()�.>�*���
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�,.'�&,"� Ẑ� �?*�?*��W��&��&%"
�,.'�&,"�+ 9.���W�
%"
�,.'�&,"�2�1�547]_��?*�?*��WVV���&��&%"
�,.'�&,"��)��1���	�)"
-%�"��&���"&��3�



 6�

�@���@
�����
����%����;�� 2�1����'/*�/�@���@
�����
����%'�)�"�)���:,"��&�� �� ����/ (�'�)�"
�)���:,"�qr����>�.�,&���"��-�;�%�"��"&��,&-<,��-�.�� �'D�-"&<'��%�"�
O��>�����/'�� W8�W�
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Ẑ� �?*�?*�� 6��&��&%"
�,.'�&,"�2�1��	��1�"*��� 5V� ��'"��@D�,�� ��"&��,",.'�"&��,"��2�1�
%�	�
�'D�-"&<'���&��@���@
�����
��(�'�)�"�)���:,"�nF�>�.�,&���"��-�;�%�"��"&��,&-<,>�*�	��"D���
�

7� �	��*+%�"��,�	��� (�	
*���-��* ��
� %�"�
O��?' <@��,&%�'D�-"&<'(��������	��
�����"92-. �����F�"1/1��
 ����
"1/1":�%���"1/1�'"��x<��2�1"1/1��"&��
O���������,*�()�.���=��"4�5678��@B� %"1-��%�"
�
 %�.������"9�%&�?B���' ,��0""���,&� )"�'�%&���%%�"�
%�	��*�/�E��
/,.� � b� �
 �����'� ����
�?*�?*�?' 2)�. ��"�-'�� ' ���"1%'-?' 0�,;'�)�"� )"�'�"1�=�?' '�)�"���(�*(�%�"�� 
����/ � � � � � yM\Y�2�1�SY]�GJK� �5VV6�� !B%#�+�?' 2)�. ��"�-'�,.'%�" '%?' �'D�-"&<'"1/1
�"*� ���(��������	��
��-�.�'�)�"2?D �:,"� qr� �,&���	�,��@'"�-&�'��?*�?*�� V�5� <���"��
����"9�
%�	�%�" '%>�*�7V� ��'"��@D�,�� � �PLUQsKh�2�1�31��5VV8�� !B%#�+�?' "1�
-����
�?*�?*�?' ��	�,��@:<�"�".��%
-%�"�,&�+ 9.��,.'%�"�
O��?' <@��,&%�'D�-"&<'(�� �����

�������
���� �-�.��'�)�"�)���:,"�qr� �,&���	�,��@:<�"��?*�?*��8j�d��&��&<���"���. ��"&�%�"
�
O��?' <@��,&%�'D�-"&<'�dd�8���'"��@D�,�����'%��%���%�"��' ���"1%'-?' 0�,;'�)�"���(�*



 

บทที่  2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการวิจัย 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
 1.  วัสดุ 
 

1.1 พืช 
 

ใช FET ชักนําจากใบออนที่ยังไมคล่ีของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีอายุ 10 ป 
จากสถานีวิจยัและฝกภาคสนามเทพา คณะทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร 
เพาะเลี้ยงและดูแลแคลลัสดังกลาวบนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ยายเลี้ยงทกุ 1 
เดือน เปนเวลา 5 ป (ภาพที่ 1) 

 

                         
 

ภาพที่  1 FET ชักนําจากใบออนทีย่ังไมคล่ีของปาลมน้ํามันตนโตที่ใหผลผลิตดีซ่ึงวางเลี้ยงบน  
อาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคเขมขน   
200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 
เดือน (บาร 5 มิลลิเมตร) 
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1.2 สารเคมี 
 

สารเคมีที่ใชเปนองคประกอบสูตรอาหาร MS และ Y3  
สารเคมีที่ใชในการฆาเชื้อ จลิุนทรีย ประกอบดวย แอลกอฮอล 70 และ 90 เปอรเซ็นต 
-  น้ําตาลซูโครส ซอรบิทอล และกรดแอสคอรบิค 
-  สารควบคุมการเจริญเติบโตประกอบดวย NAA 2,4-D และ dicamba  
 

2.  อุปกรณการทดลอง 
 

2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการเตรียมอาหาร 
-  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
-  เครื่องคนสารละลายพรอมแทงแมเหล็ก 
-  เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
-  หมอนึ่งความดันไอ 
-  ตูอบไมโครเวฟ 
-  เครื่องแกวทีใ่ชในการทดลอง เชน จานเพาะเชื้อ ฟลาสก บีกเกอร ขวดปรับปริมาตร 
-  ตูเยน็และตูแชแข็ง 

2.2  เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการยายเลี้ยงและวางเลีย้ง 

-  ตูยายเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช 
-  เครื่องเขยาเลี้ยง 
-  ชุดเครื่องมือยายเลี้ยงเนื้อเยือ่ ประกอบดวย ปากคีบ และมีดผาตัด  

 -  ปเปตปลายตัดขนาด 5 มิลลิลิตร 
 -  หลอดเซนตริฟวจขนาด 5 มิลลิลิตร 

-  กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 
-  กลองถายรูป 
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วิธีการวิจัย 
 

1. ศึกษาความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพิ่มปริมาณแคลลัส  
 
นํา FET น้ําหนัก 100 มิลลิกรัม จากอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 1 

มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร 
อายุ 1 เดือน วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 25×150 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารแข็งปริมาตร 10 
มิลลิลิตรตอหลอดทดลอง โดยอาหารแข็งเปนสูตร MS เติม 2,4-D หรือ dicamba เขมขน 0.1  0.2  
0.3  0.4  0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร ปรับ pH เปน 5.7 และเติมวุน 0.75 เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 1.07 กิโลกรัมตอ
ตารางเซนติเมตร เปนเวลา 15 นาที ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 10 หลอดทดลอง วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
28±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ภายใตความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาที บันทกึน้ําหนกัสด จํานวน FET ที่สราง EC เฉลี่ยและ HE เฉลี่ยตอหลอดทดลอง ในแตละ
ชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน โดยใช
แผนการทดลองแบบ CRD (Completely ramdomized design) เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
(Duncan’s multiple range test)   

 
2. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนําและการเพิ่มปริมาณเซลลซัสเพนชั่น 

 
นํา FET น้ําหนัก 250 มิลลิกรัม จากอาหารแข็งสูตรที่ดีที่สุดของการทดลองที่ 1 คือ

อาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร อายุ 1 เดือน วางเลี้ยงในฟลาสกขนาด 125 
มิลลิลิตร บรรจุอาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตรตอฟลาสก โดยใชอาหารเหลว 2 สูตร คือ MS หรือ Y3 
แตละสูตรเติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ปรับ pH เปน 5.7 และนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.07 กิโลกรัมตอ
ตารางเซนติเมตร เปนเวลา 15 นาท ีทําการทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 3 ฟลาสก วางเลีย้งบนเครื่องเขยาที่
ความเร็วรอบ 110 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ภายใตความ
เขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที บนัทึกปริมาตรตะกอนเซลล (Packed cell volume : 
PCV) ทุก 3 วนั และเปรียบเทียบกันในแตละสูตรอาหาร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน โดยใช
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี LSD (Least Significant Difference) 
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3. ศึกษาความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเจริญและพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ 
จากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชัน่ 

 
นํา FET ปริมาตรตะกอนเซลล 1 มิลลิลิตร จากอาหารเหลวสูตร MS เติม dicamba 

เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร อายุ 15 วัน วางเลี้ยงในฟลาสกขนาด 125 มลิลิลิตร บรรจุอาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตร
ตอฟลาสกโดยอาหารเหลวเปนสูตร MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA, 2,4-D หรือ 
dicamba  แตละชนิดใชความเขมขน 5 ระดับคือ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  และ
เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ปรับ pH เปน 
5.7 และนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.07 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปนเวลา 15 นาที ทําการทดลอง 3 
ซํ้า ซํ้าละ 3 ฟลาสก วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 110 รอบตอนาที อุณหภมูิ 28±2 องศา
เซลเซียส ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ภายใตความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
บันทึกปริมาตรตะกอนเซลลทุก 3 วัน และเปรียบเทียบจํานวนกลุมเซลลและจํานวนโซมาตกิ
เอ็มบริโอของแตละชนดิและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเตบิโต หลังจากวางเลี้ยงเปน
เวลา 15 วัน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี LSD 

 
4. ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงเซลล 
ซัสเพนชั่น 
 

นํา FET ปริมาตรตะกอนเซลล 1 มิลลิลิตร จากอาหารเหลวสูตร MS เติม dicamba 
เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร อายุ 15 วัน วางเลี้ยงในฟลาสกขนาด 125 มลิลิลิตร บรรจุอาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตร
ตอฟลาสก โดยอาหารเหลวเปนสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต รวมกับน้ําตาล
ซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หรือน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร และเติมกรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มลิลิกรัมตอลิตร ปรับ pH เปน 5.7 และนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.07 กิโลกรัมตอตาราง
เซนติเมตร เปนเวลา 15 นาที ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 3 ฟลาสก วางเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเรว็
รอบ 110 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ภายใตความเขมแสง  
20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที บนัทึกปริมาตรตะกอนเซลลทุก 3 วัน และเปรียบเทียบ
จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยตอฟลาสก จากน้ําตาลทั้ง 2 ชนิด หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน 
โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี LSD 
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5. ผลของแหลงคารบอนและความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอจาก 
เอ็มบริโอเจนิคเซลลซัสเพนชั่นบนอาหารแข็ง 
 

นําโซมาติกเอม็บริโอ ที่ผานการกรองแยกขนาด 1-2 มิลลิเมตร และดูดโซมาติก
เอ็มบริโอขนาดดังกลาวดวยปเปตปลายตัดขนาด 5 มิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากอาหารเหลว
สูตร MS เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร 
อายุ 15 วัน วางเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร บรรจอุาหารปริมาตร 
25 มิลลิลิตรตอจานเพาะเลี้ยง บนอาหารแข็งสูตร MS ที่ 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS  ½ MS และ 
MS รวมกับน้าํตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หรือ น้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ปรับ pH 
เปน 5.7 และเติมวุน 0.75 เปอรเซ็นตนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.07 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร เปน
เวลา 15 นาที ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 3 จานเพาะเลี้ยง วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให
แสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ภายใตความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที บันทึกเปอรเซ็นต
ของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT  
 
6. ผลของระดบัความเขมขนของน้ําตาลซูโครสรวมกับการเติมและไมเติมผงถานตอการพัฒนาของ 
โซมาติกเอ็มบริโอของปาลมน้ํามันในอาหารเหลว และอาหารแข็ง 

 
นําโซมาติกเอม็บริโอ ที่ผานการกรองแยกขนาด 1-2 มิลลิเมตร และดูดโซมาติก

เอ็มบริโอขนาดดังกลาวดวยปเปตปลายตัดขนาด 5 มิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากอาหารเหลว
สูตร MS เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร 
อายุ 15 วัน วางเลี้ยงในอาหารเหลว หรืออาหารแข็งสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.085  
โมลาร หรือ 0.17 โมลาร รวมกับการเติมและไมเติมผงถาน 0.01 เปอรเซ็นต ปรับ pH เปน 5.7 และ
เติมวุน 0.75 เปอรเซ็นต (สําหรับอาหารแข็ง) นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 1.07 กิโลกรัมตอตาราง
เซนติเมตร เปนเวลา 15 นาที ในกรณีของอาหารเหลววางเลี้ยงในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร บรรจุ
อาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตรตอฟลาสก ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 4 ฟลาสก วางเลี้ยงบนเครื่องเขยา
ที่ความเร็วรอบ 110 รอบตอนาที ในกรณีของอาหารแข็งวางเลี้ยงในขวดขนาด 8 ออนซ บรรจุ
อาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตรตอขวด ทําการทดลอง 3 ซํ้า ซํ้าละ 4 ขวดวางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2  
องศาเซลเซียส ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ภายใตความเขมแสง 20 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน บันทึกเปอรเซ็นตของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว หรือ
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จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยที่มีขนาดใหญกวา 2 มิลลิเมตร ตอภาชนะวางเลี้ยง เปรียบเทยีบกัน
โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  

  



บทที่ 3 
 

ผล 
 

1. ผลของความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 
 จากการเปรียบเทียบชนิด และความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตใน
อาหารแข็งสูตร MS ตอการเพิ่มปริมาณนํ้าหนักสดของ FET  พบวา dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัม
ตอลิตร ใหน้ําหนักสดของแคลลัสสูงสุด 336 มิลลิกรัม รองลงมาคือ 2,4-D เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ใหน้ําหนักสดของแคลลัส 292 มิลลิกรัม ในขณะท่ี 2,4-D เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ให
น้ําหนกัสดของแคลลัสตํ่าสุด 182 มิลลิกรัม แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ภาพท่ี 2ก) ใน
สวนของจํานวน FET ท่ีสราง EC เฉล่ีย พบวา dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวน EC 
เฉล่ียสูงสุด 16.88 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง รองลงมาคือ dicamba เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร 
และ 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวน EC เฉล่ีย 15.12 และ 13.50 เอ็มบริโอตอหลอด
ทดลอง ตามลําดับ ซ่ึงไมแตกตางกันทางสถิติ ในขณะท่ี dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัม ใหจํานวน 
EC เฉล่ียตํ่าสุดเพียง 6 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง แตกตางกันทางสถิติอยางมีนยัสําคัญ (ภาพท่ี 2ข) 
ลักษณะของ EC ท่ีเกิดขึ้นมีโครงสรางกลมขนาดเล็กและมีสีเหลือง (ภาพท่ี 3ก) แตในสารควบคุม
การเจริญเติบโตชนิด 2,4-D แคลลัสลักษณะกลม (NC) มีสีน้ําตาลเขม (ภาพท่ี 3ข)   และเม่ือ
พิจารณาถึงจํานวนของ HE ท่ีเกิดข้ึน พบวา dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนของ 
HE เฉล่ียสูงสุด 6 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง รองลงมาคือ 2,4-D เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ให
จํานวนของ HE เฉล่ีย 4.25 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง ในขณะท่ี 2,4-D เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร 
ใหจํานวนของ HE เฉล่ียตํ่าสุด 1.5 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง (ภาพท่ี 2ค) ลักษณะของ HE ท่ี
เกิดข้ึนมีโครงสรางไมแนนอนและมีสีเขียว (ภาพท่ี 3ค) 
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ภาพท่ี 2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ ตอการเพิ่มปริมาณแคลลัส 

ปาลมน้ํามัน หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดอืน 
ก. น้ําหนกัสดของแคลลัส (มิลลิกรัม) 
ข. จํานวน FET ท่ีสราง EC (เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง) 
ค. จํานวน HE เฉล่ีย (เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง) 

*คาเฉล่ียท่ีกํากับบนแทงดวยตัวอักษรตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือม่ัน 95% โดย DMRT 
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ภาพท่ี 3 เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสระยะรูปกลม และระยะสรางจาวในอาหารแข็งสูตร MS เติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตท่ีความเขมขนแตกตางกัน หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน 
ก. เอ็มบริโอเจนคิแคลลัส (EC) ในอาหารเตมิ dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร  

  (บาร 3 มิลลิเมตร) 
ข. แคลลัสลักษณะกลม (NC)ในอาหารเติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  

 (บาร 1 มิลลิเมตร) 
ค. เอ็มบริโอระยะสรางจาว (HE)ในอาหารเตมิ dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  

  (บาร 3 มิลลิเมตร) 
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2. ผลของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการชักนําและการเพิ่มปริมาณเซลลซัสเพนชั่น 
 
จากการเปรียบเทียบอาหารเหลว 2 สูตร คือ MS  และ Y3 โดยแตละสูตรเติม dicamba 

เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครส 0.17  
โมลาร ตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลของ FET หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน พบวา อาหาร
เหลวสูตร MS มีแนวโนมเพิม่ปริมาตรตะกอนเซลลไดดีกวาอาหารเหลวสูตร Y3 ในชวงวันท่ี 12-24 
โดยปริมาตรตะกอนเซลลสูงสุด 2.5 มิลลิลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 24 วนั (ภาพท่ี 4) 
นอกจากนี้ตะกอนเซลลจะปรากฏสีน้ําตาล หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 และ 21 วนั  ในอาหาร
เหลวสูตร MS และ Y3 ตามลําดับ  และเม่ือพิจารณาถึงจํานวนเซลลในกลุมเซลล สามารถแบงเปน 3 
กลุมดังนี้ คือ กลุมเซลลขนาดเล็กประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนนอยกวา 5 เซลล (ภาพท่ี 5ก) กลุม
เซลลขนาดกลางประกอบดวยกลุมเซลลจํานวน 5-10 เซลล (ภาพท่ี 5ข) และกลุมเซลลขนาดใหญ 
ประกอบดวยกลุมเซลลจํานวนมากกวา 10 เซลล (ภาพท่ี 5ค)   อาหารทั้ง 2 สูตร ใหกลุมเซลลขนาด
ใหญท่ีมีจํานวนเซลลมากกวา 10 เซลลสูงท่ีสุด และเม่ือเปรียบเทียบระหวางสูตรอาหาร พบวา
อาหารเหลวสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนกลุมเซลลขนาดใหญ
สูงสุด 121.68 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร ในขณะท่ีอาหารเหลวสูตร Y3 ใหจํานวนกลุมเซลลดังกลาว
เพียง 50 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 1) 
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ภาพท่ี 4 ผลของสูตรอาหารตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล (มิลลิลิตร) ในอาหารเหลวสูตร MS  

และ Y3 เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัม 
ตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน 
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ก ข 

 

 
 
ภาพท่ี 5 กลุมเซลลในอาหารเหลวสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร  

กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร  
หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 
ก. กลุมเซลลขนาดเล็ก (<5 เซลล) (บาร 30 ไมโครเมตร) 
ข. กลุมเซลลขนาดกลาง (5-10 เซลล) (บาร 30 ไมโครเมตร) 
ค. กลุมเซลลขนาดใหญ (>10 เซลล) (บาร 100 ไมโครเมตร) 
 

ตารางท่ี 1 ผลของสูตรอาหารตอการเพิ่มจาํนวนกลุมเซลลขนาดตาง ๆ ในอาหารสูตร MS หรือ Y3 

เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน 

 
จํานวนกลุมเซลลตอมิลลิลิตร สูตรอาหาร 

กลุมเซลลขนาดเล็ก  กลุมเซลลขนาดกลาง กลุมเซลลขนาดใหญ 
(< 5 เซลล) (5-10 เซลล) (> 10 เซลล) 

MS 1.675 55.000 121.680 
Y3 0 45.000 50.000 

LSD.05 2.500 1.730 3.130 
C.V.(%) 244.950 38.080 40.220 

ค 
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3. ผลของความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเจริญและการพัฒนาของโซมาติก 
เอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น 
 

 จากการศึกษาชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน
ในอาหารเหลวสูตร MS เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร ตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลของ FET หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน พบวา  
2,4-D เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดสูงสุด 2.25 มิลลิลิตร 
รองลงมาคือ 2,4-D เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปริมาตรตะกอนเซลล 2.10 มิลลิลิตร ในขณะที่ 
dicamba เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปริมาตรตะกอนเซลลต่ําสุดเพียง 1.85 มิลลิลิตร (ภาพท่ี 6) 
ในสวนของจํานวนของโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียท่ีมีขนาด 2-4 มิลลิเมตร พบวา 2,4-D เขมขน 0.4 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนของโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียสูงสุด 20 เอ็มบริโอตอฟลาสก รองลงมาคือ 
NAA เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนของโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ีย 15.7 เอ็มบริโอตอฟลาสก 
ไมแตกตางกันทางสถิติ (ภาพท่ี 7) เม่ือพิจารณาจํานวนกลุมขนาดกลาง       หรือกลุมเซลลท่ีมีเซลล  
5-10 เซลล พบวา ทุกชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ไมมีความแตกตางทาง
สถิติ อยางไรก็ตาม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนกลุมเซลลท่ีมีขนาดใหญสูงสุด 
106.6 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ 2,4-D เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนกลุมเซลล
ดังกลาว 75 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกันทางสถิติ ในขณะท่ี NAA เขมขน 0.2 มิลลิกรัม ให
จํานวนกลุมเซลลท่ีมีขนาดใหญต่ําสุดเพียง 20 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ภาพท่ี 8) โดยขนาดของเซลลภายในกลุมเซลลท่ีมีจํานวนเซลล 5-10 เซลลใหญกวาขนาด
ของเซลลในกลุมท่ีมีจํานวนเซลลมากกวา 10 เซลล (ภาพท่ี 9ก และ ข)  
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ภาพที่ 6 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลของการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น 
ในอาหารเหลวสูตร MS หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน 
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a* 

ภาพท่ี 7 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการเพิ่มจาํนวนโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 2-4 
มิลลิเมตรเฉล่ีย ในอาหารเหลวสูตร MS เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ี 
ระดับความเขมขนตาง ๆ หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 

*คาเฉล่ียท่ีกํากับแทงดวยตัวอักษรตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือม่ัน 95% โดย DMRT 
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ภาพท่ี 8 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดออกซินในอาหารเหลวสูตร MS เติม 

กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ตอการ 
สรางกลุมเซลลท่ีมีจํานวนเซลล 5-10 เซลล (     ) และกลุมเซลลท่ีมีจํานวนเซลลมากกวา  
10 เซลล (     ) หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 

*อักษรตางกันท่ีกํากับบนแทงภายในสีเดยีวกันแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือม่ัน 95% โดย DMRT 
 

         

ก ข 

ภาพท่ี 9 ขนาดของเซลลในกลุมเซลลขนาดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D 
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาล
ซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน (บาร 50 ไมโครเมตร) 
ก. กลุมเซลลขนาดกลาง (5-10 เซลล) 
ข. กลุมเซลลขนาดใหญ (>10เซลล) 
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4. ผลของแหลงคารบอนตอการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่น 
 
 จากการเปรียบเทียบแหลงคารบอน 2 แหลง คือน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร 
และนํ้าตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ในอาหารเหลวสูตร MS เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพิ่มจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียท่ีมีขนาด 2 มิลลิเมตร จากการเพาะเล้ียง
FET เปนเวลา 15 วัน พบวา น้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ีย
ท่ีมีขนาด 2 มิลลิเมตรสูงกวาน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร 4 เทา (ตารางท่ี 2) เม่ือพิจารณา
จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียท่ีมีขนาด 3 มิลลิเมตร พบวา น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ให
จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียสูงสุด 3.33 เอ็มบริโอตอฟลาสก สวนน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 
โมลาร ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ีย 1.67 เอ็มบริโอตอฟลาสก ซ่ึงไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ (ตารางท่ี 2 ) โซมาติกเอ็มบริโอท้ัง 2 ขนาดมีโครงสรางกลมและมีสีเหลือง (ภาพท่ี 10) 
 
ตารางท่ี 2 ผลของแหลงคารบอนตอการเพิม่จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอในอาหารเหลวสูตร MS  

เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 
 

จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอท่ีมีขนาด (มิลลิเมตร) แหลงของคารบอน 
 2 3 

ซูโครส 2.670 3.330 
ซอรบิทอล 11.330 1.670 

LSD.05 6.340 4.720 
C.V. (%) 39.980 83.270 
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ภาพท่ี 10 โซมาติกเอ็มบริโอมีโครงสรางกลมและมีสีเหลืองในอาหารเหลวสูตร MS  

เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200  มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร  
หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน (บาร 6 มิลลิเมตร) 

 
5. ผลของแหลงคารบอน และความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอจาก 
เอ็มบริโอเจนิคเซลลซัสเพนชั่นบนอาหารแข็ง 

 
จากการนําโซมาติกเอ็มบริโอ ท่ีผานการกรองแยกขนาด 1-2 มิลลิเมตร     และดูด

โซมาติกเอ็มบริโอขนาดดังกลาวดวยปเปตปลายตัดขนาด 5 มิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จาก
อาหารเหลวสูตร MS เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร และนํ้าตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร อายุ 15 วัน วางเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ี 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS  ½ MS 
และ MS รวมกับน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หรือ น้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร 
หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน พบวา อาหารแข็งสูตร ½ MS เติมน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 
โมลาร สงเสริมการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวไดสูงสุด 32 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 3)   
โดยโซมาติกเอ็มบริโอในระยะน้ีมีลักษณะสีเขียว (ภาพท่ี 11ก) รองลงมาคืออาหารสูตร ½ MS เติม
น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร สงเสริมการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวได 
12.71 เปอรเซ็นต ในสวนของโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 1-2 มิลลิเมตรท่ีมีลักษณะสีน้ําตาล         
(ภาพท่ี 11ข) พบวา มีเปอรเซ็นตการสรางสูงในทุกระดบัความเขมขนของสูตรอาหาร แตนอยท่ีสุด
บนอาหารสูตร ½ MS เติมน้าํตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3 ผลของแหลงคารบอนและความเขมขนของสูตรอาหารตอพัฒนาการของโซมาติก 
เอ็มบริโอจากโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 1-2 มิลลิเมตรของปาลมน้ํามันบนอาหารแข็งสูตร  
MS ท่ี 3 ระดับความเขมขน คือ ¼ MS  ½ MS และ MS เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200  
มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน 

 
เปอรเซ็นตของโซมาติกเอ็มบริโอ 

(มิลลิเมตร) 
 

ความเขมขนของสูตร
อาหาร 

 
แหลงของคารบอน 

(โมลาร) 1-2 HE 
¼ MS น้ําตาลซูโครส 0.170 94.150ab 1.270bc 

 น้ําตาลซอรบิทอล 0.200 95.000ab 0 
½ MS น้ําตาลซูโครส 0.170 83.890ab 12.710bc 

 น้ําตาลซอรบิทอล 0.200 65.500b 32.000a 
MS น้ําตาลซูโครส 0.170 94.620ab 4.020bc 

 น้ําตาลซอรบิทอล 0.200 98.160a 0.500c 
* * F-test 

C.V. (%) 11.460 138.680 
*  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรท่ีตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบ
คาเฉล่ียดวยวิธี DMRT 
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ก 
HE 

 
ภาพท่ี 11 โซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร ½ MS เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.2 โมลาร  

หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน 
ก. โซมาติกเอ็มบริโอระยะ HE (บาร 4 มิลลิเมตร) 
ข. โซมาติกเอ็มบริโอขนาด 1-2 มิลลิเมตร (บาร 6 มิลลิเมตร) 

 
6. ผลของระดบัความเขมขนของน้ําตาลซูโครสรวมกับการเติมและไมเติมผงถานตอการพัฒนาของ 
โซมาติกเอ็มบริโอในอาหารเหลวและแข็ง 

 
จากการเปรียบเทียบระดบัความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 2 ระดับ คือ 0.085 และ 

0.17 โมลาร รวมกับการเติมและไมเติมผงถาน 0.01 เปอรเซ็นต ในอาหารเหลวสูตร MS เติมกรด
แอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล หลังจากวางเล้ียงเปน
เวลา 21 วัน พบวา น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.085 โมลาร ท่ีไมเติมผงถาน สามารถเพ่ิมปริมาตร
ตะกอนเซลลไดสูงสุด 2 มิลลิลิตร ขณะท่ีน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.085 โมลาร เติมผงถาน 0.01 
เปอรเซ็นต น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ท่ีไมเติมผงถาน และนํ้าตาลซูโครสเขมขน 0.17      
โมลาร เติมผงถาน 0.01 เปอรเซ็นต ใหปริมาตรตะกอนเซลล 1.80  1.78  1.70 ตามลําดับ (ภาพท่ี 12) 
เม่ือพิจารณาจาํนวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียท่ีมีขนาดใหญกวา 2 มิลลิเมตร พบวาน้ําตาลซูโครส
เขมขน 0.17 โมลาร ไมเติมผงถาน และเติมผงถาน 0.01 เปอรเซ็นต ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ
เฉล่ีย 19 และ 18.25 เอ็มบริโอตอฟลาสก ตามลําดับ ขณะที่น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.085 เติมผงถาน 
0.01 เปอรเซ็นต และไมเติมผงถาน ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ีย 12.75 และ 10 เอ็มบริโอตอ 
ฟลาสก (ตารางท่ี 4) โดยโซมาติกเอ็มบริโอขนาดใหญกวา 2 มิลลิเมตร มีลักษณะกลมสีเหลือง  
(ภาพท่ี 13) 
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เม่ือเปรียบเทียบอาหารแข็ง และเหลวสูตร MS รวมกับความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครส ตอการเพิ่มจํานวนของโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียท่ีมีขนาดใหญกวา 2 มิลลิเมตร พบวา อาหาร
เหลว ทุกทรีตเมนท ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียสูงกวาอาหารแข็ง ซ่ึงอาหารเหลวเติมน้ําตาล
ซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ไมเติมผงถาน และเติมผงถาน 0.01 เปอรเซ็นต ใหจาํนวนโซมาติก
เอ็มบริโอเฉล่ีย 19 และ 18.25 เอ็มบริโอตอฟลาสก ตามลําดับ ในขณะท่ีอาหารแข็งเติมน้ําตาล
ซูโครสเขมขน 0.085 และ 0.17 โมลาร รวมกับผงถาน 0.01 เปอรเซ็นต ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ
เฉล่ียเพียง 4.5 และ 3 เอ็มบริโอตอฟลาสก ตามลําดบั ซ่ึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(ตารางท่ี 4)  
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0.085 โมลาร

0.085 โมลาร + ผงถาน 0.01%

0.17 โมลาร

0.17 โมลาร + ผงถาน 0.01%

 
 

ภาพท่ี 12 ผลของระดับความเขมขนของน้ําตาลซูโครสรวมกับการเติมและไมเติมผงถาน  
(0.01 เปอรเซ็นต) ตอการเพิม่ปริมาตรตะกอนเซลล (มิลลิลิตร) ในอาหารเหลวสูตร MS  
เติมกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดือน 
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ภาพท่ี 13 โซมาติกเอ็มบริโอลักษณะกลมเหลืองขนาดตาง ๆ ในอาหารเหลวสูตร MS เติมน้ําตาล 

ซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ไมเติมผงถาน หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน  
(บาร 6 มิลลิเมตร) 
 

ตารางท่ี 4 ผลของระดับความเขมขนของน้าํตาลซูโครสรวมกับการเติมและไมเติมผงถานตอการ 
พัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามันในอาหารเหลวและแข็งสูตร MS เติมกรด 
แอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดอืน 

 

สภาพของ
อาหารสูตร 

MS 

น้ําตาลซูโครส ผงถาน จํานวนโซมาติกเอ็มบริโอ
ขนาดใหญกวา 2 มิลลิเมตร (โมลาร) (เปอรเซ็นต) 

(เอ็มบริโอตอฟลาสก) 
0.085 0 12.750b 
0.085 0.010 10.000b 
0.170 0 19.000a 

อาหารเหลว 

0.170 0.010 18.250a 
0.085 0.010 4.500c อาหารแข็ง 
0.170 0.010 3.000c 

* F-test 
C.V. (%) 22.130 

*  แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) 
คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบคาเฉล่ียดวยวิธี 
DMRT 



 

บทที่ 4 
 

วิจารณ 
 

จากการเปรยีบเทียบชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุม
ออกซิน ตอการเพิ่มปริมาณแคลลัสของปาลมน้ํามัน พบวา dicamba มีผลตอการเพิ่มปริมาณแคลลัส
สูงกวา 2,4-D โดยสังเกตไดจากอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร   
สามารถเพิ่มปริมาณน้ําหนักสดของแคลลัส (336 มิลลิกรัม) และจํานวน HE (6 เอ็มบริโอตอหลอด
ทดลอง) ไดสูงสุด ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Te-chato (1998) ที่สามารถชักนําการพัฒนาของ EC 
เขาสูระยะ HE ของปาลมน้ํามัน บนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร 
casein hydrolysate เขมขน 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร และกรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  เนื่องจาก dicamba สงเสริมกิจกรรมการแบงเซลลสูงในชั้น epidermis และชั้น subepidermis 
ในขณะที่ 2,4-D สงเสริมการแบงเซลลเฉพาะในชัน้ epidermis เชนเดียวกบัการทดลองของ 
Chehmalee และ Te-chato (2008)   นอกจากนี้อาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.3 
มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการเกิด EC ไดสูงสุด ในขณะที่ Chehmalee และ Te-chato (2008) รายงาน
วาสามารถเพิ่มปริมาณ EC ไดสูง บนอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
เหตุที่เปนเชนนี้อาจเนื่องจากชิ้นสวนเริ่มตนในการชักนํา FET ที่แตกตางกันโดยการทดลองขางตน
ใชช้ินสวนเอ็มบริโอ ในขณะที่การศึกษานีใ้ชช้ินสวนใบออนที่ยังไมคล่ี   เมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D 
พบวา แคลลัสบนอาหารแข็งสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีสีน้ําตาลเขม อาจ
เนื่องจาก 2,4-D สงเสริมใหแคลลัสดังกลาวสรางสารประกอบฟนอล   เชนเดยีวกับรายงานของ  
de Touchet และคณะ (1991) ที่เปรียบเทยีบ 2,4-D จํานวน 4 ระดับความเขมขน คือ 80 100 150 200 
มิลลิกรัมตอลิตร ตอการเพิ่มจํานวนเอ็มบริโอเจนิคเซลลซัสเพนชั่นของปาลมน้ํามันในอาหารเหลว
สูตร MS ดัดแปลง พบวา 2,4-D เขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพิ่มจํานวนเอ็มบริโอเจนิค
เซลลซัสเพนชั่นไดสูงสุด 4 เทาหลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 1 เดือน ในขณะที ่ 2,4-D เขมขน 200 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํานวนเอ็มบริโอเจนิคเซลลซัสเพนชั่นไดเพียง 2 เทา และเซลลพืชรวมทั้ง
อาหารเหลวปรากฏสีน้ําตาล เนื่องจากเซลลพืชเกิดความเครียดจาก 2,4-D ความเขมขนสูงจึงสราง
สารประกอบฟนอล  
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จากการเปรยีบเทียบอาหารเหลว 2 สูตรคือ MS และ Y3 ตอการชักนําและการเพิ่ม
ปริมาณเซลลซัสเพนชั่นของปาลมน้ํามัน โดยแตละสูตรเติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร 
กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร หลังจากวางเลี้ยง
เปนเวลา 15 วัน พบวา อาหารเหลวสูตร MS สามารถเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล รวมทั้งใหจํานวน
กลุมเซลลขนาดใหญที่มีเซลลมากกวา 10 เซลลไดสูงกวาอาหารเหลวสูตร Y3 เนื่องจากอาหารเหลว
สูตร MS มีองคประกอบของไนโตรเจนสูง ซ่ึงสงเสริมการพัฒนาของเซลลพืชเชนเดียวกับ 
Thiruvengadam และคณะ (2006) ที่รายงานอิทธิพลระดับไนโตรเจนที่อยูในรูปของสารประกอบ
อินทรีย วามบีทบาทสําคัญตอกระบวนการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ โดยอาหารเหลวสูตร MS 
มีระดับไนโตรเจนสูงกวา Y3 จึงสงผลใหอาหารเหลวสูตร MS สามารถเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลได
สูงกวาอาหารเหลวสูตร Y3   อยางไรก็ตาม Teixeira และคณะ (1995) รายงานวาอาหารเหลวสูตร Y3 
ใหผลตอบสนองที่ดีตอกระบวนการพฒันาของเอ็มบริโอในปาลมน้ํามันสายพันธุตาง ๆ จากรายงาน
ขางตนอาจเปนผลจากแหลงของชิ้นสวนพชืที่แตกตางกนั อยางไรก็ตามอาหารเหลวสูตร MS 
สงเสริมการสรางสารประกอบฟนอลในการเพาะเลี้ยงเซลลซัสเพนชั่นเร็วกวา อาหารเหลวสูตร Y3 
เนื่องจากอาหารเหลวสูตร MS มีสวนประกอบของกรดอะมิโนสูงกวาอาหารเหลวสูตร Y3 ซ่ึง
กรดอะมิโนมผีลตอการผลิตสารประกอบฟนอลภายในเซลลพืช สอดคลองกับรายงานของ Zaid 
(1987) ซ่ึงพบวา ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ความสมดุลขององคประกอบของธาตุอาหารรวมทั้ง
ความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต คือ ปจจัยหลักในการสงเสริมใหเซลลพืชผลิต
สารประกอบฟนอล ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออินทผลัม  

จากการศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเตบิโต ใน
อาหารเหลวสตูร MS ตอการเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลล พบวา 2,4-D เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถเพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลไดสูงสุด 2.25 มิลลิลิตร และมีจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยที่มี
ขนาด 2-4 มิลลิเมตรไดสูงสุด 20 เอ็มบริโอตอฟลาสก สอดคลองกบัรายงานของ Thiruvengadam 
และคณะ (2006) ซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณเซลลซัสเพนชั่นและชักนําโซมาติกเอ็มบริโอระยะกลมของ 
Momordica charantia L ไดในอาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
นอกจากนี้ Yu และคณะ (2007) สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอระยะกลมจากเซลลซัสเพนชั่นของ 
Populus tremuloides × P.ไดในอาหารเหลวสูตร MS แตตองใช 2,4-D ความเขมขนสูงถึง 10 
มิลลิกรัมตอลิตร เนื่องจาก 2,4-D คือสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน มีคุณสมบัติกระตุน
การแบงเซลลภายในเนื้อเยื่อพืช จึงสงเสริมกระบวนการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ (Jimenez 
and Thomas, 2005)   ในการศึกษานีย้ังพบวา 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการสราง
กลุมเซลลขนาดใหญ (ที่มีเซลลมากกวา 10 เซลล) 67.5 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปน
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เวลา 15 วัน สอดคลองกับรายงานของ de Touchet และคณะ (1991) ที่สามารถเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอ
เจนิคเซลล หรือกลุมเซลลที่มีกิจกรรมสูงของปาลมน้ํามัน ในอาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 100 
มิลลิกรัมตอลิตร   อยางไรกต็าม 2,4-D ความเขมขนสูง สงเสริมใหเซลลพืชสรางสารประกอบ 
ฟนอล (Zaid, 1987; de Touchet et al., 1991)  และอาจกอใหเกดิการกลายพันธุ เชนเดียวกับรายงาน
ของ Teixeira และคณะ (1995) ที่ศึกษาผลของระดับความเขมขนของ 2,4-D ตอการเจริญพัฒนาของ
โซมาติกเอ็มบริโอในปาลมน้ํามัน พบวา 2,4-D ระดบัความเขมขนสูง ใหตนที่มลัีกษณะผิดปกติ  
เมื่อพิจารณาสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ dicamba พบวา ใหปริมาตรตะกอนเซลลและ
จํานวนกลุมเซลลที่มีจํานวนเซลลมากกวา 10 เซลลคอนขางต่ํา ในขณะที่ ซูไฮมนิ (2551) ซ่ึง
ทําการศึกษาชนิดและระดับความเขมขนของออกซินตอการชักนําแคลลัสจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอ
ของปาลมน้ํามัน พบวา อาหารแข็งสูตร MS เติม NAA เขมขน 40 มิลลิกรัมตอลิตรใหแคลลัส 60 
เปอรเซ็นต อาจเนื่องจาก NAA มีผลตอกิจกรรมการแบงเซลลที่ระดับความเขมขนสูงกวาระดับที่
ทําการศึกษา  

จากการเปรยีบเทียบแหลงของคารบอน 2 แหลงคือ น้ําตาลซูโครส และ น้ําตาล
ซอรบิทอล ตอการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ ในอาหารเหลวสูตร MS เติมกรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน พบวา น้ําตาลซอรบิทอลความ
เขมขน 0.2 โมลาร สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 2 มิลลิเมตร ไดสูงกวาน้ําตาลซูโครส
เขมขน 0.17 โมลาร สอดคลองกับรายงาน Hilae และ Te-chato (2005) สามารถชักนําการงอกของ
โซมาติกเอ็มบริโอระยะ HE ขนาด 0.5 เซนติเมตรของปาลมน้ํามันได 40 เปอรเซ็นต บนอาหารแขง็
สูตร MS เติมน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร เนื่องจากน้ําตาลซอรบิทอล เปนสาเหตุหลักของ
การเปลี่ยนแปลงระดับของโปรตีนภายในเซลลสงผลใหเซลลพืชเกิดสภาวะเครียดน้ํา จึงชวยเรง
กระบวนการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอในการเพาะเลี้ยงแคลลัสปาลมน้ํามัน (de Touchet et al., 
1991) นอกจากนี้ น้ําตาลซอรบิทอลสามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอชุดที่ 2 จาก HE ในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมน้ํามนัได (Chehmalee and Te-chato, 2008)  Te-chato และ Hilae (2007)  
รายงานวาซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอชุดที่ 2 และน้ําตาลซูโครส
เขมขน 0.17 โมลาร สงเสริมการพัฒนาของเอ็มบริโอสูระยะ HE    อยางไรก็ตามจํานวนโซมาติก
เอ็มบริโอขนาด 3 มิลลิเมตร ที่พัฒนาในอาหารที่เติมคารบอนจากทั้ง 2 แหลงไมมีความแตกตางกนั
ทางสถิติ  สอดคลองกับรายงานของ Hilae และ Te-chato (2005) ที่ศึกษาชนิดของแหลงคารบอนตอ
การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอชุดที่ 2 ในการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอระยะ HE พบวา น้ําตาล
กลูโคส ซูโครส ฟรุคโตส และ ซอรบิทอล ใหการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอชุดที่ 2 โดยจํานวน
ของโซมาติกเอ็มบริโอในแตละชนิดของแหลงคารบอน ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 



 31

การลดองคประกอบของธาตอุาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  สามารถกระตุน
ใหเซลลพืชเกดิความเครียด สงผลใหภายในเซลลพืชมีการสะสมคารโบไฮเดรต และโปรตีน จึงทํา
ใหกระบวนการพัฒนาของเซลลพืชเพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ โดยจากการศกึษาครั้งนี้ ศกึษาการพัฒนา
ของโซมาติกเอ็มบริโอ ภายในอาหารที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารรวมกับการเปรียบเทียบ
แหลงของคารบอน 2 แหลง คือ น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร และน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 
0.2 โมลาร พบวาอาหารแขง็สูตร ½ MS เติมน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร สามารถสงเสริม
การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอระยะ HE สูงสุด  เหตุที่อาหารที่ลดองคประกอบของธาตุอาหารลง
คร่ึงหนึ่ง ใหเปอรเซ็นตการสรางจาวสูงกวาทรีตเมนตอ่ืน ๆ อาจเนื่องจากเซลลพืชเกิดความเครียด
จากการลดองคประกอบของธาตุอาหารจึงสงเสริมกระบวนการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ ซ่ึง
สอดคลองกับ Teixeira และคณะ (1995) สามารถชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอปาลมน้ํามัน
ได 18.1 เปอรเซ็นตบนอาหารแข็งสูตร ½ MS  อยางไรก็ตาม อาสลัน (2545) รายงานวาการชกันาํ
การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวบนอาหารแข็งสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตใหผลดีกวาอาหารแข็งสูตร ½ MS ความแตกตางนี้อาจเนือ่งจากแหลงที่มาของโซมาติก
เอ็มบริโอที่แตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบแหลงของคารบอนในอาหารสตูร ½ MS พบวา น้ําตาล 
ซอรบิทอลใหเปอรเซ็นตการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวไดดีกวาน้ําตาลซูโครส 
เนื่องจากน้ําตาลซอรบิทอลมีคุณสมบัติเพิ่มคาออสโมติกโพเทนเชยีลในอาหาร ซ่ึงสงเสริมใหเซลล
พืชมีการสะสมกรดอะมิโน และคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น ทําใหโซมาติกเอ็มบริโอสามารถเจริญและ
พัฒนาเขาสูระยะสุกแกไดสูง (Heng et al., 1999) ดังที่ไดกลาวแลวขางตนเชนเดียวกับ Hilae และ 
Te-chato (2005) ที่สามารถชักนําการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาวของปาลมน้ํามันได 
40 เปอรเซ็นต บนอาหารแข็งสูตร MS เติมน้ําตาลซอรบิทอล 0.2 โมลาร 

การพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ เกิดขึ้นจากหลายปจจยั เชน แหลงของคารบอน 
ระดับความเขมขนของน้ําตาลซูโครส  การเติมหรือไมเติมผงถาน รวมทั้งประเภทของอาหาร
สําหรับเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  จากการทดลองที่ 5 พบวาแหลงของคารบอนที่สามารถใหจํานวน    
โซมาติกเอ็มบริโอขนาด 3 มิลลิเมตรเฉลี่ยสูงสุด คือ น้ําตาลซูโครสความเขมขน 0.17 โมลาร ใน
อาหารเหลวสตูร MS ดังนั้นการทดลองจึงทําการลดความเขมขนของน้ําตาลซูโครสลงครึ่งหนึ่ง 
รวมกับการเตมิและไมเติมผงถาน ทั้งในอาหารเหลวและอาหารแข็งสตูร MS เติมกรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.085 โมลาร ที่ไมเติมผงถาน สามารถ
เพิ่มปริมาตรตะกอนเซลลไดสูงสุด เชนเดียวกับ Krajnakova และคณะ (2009) ที่ลดความเขมขนของ
แหลงคารบอนลง สามารถชักนําการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอของ Abie cephalonica ได 66.8 
เปอรเซ็นต  อยางไรก็ตามน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร ไมเติมผงถาน ใหจาํนวนโซมาตกิ



 

บทที่ 5 
 

สรุป 
 

อาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพ่ิม
ปริมาณนํ้าหนกัสดของแคลลัส (336 มิลลิกรัม) และจํานวน HE (6 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง) ได
สูงสุด และอาหารแข็งสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร สงเสริมการสราง EC ได
สูงสุด 16.88 เอ็มบริโอตอหลอดทดลอง หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดอืน 

อาหารเหลวสูตร MS เติม dicamba เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล 
รวมท้ังใหจํานวนกลุมเซลลท่ีมีเซลลมากกวา 10 เซลลไดสูงกวาอาหารเหลวสูตร Y3 เติม dicamba 
เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิคเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 
0.17 โมลาร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 

อาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล
ไดสูงสุด 2.25 มิลลิลิตร และมีจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉล่ียท่ีมีขนาด 2-4 มิลลิเมตรไดสูงสุด 20 
เอ็มบริโอตอฟลาสก หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 

อาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร สงเสริมการสรางกลุมเซลลท่ีมี
เซลลมากกวา 10 เซลล 67.5 กลุมเซลลตอมิลลิลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน  

อาหารเหลวสูตร MS เติมน้าํตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนําโซมาติกเอ็มบริโอขนาด 2 มิลลิเมตรไดสูงสุด 11.33 
เอ็มบริโอตอฟลาสก หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน  

อาหารเหลวสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.085 โมลาร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร และไมเติมผงถาน สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลลไดสูงสุด 2 
มิลลิลิตร หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 21 วัน 

อาหารเหลวสูตร MS เติมน้ําตาลซูโครสเขมขน 0.17 โมลาร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร และไมเติมผงถาน ใหจํานวนโซมาติกเอ็มบริโอขนาดใหญกวา 2 
มิลลิเมตรเฉล่ียสูงสุด 19 เอ็มบริโอตอฟลาสก หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 15 วัน 
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อาหารแข็งสูตร ½ MS เติมน้ําตาลซอรบิทอลเขมขน 0.2 โมลาร กรดแอสคอรบิค
เขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถสงเสริมการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอระยะ HE สูงสุด 32 
เปอรเซ็นต หลังจากวางเล้ียงเปนเวลา 1 เดอืน 
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ภาคผนวก 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 องคประกอบของสูตรอาหาร Murashige and Skoog (MS) และ Y3 
 

ปริมาณสารท่ีใช (มิลลิกรัมตอลิตร.) 
องคประกอบ 

MS Y3 
NH4NO3 1,650.000 - 
KNO3 1,900.000 2,020.000 
H3BO3 6.200                          3.100 
KI 0.830 8.300 
NH4Cl                         - 535.000 
MnSO41H2O 16.900 11.200 
KH2PO4 170.000 - 
KCl                         - 1,492.000 
NaH2PO4H2O                         - 312.000 
ZnSO47H2O 10.600 7.200 
CuSO45H2O* 0.0250 0.160 
NaMoO42H2O* 0.250 0.240 
CoCl26H2O* 0.0250 0.240 
CaCl22H2O 440.000 294.000 
MgSO47H2O 370.000                        247.000 
FeSO47H2O 27.800 27.800 
Na2EDTA 37.300 37.300 
Myo-inositol 100.000 - 
Nicotinic acid 0.500 - 
PyridoxineHCl(B6) 0.500 - 
ThiamineHCl(B1) 0.100 - 
Glycine 2.000 - 
Sucrose 3%, Agar 0.6-0.7% (0.75%), pH 5.7-5.8 
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เริ่มตนจาก MS+dicamba 0.3 มก/ล 

มก/ล MS+dicamba 0.3 เดือน 1 

FET  

 

 

 เซลลซัสเพนช่ัน  

 MS + นํ้าตาลซูโครส 0.17 โมลาร 15 วัน 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกท่ี 1 ข้ันตอนการชักนําเซลลซัสเพนช่ันและพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอระยะสราง 

15 วัน 

โซมาติกเอ็มบริโอระยะสรางจาว (1 เดือน) 

นํ้าตาลซอรบิทอล 0.2 โมลาร + วุน 0.75% 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

จาวของปาลมน้ํามัน 

½ MS+
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