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บทคัดย่อ 
 

  ยางพาราพันธุ์ดั้งเดิมเป็นพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรค สามารถใช้เป็นต้นตอในการผลิต
ยางพารา แต่ปัจจุบันต้นตอมีปริมาณน้อยลง ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้เพ่ือศึกษาปัจจัยที่มีผล
ต่อการเพาะเลี้ยง ตาเขียวยางพาราพันธุ์ดั้งเดิมเพ่ือเพ่ิมปริมาณต้นตอ จากการทดลอง พบว่า การฟอก
ฆ่าเชื้อแล้วเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นวางเลี้ยงบนอาหารแข็ง
สูตร Murashige and Skoog (MS) เติม 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร 6-Benzyladenine (BA) เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า ให้
อัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ แคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่นเป็นกลุ่มก้อนสีเขียว 72.45 
เปอร์เซ็นต์ และ เกาะกันหลวมๆ สีเหลือง 27.55 เปอร์เซ็นต์ การเติม AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัสสูงสุด 950 มิลลิกรัม และจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 9.1 เอ็มบริโอต่อ
หลอด หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน และการย้ายเลี้ยงครั้งที่ 2 ให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
สูงสุด 81.33 เปอร์เซ็นต์ จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอระยะรูปกลม (Globular embryo; GE) 11.61 
เอ็มบริโอ และ ระยะสร้างใบเลี้ยง (Cotyledonary embryo; CE) 18.4 เอ็มบริโอ เมื่อน้า CE วาง
เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่า ให้อัตราการเกิดต้นใหม่ 
40 เปอร์เซ็นต์ จ้านวนต้นที่สมบูรณ์ 0.24 ต้นต่อหลอด ความยาวยอดเฉลี่ย 3.04 เซนติเมตร และ
ความยาวรากเฉลี่ย 7.99 เซนติเมตร หลังวางเลี้ยงนาน 1 เดือน  
  ส้าหรับการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนล้าต้นของต้นกล้าที่เพาะเมล็ดในหลอดทดลองจากชั้น
บางๆ ขนาด 1 มิลลิเมตร ที่ตัดตามแนวยาว (Longitudinally thin cell layer; lTCL) มาเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดและความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 1 เดือน 
พบว่า ชิ้นส่วนล้าต้นซึ่งห่างจากยอด 2 เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารเติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้แสงเป็นเวลา 14 ชั่วโมงต่อวันสร้างแคลลัสเร็ว
ที่สุด 17 วัน และให้การตอบสนองการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุดที่ 67.5 เปอร์เซ็นต์ การสับแคลลัส 100 
ครั้ง ให้น้้าหนักสดแคลลัส 471.08 มิลลิกรัม หลังจากวางเลี้ยง 1 เดือน และเมื่อเติม AgNO3 เข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัส 698.5 มิลลิกรัม และจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 3.8 
เอ็มบริโอต่อหลอด หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน ซึ่งสูตรอาหารและวิธีการดังกล่าวจะเป็นประโยชน์
ต่อการขยายพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์ยางพาราพันธุ์ดั้งเดิมต่อไปในอนาคต  
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Abstact 
 

  Early introduced clones of rubber tree are good sources of rootstock 
tolerated to root diseases. Recently, these clones have been gradually lost. The 
objective of this study was to investigate some factors affecting somatic 
embryogenesis for increase early introduced clones of rubber tree. In the present 
study, green bud from ex vitro grown plant were steriled and stored at 4ºC for 24 
hours then cultured on Murashige and Skoog (MS) supplemented with 2 mg/L 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 0.5 mg/L 6-Benzyladenine (BA) for 6 months 
gave the highest callus formation at 100%, green compact callus at 72.45% and 
yellow friable callus at 27.55%. For adding silver nitrate (AgNO3), the concentration at 
1.5 mg/L gave the highest fresh weight of callus at 950 mg and number of somatic 
embryos at 9.1 embryos/tube after 2 months of culture. The second times of 
subculture gave the highest somatic embryo induction at 81.33%, number of globular 
embryo (GE) at 11.61 embryos and cotyledonary embryo (CE) at 18.4 embryos. After 
subculture CE to PGR-free MS medium and cultured for one month the highest plant 
regeneration was obtained at 40%. The average number of complete plantlet at 0.24 
plant/tube, average of shoot length and root length at 3.04 cm and 7.99 cm, 
respectively. 
  For longitudinal thin cell layer (lTCL) culture, stem portion at 2 cm 
from shoot tip of seedling raised in vitro gave the best result in callus induction at 
67.5% and earliest time required for callus formation at 17 days on MS medium 
supplemented with 2 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L BA under 14 h photoperiod. 
Application of wound by chopping the callus at frequency of 100 times gave the best 
result in proliferation of callus fresh weight at 471.08 mg after 1 month of culture. 
Addition of 1 mg/L AgNO3 to the culture medium gave the highest fresh weight of 
callus at 698.5 mg and average number of somatic embryos at 3.8 embryos/tube 
after 2 months of culture. So, this culture medium and protocol were suitable for 
rootstock propagation and breeding program of rubber tree in future.   
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เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเพ่ิม
ปริมาณแคลลัสและจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 

23 

2.5 ผลของจ้านวนครั้งของการย้ายเลี้ยง ต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ เมื่อวางเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็น
เวลา 6 เดือน (ย้ายเลี้ยงทุก ๆ 2 เดือน) 

25 

2.6 ผลของความเข้มข้นของสูตรอาหาร MS ต่อการพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์ของ
ยางพารา หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

28 

2.7 ผลของวิธีการฟอกฆ่าเชื้อต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของยางพาราบนอาหาร
สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 
สัปดาห์ 

38 

2.8 ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมในอาหารสูตร 
MS และต้าแหน่งของชิ้นส่วน lTCL ต่ออัตราการเกิดแคลลัส หลังจากวางเลี้ยง
เป็นเวลา 1 เดือน 

41 

  



(10) 

รายการตาราง (ต่อ) 
 

ตารางท่ี หน้า 

2.9 ผลของต้าแหน่งชิ้นส่วน lTCL และสภาพการวางเลี้ยงที่แตกต่างกันต่อการเกิด
แคลลัสบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA 
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

43 

2.10 ผลของการสับและไม่สับต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัส บนอาหารสูตร MS เติม BA 
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวาง
เลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

45 

2.11 ผลของ AgNO3 ความเข้มข้นต่างๆ ที่เติมในอาหารสูตร MS ร่วมกับ BA เข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเพ่ิมปริมาณ
แคลลัสและจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 

47 

  



(11) 

รายการภาพประกอบ 
 

ภาพที่  หน้า 

2.1 การเตรียมตาเขียวเพ่ือน้าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน้าแคลลัส 11 

2.2 ลักษณะแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงตาเขียว วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 
BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจาก
วางเลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน 

19 

2.3 ลักษณะแคลลัสที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมชนิดและระดับ
ความเข้มข้นต่างๆ ของน้้าตาล หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

22 

2.4 ลักษณะของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอระยะเริ่มต้น (ศรชี้) ที่
ได้จากการเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 

24 

2.5 ลักษณะการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นส่วนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตรและ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็น
เวลา 6 เดือน 

26 

2.6 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นส่วนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็น
เวลา 6 เดือน 

27 

2.7 ลักษณะพืชต้นใหม่บนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต
หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

29 

2.8 การเตรียมเมล็ดยางพารา (ก) และกระเทาะเปลือกหุ้มเมล็ดแข็งด้านนอกออก
เพ่ือน้าไปฟอกฆ่าเชื้อ (ข) 

35 

  



(12) 

รายการภาพประกอบ (ตอ่) 
 

ภาพที่  หน้า 

2.9 ต้าแหน่งที่แตกต่างกันของล้าต้นจากต้นกล้ายางพาราที่เพาะเมล็ดในหลอด
ทดลองบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังจากวาง
เลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

36 

2.10 ความสูงของต้นกล้ายางพาราที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดโดยใช้สารเคมี (ก) 
และจุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้ง (ข) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต 2 สัปดาห์ 

39 

2.11 ลักษณะของแคลลัสเกาะกันแน่นสีเหลืองที่ได้จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL 
(ต้าแหน่งส่วนปลาย; D) บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

42 

2.12 ลักษณะของแคลลัสเกาะกันแน่นสีเหลืองจากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL 
(ต้าแหน่งส่วนปลาย; D) บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน หลังจาก
วางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

44 

2.13 ลักษณะแคลลัสที่พัฒนาจากแคลลัสเดิมที่ไม่สับ (ก) และสับจ้านวน 100 ครั้ง (ข) 
บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

46 

2.14 ลักษณะของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอระยะเริ่มต้น (ศรชี้) ที่
ได้จากการเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 

48 

 

  



(13) 

สัญลักษณ์ค าย่อและตัวย่อ 
 
2,4-D  =  2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
3,4-D  =  3,4- Dichlorophenoxyacetic acid 
BA  =  6-Benzyadenine 
CE  =  Cotyledonary embryo 
CRD  =  Completely randomized design 
DMRT  =  Duncan’s multiple range test 
GA3  =  Gibberellic acid 
GE  =  Globular embryo 
HE  =  Heart shape embryo 
IAA  =  Indole-3-acetic acid 
IBA  =  Indole-3-butyric acid  
KN  =  Kinetin 
LSD  =  Least significant differaence 
lTCL  =  Longitudinally thin cell layer 
MB  =  Murashige and Skoog medium and Gamborg B5 medium 
MB1  =  Dedifferentiation medium 
MB3  =  Plantlet formation medium 
MH  =  Medium for Heavea 
MS  =  Murashige and Skoog medium 
NAA  =  -Naphthaleneacetic acid 
PGRs  =  Plant growth regulators 
SE  =  Somatic embryo 
TDZ  =  Thidiazuron 
TCL  =  Thin cell layer 
tTCL  =  Transversally thin cell layer 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
บทน าต้นเร่ือง 
 
  ยางพาราเป็นพืชที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยอีกชนิดหนึ่ง  พบว่า   
มีเกษตรกรตลอดจนผู้ที่ท้าธุรกิจเกี่ยวข้องกับยางพาราประมาณ 1 ล้านครอบครัว ซึ่งมีจ้านวนไม่น้อย
กว่า 6 ล้านคน ประเทศไทยเป็นประเทศที่ส่งออกยางพาราและผลิตภัณฑ์ยางพาราเป็นอันดับ 1        
ของโลก นับตั้งแต่ พ.ศ. 2534 เป็นต้นมา ซึ่งสามารถท้ารายได้เข้าประเทศปีละกว่า 400,000 ล้าน
บาท แต่การส่งออกยางพาราส่วนใหญ่อยู่ในรูปวัตถุดิบแปรรูปขั้นต้น ซึ่งมีมูลค่าเพ่ิมต่้า ท้าให้มีผลต่อ
การสร้างรายได้เข้าสู่ประเทศและการยกระดับรายได้ของเกษตรกรไม่มากเท่าที่ควร  และหากเรื่องนี้
ได้รับการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ก็จะส่งผลดีต่อประเทศและเกษตรกรชาวสวนยางพารา
อย่างมหาศาล (สถาบันวิจัยยาง, 2553) ท้าให้เกิดการกระจายรายได้ให้เกษตรกรเป็นจ้านวนมาก 
ตั้งแต่ภาคใต้ ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยในปัจจุบันพบว่าประเทศไทยมีการ
ขยาย พ้ืนที่ ปลู กยางกระจั ดกระจาย ไปในจั งหวั ดต่ า งๆ  ถึ ง  67 จั งหวั ด  แบ่ ง เป็ นภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือจ้านวน 20 จังหวัด ภาคเหนือจ้านวน 17 จังหวัด ภาคกลางจ้านวน 9 จังหวัด 
ภาคตะวันออกจ้านวน 7 จังหวัด และภาคใต้จ้านวน 14 จังหวัด (ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2559) ปัญหาส้าคัญท่ีพบมากในยางพาราคือ มีโรครากขาวเป็นภัยคุกคามการผลิตยางพารา โดยเชื้อ
ราที่ก่อโรคดังกล่าวจะอยู่ในดิน มักระบาดในช่วงฤดูฝน ซึ่งเชื้อโรคจะแพร่กระจายได้ด้วยการสัมผัส
ระหว่างรากของต้นที่เป็นโรคกับรากของต้นปกติ หรือสปอร์เชื้อราปลิวไปตามลม โดยเฉพาะช่วงโค่น
ต้นยางเพื่อปลูกแทนมีโอกาสที่เชื้อจะกระจายไปได้ค่อนข้างมาก ดังนั้น ก่อนปลูกใหม่ควรเก็บเศษราก 
เศษต้นยางในแปลงน้าไปเผาทิ้ง หากโรครากขาวระบาดท้าลายต้นยาง 1 ต้น จะท้าให้เกษตรกร
สูญเสียรายได้ ประมาณ 650 บาทต่อไร่ต่อปี (สุรัตน์, 2555) นอกจากนี้ยังมีโรคใบร่วงไฟทอปโทราที่
เกิดจากเชื้อไฟทอปโทรา (Phytophthora palmivora) โรคเส้นด้า โรคราแป้งเกิดจากเชื้อ  
ออยเดียม (Oidium heveae) โรครากขาวที่เกิดจากเชื้อ Rigidoporus lignosus (สถาบันวิจัยยาง, 
2555) พันธุ์ยางที่เป็นโรครากขาวมากที่สุด คือ RRIM 600 (55 เปอร์เซ็นต์) รองลงมาคือ BPM 24 
(19.6 เปอร์เซ็นต์) ท้าให้ในอนาคตอาจเกิดการระบาดของโรคเหล่านี้จนไม่สามารถควบคุมได้และท้า
ให้ความหลากหลายทางพันธุกรรมน้อยลง 
  การขยายพันธุ์ยางเพ่ือเพ่ิมผลผลิตในอดีตเกษตรกรมักใช้ยางพันธุ์ดั้งเดิมเป็นต้นตอ
และติดตาด้วยยางพันธุ์ดี ซึ่งยางพันธุ์ดีมักไม่ทนทานต่อโรคที่มีอยู่ในดิน การเจริญเติบโตของระบบราก 
ความสามารถในการหาอาหาร และการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมในดินมีน้อย เมื่อเปรียบเทียบกับยาง
พันธุ์ที่ใช้เป็นต้นตอ โดยยางพันธุ์ดั้งเดิมจะมีความต้านทานต่อโรค แต่ปัจจุบัน การติดตายางจะใช้ยาง
พันธุ์ดีเป็นทั้งกิ่งพันธุ์และต้นตอในการขยายพันธุ์ยางพารา ส่งผลคือ ยางพาราในปัจจุบันไม่ต้านทาน
ต่อโรคที่มีอยู่ในดิน และพบว่าปัจจุบันยางพันธุ์พื้นเมืองมีจ้านวนที่น้อยลงมาก เนื่องจากมีการปลูกยาง

http://www.komchadluek.net/search.php?search=%E0%A1%C9%B5%C3


2 

พันธุ์ดีที่ราชการแนะน้ามาแทนที่การปลูกยางพันธุ์พ้ืนเมืองคือพันธุ์ RRIM 600 ซึ่ง RRIM600         
ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉลี่ย 297 กิโลกรัมต่อไร่ต่อปี ในพ้ืนที่ปลูกยางเดิม พันธุ์นี้อ่อนแอต่อโรคใบร่วงที่
เกิดจากเชื้อไฟทอปโทรา โรคราสีชมพูแต่สามารถปรับตัว และให้ผลผลิตได้ดีในเกือบทุกพ้ืนที่ ทนทาน
ต่อการกรีดถี่ได้มากกว่าพันธุ์ อ่ืน ๆ ท้าให้ RRIM600 ได้รับความนิยมจากเกษตรกรมาเป็นเวลานาน 
(สถาบันวิจัยยาง, 2554)  เกษตรกรจึงหันมาเก็บเมล็ดยางพันธุ์ RRIM 600 มาท้าเป็นต้นตอ ซึ่งมีความ
แข็งแรงและทนทานน้อยกว่ายางพันธุ์ดั้งเดิม ที่ส้าคัญในอนาคตหากมีการระบาดของโรค อาจส่งผล
กระทบต่อต้นยางทั้งหมดได้ เพราะมีฐานพันธุกรรมแคบทั้งต้นตอและกิ่งพันธุ์ดี (กรกช, 2550) และ
การขยายตัวของเมืองที่เพ่ิมมากขึ้น ท้าให้พ้ืนที่ปลูกยางพันธุ์พ้ืนเมืองลดน้อยลง ปัจจุบันมีการใช้
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในการขยายพันธุ์ยางพาราเพ่ือให้ได้ต้นยางพาราในปริมาณที่เพียงพอต่อ
ความต้องการในการเพาะปลูก ทั้งต้นยางพาราพันธุ์ดั้งเดิมที่จะใช้เป็นต้นตอและยางพันธุ์ดี อีกทั้งการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังสามารถเก็บรักษาพันธุ์ยางไว้ในหลอดทดลอง เพ่ือลดความเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ 
  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นวิธีขยายพันธุ์พืชที่มีประสิทธิภาพสูง สามารถผลิตพืชได้
จ้านวนมากในเวลาอันสั้น ต้นพืชมีความสม่้าเสมอสมบูรณ์แข็งแรง และปลอดโรค ซึ่งการชักน้า
ชิ้นส่วนของพืชที่ เพาะเลี้ยงให้เกิดแคลลัสแล้วชักน้าให้เกิดการพัฒนาไปเป็นพืชต้นใหม่ผ่าน
กระบวนการสร้างต้นอ่อน (somatic embryogenesis) จะสามารถท้าให้ได้พืชต้นใหม่เป็นจ้านวน
มากโดยชิ้นส่วนของพืชเกือบทุกชนิดสามารถชักน้าให้เกิดแคลลัสได้ (ศิวพงศ์, 2546) การชักน้า
แคลลัสและชักน้าพืชต้นใหม่ผ่านกระบวนการสร้างต้นอ่อนต้องอาศัยสารควบคุมการเจริญเติบโตของ
พืช เนื่องจาก สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเป็นปัจจัยที่ส้าคัญมีผลต่อการเจริญและพัฒนาการ
ของแคลลัสท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีและกระบวนการทางสรีรวิทยาจนพัฒนาเป็นพืชต้น
ใหม่ โดยกระบวนการดั งกล่าวข้างต้น หรือกระบวนการสร้างราก /ยอด (organogenesis)            
(สมพร, 2546) สารควบคุมการเจริญเติบโตที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตลอดจนยางพาราคือ 
กลุ่มออกซินซึ่งเกี่ยวข้องกับการส่งเสริมการแบ่งเซลล์ และการเพ่ิมปริมาณของเซลล์ เร่งการ
เจริญเติบโตของพืชทั้งในส่วนที่เป็นต้นและรากท้าให้เซลล์แบ่งตัวเพ่ิมปริมาณอย่างรวดเร็ว และ
ส่งเสริมการสังเคราะห์โปรตีนที่จ้าเป็นต่อการเจริญเติบโต ส่วนกลุ่มไซโตไคนินเกี่ยวข้องกับการแบ่ง
เซลล์ และการพัฒนาของยอด ส่งเสริมการสร้างยอดรวม หรือยอดแขนงจ้านวนมากจากแคลลัส    
จากคุณสมบัติข้างต้น มีการใช้ประโยชน์จากสารควบคุมการเจริญเติบโตในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
โดยเติมในสูตรอาหารเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของแคลลัสและกระตุ้นให้แคลลัสพัฒนาเป็นยอด
และต้นอ่อน (Tongumpai, 1994)  
  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตและปัจจัยต่างๆ     
ต่อการชักน้าให้เกิดพืชต้นใหม่ผ่านกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอของยางพาราจากการเพาะเลี้ยง    
ตาเขียว และ thin cell layer ที่ตัดตามยาว (longitudinally thin cell layer ; lTCL) ของต้น
ยางพาราพนัธุ์ดั้งเดิมท่ีทนทานต่อโรครากขาว เพ่ือชักน้าเป็นต้นกล้าที่มีระบบรากแก้วใช้เป็นต้นตอติด
ตายางพันธุ์ดี มาขยายพันธุ์จ้านวนมากให้เพียงพอต่อความต้องการของเกษตรกรจึงเป็นแนวทางหนึ่ง
ในการแก้ปัญหาการขาดแคลนต้นตอยาง และเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ยางในอนาคตต่อไป  
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การตรวจเอกสาร 
 
  การขยายพันธุ์ยางพารา 
 
  ยางพาราสามารถขยายพันธุ์ได้หลายวิธี เช่น การขยายพันธุ์โดยใช้เมล็ด ใช้วิธีการติด
ตาเขียว ติดตาสีน้้าตาล เป็นต้น แต่การขยายด้วยเมล็ด ปัจจุบันในประเทศไทยไม่นิยมการขยายพันธุ์
ด้วยวิธีนี้ ทั้งนี้เพราะไม่มีสวนเก็บเมล็ดโดยตรง และเมล็ดยางพาราที่น้าไปปลูกจะมีการกลายพันธุ์มาก 
แต่การใช้เมล็ดขยายพันธุ์ มักจะน้าไปใช้เพาะต้นกล้าเพ่ือใช้ท้าเป็นต้นตอส้าหรับติดตาเป็นส่วนใหญ่ 
ส่วนการขยายพันธุ์โดยวิธีการติดตา จะแบ่งออกเป็นการติดตาเขียว และการติดตาสีน้้าตาล แต่ส่วน
ใหญ่นิยมขยายพันธุ์ด้วยการติดตาเขียวมากกว่า เพราะท้าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว มี อัตราการติดสูง
มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ (ปรัชญา, 2555) 
 
  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา 
 
  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ กระบวนการตัดแยกชิ้นส่วนต่างๆ ของยางพารามา
เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อ ภายในห้องที่มีการควบคุมแสง อุณหภูมิ และความชื้นที่
เหมาะสม เพ่ือให้ชิ้นส่วนพืชมีการพัฒนาต่อไป (สมปอง, 2539) การขยายพันธุ์พืชด้วยวิธีนี้ สามารถ
เพ่ิมปริมาณต้นพืชได้เป็นจ้านวนมากใช้ระยะเวลาสั้น และยังสามารถใช้แคลลัสเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์
ได ้
  ปัจจุบันมีการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในการขยายพันธุ์ยางพารา เพ่ือให้ได้
ต้นยางพาราในปริมาณที่เพียงพอต่อความต้องการในการเพาะปลูก ทั้งต้นยางพาราพันธุ์ดั้งเดิม เหมาะ
ที่จะใช้เป็นต้นตอ มาเก็บรักษาไว้ในหลอดทดลองไม่ให้สูญพันธุ์ และการขยายพันธุ์ยางพาราพันธุ์ดีให้
มีปริมาณเพียงพอต่อความต้องการ ดังนั้นการขยายพันธุ์ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จึงเป็นแนวทาง
หนึ่งเพ่ือแก้ปัญหาดังกล่าว นอกจากนี้ยังสามารถเก็บรักษายางพาราเชื้อพันธุ์ดีไว้ในหลอดทดลอง  
เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ยางพาราในอนาคตต่อไป การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพาราเริ่มครั้งแรกโดย 
Bouychou (1953) อ้างโดย Carron และคณะ (1989) โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้แคลลัสเป็น
เครื่องมือในการศึกษาระบบการผลิตน้้ายางในระดับเซลล์ ต่อมา Chua (1966) อ้างโดย Carron และ
คณะ (1989) ท้าการวางเลี้ยงชิ้นส่วนของใบเลี้ยง และ ล้าต้นของต้นกล้ายางพาราบนอาหารสูตร MS 
(Murashige and Skoog, 1962) พบว่า ความดันออสโมติก และความเป็นกรด-ด่างของอาหารมีผล
ต่อการชักน้าการเจริญเติบโตของแคลลัส และอาหารที่เติมน้้าตาลซูโครสชักน้าการเปลี่ยนแปลงของ
ชิ้นส่วนได้ดีกว่าน้้าตาลกลูโคส แมนโนส หรือฟรุกโตส  

  

http://lib.agt.snru.ac.th/ulib/searching.php?MAUTHOR=%20%BB%C3%D1%AA%AD%D2%20%C3%D1%C8%C1%D5%B8%C3%C3%C1%C7%A7%C8%EC
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ขั้นตอนในการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่โดยกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิสของยางพารา 
 
  1. การชักน าแคลลัสและเพิ่มปริมาณ 
  แคลลัส (callus) หมายถึง เซลล์ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม และยังไม่มีการเปลี่ยนแปลง
พัฒนาไปเป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิดต่างๆ มีขนาดไม่แน่นอน ภายในเซลล์มีแวคิวโอลจ้านวนมาก 
ส่วนใหญ่ไม่มีรงควัตถุ แต่อาจมีสีเขียวเนื่องจากมีคลอโรฟิลล์ สีเหลืองจากแคโรทีนอยด์  และ 
ฟลาโวนอยด์ หรือสีม่วงจากแอนโทไซยานิน  แคลลัสที่มีกลุ่มเซลล์เกาะกันแน่น เรียกว่า compact 
callus และเกาะกันอย่างหลวมๆ เรียกว่า friable callus (รังสฤษดิ,์ 2541) ปัจจัยการชักน้าแคลลัสมี
หลายปัจจัย ได้แก่ ชิ้นส่วนพืชที่น้ามาวางเลี้ยง อาหารที่ใช้เลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติม
ลงไปในอาหาร (สมปอง, 2550) โดยเมื่อน้าชิ้นส่วนมาวางเลี้ยงบนอาหารจะเกิดกระบวนการ 3 
ขั้นตอน คือ 1) ระยะ induction คือเซลล์จะถูกกระตุ้นด้วยสารเคมีให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในระบบ
เมแทบอลิซึมก่อนที่จะเกิดการแบ่งเซลล์ 2) ระยะแบ่งเซลล์ เป็นระยะที่มีการเพ่ิมปริมาณของเซลล์
ด้วยกระบวนการของสารควบคุ มการเจริญเติบโต เช่น ออกซินและไซโตไคนิน 3) ระยะ 
differentiation โดยบางเซลล์จะพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและเป็นต้นที่สมบูรณ์ในที่สุด 
(อารีย์, 2541) ในยางพารามีรายงานการชักน้าแคลลัสได้จากชิ้นส่วนต่างๆ เช่น  
  ดนุพงศ์ และคณะ (2557) ศึกษาถึงผลของ 2,4-D ต่อการพัฒนาชิ้นส่วนต่างๆ      
ของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 ในสภาพปลอดเชื้อ ส้าหรับพัฒนาให้เกิดแคลลัสและต้นอ่อนโดย
กระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส เนื่องจากวิธีการนี้สามารถชักน้าให้เกิดต้นเป็นจ้านวนมากและมีต้นที่
แข็งแรงเสมือนกับต้นที่ได้จากการเพาะเมล็ด โดยที่มีลักษณะของส่วนยอดและรากเชื่อมติดกันเป็นต้น
พืชที่สมบูรณ์ การศึกษานี้ได้น้าชิ้นส่วนของยางพารา 4 ชนิดคือ ล้าต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยง, ใบเลี้ยง,   
ใบอ่อน และเมล็ดอ่อน มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog medium and 
Gamborg B5 medium (MB) (Enjalric and Carron, 1982) ที่เติม 2,4-D เข้มข้น 0, 1, 3, 5, 7 
และ 9 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพที่มีแสงและในสภาพมืด ผลการทดลองพบว่า ชิ้นส่วนที่เกิดแคลลัส
ได้ดีในสภาพมีแสงคือล้าต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MB ที่เติม 2,4-D เข้มข้น 3 
มิลลิกรัมต่อลิตรให้การสร้างแคลลัส 87.50 เปอร์เซ็นต์ และชิ้นส่วนที่เกิดแคลลัสได้ดีในสภาพมืดคือ 
เมล็ดอ่อนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MB ที่เติม 2,4-D เข้มข้น 7 มิลลิกรัมต่อลิตรให้การ
สร้างแคลลัส 100 เปอร์เซ็นต ์ Te-chato และ Chartikul (1993) ได้เพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนที่ตัด
แยกจากเมล็ดอ่อน บนอาหารสูตรต่างๆ พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนของผลอายุ 8 สัปดาห์ ที่เพาะเลี้ยง 
บนอาหาร สูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร BA เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริม
การเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้ดีที่สุด  
 
  2. การเจริญและพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ  
  พัฒนาการของเนื้อเยื่อโดยกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิสมีการเหนี่ยวน้าให้เซลล์ 
หรือเนื้อเยื่อพัฒนาไปเป็นเซลล์ต้นอ่อนเริ่มต้น จากนั้นพัฒนาเข้าสู่ต้นอ่อนระยะต่างๆ ในลักษณะ
เดียวกับการพัฒนาของคัพภะที่เกิดจากการผสมพันธุ์ ดังนั้นจึงเรียกกระบวนการนี้ว่า โซมาติก
เอ็มบริโอเจเนซิส โดยเซลล์เริ่มต้นที่พัฒนาให้ต้นอ่อนเรียกว่า เอ็มบริโอเจนิคเซลล์ มีจุดก้าเนิดยอด 
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และรากเชื่อมต่อกัน เรียกว่า bipolar ซึ่งการพัฒนาของเอ็มบริโอแบ่งได้ 2 แบบ คือ การเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอโดยตรงจากชิ้นส่วนที่เพาะเลี้ยง (direct somatic embryogenesis) และการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอโดยผ่านกระบวนการสร้างแคลลัส (indirect somatic embryogenesis)  เซลล์ที่เกิดขึ้นมัก
มีไซโตพลาสซึมหนาแน่น มีเม็ดแป้ง และนิวเคลียสใหญ่ (อารีย์, 2541) การพัฒนาของโซมาติก
เอ็มบริโอยางพาราสามารถแบ่งได้ 4 ระยะ ดังนี้  ระยะรูปกลม ระยะรูปหัวใจ ระยะทอร์ปิโด        
และระยะสร้างใบเลี้ยง จากนั้นพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ ซึ่งกระบวนการดังกล่าวสามารถเกิดขึ้นเองตาม
ธรรมชาติ หรือเกิดขึ้นจากการชักน้าด้วยปัจจัยต่างๆ ดังนี้ คือปัจจัยทางเคมี เช่น ชนิด และความ
เข้มข้นของธาตุอาหาร ชนิด และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต ชนิด และความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอน และสารยับยั้งเอทธิลีน เป็นต้น ปัจจัยทางกายภาพ เช่น แสง การเตรียมชิ้นส่วน
ด้วยการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างๆ การสร้างบาดแผลโดยการสับด้วยใบมีด จ้านวนครั้งในการย้ายเลี้ยง 
เป็นต้น 
  การชักน้าเป็นพืชต้นใหม่ในยางพารามีรายงานโดย ปัทมา (2539) อ้างโดย มาณี 
และปนัดดา (2542) ได้ท้าการศึกษาชิ้นส่วนและสูตรอาหารเพ่ือชักน้าให้เกิดต้นที่สมบูรณ์ โดยใช้ส่วน
ของเมล็ดแก่และอ่อน ซึ่งเมล็ดอ่อนที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MB ที่เติม BA และ Indole-3-butyric 
acid (IBA) เข้มข้น 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ให้ผลดีที่สุด โดยต่อมาก็ได้ท้าการศึกษา
สูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตเพ่ือให้ได้เปอร์เซ็นต์ความส้าเร็จที่สูงขึ้น โดยเปรียบเทียบ
กับสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่า อาหารสูตร MB เติม IBA เข้มข้น             
5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ BA เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลดีที่สุด รองมาคือ 2,4-D เข้มข้น     
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ BA เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ CoCl2 เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร
ซึ่งให้อัตราการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอคือ 72.2 และ 56.8 ตามล้าดับ 
  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาโดยน้าชิ้นส่วนเปลือกหุ้มเมล็ดอ่อนของยางพารามา
เพาะเลี้ยง จากรายงานของ กรรณิการ์ และคณะ (2546) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มเมล็ดอ่อน
ยางพารา จ้านวน 25 พันธุ์ จากฝักอ่อนอายุ 8-10 สัปดาห์ บนอาหารสูตร medium for Hevea 
(MH) พบว่า มีพันธุ์ยางพาราที่สามารถสร้างโซมาติกเอ็มบริโอลักษณะปกติได้ 5 พันธุ์ ได้แก่พันธุ์ BPM 
24  PB260  PB 311  RRII 105 และ RRIM 600 และเจริญพัฒนาเป็นต้นอ่อนที่สมบูรณ์ได้ จ้านวน  
165  1  39  5  และ 4  ต้น ตามล้าดับ  Lardet และคณะ (2007) ได้เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเยื่อหุ้มเมล็ด
อ่อนของยางพาราพันธุ์ PB 260 บนอาหารแข็งสูตร MH เติม kinetin (KN) เข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์         
3,4-dichlorophenoxyacetic acid (3,4-D) เข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์ AgNO3 เข้มข้น 30 ไมโครโม
ลาร์ CaCl2 เข้มข้น 12 มิลลิโมลาร์ น้้าตาลซูโครส เข้มข้น 234 มิลลิโมลาร์ และไฟตาเจล 2 กรัมต่อ
ลิตร พบว่า ชิ้นส่วนให้การพัฒนาเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได้   
  Blanc และคณะ (2006) ได้เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนของยางพาราพันธุ์ 
PB 260 บนอาหารสูตร MH เติม KN เข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์ 3,4-D เข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์ 
AgNO3 เข้มข้น 30 ไมโครโมลาร์ CaCl2 เข้มข้น 12 มิลลิโมลาร์ น้้าตาลซูโครส เข้มข้น 234         
มิลลิโมลาร์ และไฟตาเจล 2 กรัม ต่อลิตร พบว่า ชิ้นส่วนที่ผ่านการปลูกถ่ายยีนให้การพัฒนาเป็นพืช
ต้นใหม่โดยการลดปริมาณ AgNO3 ลงเหลือ 0.44 ไมโครโมลาร์ และเพ่ิมน้้าตาลมอลโทส ร่วมกับ
น้้าตาลซูโครส  
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  ปัทมา และคณะ (2540) เพาะเลี้ยงตาข้างจากต้นกล้านอกหลอดทดลอง ในอาหาร
เหลวที่ปราศจากน้้าตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโต ก่อนการเพาะเลี้ยงควรเก็บชิ้นส่วนที่      
15 องศาเซลเซียส ภายใต้แสง เป็นเวลา 3 วัน เพ่ือเป็นการเตรียมชิ้นส่วนพืช แล้วย้ายตาข้างมาเลี้ยง
บนอาหารเติม BA เข้มข้น 0-15 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ชักน้า      
ยอดรวมได้ดีที่สุด รองลงมาคืออาหารเติม BA เข้มข้น 14 มิลลิกรัมต่อลิตร และสาร CoCl2 เข้มข้น       
20 มิลลิกรัมต่อลิตร  
  Zhou และคณะ (2010) ชักน้าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน
รากจากต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเมล็ดยางพาราโคลน Reyan 87-6-62 ในหลอดทดลอง โดยชักน้า
แคลลัสบนอาหารสูตร MS เติม KN เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร BA เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร     
ให้จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ย 4 เอ็มบริโอต่อแคลลัส จากนั้น ย้ายเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอสุกแก่ไป
เลี้ยงในอาหารเหลว  สูตร MS เติม KN เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร indoleacetic-3-acetic acid 
(IAA) เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ gibberellic acid (GA3) เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ ได้ต้นอ่อนที่สมบูรณ์ 11.8 เปอร์เซ็นต์ 
  วันทนา และสมปอง (2531) รายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออับละอองเกสรยางพารา
พันธุ์ RRIM 600  GT 1 และ PR 255 พบว่า การเก็บดอกยางที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส         
เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมงก่อนน้ามาเพาะเลี้ยงสามารถชักน้าให้เกิดแคลลัสได้ดีกว่าการตัดแยกเลี้ยง
ทันที การตอบสนองของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร พบว่า เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร
สังเคราะห์ MB1 (dedifferentiation medium) พันธุ์ PR 255 ให้อัตราการเจริญของแคลลัสสูงสุด 
รองลงมาได้แก่ พันธุ์ RRIM 600 และ GT 1 ตามล้าดับ และเมื่อย้ายเลี้ยงลงในสูตร MB3 (plantlet 
formation medium) ยางพาราพันธ์ GT 1 ไม่มีการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ ส่วนยางพันธุ์ต่าง ๆ 
ข้างต้นนั้นโซมาติกเอ็มบริโอสามารถงอกเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ เมื่อท้าการย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม IAA เข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร  Jayashree และคณะ 
(1999) เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนอับละอองเกสรยางพาราพันธุ์ RRII 105 บนอาหารสูตร MS ดัดแปลง เติม 
NH4NO3 เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร  น้้าตาลซูโครส เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัม
ต่อลิตร KN เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ชิ้นส่วนสามารถพัฒนาเป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได้ และ
เมื่อน้าแคลลัสที่ได้มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม KN เข้มข้น 0.7 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ  
-Naphthaleneacetic acid (NAA) เข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายหลังการเพาะเลี้ยง 4-5 
เดือน พบว่าให้ประสิทธิภาพการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดเฉลี่ย 23.83 เอ็มบริโอต่อชิ้นส่วน และ
เมื่อย้ายเลี้ยงต่อไปบนอาหารสูตร MS ปราศจากการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่า โซมาติก
เอ็มบริโอให้การพัฒนาเป็นต้นอ่อนปกติ 27 เปอร์เซ็นต์  Hua และคณะ (2010) ศึกษาการเพาะเลี้ยง
อับละอองเกสรยางพาราพันธุ์ CATAS 7-33-97 และ CATAS 88-13 โดยผ่านกระบวนการ 
secondary somatic embryogenesis พบว่า อาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์ 
สามารถชักน้าให้เกิดพืชต้นใหม่ได้สูงสุด 85 เปอร์เซ็นต์ ในพันธุ์ CATAS 7-33-97 และที่ความเข้มข้น
ของ 2,4-D เข้มข้น 13.5 ไมโครโมลาร์ สามารถชักน้าให้เกิดพืชต้นใหม่ได้สูงสุด 85 เปอร์เซ็นต์  
ในพันธุ์ CATAS 88-13    
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  จากรายงานดังกล่าวข้างต้น เห็นได้ว่า ชิ้นส่วนยางพาราที่นิยมน้ามาเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ คือ อับละอองเกสร และเปลือกหุ้มเมล็ดอ่อน ส้าหรับอับละอองเกสรนั้นระยะที่เหมาะสมคือ 
ระยะนิวเคลียสอันเดียวตอนปลาย (late uninucleate) (สุเทพ, 2534; ประศาสตร์, 2538; สมปอง, 
2539; Jayashree et al., 1999) ระยะดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอก
คือ กลีบดอกมีสีเขียวอมเหลือง มีความยาวตั้งแต่ฐานรองดอกถึงปลายกลีบดอกอยู่ในช่วง 3-3.5 
มิลลิเมตร (สุเทพ, 2534) ซึ่งแคลลัสที่ได้มาจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรนั้นพัฒนามาจากส่วน
ของผนังเซลล์ของอับละอองเกสร ดังนั้น เซลล์ที่ได้จึงมีโครโมโซม 2 ชุด (Wang et al., 1984; 
Jayashree et al., 1999) ส่วนการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนเปลือกหุ้มเมล็ดอ่อนนั้น เซลล์ที่ได้ มีจ้านวน
โครโมโซมเป็น 2 ชุด เช่นเดียวกัน เนื่องจากเป็นการพัฒนาของเซลล์ร่างกาย ต้นยางที่ได้ก็จะตรงตาม
พันธุ์ มีความสม่้าเสมอ และเหมือนต้นแม่ทุกประการ 
  ปัญหาที่พบในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา คือ ความสามารถในการงอกของ   
โซมาติกเอ็มบริโอนั้นค่อนข้างน้อย เห็นได้จากการศึกษาที่กล่าวมาแล้วข้างต้น ของ Jayashree และ
คณะ (1999) สามารถชักน้าพืชต้นใหม่จากโซมาติกเอ็มบริโอของยางพาราพันธุ์ RRII 105 ได้         
27 เปอร์เซ็นต์  Zhou และคณะ (2010) ชักน้าพืชต้นใหม่ที่สมบูรณ์จากโซมาติกเอ็มบริโอสุกแก่ของ
ยางพาราพันธุ์ Reyan 87-6-62 ได้ 11.8 เปอร์เซ็นต์ ต่อมา Hua และคณะ (2010) ได้พัฒนาดัดแปลง
สูตรอาหารเพ่ือชักน้าการงอกของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของยางพันธุ์ 
CATAS 7-33-97 และ CATAS 88-13 พบว่า อาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 4.5 ไมโครโมลาร์ 
สามารถชักน้าให้เกิดพืชต้นใหม่ได้สูงสุด 85 เปอร์เซ็นต์ในพันธุ์ CATAS 7-33-97 และ 2,4-D      
ความเข้มข้น 13.5 ไมโครโมลาร์ สามารถชักน้าให้เกิดพืชต้นใหม่ได้สูงสุด 85 เปอร์เซ็นต์ในพันธุ์ 
CATAS 88-13 
  การใช้ชิ้นส่วนตาเขียว และชิ้นส่วน thin celll layer (lTCL) ของยางพาราเป็น
ชิ้นส่วนเริ่มต้นในการชักน้าต้นยางพาราผ่านกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลองจึงเป็น
ทางเลือกหนึ่งในการขยายพันธุ์ยางพารา การศึกษาครั้งนี้จึงได้ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต แหล่งของชิ้นส่วนพืช และปัจจัยต่างๆ ที่เหมาะสมต่อการพัฒนาเป็นพืชต้น
ใหม ่เพ่ือชักน้าต้นอ่อนจากกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอของยางพาราในหลอดทดลอง 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

1. เพ่ือศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการชักน้าต้นอ่อน และต้นกล้าที่สมบูรณ์ในหลอดทดลองจากการ
เพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราพันธุ์พื้นเมือง 

2. เพื่อศึกษาชนิด และความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชต่อการชักน้า
เพ่ิมปริมาณแคลลัสและการชักน้าโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วน thin cell layer (lTCL) 
จากต้าแหน่งทีต่่างกันของต้นกล้ายางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองในหลอดทดลอง  
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บทที่ 2 
 

การทดลองที่ 1 
 

ปัจจัยที่มีผลต่อการขยายพันธุ์ยางพาราพันธุ์ดั้งเดิมในหลอดทดลอง 
จากชิ้นส่วนตาเขียว 

Factors Affecting Propagation of Early Introduced Clones of Rubber 
Tree In Vitro from Green Bud Wood 
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บทน า 
 
  ยางพาราสามารถท้าการขยายพันธุ์ได้หลายวิธี เช่น การขยายพันธุ์โดยใช้เมล็ด      
ใช้วิธีการติดตาเขียว ติดตาสีน้้าตาล เป็นต้น แต่การขยายด้วยเมล็ด ปัจจุบันในประเทศไทยไม่นิยมการ
ขยายพันธุ์ด้วยวิธีนี้ ทั้งนี้ เพราะไม่มีสวนเก็บเมล็ดโดยตรง และเมล็ดยางพาราที่น้าไปปลูกจะมีการ
กลายพันธุ์มาก แต่การใช้เมล็ดขยายพันธุ์ มักจะน้าไปใช้เพาะต้นกล้าเพ่ือใช้ท้าเป็นต้นตอส้าหรับติดตา
เป็นส่วนใหญ่ ส่วนการขยายพันธุ์โดยวิธีการติดตา จะแบ่งออกเป็นการติดตาเขียว และการติดตา 
สีน้้าตาล แต่ส่วนใหญ่นิยมขยายพันธุ์ด้วยการติดตาเขียวมากกว่า เพราะท้าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว      
มีเปอร์เซ็นต์การติดสูงมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากตาสีน้้าตาล เป็นตาที่เจริญในฤดูที่แล้ว หรือปี
ที่แล้ว ปกติจะมีอายุ 1 ฤดูหรือไม่เกิน 1 ปี ลักษณะตามีเปลือกสีน้้าตาลแข็ง มีอาหารสะสมอยู่มาก 
ทนต่อการเหี่ยวแห้งและชอกช้้า สามารถ เก็บรักษาไว้ได้นาน ข้อเสียของการใช้กิ่งชนิดนี้ก็ คือ ตาที่ติด
มักจะเจริญช้า จะต้องมีการบังคับตาอย่างหนัก จึงจะแตกเป็นกิ่งได้ ส่วนตาเขียว เป็นตาอ่อนสีเขียวที่
ก้าลังเจริญเติบโต มีอาหารสะสมน้อย เหี่ยวแห้งและช้้าได้ง่าย แต่ก็มีตาที่เจริญได้รวดเร็ว การบังคับ
ตาให้แตกหลังจากติดตาหรือต่อกิ่งแล้ว สามารถท้าได้ง่ายในการติดตาต่อกิ่งพันธุ์พืชทั่วๆ ไป (ปรัชญา, 
2555) 
  ตาเขียวของยางพารา เป็นชิ้นส่วนที่ประกอบด้วย เนื้อเยื่อเจริญ (Meristematic 
tissues) หมายถึง กลุ่มของเซลล์ที่มีความสามารถแบ่งตัวแบบ mitosis ให้เซลล์ใหม่อยู่ตลอดเวลา 
มักอยู่เป็นกลุ่มเล็กๆ มีลักษณะที่ส้าคัญและแตกต่างจากเนื้อเยื่อถาวร โดยเป็นเซลล์ที่มีเมแทบอลิซึม
สูง พืชมีกลุ่มเนื้อเยื่อเจริญท้าให้สามารถสร้างเซลล์ เนื้อเยื่อ และส่วนต่าง ๆ ได้ตลอดชีวิต เช่น ใบ กิ่ง 
ก้าน ดอกไม้ เป็นต้น ลักษณะของเนื้อเยื่อเจริญ คือ เซลล์มีขนาดเล็ก ผนังเซลล์บาง มีนิวเคลียสขนาด
ใหญ่ vacuoles ไม่มีหรือมีขนาดเล็ก และไม่มีช่องว่างระหว่างเซลล์ขณะเซลล์เรียงตัว เนื้อเยื่อเจริญ
จ้าแนกตามต้าเหน่งที่อยู่แบ่งได้เป็น 3 ชนิด คือ apical meristem เป็นเซลล์เนื้อเยื่อเจริญที่อยู่ส่วน
ปลาย เช่น ปลายยอด ปลายราก เป็นต้น intercalary meristem เป็นเซลล์เนื้อเยื่อเจริญอยู่ตาม
บริเวณข้อและปล้อง แบ่งเซลล์ท้าให้ล้าต้นยืดยาวพบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และ lateral meristem 
กลุ่มเซลล์เนื้อเยื่อเจริญจะอยู่ทางด้านข้างของล้าต้น ตัวอย่างเช่น ตาใบ ตาดอก หรือตารวม มี 2 ชนิด
คือ วาสคิวลาร์แคมเบียม กับ คอร์กแคมเบียม (สิริภัทร์, 2556) 
   ในปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราผ่าน
กระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอในหลอดทดลอง ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาชนิด และความ
เข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต การเตรียมชิ้นส่วนตาเขียวก่อนเพาะเลี้ยง และ AgNO3 ต่อ
การชักน้าต้นอ่อน และต้นกล้าที่สมบูรณ์ในหลอดทดลองจากการเพาะเลี้ยงตาเขียวของยางพาราพันธุ์
พ้ืนเมืองที่ทนทานต่อโรครากขาว  

http://lib.agt.snru.ac.th/ulib/searching.php?MAUTHOR=%20%BB%C3%D1%AA%AD%D2%20%C3%D1%C8%C1%D5%B8%C3%C3%C1%C7%A7%C8%EC
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการวิจัย 
 
การเตรียมชิ้นส่วนพืช 
 
  เ ก็ บ ร ว บ ร ว ม กิ่ ง ย า ง พ า ร า ต้ น พั น ธุ์ พ้ื น เ มื อ ง ต้ น ที่  2 บ ริ เ ว ณ ด้ า น ห น้ า                  
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ อ้าเภอหาดใหญ่ จังหวัด
สงขลา กิ่งตาที่เก็บมานั้นมีสีเขียวอ่อนถึงเขียวเข้มขนาดเส้นรอบวง 1-1.5 เซนติเมตร ความยาว
ประมาณ 30-40 เซนติเมตร น้ากิ่งดังกล่าวมาลิดก้านใบออก ตัดเป็นท่อนสั้น ๆ ขนาด 3-5 เซนติเมตร       
ฟอกฆ่าเชื้อ โดยการล้างด้วยน้้าประปาไหลผ่านเป็นเวลา 60 นาที จุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที แล้วจุ่มแช่ต่อในสารละลายคลอร็อกซ์เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ เติมทวีน 20 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตรต่อสารละลายคลอร็อกซ์ 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ฟอกฆ่าเชื้ออีกครั้ง
ด้วยสารละลายคลอร็อกซ์เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้น ล้างด้วยน้้ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ลอกเอาเฉพาะส่วนเม็ดตาสีเขียว (ภาพที่ 2.1 ศรชี้) มาวางเลี้ยงบนอาหารชักน้าแคลลัส  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1 การเตรียมตาเขียวเพ่ือน้าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน้าแคลลัส 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ศึกษาผลของชนิดและสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าแคลลัสจาก
ตาเขียว 

 
ตัดแยกตาเขียวที่ต้าแหน่งซอกก้านใบโดยลอกเอาเนื้อไม้ออกให้เหลือเฉพาะเม็ด

ตาเขียวด้านใน จึงเขี่ยมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (ตารางภาคผนวกที่ 1) เติม 2,4-D เข้มข้น 0 
0.5 1 1.5 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA หรือ KN เข้มข้นอย่างละ 0 0.5 1 และ 1.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร จากนั้นน้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน 
ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงบนอาหารใหม่สูตรเดิมทุก 1 เดือน 
หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน บันทึกอัตราการสร้างแคลลัส และลักษณะของแคลลัส 
เปรียบเทียบกันในแต่ละสูตรอาหาร โดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
design (CRD) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan's multiple range test (DMRT) แต่ละการ
ทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด  
 

2. ศึกษาผลของอุณหภูมิการเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชต่อการชักน าแคลลัสจาก
ตาเขียว 

 
น้าชิ้นส่วนตายางสีเขียวที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาตัดแยกตาเขียวที่ต้าแหน่งซอกก้านใบมาเพาะเลี้ยงบน
อาหารชักน้าแคลลัสสูตรที่ดีที่สุดที่ได้จากการทดลองที่ 1 เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส 
ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจาก
ย้ายเลี้ยงบนอาหารใหม่สูตรเดิมทุก 1 เดือน เป็นเวลา 6 เดือน บันทึกอัตราการสร้างแคลลัสและ
ลักษณะของแคลลัส เปรียบเทียบกันในแต่ละอุณหภูมิที่เก็บรักษาและชุดที่ไม่ได้เก็บรักษาชิ้นส่วน  
(ชุดควบคุม) โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี least significant 
difference (LSD) แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด 
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3. ศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของน้ าตาลต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 

น้าแคลลัสจากการทดลองที่ 2 อายุ 6 เดือนหลังจากการย้ายเลี้ยงทุกเดือน 
น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม วางเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดที่ได้จากการทดลองที่ 1 เติมน้้าตาลซูโครส 
ซอร์บิทอล แมนนิทอล และกลูโคสที่ระดับความเข้มข้น 10  20  30  40 และ 50 กรัมต่อลิตร น้าไป
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 
ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน บันทึกการพัฒนาของ
แคลลัส น้้าหนักสดที่เพ่ิมขึ้น เปรียบเทียบกันในแต่ละชนิดของน้้าตาล โดยวางแผนการทดลองแบบ 
CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด 
 

4. ศึกษาผลของ AgNO3 ต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัส และการพัฒนาเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัส 

 
น้าแคลลัสอายุ 6 เดือนหลังจากการย้ายเลี้ยงทุกเดือน น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม   

มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดที่ได้จากการทดลองที่ 1 และเติม AgNO3 5 ระดับความเข้มข้น 
คือ 0  0.5  1  1.5 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส 
ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยง
บนอาหารสูตรเดิมทุก 1 เดือน เป็นเวลา 2 เดือน บันทึกการเพ่ิมปริมาณของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
และจ้านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแต่ละระดับความเข้มข้นของ AgNO3 โดยใช้
แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 
หลอด 
 

5. ศึกษาผลของจ านวนครั้งของการย้ายเลี้ยงต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

น้าแคลลัสชนิดที่ 1 (แคลลัสแบบเกาะกันแน่น) มาสับจ้านวน 100 ครั้ง วางเลี้ยง
บนอาหารสูตรที่ดีที่สุดที่ได้จากการทดลองที่ 1 และเติม AgNO3 ความเข้มข้นที่ดีที่สุดจากการทดลอง
ที่ 4 น้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียสภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้ม
แสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงทุกๆ 2 เดือน เป็นเวลา 6 เดือน บันทึก
เปอร์เซ็นต์การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ และจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอแต่ละระยะเปรียบเทียบกันในแต่
ละครั้งของการย้ายเลี้ยงหลังจากการสับ โดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี 
LSD แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด 
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6. ศึกษาผลของความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ 
 

น้าโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary embryo) วางเลี้ยงบน
อาหารสูตร ½ MS และ MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต น้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 
องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อ
วินาที เป็นเวลา 1 เดือน บันทึกเปอร์เซ็นต์การเกิดต้นโดยนับจ้านวนต้นที่สมบูรณ์ จ้านวนยอด จ้านวน
ราก ความยาวยอดเฉลี่ย และความยาวรากเฉลี่ย เปรียบเทียบกันโดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD 
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี T-test แต่ละการทดลองท้า 5 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด 
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ผลการทดลอง 
 
   1. ผลของชนิดและสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าแคลลัสจากตาเขียว 
 
   หลังจากน้าชิ้นส่วนตาเขียวที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักน้า
แคลลัสสูตรต่างๆ ในอาหารทั้ง 29 สูตร ข้างต้น เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า อาหารสูตร MS เติม 2,4-D 
เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้แคลลัสได้ดีที่สุด โดยแคลลัสที่
ชักน้าได้แบ่งเป็น 2 ชนิด คือ ชนิดที่ 1 แคลลัสเกาะกันแน่นสีเขียว (ภาพที่ 2.2 ก) ให้อัตราการสร้าง
แคลลัส 67.5 เปอร์เซ็นต์  และชนิดที่ 2 แคลลัสเกาะกันหลวม ๆ สีเหลืองซีด (ภาพที่ 2.2 ข) ให้อัตรา
การสร้างแคลลัส 32.5 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.01) (ตารางที่ 2.1)  
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ตารางท่ี 2.1 ผลของชนิดและระดับความเข้มข้นต่างๆของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมในอาหาร
 สูตร MS ต่อการสร้างแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงตาเขียว หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 
 เดือน 

2,4-D BA KN 
แคลลัสชนิดที่ 1 (%) แคลลัสชนิดที่ 2 (%) 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 
0 0 0 0.00f 0.00g 

0.5 0 0 10.00f 5.00efg 
1 0 0 21.73def 11.46defg 

1.5 0 0 50.00abc 47.22a 
2 0 0 57.50ab 35.00bcd 

0.5 0.5 0 10.25ef 5.63efg 

 
1 0 5.00f 0.00g 

 
1.5 0 0.00f 3.13fg 

1 0.5 0 40.53bcd 24.03cdef 

 
1 0 20.56def 12.50defg 

 
1.5 0 13.57ef 13.57defg 

1.5 0.5 0 15.83ef 20.56defg 

 
1 0 32.29cde 34.24bcd 

 
1.5 0 17.50ef 12.50defg 

2 0.5 0 67.50a 32.50abcd 

 
1 0 47.50abc 44.72abc 

 
1.5 0 50.00abc 27.50bcde 

0.5 0 0.5 7.50f 20.00defg 

 
0 1 12.50ef 20.00defg 

 
0 1.5 2.78f 8.33efg 

1 0 0.5 10.00f 17.50defg 

 
0 1 0.00f 7.78efg 

 
0 1.5 2.50f 7.78efg 

1.5 0 0.5 12.50ef 17.78defg 

 
0 1 12.50ef 12.50defg 

 
0 1.5 7.50f 15.62defg 

2 0 0.5 18.57ef 20.56defg 

 
0 1 17.78ef 17.50defg 

 
0 1.5 12.50ef 25.00cdef 

F-test 
  

** ** 
C.V. (%) 

  
50.90 56.17 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01)  
ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT  
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   2. ผลของอุณหภูมิการเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชต่อการชักน าแคลลัสจากตาเขียว 
 
    หลังน้าชิ้นส่วนตาเขียวที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วไปเก็บที่ อุณหภูมิ 4 และ 25  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาตัดแยกตาเขียวที่ต้าแหน่งซอกก้านใบ ก่อนน้าไปเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือ
ชักน้าการเกิดแคลลัส ย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมทุก 1 เดือน เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า การเก็บรักษา
ชิ้นส่วนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้อัตราการสร้างแคลลัสชนิดที่ 1 แคลลัส
เกาะกันแน่นสีเขียว (ภาพที่ 2.2 ก) 72.45 เปอร์เซ็นต์ และ แคลลัสชนิดที่ 2 เกาะกันหลวมๆ สีเหลือง
ซีด 27.55 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 2.2 ข) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับชุดควบคุม (ตารางที่ 2.2) แต่
ลักษณะของแคลลัสที่ได้จากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิมีลักษะที่เกาะกันแน่นสีเขียวมากกว่าจึงเป็น
แคลลัสที่เหมาะสมในการชักน้าโซมาติกเอ็มบริโอต่อไปได้ ส่วนแคลลัสชนิดที่ 2 เมื่อท้าการย้ายเลี้ยง
ต่อไปจะมีสีซีดลงและตายไป 
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ตารางท่ี 2.2 ผลของการเตรียมชิ้นส่วนพืชต่อการชักน้าแคลลัสจากตาเขียวบนอาหารสูตร MS เติม 
       BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตรหลังจากวาง
       เลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน 

การเตรียมชิ้นส่วน แคลลัสชนิดที่ 1 (%)  แคลลัสชนิดที่ 2 (%)  

ชุดควบคุม 62.30ab 37.70a 
4◦C 24 ชั่วโมง 72.45a 27.55ab 
25◦C 24 ชั่วโมง 21.62b 14.00b 

F-test ** ** 
C.V. (%) 26.33 32.54 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี LSD 
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ภาพที่ 2.2 ลักษณะแคลลัสทีไ่ด้จากการเพาะเลี้ยงตาเขียว วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA   
     เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยง
     เป็นเวลา 6 เดือน (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
 ก. แคลลัสที่เกาะกันแน่นสีเขียว 
 ข. แคลลัสที่เกาะกันแบบหลวมๆ สีเหลืองซีด 
  

ข 



20 

   3. ผลของชนิดและความเข้มข้นของน้ าตาลต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 
    หลังจากน้าแคลลัสที่เกาะกันแน่นสีเขียว จากกการทดลองที่ 2 อายุ 6 เดือน 
น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้้าตาลซูโครส ซอร์บิทอล แมนนิทอล และกลูโคสที่ระดับความ
เข้มข้น 10 20 30 40 และ 50 กรัมต่อลิตร วางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน พบว่า น้้าตาลซูโครส เข้มข้น 
30 กรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัสสูงสุด 589.1 มิลลิกรัม แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p≤0.01) โดยน้้าตาลซูโครสเป็นน้้าตาลที่เหมาะสมส้าหรับชักน้าแคลลัสในยางพารา เพราะ น้้าตาล
ชนิดอ่ืนๆ ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสได้ และส่งผลให้แคลลัสมีสีน้้าตาลและตายในที่สุด (ตารางที่ 
2.3 และภาพที่ 2.3) 
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ตารางที่ 2.3 ผลของชนิดและความเข้มข้นของน้้าตาลต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัสบนอาหารสูตร MS 
 เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

ชนิดของน้้าตาล ความเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) น้้าหนักสดของแคลลัส (มิลลิกรัม) 
ซูโครส 10 301.10c 

 
20 408.50b 

 
30 589.10a 

 
40 301.90c 

 
50 254.20d 

ซอร์บิทอล 10 141.60e 

 
20 106.10f 

 
30 0.00g 

 
40 0.00g 

 
50 0.00g 

แมนนิทอล 10 0.00g 

 
20 0.00g 

 
30 0.00g 

 
40 0.00g 

 
50 0.00g 

กลูโคส 10 0.00g 

 
20 0.00g 

 
30 0.00g 

 
40 0.00g 

 
50 0.00g 

F-test 
 

** 
C.V. (%) 

 
12.45 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.3 ลักษณะแคลลัสที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
 ต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมชนิดและระดับความเข้มข้นต่างๆ 
 ของน้้าตาล หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร)  
 ก. ซูโครส เข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร 
 ข. ซอร์บิทอล เข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 
 ค. แมนนิทอล เข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 
 ง. กลูโคส เข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร  
  

ง ค 

ข ก 
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4. ผลของ AgNO3 ต่อการเพิ่มปริมาณของแคลลัสและจ านวนการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 

 
หลังจากน้าแคลลัสเกาะกันแน่นสีเขียว อายุ 6 เดือน น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม    

มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร และเติม AgNO3 5 ระดับความเข้มข้น คือ 0  0.5  1  1.5 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร   
ย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมทุก 1 เดือน เป็นเวลา 2 เดือน พบว่า AgNO3 ที่ความเข้มข้น 1.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัสสูงสุด 950 มิลลิกรัม และจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 
9.1 เอ็มบริโอต่อหลอด แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.01) กับความเข้มข้นอ่ืนๆ (ตารางที่ 
2.4 และภาพที่ 2.4)  
 
ตารางท่ี 2.4 ผลของระดับความเข้มข้นต่างๆของ AgNO3 ที่เติมในอาหารสูตร MS ร่วมกับ BA   
 เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเพ่ิม  
 ปริมาณแคลลัสและจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 

AgNO3  

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 
น้้าหนักสดของแคลลัส (มิลลิกรัม) 

จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
  (เอ็มบริโอต่อหลอด) 

0 370b 2.7b 
0.5 470b 1.7b 
1 470b 3.9b 

1.5 950a 9.1a 
2 480b 4.7b 

F-test ** ** 
C.V. (%) 28.47 34.95 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉลี่ยก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.4 ลักษณะของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอระยะเริ่มต้น (ศรชี้) ที่ได้จากการ
 เพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 
 เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยง
 เป็นเวลา 2 เดือน (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร)  
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   5. ผลของจ านวนครั้งของการย้ายเลี้ยงต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
 
    หลังจากน้าแคลลัสเกาะกันแน่นสีเขียวมาสับจ้านวน 100 ครั้ง ก่อนน้ามาวาง
เลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ย้ายเลี้ยงทุก ๆ 2 เดือน เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า การ
ย้ายเลี้ยงครั้งที่ 2 ส่งเสริมอัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 81.33 เปอร์เซ็นต์ และเกิดจ้านวนโซ
มาติกเอ็มบริโอ ระยะรูปกลม (globular embryo) และ ระยะสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary 
embryo) สูงสุด 11.61 และ 18.4 เอ็มบริโอ ตามล้าดับ แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.01) 
กับการย้ายเลี้ยงครั้งที่ 1 และ 3 ส้าหรับระยะรูปหัวใจ (heart shaped embryo) พบว่า การย้าย
เลี้ยงครั้งที่ 3 เกิดจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 4.16 เอ็มบริโอ (ตารางที่ 2.5  ภาพที่ 2.5  และภาพ
ที่ 2.6)  
 
ตารางท่ี 2.5 ผลของจ้านวนครั้งของการย้ายเลี้ยง ต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ เมื่อวางเลี้ยงบน  
 อาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 
 มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 
 6 เดือน (ย้ายเลี้ยงทุก ๆ 2 เดือน) 

การย้ายเลี้ยง 
(ครั้ง) 

อัตราการเกิด 
โซมาติกเอ็มบริโอ 

(%) 

จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอระยะต่างๆ (เอ็มบริโอ) 
Globular 
embryo 

Heart shaped 
embryo 

Cotyledonary 
embryo 

1 38.44b 1.66b 0.94c 0.28c 
2 81.33a 11.61a 2.40b 18.40a 

3 60.72ab 9.02a 4.16a 4.20b 
F-test ** ** ** ** 

C.V. (%) 19.41 30.77 30.65 10.79 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี LSD 
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ภาพที่ 2.5 ลักษณะการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นส่วนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหาร
 สูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร
 และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน  
 (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) (ลูกศร=โซมาติกเอ็มบริโอ) 
 ก. ย้ายเลี้ยงครั้งที่ 1 
 ข. ย้ายเลี้ยงครั้งที่ 2 
 ค. ย้ายเลี้ยงครั้งที่ 3 
  

ค 

ข ก 
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ภาพที่ 2.6 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอจากการสับชิ้นส่วนพืช 100 ครั้ง วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
 MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
 AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน  
 ก.โซมาติกเอ็มบริโอระยะรูปกลม (globular embryo; GE) (ก้าลังขยาย 40 เท่า)  
 (บาร์ = 0.1 เซนติเมตร) 
 ข.โซมาติกเอ็มบริโอระยะหัวใจ (heart shape embryo; HE) (ก้าลังขยาย 40 เท่า) 
 (บาร์ = 0.1 เซนติเมตร) 
 ค.โซมาติกเอ็มบริโอระยะใบเลี้ยง (cotyledonary embryo; CE)  
 (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 
  

ก ข

ค
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6. ผลของความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ 
 

หลังจากน้าโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary embryo) อายุ 
4 เดือน วางเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS และ MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 1 
เดือน พบว่า อาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ให้อัตราการเกิดต้นใหม่ที่ 40 
เปอร์เซ็นต์ จ้านวนต้นที่สมบูรณ์ 0.24 ต้นต่อหลอด จ้านวนต้นที่มีเฉพาะยอด 0.1 ต้นต่อหลอด 
จ้านวนต้นที่มีเฉพาะราก 0.06 ต้นต่อหลอด ความยาวยอดเฉลี่ย 3.04 เซนติเมตร และความยาวราก
เฉลี่ยสูงสุด 7.99 เซนติเมตร (ตารางที่ 2.6 และภาพที่ 2.7) แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p≤0.01) กับอาหารสูตร ½MS ซึ่งให้อัตราการเกิดต้นใหม่ จ้านวนต้นที่สมบูรณ์น้อย และมีลักษณะ
ความยาวของยอดและรากที่สั้น  
 
ตารางท่ี 2.6 ผลของความเข้มข้นของสูตรอาหาร MS ต่อการพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์ของยางพารา 
       หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

อาหาร
สูตร MS 

อัตราการ
เกิดต้น 
(%) 

จ้านวนต้นที่
สมบูรณ์ 

(ต้น/หลอด) 

จ้านวนต้นที่มี
เฉพาะยอด 
(ต้น/หลอด) 

จ้านวนต้นที่
มีเฉพาะราก
(ต้น/หลอด) 

ความยาว
ยอดเฉลี่ย 

(ซม) 

ความยาว
รากเฉลี่ย 

(ซม) 
½ MS 12 0.08 0.02 0.00 0.77 1.90 
MS 40 0.24 0.10 0.06 3.04 7.99 

T-test ** ** ** ** ** ** 
C.V. (%) 65.48 40.73 38.62 36.91 14.66 22.50 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี T-test 
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ภาพที่ 2.7 ลักษณะพืชต้นใหม่บนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังจากวาง
 เลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
 ก. ต้นยางพาราที่สมบูรณ์ 
 ข. ต้นที่เกิดเฉพาะยอด 
 ค. ต้นที่เกิดเฉพาะราก  

ก ข

ค
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
   จากการศึกษาชนิดและสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน้าแคลลัสจากตาเขียว 
พบว่า อาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ให้อัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 67.5 เปอร์เซ็นต์ หลังวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน เนื่องจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตที่ส่งผลต่อการเกิดแคลลัสเกิดจากการสมดุลกันระหว่างออกซินและ 
ไซโตไคนินซึ่งเป็นองค์ประกอบส้าคัญที่เก่ียวข้องกับการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ และการพัฒนาของเซลล์ 
(Skoog และ Miller, 1957) สอดคล้องกับ วุฒิชัย (2557) ที่เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบ ก้านใบ เปลือกหุ้ม
เมล็ดอ่อน ล้าต้น และราก บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D ร่วมกับ BA สามารถชักน้าให้เกิดแคลลัส 
100 เปอร์เซ็นต์ Techato และ Chartikul (1993) ได้เพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนที่ตัดแยกจากเมล็ด
อ่อน บนอาหารสูตรต่างๆ พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนของผลอายุ 8 สัปดาห์ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งเสริมการเกิด
แคลลัสได้ดีที่สุด  อย่างไรก็ตามชิ้นส่วนดังกล่าวใช้กับ BA เข้มข้นสูงถึง 2 มิลลิกรัมต่อลิตรในขณะที่
ชิ้นส่วนตาเขียวในการศึกษานี้ใช้ BA เข้มข้นเพียง 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรเท่านั้น อาจเป็นไปได้ว่าในส่วน
ของตาเป็นแหล่งที่สะสมของ ไซโตไคนินเพ่ือการพัฒนาไปเป็นยอด ดังนั้นจึงไม่มีความจ้าเป็นต้องใช้
ความเข้มข้นสูงก็เพียงพอต่อการชักน้าแคลลัสได้  ในส่วนของการศึกษาอุณหภูมิการเก็บรักษาชิ้นส่วน
พืชต่อการชักน้าแคลลัสบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า เมื่อเก็บรักษาชิ้นส่วนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
ให้อัตราการเกิดแคลลัสสูงสุด 72.45 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจาก เมื่ออุณหภูมิของการเก็บรักษาลดต่้าลงจะ
ท้าให้มีการดึงน้้าออกจากเซลล์ กระบวนการใช้สารอาหารภายในเซลล์ และกิจกรรมอัตราการหายใจ
ลดลง ให้เซลล์มีความเครียดอันเนื่องมาจากอุณหภูมิต่้า เมื่อน้าชิ้นส่วนพืชไปวางเลี้ยงบนอาหาร
เพาะเลี้ยงในสภาพปกติ ท้าให้ชิ้นส่วนพืชเกิดปฏิสัมพันธ์กับอาหาร โดยเมื่อน้้าจากภายในเซลล์มี
ปริมาณน้อยกว่าภายนอก ท้าให้เซลล์ยอมให้น้้าผ่านเข้าไปในเซลล์โดยกระบวนการออสโมซิส  
ท้าให้ชิ้นส่วนพืชสามารถรับสารควบคุมการเจริญเติบโต ธาตุอาหารและน้้า ที่ช่วยในการส่งเสริมการ
เปลี่ยนแปลงเซลล์ได้ดีขึ้น และเซลล์มีความตื่นตัวในการเร่งการดูดน้้าและธาตุอาหารมากกว่าเดิม  
ส่วนการเก็บที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งผลให้เกิดการไหลของน้้ายางที่ลดต่้าลง  
และกิจกรรมภายในเซลล์ลดลง เซลล์เกิดการสูญเสียน้้า และความตึงเต่งของเซลล์ลดลงท้าให้เซลล์
เหี่ยวและอาจมีบางเซลล์ที่ตายได้เนื่องจากชิ้นส่วนตาเป็นชิ้นส่วนที่มีขนาดเล็กท้า ให้อัตราการเกิด
แคลลัสที่ต่้ากว่าชุดควบคุม และการเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เพราะเมื่อไม่ได้รับการเก็บรักษาที่ความ
เย็น สอดคล้องกับรายงานของ Sharma (1990) รายงานว่า การเก็บรักษาส่วนข้อแอปเปิ้ลที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได้นาน 6 เดือน โดยไม่สูญเสียความมีชีวิต และสามารถน้าชิ้นส่วน
ดังกล่าวมาชักน้าให้เกิดยอดรวม บนอาหารเพาะเลี้ยงสูตรชักน้ายอดได้ดีที่สุด และสอดคล้องกับ  
สุเทพ (2534) ที่รายงานว่าการเก็บดอกยางพาราไว้ที่อุณหภูมิต่้า (4-10 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา    
24 ชั่วโมง ก่อนแยกอับเรณูมาเพาะเลี้ยง สามารถพัฒนาเป็นแคลลัสได้ดีที่สุด ทั้งนี้อาจเป็นเพราะ  
ในระหว่างที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิเย็นอัตราการหายใจและการใช้สารอาหารในเซลล์ลดลง ท้าให้
เซลล์มีชีวิตที่นานขึ้น ท้าให้การเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชไว้ที่อุณหภูมิเย็นระยะเวลาหนึ่งก่อนน้ามา
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เพาะเลี้ยง สามารถชักน้าให้เกิดแคลลัสได้ดีกว่าที่ตัดเก็บมาใหม่ๆ Kiviharju และ Pehu (1998) 
รายงานว่า การให้ความเครียดเซลล์ด้วยความเย็นท้าให้ พืชเกิดอาการช็อคส่งผลต่อระบบการท้างาน
ภายในเซลลผิดปกติไป พืชจึงมีการพัฒนาในรูปแบบของกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเกิดข้ึน 
   จากการศึกษาชนิดและความเข้มข้นของน้้าตาลต่อการเพ่ิมปริมาณแคลัส พบว่า 
น้้าตาลซูโครสความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัสสูงสุด 589.1 มิลลิกรัม เนื่องจาก
น้้าตาลทั่วไปที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ น้้าตาลซูโครส (Bonga และ Aderkas, 1992) 
ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จากอ้อยหรือซุการ์บีท (sugar beet) เป็นน้้าตาลโมเลกุลคู่ ประกอบด้วยน้้าตาล
กลูโคสและฟรุกโตส (อาภัสสรา, 2537) พบมากในพืชชั้นสูง เพราะ โดยธรรมชาติส่วนใหญ่พืชจะเก็บ
น้้าตาลในรูปของซูโครส (สมปอง, 2539) Paiva และคณะ (2003) รายงานว่า น้้าตาลซูโครสเป็น
น้้าตาลที่เหมาะสมที่สุดในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชทั่วไป เพราะ มีค่าออสโมติกโพเทนเชียต่้ากว่า
น้้าตาลชนิดอ่ืน นอกจากนี้ ยังสามารถรักษาความเป็นกรดด่างของอาหารเพาะเลี้ยงได้ใกล้เคียงกันไม่
ว่าจะก่อนหรือหลังนึ่งฆ่าเชื้อ สอดคล้องกับรายงานของ Chua (1966) อ้างโดย Carron และคณะ 
(1989) ที่ท้าการวางเลี้ยงชิ้นส่วนของใบเลี้ยง และ ล้าต้นของต้นกล้ายางพาราบนอาหารสูตร MS 
พบว่า ความดันออสโมติก และความเป็นกรด-ด่างของอาหารมีผลต่อการชักน้า การเจริญเติบโตของ
แคลลัส และอาหารที่เติมน้้าตาลซูโครส ชักน้าการเปลี่ยนแปลงของชิ้นส่วนได้ดีกว่าน้้าตาลกลูโคส 
แมนโนส และฟรุกโตส 
   จากการศึกษาผลของ AgNO3 ต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัสและพัฒนาของเอ็มบริโอ
เจนนิคแคลลัส พบว่า เมื่อเติม AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้เอ็มบริโอเจนนิคแคลลัส       
ที่สามารถพัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 9.1 เอ็มบริโอต่อหลอด และให้น้้าหนักสดของแคลลัส
สูงสุด 950 มิลลิกรัม วุฒิชัย (2557) รายงานผลในท้านองเดียวกันว่าเมื่อเติม AgNO3 ลงในอาหาร
เพาะเลี้ยงใบ และก้านใบของยางพารา สามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสสูงสุด 612 มิลลิกรัม และมีการ
เกิดสีน้้าตาลน้อยกว่าอาหารสูตรที่ไม่มีการเติม AgNO3 อย่างไรก็ตามความเข้มข้นที่ใช้เพียง 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะที่การศึกษานี้ใช้ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตรซึ่งสูงกว่า AgNO3 เป็น
สารที่ยับยั้งการท้างานของเอธิลีน โดยเอธิลีนเกิดมาจากการปลดปล่อยของแคลลัสในหลอดทดลอง 
ท้าให้เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตและการพัฒนาของเซลล์ได้ ซึ่งมีรายงานการศึกษาในน้อยหน่า 
(Annona squamosa) (Lemos and Black, 1996) และฝ้าย (Bayer, 1976) ว่าอิออนของซิลเวอร์ 
(Ag+) มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการท้างานของเอธิลีน และมีรายงานการใช้ AgNO3 ในพืชหลาย
ชนิด ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 1-2 มิลลิกรัมต่อลิตร เช่น Kong และคณะ (2012) รายงานการชักน้าโซ
มาติกเอ็มบริโอ ของ Manchurian ash (Fraxinus mandshurica Rupr.) พบว่า เมื่อเติม AgNO3 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับอาหารสูตร  ½MS เติม NAA เข้มข้น 8 ไมโครโมลาร์ BA เข้มข้น 2 
ไมโครโมลาร์ ให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 41 เปอร์เซ็นต์ โดยในสูตรที่ไม่เติม AgNO3  
ให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเพียงแค่ 2.71 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังมีรายงานผลส้าเร็จในการ 
ชักน้าโซมาติกเอ็มบริโอในหญ้าขน (Fei et al., 2000) แครอท (Nissen, 1994) และข้าวโพด (Vain 
Hort and Flament, 1989; Vain Hort et al., 1989; Songstad et al., 1991) เป็นต้น 
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   จากการศึกษาจ้านวนครั้งของการย้ายเลี้ยงต่อการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่า  
เมื่อน้าแคลลัสแบบเกาะกันแน่นมาสับจ้านวน 100 ครั้ง เพ่ือสร้างบาดแผล ท้าให้มีการเพ่ิมช่อง
ทางการสัมผัสอาหารส่งผลให้ดูดซับน้้าและธาตุอาหารได้ดียิ่งขึ้นผ่านบาดแผล และเป็นตัวกระตุ้น ให้
เซลล์มีการพัฒนา ท้าให้เซลล์เกิดสีน้้าตาล หรือ Browning ซึ่งเป็นปัญหาส้าคัญในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อยางพารา เป็นผลมาจากการเกิดสารประกอบฟีนอล ที่เก่ียวข้องกับการท้างานของเอธิลีนโดยมี
กิจกรรมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และโพลีฟีนอลออกซิเดสเป็นตัวควบคุม ที่เนื้อเยื่อพืชบางชนิด
สร้างขึ้น ซึ่งเอนไซม์ดังกล่าวจะมีผลทั้งในทางลบและทางบวก โดยในทางลบคือมีผลยับยั้งการเกิด
แคลลัส แต่ในทางบวกคือเพ่ิมปริมาณแคลลัส กระบวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ และการพัฒนาเป็น
พืชต้นใหม่ของพืชได้ (Kumar et al., 2009)  หลังจากสับแคลลัสแล้วน้ามาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 
เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 เดือน ย้ายเลี้ยงทุก ๆ 2 เดือน พบว่า การย้ายเลี้ยง ครั้งที่ 2 
ส่งเสริมการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 81.33 เปอร์เซ็นต์ และเกิดจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ  
ระยะรูปกลม และระยะสร้างใบเลี้ยงสูงสุด 11.61 และ 18.4 เอ็มบริโอ ตามล้าดับ เนื่องจาก  
การเปลี่ยนอาหารอย่างต่อเนื่อง จะเป็นการชักน้าให้เกิดกระบวนการท้าให้เซลล์มีความเป็นหนุ่มสาว 
(rejuvenile) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอและพัฒนาไปเป็นต้นที่สมบูรณ์ต่อไป 
(รังสฤษดิ,์ 2541) 
   การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากโซมาติกเอ็มบริโอโดยน้าโซมาติกเอ็มบริโอระยะ 
ใบเลี้ยง มาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่า ให้อัตราการ
เกิดต้นสงสุด 40 เปอร์เซ็นต์ จ้านวนต้นที่สมบูรณ์ 0.24 ต้นต่อหลอด ความยาวยอดเฉลี่ย 3.04 
เซนติเมตร และความยาวรากเฉลี่ย 7.99 เซนติเมตร โดยการพัฒนาในระยะนี้ไม่จ้าเป็นต้องมีการเติม
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เพราะระยะนี้พืชสามารถที่จะสังเคราะห์สารควบคุมการ
เจริญเติบโตได้เอง เนื่องจากโซมาติกเอ็มบริโอมีการเชื่อมต่อระหว่างยอดและราก และมีการสร้างท่อ
น้้าท่ออาหารที่สมบูรณ์เชื่อมต่อกัน สอดคล้องกับการรายงานของ Jayashee และคณะ (1999) ที่
รายงานว่า เมื่อน้าโซมาติกเอ็มบริโอที่ได้จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนอับละอองเกสรยางพาราพันธุ์ RRII 
105 วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตส่งผลให้โซมาติกเอ็มบริโอ
พัฒนาเป็นต้นอ่อนที่สมบูรณ์ 27 เปอร์เซ็นต ์
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การทดลองที่ 2 
 

การชักน าแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอจากชิ้นส่วน Longitudinally thin cell layer 
(lTCL) จากต าแหน่งที่แตกต่างกันของล าต้นกล้ายางพาราในหลอดทดลอง 
Callus and Somatic Embryo Induction in Rubber Tree Using 

Longitudinally Thin Cell Layer (lTCL) from Different Positions of 
Seedling In Vitro 
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บทน า 
 
   เทคนิคการเพาะเลี้ยง Thin cell layer (TCL) เป็นเทคนิคที่ใช้เนื้อเยื่อขนาดเล็กเป็น
ชิ้นส่วนเริ่มต้น แบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ คือ การตัดชิ้นส่วนเป็นแนวตามยาว หรือ longitudinally 
(lTCL) และการตัดชิ้นส่วนเป็นแนวตามขวาง หรือ transversally (tTCL) (Silva, 2003) ซึ่งมีการ
รายงานครั้งแรกในยาสูบ (Nicotiana tabacum) (Van Tran Thanh, 1974) TCL ประกอบไปด้วย
เซลล์ชั้นบางๆ เช่น เซลล์ผิว เซลล์ชั้นพาเร็งคิมา 2-3 ชั้น เป็นต้น ซึ่ง TCL อาจได้จาก ล้าต้น เส้นใบ 
ใบ ก้านใบ ดอก ก้านดอกย่อย และกาบของหัว (bulb-scale) เช่น หัวหอม เป็นต้น (Rout et al., 
2006) จากรายงานของ Silva (2003) พบว่า สามารถเพ่ิมจ้านวนไม้ประดับเป็นจ้านวนมากโดยใช้
เทคนิค TCL และในปัจจุบันก็มีการพัฒนาเพ่ิมจ้านวนในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น ปาล์มน้้ามัน 
(Jonny et al., 2010) ข้าว (Nhut et al., 2000) โสม (Nhut et al., 2012) และ Peach palm 
(Steinmacher et al., 2007) เป็นต้น  Jonny และคณะ (2010) ศึกษาการเพาะเลี้ยงใบอ่อนปาล์ม
น้้ามันโดยตัดเนื้อเยื่อตามขวางเป็นชั้นบางๆ (tTCL) ขนาด 0.8-1.0 มิลลิเมตร วางเลี้ยงบนสูตรอาหาร 
MS ที่เติม Picloram ความเข้มข้น 450 ไมโครโมลาร์ น้้าตาลซูโครส เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ กลูตามีน 
ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และผงถ่าน เข้มข้น 0.3 กรัมต่อลิตร พบว่าให้เปอร์เซ็นต์การเกิด
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสูงสุดที่ 41.5 เปอร์เซ็นต์  Nhut และคณะ (2000) ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน
ปลายยอดของข้าวที่ได้จากต้นกล้าในหลอดทดลองโดยตัดเนื้อเยื่อตามแนวขวาง (tTCL) ขนาด 0.2-
0.4 มิลลิเมตร ห่างจากปลายยอด 5 มิลลิเมตร วางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 
10 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ ในสภาพการวางเลี้ยงที่ไม่มีแสง 2 สัปดาห์ 
ให้จ้านวนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 6 โซมาติกเอ็มบริโอ และจ้านวนการเกิดยอดสูงสุด 16 ยอด
ต่อชิ้นส่วน  Nhut และคณะ (2012) ศึกษาการเพาะเลี้ยงก้านใบของโสมตัดเนื้อเยื่อตามยาว (lTCL) 
ขนาดความกว้าง 0.5-1 มิลลิเมตร ความยาว 10 มิลลิเมตร วางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ Thidiazuron (TDZ) ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร   
ในสภาพการวางเลี้ยงที่มืดให้เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสสูงสุด100 เปอร์เซ็นต์ Steinmacher และ
คณะ (2007) ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนปลายยอดของ peach palm ขนาด 0.7-1 มิลลิเมตร บน
สูตรอาหาร MS ที่เติม Picloram ความเข้มข้น 150 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ กลูตามีน ความเข้มข้น 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสสูงสุด 83 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อย้ายแคลลัสไปเลี้ยง
บนสูตรอาหาร MS ที่เติม Picloram ความเข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ กลูตามีน ความเข้มข้น 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสูงสุด 43 เปอร์เซ็นต์  
   แม้ว่าเทคนิคการเพาะเลี้ยง TCL จะได้รับความนิยมในพืชหลายๆชนิด แต่ในปัจจุบัน
ยังไม่มีรายงานการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยง lTCL ของยางพาราผ่านกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอ   
ในหลอดทดลอง ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเป็นการตรวจสอบชนิด และความเข้มข้นของสารควบคุม
การเจริญเติบโตของพืชต่อการชักน้าแคลลัส เพ่ิมปริมาณแคลลัส และการชักน้าโซมาติกเอ็มบริโอจาก
ชิ้นส่วน lTCL ที่ต้าแหน่งต่างกันของต้นกล้ายางพาราที่ได้จากการเพาะเมล็ดในหลอดทดลอง  
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 

การเตรียมชิ้นส่วน 
 
   เก็บรวบรวมเมล็ดยางพารา ที่ร่วงจากต้นพันธุ์ พ้ืนเมืองต้นที่  2 บริเวณหน้า        
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ (อายุมากกว่า 50 ปี) มา
กระเทาะเปลือกหุ้มเมล็ดแข็งด้านนอกออก (ภาพที่ 2.8) แล้วเปรียบเทียบวิธีการฟอกฆ่าเชื้อที่
เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของยางพารา 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.8 การเตรียมเมล็ดยางพารา (ก) และกระเทาะเปลือกหุ้มเมล็ดแข็งด้านนอกออกเพ่ือน้าไป
 ฟอกฆ่าเชื้อ (ข) (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
 
วิธีการศึกษา 
 

1. ศึกษาวิธีการฟอกฆ่าเชื้อที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของ
ยางพารา 

 
เก็บรวบรวมเมล็ดยางพาราที่ร่วงจากต้นพันธุ์พ้ืนเมืองต้นที่ 2 บริเวณหน้าคณะ

ทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ (อายุมากกว่า 50 ปี)           
มากระเทาะเปลือกหุ้มเมล็ดแข็งด้านนอกออก แล้วฟอกฆ่าเชื้อ 2 วิธีการ คือ วิธีที่ 1 ล้างด้วย
น้้าประปาไหลผ่านเป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นน้าไปจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเวลา 1 นาที แล้วจุ่มแช่ต่อในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เติมทวีน 20 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตรต่อสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 20 นาที หลังจาก
นั้น ล้างด้วยน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง วิธีที่ 2 การฆ่าเชื้อที่ผิวด้วยวิธีการเผา โดยน้าเมล็ดมาล้างด้วย
น้้าประปาไหลผ่านเป็นเวลา 60 นาที จากนั้นจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ น้ามาผ่าน
เปลวไฟ (ท้าซ้้า 3 ครั้ง ในตู้ปลอดเชื้อ) แล้วตัดแยกชิ้นส่วนคัพภะมาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเติมน้้าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ และผงวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 
ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ บันทึกอัตราการงอก 
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ความยาวยอด และอัตราการปนเปื้อน เปรียบกันระหว่างวิธีการฟอกฆ่าเชื้อทั้งสองวิธีโดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี T-test แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 25 คัพภะ 
 

2. ศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการ
ชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วน lTCLที่ต าแหน่งแตกต่างกันของล าต้น 

 
น้าต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเมล็ดในหลอดทดลองอายุ 2 สัปดาห์ มาตัดแบ่ง

ออกเป็น 3 ส่วน คือชิ้นส่วนปลาย (Distal; D) ชิ้นส่วนกลาง (Middle; M) และ ชิ้นส่วนโคน (Basal; 
B) ทุกต้าแหน่งห่างกัน 2 เซนติเมตร (ภาพที่ 2.9) ตัดด้วยใบมีดโกนตามแนวยาวเป็นชั้นบางๆ มีความ
หนา 1 มิลลิเมตร และความยาว 0.5 เซนติเมตร ต่อชิ้นส่วน น้ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 
2,4-D เข้มข้น 0  0.5  1  1.5  และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0  0.5  1  และ 1.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 
ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 
1 เดือน บันทึกอัตราการเกิดแคลลัส และ จ้านวนวันในการเกิดแคลลัส เปรียบเทียบในแต่ละต้าแหน่ง
ของล้าต้นที่แตกต่างกัน โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลในแผน CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
โดยวิธี DMRT แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด 
 

 
 

ภาพที่ 2.9 ต้าแหน่งที่แตกต่างกันของล้าต้นจากต้นกล้ายางพาราที่เพาะเมล็ดในหลอดทดลองบน
อาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังจากวางเลี้ยง เป็นเวลา 2 
สัปดาห์ 
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   3. ศึกษาผลของต าแหน่งชิ้นส่วน lTCL และสภาพการวางเลี้ยงต่อการชักน า 
       แคลลัส 
 
       น้าต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเมล็ดในหลอดทดลองอายุ 2 สัปดาห์ มาตัดแบ่ง
ออกเป็น 3 ส่วน คือ ชิ้นส่วนปลาย  ชิ้นส่วนกลาง  และชิ้นส่วนโคน (ภาพที่ 2.9) ด้วยใบมีดโกน       
ใช้ใบมีดโกนเฉือนล้าต้นอีกครั้งตามแนวยาวเป็นชั้นบางๆ มีความหนา 1 มิลลิเมตร และความยาว 0.5 
เซนติเมตร ต่อชิ้นส่วน ก็จะได้ชิ้นส่วน lTCL น้ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดจากการศึกษาที่ 2 
จากนั้นน้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาพมืด หรือสภาพแสง 14 ชั่วโมง
ต่อวัน หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน บันทึกการอัตราการเกิดแคลลัส เปรียบเทียบในแต่ละ
ต้าแหน่งและสภาพการวางเลี้ยงที่ต่างกัน โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลในแผน CRD 
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้าๆ ละ 10 หลอด 
 

4. ศึกษาผลของการสับและไม่สับแคลลัสต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 

น้าแคลลัสอายุ 6 เดือน (ย้ายเลี้ยงทุกเดือน) ที่ได้จากการทดลองที่ 2 และ 3 
น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม มาสร้างแผลด้วยการสับจ้านวน 100 ครั้ง เปรียบเทียบกับไม่สับ วางเลี้ยงบน
อาหาร สูตรที่ดีที่สุดที่ได้จากการทดลองที่ 2 น้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้
การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 1 
เดือน บันทึกน้้าหนักสดของแคลลัส เปรียบเทียบกันโดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยโดยวิธี T-test แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 10 หลอด 
 

5. ศึกษาผลของ AgNO3 ต่อการเพิ่มปริมาณของแคลลัสและการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 

 
น้าแคลลัสที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณในการทดลองที่ 4 น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม มา

เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 และเติม AgNO3 5 ความเข้มข้นคือ 0  0.5  1  
1.5 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้
แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 12.67 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงบนอาหาร
สูตรเดิมทุก 1 เดือน เป็นเวลา 2 เดือน บันทึกการเพ่ิมปริมาณของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และจ้านวน
การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแต่ละระดับความเข้มข้น โดยใช้แผนการทดลองแบบ 
CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการทดลองท้า 4 ซ้้า ๆ ละ 5 หลอด 
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ผลการศึกษา 
 
   1. ผลของวิธีการฟอกฆ่าเชื้อที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงช้ินส่วนคัพภะของ   

ยางพารา 
 

วิธีการฟอกฆ่าเชื้อโดยน้าเมล็ดมาล้างน้้าประปาไหลผ่านเป็นเวลา 60 นาที  
แล้วจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์  น้ามาผ่านเปลวไฟ (ท้าซ้้า 3 ครั้งในตู้ปลอดเชื้อ) แล้ว
ตัดแยกเยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนมาเลี้ยงบนอาหารชักน้าต้น สูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
ร่วมกับ น้้าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ และผงวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ ให้อัตราการงอก 44.94 เปอร์เซ็นต์ 
สูงกว่าวิธีจุ่มแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที แล้วจุ่มแช่ต่อในสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ เติมทวีน 20 ปริมาตร 60 ไมโครลิตรต่อสารละลายคลอ
ร็อกซ์ 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้น ล้างด้วยน้้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ซึ่งเป็นการฟอก
ฆ่าเชื้อยางพาราปกติให้อัตราการงอก 16.85 เปอร์เซ็นต์ ท้านองเดียวกับความสูงของต้นกล้า วิธีการ
จุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้ง ให้ความสูงของต้นกล้าโดยเฉลี่ย 5.32 เซนติเมตร สูงกว่าการฟอกฆ่าเชื้อ
โดยใช้สารเคมีแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p≤0.01) แม้ว่าวิธีการจุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้ง
จะให้อัตราการปนเปื้อนสูงกว่าก็ตามแต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 2.7 และภาพที่ 2.10) 
 
ตารางท่ี 2.7 ผลของวิธีการฟอกฆ่าเชื้อต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของยางพาราบนอาหารสูตร 
       MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

วิธีการฟอกฆ่าเชื้อ 
อัตราการปนเปื้อน 

(%) 
อัตราการงอก 

(%) 
ความสูงของยอด 

(ซม) 
ฟอกฆ่าเชื้อโดยใช้สารเคมี 20.22 16.85b 3.28b 

จุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้ง 35.95 44.94a 5.32a 
T-test ns ** ** 

C.V. (%) 18.67 60.23 28.24 
ns ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01)  

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี T-test 
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ภาพที่ 2.10 ความสูงของต้นกล้ายางพาราที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดโดยใช้สารเคมี (ก) และจุ่ม
 แอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้ง (ข) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ
 เจริญเติบโต 2 สัปดาห์ (บาร์ = 2 เซนติเมตร) 
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2. ผลของชนิดและสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าแคลลัสจากล าต้นที่
ต าแหน่งแตกต่างกันของ lTCL  

 
หลังจากเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL จากล้าต้นที่ต้าแหน่งแตกต่างกัน 3 ต้าแหน่ง 

บนอาหารสูตรชักน้าแคลลัสเป็นเวลา 1 เดือน พบว่า ชิ้นส่วนต้าแหน่งส่วนปลาย ให้การเกิดแคลลัสได้
ดีที่สุดเมื่อวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยให้การตอบสนองการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.01) กับต้าแหน่งของล้าต้นและความเข้มข้นอ่ืนๆ และระยะเวลาในการเริ่มเกิด
แคลลัส 17 วัน (ตารางที่ 2.8) ลักษณะของแคลลัสที่พัฒนามาจากชิ้นส่วน lTCL เกาะกันแน่นเป็น
กลุ่มก้อนสีเหลือง (ภาพที่ 2.11) 
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ตารางท่ี 2.8 ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมในอาหารสูตร MS 
       และต้าแหน่งของชิ้นส่วน lTCL ต่ออัตราการเกิดแคลลัส หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 
       เดือน 

2,4-D  BA 
 อัตราการเกิดแคลลัส (%) 

จากต้าแหน่งต่างๆของล้าต้น 
  ระยะเวลาการเกิดแคลลัส (วัน) 

จากต้าแหน่งต่างๆของล้าต้น  
 

(มิลลิกรัมต่อลิตร)  D M B   D M B 
0 0  0.0g 0.00g 0.00g  0 0 0 

0.5 0  5.0efg 0.00g 2.34fg  23 0 21 
1 0  13.33defg 5.56efg 5.00efg  21 22 21 

1.5 0  12.50defg 5.26efg 0.00g  21 18 0 
2 0  15.00cdefg 26.67cd 15.00cdefg  18 18.6 18.9 

0.5 0.5  5.55efg 0.00g 3.25efg  21 0 23 

 1  14.29defg 6.67efg 5.00efg  26 25 23 

 1.5  6.25efg 5.88efg 5.25efg  25 20 22 
1 0.5  6.25efg 11.11defg 5.25efg  23 22.2 24 

 1  5.00efg 5.88efg 5.55efg  23 24 23 

 1.5  17.65cdefg 11.11defg 0.00g  22 23 0 
1.5 0.5  10.53defg 18.75cdefg 0.00g  24 18 0 

 1  33.33c 22.22cde 5.88efg  23 22.2 20.6 

 1.5  26.31cd 20.00cdef 10.53defg  18 18 17.8 
2 0.5  66.67a 50.00b 27.78cd  17 17.2 18.4 

 1  29.41cd 17.65cdefg 15.66cdefg  16 17.4 18.3 
  1.5  26.32cd 11.11defg 11.11defg   14 15.2 17.5 

F-test  **     
C.V. (%)  65.86     

D; Distal   M; Middle   B; Basal 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.11 ลักษณะของแคลลัสเกาะกันแน่นสีเหลืองที่ได้จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL (ต้าแหน่ง
 ส่วนปลาย; D) บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D 
 เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
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   3. ผลของต าแหน่งชิ้นส่วน lTCL และสภาพการวางเลี้ยงต่อการชักน าแคลลัส 
 
      การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL ต้าแหน่งส่วนปลาย บนสูตรอาหารสูตร MS เติม BA 
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2, 4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ในที่ให้แสงเป็นเวลา 14 
ชั่วโมงต่อวันให้อัตราการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุด 67.5 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 2.9) แตกต่างทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (p≤0.01) ลักษณะของแคลลัสที่ได้มีลักษณะเกาะกันแน่นเป็นกลุ่มก้อนสีเหลือง (ภาพที่ 
2.12) ซึ่งสามารถน้าไปชักน้าการพัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอต่อไป 
 
ตารางที่ 2.9 ผลของต้าแหน่งชิ้นส่วน lTCL และสภาพการวางเลี้ยงที่แตกต่างกันต่อการเกิดแคลลัส

บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

ต้าแหน่งของล้าต้น สภาพการวางเลี้ยง การเกิดแคลลัส (%) 
D แสง 67.5a 

 
มืด 47.5ab 

M แสง 45.0ab 

 
มืด 27.5b 

B แสง 45.0ab 

 
มืด 27.5b 

F-test 
 

** 
C.V. (%) 

 
24.66 

D; Distal   M; Middle   B; Basal 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.12 ลักษณะของแคลลัสเกาะกันแน่นสีเหลืองจากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL (ต้าแหน่งส่วน
 ปลาย; D) บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 
 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน  
 (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
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   4. ผลของการสับและไม่สับต่อการเพิ่มปริมาณแคลลัส 
 
      หลังจากน้าแคลลัสเกาะกันแน่นสีเหลือง อายุ 6 เดือน มาสับจ้านวน 100 ครั้ง 
เปรียบเทียบกับไม่สับ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ   
2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 เดือน พบว่า การสับส่งเสริมให้มีน้้าหนักสดของแคลลัส 
471.08 มิลลิกรัมต่อหลอด สูงกว่าไม่สับซึ่งให้น้้าหนักแคลลัส 285.14 มิลลิกรัม แตกต่างทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.01) (ตารางที่ 2.10 และภาพที่ 2.13) 
 
ตารางที่ 2.10 ผลของการสับและไม่สับต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัส บนอาหารสูตร MS เติม BA 

เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวาง
เลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

จ้านวนครั้งการสับ (ครั้ง) น้้าหนักสดแคลลัส (มิลลิกรัม) 
0 285.14 

100 471.08 
T-test ** 

C.V. (%) 5.86 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี T-test 
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ภาพที่ 2.13 ลักษณะแคลลัสที่พัฒนาจากแคลลัสเดิมที่ไม่สับ (ก) และสับจ้านวน 100 ครั้ง (ข)  
  บนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2   
  มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร) 

  

ก 
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  5. ผลของ AgNO3 ต่อการเพิ่มปริมาณของแคลลัสและการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 
 
     น้าแคลลัส (จากการทดลองที่ 4) น้้าหนัก 250 มิลลิกรัม มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และเติม 
AgNO3 ระดับความเข้มข้นต่างๆ ย้ายเลี้ยงบนอาหารสูตรเดิมทุก 1 เดือน เป็นเวลา 2 เดือน พบว่า 
AgNO3 เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัสสูงสุด 698.5 มิลลิกรัม และ AgNO3 
ความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 4.6 เอ็มบริโอต่อหลอด อย่างไรก็
ตามไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤0.01) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตรจึงเป็น
ความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัสและชักน้าโซมาติกเอ็มบริโอ (ตารางที่ 2.11 และ
ภาพที่ 2.14)  
 
ตารางที่ 2.11 ผลของ AgNO3 ความเข้มข้นต่างๆ ที่เติมในอาหารสูตร MS ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 
 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัส
 และจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน 

AgNO3  

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 
น้้าหนักสดของแคลลัส (มิลลิกรัม) 

จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 
  (เอ็มบริโอต่อหลอด) 

0 359.5b 2.5bc 
0.5 337.2b 2.3bc 
1 698.5a 3.8ab 

1.5 598.9ab 4.6a 
2 484.9ab 2.2c 

F-test ** ** 
C.V. (%) 25.27 22.89 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p≤ 0.01) 
ค่าเฉลี่ยที่ก้ากับด้วยตัวอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.14 ลักษณะของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอระยะเริ่มต้น (ศรชี้) ที่ได้จาก
   การเพ่ิมปริมาณบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 
   เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยง
   เป็นเวลา 2 เดือน (บาร์ = 0.5 เซนติเมตร)  
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
   จากการศึกษาวิธีการฟอกฆ่าเชื้อที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของ
ยางพารา หลังจากวางเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ พบว่า การฟอกฆ่าเชื้อแบบจุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 
3 ครั้ง ให้ผลดีที่สุด คือ มีอัตราการงอก 44.94 เปอร์เซ็นต์ และความสูงของยอด 5.32 เซนติเมตร 
เนื่องจาก ประศาสตร์ (2538) รายงานว่า เมล็ดพืชเป็นอวัยวะที่มีความแข็งแรงทนทานกว่าส่วนอ่ืนๆ 
ประกอบกับเนื้อเยื่อต่างๆ ที่อยู่ภายในเมล็ด คือ คัพภะ (embryo) และใบเลี้ยง (cotyledon) มีสภาพ
ที่มีความปลอดเชื้อสูงจึงเหมาะแก่การใช้เป็นชิ้นส่วนเริ่มต้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งการฟอกฆ่า
เชื้อยางพาราโดยใช้สารเคมีอาจท้าให้เกิดความเสียหายแก่เนื้อเยื่อบางส่วนได้ จึงเป็นผลให้อัตราการ
งอกท่ีน้อยกว่าการฟอกฆ่าเชื้อแบบจุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้ง 
   จากการศึกษาผลของต้าแหน่งที่แตกต่างกันของ lTCL และสารควบคุมการ
เจริญเติบโตต่อการชักน้าแคลลัส พบว่า หลังจากวางเลี้ยง 1 เดือน ต้าแหน่งของชิ้นส่วนพืชต้าแหน่ง
ส่วนปลาย (ห่างจากปลายยอด 2 เซนติเมตร) บนสูตรอาหาร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้การตอบสนองการเกิดแคลลัสได้เร็วที่สุด 17 วัน 
และให้การเกิดแคลลัสสูงสุด 67.5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจาก เป็นผลมาจากปฏิสัมพันธ์ระหว่างต้าแหน่ง
ของชิ้นส่วนพืช สารควบคุมการเจริญเติบโต และสภาพการวางเลี้ยง โดยทั่วไปแล้ว lTCL บริเวณ
ชิ้นส่วนปลาย จะเป็นบริเวณท่ีมีเซลล์ที่มีการแบ่งตัวมากที่สุด โดยมีลักษณะของเซลล์ที่เป็น Juvenile 
cell หรือ ความเป็นหนุ่มสาวของเซลล์ท้าให้มีส่วนของเนื้อเยื่อเจริญอยู่มากในบริเวณของชิ้นส่วนส่วน
ปลาย โดยจากผลการทดลองนี้เห็นว่า ชิ้นส่วนพืชต้าแหน่งส่วนกลาง และต้าแหน่งส่วนโคน จะเกิด
แคลลัสน้อยลง ตามล้าดับ สอดคล้องกับผลการทดลองของ Jonny และคณะ (2010) ซึ่งรายงานว่า
การวางเลี้ยงชิ้นส่วน lTCL ของใบอ่อนปาล์มน้้ามันที่แตกต่างกัน 3 ต้าแหน่ง พบว่า ปลายใบ
ตอบสนองการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุดเมื่อวางเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS เติม picloram เข้มข้น 450 ไม
โครโมลาร์ ให้การเกิดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสสูงสุดที่ 41.5 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต พบว่า สารควบคุมการเจริญเติบโตที่ส่งผลต่อการเกิดแคลลัสเกิดจากการสมดุลกัน
ระหว่างออกซินและไซโตไคนิน ซึ่งเป็นองค์ประกอบส้าคัญที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ 
และการพัฒนาของเซลล์ สอดคล้องกับ Te-chato และ Chartikul (1993) ได้เพาะเลี้ยงเยื่อหุ้มเมล็ด
อ่อนที่ตัดแยกจากเมล็ดอ่อน บนอาหารสูตรต่างๆ พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดอ่อนของผลอายุ 8 สัปดาห์  
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร BA เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ส่งเสริมการเพ่ิมจ้านวนแคลลัสได้ดีที่สุด 
   ส้าหรับสภาพการวางเลี้ยงชิ้นส่วนส่วนปลาย บนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 
2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพมืดและมีแสง พบว่า lTCL ของ
ยางพาราสามารถชักน้าให้เกิดแคลลัสได้ทั้ง 2 สภาพ อย่างไรก็ตามการวางเลี้ยงในสภาพที่มีแสงให้
เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสที่สูงกว่าในที่มืด เพราะ lTCL ส่วนของปลายยอดมีคลอโรฟิลล์อยู่จึง
สามารถสังเคราะห์แสงและเจริญเติบโตได้ดี ส่งผลต่อการแบ่งเซลล์ของชิ้นส่วน สอดคล้องกับ ดนุพงศ์ 
และคณะ (2557) ซึ่งรายงานว่าการวางเลี้ยงล้าต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยงที่เลี้ยงบนสูตรอาหาร MB เติม 
2,4-D เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพมีแสง ให้การสร้างแคลลัส 87.50 เปอร์เซ็นต ์ 
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   แคลลัสที่ชักน้าได้จาก lTCL ชิ้นส่วนต้าแหน่งส่วนปลาย มีลักษณะเกาะกันแน่น 
สีเหลือง อายุ 6 เดือน เมื่อน้ามาสับจ้านวน 100 ครั้ง เปรียบเทียบกับไม่สับ วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 
เดือน  ให้น้้าหนักสด 471.08 มิลลิกรัมสูงกว่าแคลลัสที่ไม่ผ่านการสับซึ่งให้การเพ่ิมน้้าหนักสดแคลลัส 
285.14 มิลลิกรัม ซึ่งการสับส่งผลให้เพ่ิมปริมาณแคลลัสได้มากกว่าเป็น 2 เท่า โดยการสับแคลลัสเป็น
ปัจจัยหนึ่งที่ช่วยส่งเสริมการเพ่ิมปริมาณแคลลัส  รังสฤษดิ์ (2541) รายงานว่า กาสร้างบาดแผลเป็น
การช่วยส่งเสริมฮอร์โมนพืชจากต้าแหน่งอ่ืนย้ายมาต้าแหน่งที่เกิดบาดแผล และเพ่ิมช่องทางให้ชิ้นส่วน
พืชดูดซับน้้า ธาตุอาหาร และสารควบคุมการเจริญเติบโตได้ดียิ่งขึ้น ผ่านทางบาดแผล สอดคล้องกับ 
ภาณินี (2558) รายงานว่า การสับชิ้นส่วนแคลลัสของยางพารา 100 ครั้งวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1 เดือน 
สามารถพัฒนาได้เป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส และโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีที่สุด 5.3 และ 5.1 เปอร์เซ็นต์ 
นอกจากนี้ Othmani และคณะ (2009) ชักน้าเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสของอินทผาลัมด้วยการสร้าง
บาดแผล เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า สามารถ
สร้างเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเพ่ิมข้ึน 3.5 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับแคลลัสที่ไม่สร้างบาดแผล 
   จากการศึกษาผลของ AgNO3 ต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัสและพัฒนาของเอ็มบริโอ
เจนนิคแคลลัส พบว่า เมื่อเติม AgNO3 เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัสสูงสุด 
698.5 มิลลิกรัม จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 3.8 เอ็มบริโอต่อหลอด แต่ที่ความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัส 598.9 มิลลิกรัม จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ 4.6 เอ็มบริโอต่อหลอด 
อย่างไรก็ตามไม่มีความแตกต่างทางสถิติกับความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังนั้น AgNO3 ที่ความ
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมส้าหรับการชักน้าโซมาติกเอ็มบริโอของ 
lTCL สอดคล้องกับการทดลองของ Aboshama (2011) ซึ่งพบว่า เมื่อเติม AgNO3 เข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับอาหารสูตร MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน้าจ้านวน
โซมาติกเอ็มบริโอจากล้าต้นใต้ใบเลี้ยงของพริกไทย สูงสุด 17.2 เอ็มบริโอ และอัตราการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 88.6 เปอร์เซ็นต์  
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สรุปผลการทดลอง 
 

   ชิ้นส่วนตาเขียวที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อแล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน้าไป
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัม
ต่อลิตรสามารถเกิดแคลลัสได้ดีที่สุด แคลลัสมีลักษณะเกาะกันแน่นเป็นกลุ่มก้อนสีเขียว 72.45 
เปอร์เซ็นต์ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 6 เดือน 
   หลังจากน้าแคลลัสที่เกาะกันแน่นสีเขียววางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และเติม AgNO3 ที่ความเข้มข้น 1.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 9.1 เอ็มบริโอต่อหลอด และให้น้้าหนักสดของ
แคลลัส 950 มิลลิกรัม และเมื่อน้าแคลลัสเกาะกันแน่นสีเขียวมาสับจ้านวน 100 ครั้ง วางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
AgNO3 เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 เดือน ย้ายเลี้ยงทุกๆ 2 เดือน พบว่า หลังจากย้าย
เลี้ยง ครั้งที่ 2 เกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 81.33 เปอร์เซ็นต์ และเกิดจ้านวนโซมาติกเอ็มบริโอ ระยะ
รูปกลม (globular) และ ระยะสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary) สูงสุด 11.61 และ 18.4 เอ็มบริโอ 
ตามล้าดับ 
   โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างใบเลี้ยง อายุ 4 เดือน วางบนอาหารสูตร MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดต้นใหม่ 40 เปอร์เซ็นต์ จ้านวนต้นที่
สมบูรณ์ 0.24 ต้นต่อหลอด ความยาวยอดเฉลี่ย 3.04 เซนติเมตร และความยาวรากเฉลี่ย 7.99 
เซนติเมตร 
   การฟอกฆ่าเชื้อแบบจุ่มแอลกอฮอล์ลนไฟ 3 ครั้งเป็นวิธีการที่เหมาะสมต่อการ
เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของยางพาราซึ่งหลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ให้อัตราการงอก 44.49 
เปอร์เซ็นต์และความสูงของยอด 5.32 เซนติเมตร 
   ชิ้นส่วน lTCL จากล้าต้นของต้นกล้าในต้าแหน่งส่วนปลาย วางเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS เติม 2,4-D เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรให้แสงเป็นเวลา 
14 ชั่วโมงต่อวันให้อัตราการเกิดแคลลัสได้ดีที่สุดที่ 67.5 เปอร์เซ็นต์ และระยะเวลาในการเริ่มเกิด
แคลลัสน้อยที่สุด 17 วัน การสับแคลลัส 100 ครั้ง ส่งผลให้การเพ่ิมน้้าหนักสดแคลลัสสูงสุด 471.08 
มิลลิกรัม และเมื่อเติม AgNO3 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้น้้าหนักสดของแคลลัส 698.5 
มิลลิกรัม และจ้านวนโซมาติกเอ็มโอ 3.8 เอ็มบริโอต่อหลอด 
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ภาคผนวก 
 

ตารางภาคผนวกที่ 1 องค์ประกอบของธาตุอาหารสูตร MS 
องค์ประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ธาตุอาหารหลัก MS 
NH4NO3 1,650.000 

KNO3 1,900.000 

KH2PO4 170.000 
CaCl2.2H2O 440.000 
MgSO4.7H2O 370.000 
ธาตุอาหารรอง  

KI 0.830 

H3BO3 6.200 

MnSO4.H2O 16.900 

ZnSO4.7H2O 10.600 
Na2MoO4.2H2O 0.250 

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

Na2EDTA 37.300 

FeSO4.7H2O 27.800 

สารอินทรีย์ 
 

Myo-inositol 100.000 

Glycine 2.000 

Nicotinic acid 0.500 

Pyridoxine.HCl 0.500 

Thiamine.HCl 0.100 
Agar (g) 7.500 

pH 5.7 .7 
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ผลงานตีพิมพ์ 
 
การชักน าแคลลัสจากชิ้นส่วน Longitudinally thin cell layer (lTCL) จากต าแหน่ง

ที่แตกต่างกันของล าต้นกล้ายางพาราในหลอดทดลอง 
Callus Induction in Rubber Tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) Using 

Longitudinally Thin Cell Layer (lTCL) from Different Positions of 
Seedling In Vitro 
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