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บทคัดย่อ 

 

ศึกษาผลของสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเพ่ิมปริมาณเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสและการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอโดยวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตรต่าง ๆ เติม  
dicamba (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic-acid) ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 
3 สัปดาห์ พบว่า อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) ให้น้ าหนักสดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส
เฉลี่ยสูงสุด 468 มิลลิกรัม เมื่อพิจารณาสารควบคุมการเจริญเติบโตพบว่า 2-iP [N6-(2-isopentenyl) 
adenine] ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 100 
เปอร์เซ็นต์ และจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยสูงสุด 42.95 เอ็มบริโอต่อหลอด หลังจากวางเลี้ยงเป็น
เวลา 3 สัปดาห์ ดังนั้นอาหารสูตร Y3 เติม 2-iP ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงเป็นสูตรอาหาร
ที่เหมาะสมที่สุดในการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มน้ ามัน 
 การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอด้วยเทคนิค Simple 
sequence repeat (SSR) โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 9 คู่ไพรเมอร์ คือ EgClR0008 EgClR0243 
EgClR0337 EgClR0409 EgClR0446 EgClR0465 EgClR0781 EgClR0905 และ EgClR1772 
พบว่า 8 คู่ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอท่ีไม่มีความแตกต่างกัน (monomorphism) คิดเป็นอัตราการเกิด 
monomorphism ได้ 97.73 เปอร์เซ็นต์ และมีเพียงไพร์เมอร์ EgClR0446 ที่สามารถแยกความ
แตกต่างของรูปแบบแถบดีเอ็นเอได้ คิดเป็นอัตราการเกิด polymorphism ได้ 2.27 เปอร์เซ็นต์ 
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Abstract  
 

The influences of culture media and plant growth regulators (PGRs) on 
embryogenic callus (EC) proliferation and HE (haustorium embryo) formation were 
investigated. EC was cultured on different culture media with 0.1 mg/L dicamba (3,6-
dichloro-2-methoxybenzoic-acid) for 3 weeks. The results revealed that the MS 
medium gave the highest fresh weight of embryogenic callus at 468 mg. In case of 
PGRs, replacement of dicamba with 2-iP at concentration of 0.3 mg/L gave the 
highest frequency of somatic embryogenesis at 100% and mean number of SEs at 
42.95 SEs/tube after culture for 3 weeks. Accordingly, Y3 medium with 0.3 mg/L 2-iP 
was suitable for somatic embryo induction in oil palm SUP-PSU. 

Analysis of genetic fidelity of somatic embryo using 9 primers of SSR marker 
including; EgClR0008 EgClR0243 EgClR0337 EgClR0409 EgClR0446 EgClR0465 
EgClR0781 EgClR0905 and EgClR1772. The results revealed that 8 primers gave 
monomorphism at 97.73% and only one primer (EgClR0446) gave the polymorphism 
of DNA banding at 2.27%. 
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ตารางท่ี หน้า 

1.1 
 
 

ผลของสูตรอาหารต่ออัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ บนอาหารแข็งเติม 
dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
สัปดาห์ 
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1.2 ผลของระดับความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการเพ่ิมปริมาณเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสและการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม dicamba 
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1.3 
 

 

ผลของระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ AgNO3 ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ
บนอาหารสูตร Y3 เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์
บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลัง
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

 17 

1.4 
 
 

ผลของระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ dicamba และ 2-iP ต่อการชักน า     
โซมาติกเอ็มบริโอ บนอาหารสูตร Y3 ร่วมกับกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 3 สัปดาห์ 
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2.1 
 

 

ผลของระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ glutamine และ arginine ต่อการชัก
น าโซมาติกเอ็มบริโอ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Y3 ร่วมกับ 2-iP เข้มข้น 
0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

    30 
 

2.2 การชักน าพืชต้นใหม่จากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างรากจาก
อาหารสูตร Y3 บนอาหารแข็งสูตร MS  ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 
กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน 

    33 

3.1 ชนิดของไพรเมอร์ จ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ ไม่
แตกต่างกัน จากการตรวจสอบด้วยเทคนิค SSR 

    44 



(10) 

รายการภาพ 

ภาพ  หน้า 

1.1 ลักษณะเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. ลูกผสม
เทเนอรา เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร OPCM#1 เติม dicamba 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังย้าย
เลี้ยงทุก ๆ เดือน เป็นเวลา 3 เดือน  

            10 

1.2 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอ (ลูกศร) ที่เกิดจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสบนอาหารสูตรต่าง Y3 เติม dicamba เข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 3 สัปดาห์ 

            16 

1.3 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอ (ลูกศร) ที่เกิดจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร Y3 เติม AgNO3 เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
สัปดาห์  

            18 

1.4 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักน าบนอาหารสูตร Y3  เติม 2-iP 
ร่วมกับกรดแอสคอร์บิค เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาล
ซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

             21 

2.1 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอ (ลูกศร) ที่เกิดจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอ
เจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร Y3 เติม 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ glutamine เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์
บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

             31 

2.2 ต้นกล้าปาล์มน้ ามันที่พัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาว ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เติมกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตรและ
น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
เดือน  
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(11) 

รายการภาพ (ต่อ) 

ภาพ  หน้า 

3.1 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0337 

            45 

3.2 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0465 

            45 

3.3 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0243 

             46 

3.4 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0905 

             46 

3.5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0008 

             47 

3.6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR1772 

             47 

3.7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0446 

             48 

3.8 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0409 

             48 

3.9 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความ
แปรปรวนด้วยเทคนิค SSR จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0781 
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(12) 

สัญลักษณ์ค าย่อและตัวย่อ 
 

MS = Murashige and Skoog medium 

OPCM = Oil palm culture medium 
WPM = Woody plant medium 
Y3 = Eeuwens medium 
2-iP = N6-(2-isopentenyl) adenine 
dicamba = 3, 6-dichloro-2-methoxybenzoic acid 
SE = Somatic embryo 
HE = Haustorium embryo 
SSE = Secondary somatic embryo 
SSR = Simple sequence repeats 
CRD  = Completely randomized design 
DMRT  = Duncan’s multiple range test 
LSD = Least significant difference 
EC = Embryogenic callus 
GE = Globular embryo 
AgNO3 = Silver nitrate 
SSE = Secondary somatic embryo 
2, 4-D = 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid 
ns = Non significant 
PCR = Polymerase chain reaction 
NAA = α-naphthaleneacetic acid 
PGR = Plant growth regulator 
DNA = Deoxyribonucleic acid 
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บทที่ 1 
 

บทน าต้นเรื่อง 
 

ปัญหามลพิษทางด้านสิ่งแวดล้อมและการลดปริมาณลงของแหล่งเชื้อเพลิงฟอสซิล
ประกอบกับการเพิ่มขึ้นของราคาน้ ามันดิบเป็นปัจจัยส าคัญท่ีน าไปสู่การคิดค้นพัฒนาและผลิตพลังงาน
จากแหล่งพลังงานทางเลือกแทนการผลิตจากแหล่งฟอสซิล เพ่ือตอบสนองความต้องการใช้พลังงานที่
เพ่ิมมากขึ้น (Chew and Bhatia, 2008) ส่งผลให้ปัจจุบันหลายรัฐบาลทั่วโลกมีการส่งเสริมให้ใช้
พลังงานจากเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) ได้แก่ เอทานอลที่ได้จากพืชประเภทแป้งและน้ าตาล และ  
ไบโอดีเซลที่ได้จากพืชน้ ามันและไขมันสัตว์ (Mukherjee and Sovacool, 2014) ถึงแม้ว่าประเทศใน
ยุโรปจะเป็นผู้น าในการผลิตไบโอดีเซลโดยประเทศเยอรมันเป็นประเทศแรกที่ท าการผลิตไบโอดีเซล 
ซึ่งน้ ามันที่น ามาใช้ได้แก่ น้ ามันเรพซีด น้ ามันถั่วเหลือง และน้ ามันดอกทานตะวัน แต่ส าหรับประเทศ
ในเขตร้อน เช่น ไทย มาเลเซีย และโคลัมเบีย ใช้น้ ามันจากปาล์มน้ ามันมาเป็นวัตถุดิบส าหรับการ
ผลิตไบโอดีเซล (Gutierrez et al., 2009) ประกอบกับปาล์มน้ ามันจัดเป็นพืชน้ ามันชนิดเดียวของโลก
ที่ให้ผลผลิตน้ ามันต่อหน่วยพ้ืนที่สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับพืชน้ ามันอ่ืนทุกชนิด  ซึ่งให้ผลผลิต
น้ ามันดิบเฉลี่ย 4-5 ตันต่อเฮกตาร์ (Biofuel, 2007 อ้างโดย กาญจนี, 2553) จึงท าให้ปาล์มน้ ามัน
กลายเป็นพืชน้ ามันชนิดหนึ่งที่มีการใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลาย ทั้งทางด้านอาหาร เครื่องส าอางและ
เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล ปริมาณความต้องการใช้น้ ามันปาล์มที่เพ่ิมมากขึ้นส่งผลให้มีการ
ขยายพ้ืนที่ปลูกเพ่ิมมากข้ึนซึ่งส่งผลต่อความต้องการกล้าปาล์มน้ ามันที่เพ่ิมมากขึ้นด้วย 

ปาล์มน้ ามันเป็นพืชยืนต้น อยู่ในวงศ์ Arecaceae สกุล Elaeis แบ่งเป็น 3 ชนิด 
(species) คือ Elaeis guineensis  E. oleifera และ E. odora โดยทั่วไปปาล์มน้ ามันที่เป็นพันธุ์
ปลูก คือ  E. guineensis แบ่งเป็น 3 แบบ ตามลักษณะของกะลาปาล์ม คือ ดูรา เทเนอรา และ      
ฟิสิเฟอรา ปาล์มน้ ามันมีถิ่นก าเนิดดั้งเดิมอยู่ในป่าเขตร้อนชื้นของประเทศต่าง ๆ ที่อยู่บริเวณชายฝั่ง
ตะวันตกของทวีปแอฟริกา (ธีระ, 2554) เนื่องจากปาล์มน้ ามันจัดเป็นพืชยืนต้น มีการผสมพันธุ์แบบ
ผสมข้ามต้น และจัดเป็นพืชที่สามารถให้ผลผลิตทะลายได้ตลอดทั้งปี โดยมีอายุเก็บเกี่ยวผลผลิตได้
นานกว่า 25 ปีขึ้นไป ดังนั้นพันธุ์ปาล์มน้ ามันที่เกษตรกรเลือกน ามาปลูกต้องเป็นพันธุ์ปาล์มน้ ามันที่ดี 
จึงจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพและลดต้นทุนในการผลิตตลอดอายุการเก็บเกี่ยวของปาล์มน้ ามันได้  
(ธีระ, 2554) การที่ปาล์มน้ ามันเป็นพืชผสมข้ามซึ่งปกติมีการขยายพันธุ์โดยใช้เมล็ด ท าให้พันธุกรรม
ของชั่วรุ่นลูกที่ได้ไม่มีความสม่ าเสมอ จึงมีการน าเทคโนโลยีชีวภาพทางด้านการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   
มาใช้ในการขยายพันธุ์ต้นปาล์มน้ ามันพันธุ์ดี ซึ่งปัจจุบันมีรายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ ามัน
โดยใช้ชิ้นส่วนราก ใบอ่อน คัพภะ ซึ่งสามารถชักน าแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอได้ แม้จะสามารถ  



2 

ชักน าโซมาติกเอ็มบริโอได้จ านวนมาก แต่เปอร์เซ็นต์การงอกของโซมาติกเอ็มบริโอยังต่ าอยู่ (กาญจนี , 
2553) ดังนั้นในการทดลองนี้ จึงท าการศึกษาอิทธิพลของสูตรอาหารสารควบคุมการเจริญเติบโตและ
แหล่งของไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอและการพัฒนาเป็นพืช
ต้นใหม่ ตลอดจนตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวโดย
เครื่องหมายเอสเอสอาร์ เพ่ือเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายพันธุ์ปาล์ม
น้ ามันด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 

การตรวจเอกสาร 
 

การขยายพันธุ์ปาล์มน้ ามันด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ การน าเซลล์ เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะพืช มาเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อ ภายใต้สภาพแวดล้อมที่ควบคุมได้ ได้แก่ อุณหภูมิ ความชื้น แสง 
และ ปริมาณและการถ่ายเทก๊าซ (กรมวิชาการเกษตร , 2546) เพ่ือส่งเสริมให้ชิ้นส่วนดังกล่าวพัฒนา
เป็นพืชต้นใหม่ต่อไป การขยายพันธุ์ด้วยวิธีการนี้สามารถเพ่ิมปริมาณต้นพันธุ์พืชได้จ านวนมากใน
ระยะเวลาอันสั้น 

ปาล์มน้ ามันเป็นพืชผสมข้ามซึ่งปกติมีการขยายพันธุ์โดยการใช้เมล็ดพันธุ์ เนื่องจาก
พืชชนิดนี้ไม่แตกกอและมีเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดเพียงอันเดียว จึงไม่สามารถขยายพันธุ์ด้วยวิธีไม่
อาศัยเพศท่ัวไป เช่น การปักช า การตอน การติดตา หรือ การแยกหน่อ จึงมีการน าเทคโนโลยีชีวภาพ
ทางด้านการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้ในการขยายพันธุ์ปาล์มน้ ามันเพื่อประโยชน์ทางด้านการขยายพันธุ์
และการปรับปรุงพันธุ์ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ ามันมีรายงานการใช้ชิ้นส่วนต่าง ๆ เช่น ชิ้น
ส่วนคัพภะ (Kanchanapoom and Domyoas, 1999; Suranthran, et al., 2011; Balzon et. 
al., 2013; Silva, et al., 2014; Romyanon et al., 2015) และ ใบอ่อน (Te-chato et. al., 
2004; Constantin, et al., 2015) โดยในประเทศไทยเริ่มตั้งแต่ปี พ.ศ. 2528 และประสบ
ความส าเร็จในการชักน าแคลลัสจากใบอ่อนของต้นกล้า ในปี พ.ศ. 2530 และในปี พ.ศ. 2535  
สามารถชักน าเป็นพืชต้นใหม่ได้ (ธีระ, 2554)  

ปัจจุบันสามารถเพาะเลี้ยงส่วนของคัพภะ และใบอ่อนของปาล์มน้ ามัน ซึ่งสามารถ
ชักน าพืชต้นใหม่ได้จ านวนมาก เช่น รายงานการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนคัพภะของปาล์มน้ ามัน   เจริญ 
(2532) ตัดแยกคัพภะปาล์มน้ ามันวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต สามารถชักน าการงอกของคัพภะได้ 98.5 เปอร์เซ็นต์   
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Teixeira และ คณะ (1993) ใช้ชิ้นส่วนของคัพภะอ่อนปาล์มน้ ามัน หลังการผสมเกสร 77  91  100  
114  128  140 และ 193 วัน มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 (Eeuwens, 1978) พบว่า อายุ
ของคัพภะที่แตกต่างกันส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างแคลลัส และลักษณะแคลลัสที่แตกต่างกัน 
โดยคัพภะอายุ 193 วันให้การสร้างแคลลัสสูงสุด 93 เปอร์เซ็นต์   Suranthran และ คณะ (2011) 
วางเลี้ยงคัพภะปาล์มน้ ามันบนอาหารสูตร MS เติม NAA (α-naphthaleneacetic acid) BAP (6-
benzyadenine purine) และ GA3 (gibberellic acid) ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
ผงถ่านความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาพการให้
แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ สามารถชักน าเป็นต้นกล้าที่สมบูรณ์ได้
สูงสุด 97 เปอร์เซ็นต์ ความสูงต้นสูงสุด 9.4 เซนติเมตร ความยาวรากสูงสุด 4.4 เซนติเมตร          
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากชิ้นส่วนใบอ่อน จากรายงานของ สมปอง และคณะ (2530) เพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนใบอ่อนของปาล์มน้ ามันจากต้นกล้าอายุ 195 วัน บนอาหารสูตร MS เติม 2, 4-D (2, 4-
dichlorophenoxyacetic acid) ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ วุ้น 
0.75 เปอร์เซ็นต์ ปรับความเป็นกรดด่าง 5.7 หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 60 วัน สามารถชักน า
แคลลัสได้สูงสุด 40 เปอร์เซ็นต์ และการเพาะเลี้ยงใบอ่อนจากต้นที่ให้ผลผลิตแล้วบนอาหารเติม 2, 4-
D และ NAA ความเข้มข้น 30 มิลลิกรัมต่อลิตร มีแนวโน้มที่จะชักน าให้เกิดการสร้างแคลลัสได้ดี   
Karun และ Sajini (1996) ชักน าแคลลัสโดยเพาะเลี้ยงใบอ่อนของปาล์มน้ ามันจากต้นกล้าพันธุ์เทเนอ
ราและดูราอายุ 6 และ 18 เดือน บนอาหารสูตร ½ MS เติม 2, 4-D ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบว่า ระยะเวลาและเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสแตกต่างกัน ส าหรับพันธุ์เทเนอรามีการสร้าง
แคลลัส 7 เปอร์เซ็นต์ หลังจากการเพาะเลี้ยง 150-180 วัน และพันธุ์ดูรามีการสร้างแคลลัส 10 
เปอร์เซ็นต์ หลังจากการเพาะเลี้ยง 100-120 วัน   อาสลัน (2545) เพาะเลี้ยงใบอ่อนจากต้นกล้าอายุ 
1 ปี บนอาหารสูตร MS เติมกรดแอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ dicamba 
ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าแคลลัสได้สูงสุด 11.2 เปอร์เซ็นต์ และสามารถชักน า
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได้สูงสุด 66.67 เปอร์เซ็นต์ บนอาหารสูตร MS เติม dicamba ความเข้มข้น 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับเคซีนไฮโดรไลเสท ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร   Te-chato 
และคณะ (2004) เพาะเลี้ยงใบอ่อนของปาล์มน้ ามันต้นโตที่ให้ผลผลิตดีจากสถานีวิจัยเทพา จังหวัด
สงขลา อายุ 10 ปี บนอาหารสูตร MS เติม dicamba ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับกรด 
แอสคอร์บิค ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±0.5 องศาเซลเซียส 
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน สามารถสร้างแคลลัสเริ่มแรกได้สูงสุด 15 เปอร์เซ็นต์ แคลลัสมี
ลักษณะเป็นปมสีเหลืองอ่อนเกิดข้ึนบริเวณรอยตัดและผิวของชิ้นส่วน 
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การชักน าและการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถชักน าให้เกิดพืชต้นใหม่ได้โดยผ่าน 2 กระบวนการ คือ 
ออกาโนเจนีซิส (organogenesis) และ เอ็มบริโอเจนีซิส (embryogenesis) (ปิยะดา และ อารีย์, 
2551) โดยกระบวนการออกาโนเจนีซิส เป็นการเจริญและพัฒนาของเนื้อเยื่อในทิศทางเดียว 
(unipolar) ได้แก่ การเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ปลายราก หรือการพัฒนาของเซลล์
เป็นส่วนของต้นพืช (shoot) หรือเป็นส่วนราก (root) เป็นการพัฒนาที่แยกจากกัน ส่วนกระบวนการ
เอ็มบริโอเจนีซิสเป็นการเจริญและพัฒนาของเซลล์ไปในสองทิศทาง (bipolar) พร้อม ๆ กัน (สิรนุช, 
2540) ให้พืชต้นใหม่ที่มีการพัฒนาเป็นเอ็มบริโอระยะต่าง ๆ เหมือนกับต้นอ่อนที่ได้จากการผสมพันธุ์ 
เรียกเอ็มบริโอที่มีพัฒนาการมาจากเซลล์ร่างกายว่า โซมาติกเอ็มบริโอ (somatic embryo: SE) หรือ
เอ็มบริออยด์ การขยายพันธุ์ด้วยโซมาติกเอ็มบริโอเป็นการขยายพันธุ์โดยไม่อาศัยเพศที่มีความส าคัญ
ในพืชหลากหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชที่ขยายพันธุ์ด้วยวิธีตามปกติที่ท าได้ยาก เช่น ปาล์ม
น้ ามัน (Hilae and Te-chato, 2005) มะพร้าว (Chan et al., 1998) และอินทผลัม (Al-Khayri 
and Al-Bahrany, 2001) เป็นต้น ซึ่งพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี    
4 ระยะ คือ เอ็มบริโอระยะรูปกลม รูปหัวใจ รูปทอร์ปิโด และระยะสร้างใบเลี้ยง (สมปอง, 2539) โดย 
โซมาติกเอ็มบริโอจะพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ได้นั้นสามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ หรือต้องอาศัยปัจจัย
ต่าง ๆ ในการชักน าการงอกและการพัฒนา เช่น องค์ประกอบของอาหาร แสง อุณหภูมิ ลักษณะทาง
พันธุกรรม และชิ้นส่วนพืช (Fuentes et al., 2000) โดยพืชแต่ละชนิดต้องการปัจจัยที่แตกต่างกัน
ออกไป  

 

ปัจจัยท่ีมีผลต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์มน้ ามันมีหลายปัจจัย เช่น แสง 
อุณหภูมิ ภาชนะท่ีเพาะเลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโต   อาสลัน (2545) รายงานว่า ภาชนะที่
เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอคือหลอดทดลอง โดยพบว่าให้จ านวนการสร้างโซมาติก
เอ็มบริโอระยะสร้างจาวสูงสุด 5.37 เอ็มบริโอต่อชิ้นส่วน และการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบน
อาหารสูตร MS เติมน้ าตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ให้การพัฒนาของต้นอ่อนชุดที่สอง 
(secondary somatic embryo: SSE) สูงสุด 77.92 เปอร์เซ็นต์ และ SSE สามารถพัฒนาให้ต้นกล้า
ที่สมบูรณ์สูงสุด 35.72 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต 

นอกจากสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชแล้วซิลเวอร์ไอออนในรูปของไนเตรต 
เช่น ซิลเวอร์ไนเตรต (silver nitrate: AgNO3) มีผลต่อกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจนนิซิส      



5 

การชักน ายอดและราก (Kumar et al., 2009) จึงเป็นสารเคมีอีกชนิดหนึ่งที่มีการน ามาใช้ในการ
กระตุ้นให้เกิดการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ ซึ่งพบว่าการเติม AgNO3 ลงไปในอาหารเพาะเลี้ยงพืช
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการชักน าพืชต้นใหม่ในพืชหลาย ๆ ชนิด เช่น Aboshama (2011) น าเมล็ด
พริกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม AgNO3 เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าชิ้นส่วนดังกล่าวมี
อัตราการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอได้ 88.6 เปอร์เซ็นต์   Fuentes และคณะ (2000) รายงานว่าการ
เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบกาแฟโรบัสต้าบนอาหารเติม AgNO3 ความเข้มข้น 30-60 ไมโครโมลาร์ สามารถ
เพ่ิมปริมาณแคลลัสและการพัฒนาของแคลลัสได้   Steinmacher และคณะ (2007) รายงานการ
เพาะเลี้ยงคัพภะของ peach palm บนอาหารสูตร MS เติม picloram เข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกับ AgNO3 เข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ สามารถชักน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสได้ 27 เปอร์เซ็นต์ และมี
การพัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอจ านวน 14 เอ็มบริโอ หลังจากการเพาะเลี้ยง 20 สัปดาห์ 

กรดอะมิโนเป็นแหล่งของไนโตรเจนและเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญอีกอย่างหนึ่งใน
อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยง มีผลช่วยส่งเสริมการชักน า การเพ่ิมปริมาณ การสุกแก่และการพัฒนาจาก     
โซมาติกเอ็มบริโอเป็นพืชต้นใหม่ ชนิดและความเข้มข้นของกรดอะมิโนมีบทบาทส าคัญในแต่ละระยะ
ของกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส โดยทั่วไปการเติมสารอินทรีย์ไนโตรเจนลงในอาหารที่เพาะเลี้ยง มี
ผลด้านบวกต่อการเกิดกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส (Zouine and Hadrami, 2007) แหล่ง
ไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงส่วนหนึ่งมาจากกรดอะมิโนที่เติมในอาหาร ได้แก่ glutamine 
asparagine adenine glycine และ casein hydrolysate เป็นต้น (ประศาสตร์, 2538) โดยไนเตรต
และแอมโมเนียมไอออนเป็นแหล่งไนโตรเจนในรูปอนินทรีย์สารที่นิยมใช้เป็นองค์ประกอบของสูตร
อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Murashige and Skoog, 1962; Niedz, 1994)       Kumar และคณะ 
(2015) รายงานการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบ Pelargonium sidoides ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรที่มีความส าคัญ
ในแถบแอฟริกาใต้ บนอาหารสูตร MS เติม picloram เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ เข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ glutamine เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้าง โซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุด 25.89 เอ็มบริโอต่อชิ้นส่วน หลังจากการเพาะเลี้ยง 6 สัปดาห์ 
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การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืช 
 

ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ มีโอกาสเกิดขึ้นได้
ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น วิธีการเพาะเลี้ยง ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง กระบวนการพัฒนา
เป็นพืชต้นใหม่โดยผ่านแคลลัส ความแปรปรวนที่เกิดจากชิ้นส่วนพืช อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงมีคุณสมบัติ
เป็นสิ่งก่อกลายพันธุ์ การตอบสนองของจีโนมพืชต่อความเครียดต่าง ๆ ในสภาพการเพาะเลี้ยง     
เป็นต้น วิธีการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชจึงมีความส าคัญมากส าหรับการ
คัดเลือกต้นที่ไม่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพ่ือประโยชน์ทางด้านการขยายพันธุ์พืช หรือเพ่ือ
คัดเลือกต้นที่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพ่ือประโยชน์ทางด้านการปรับปรุงพันธุ์ การตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา การใช้ไอโซไซม์ และการใช้เครื่ องหมายพันธุกรรม ตัวอย่างเครื่องหมายพันธุกรรมที่ใช้
ตรวจสอบความแปรปรวนของพืช เช่น เครื่องหมายอาร์เอพีดี (RAPD marker) (Verma et al., 
2009) เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP marker) (Singh et al., 1999) เครื่องหมายเอสเอสอาร์ 
(SSR marker) (Lokko, et al., 2006) การใช้เครื่องหมายพันธุกรรมได้รับความนิยมเนื่องจากเป็นวิธี
ที่มีความถูกต้องแม่นย า และรวดเร็วในการตรวจสอบเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีทางสัณฐานวิทยา 

การใช้ เครื่องหมายพันธุกรรมเป็นการประโยชน์จากดี เ อ็นเอ ซึ่ ง ดี เ อ็นเอ 
(deoxyribonucleic acid: DNA) เป็นสารพันธุกรรมที่ก าหนดรหัสชีวิตของสิ่งมีชีวิต ความแตกต่าง
ของการจัดเรียงตัวของเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ ได้แก่ อะดีนีน (adenine) ควอนีน (quanine)    
ไซโตซีน (cytosine) และไทมีน (thymine) จึงท าให้เกิดความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต พืชแต่ละชนิด
หรือแต่ละสายพันธ์จะมีรหัสพันธุกรรมที่เป็นเอกลักษณ์ ท าให้แยกความแตกต่างระหว่างชนิดหรือสาย
พันธุ์ได้ การใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายในการบงบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตสามารถท าไดโดยการ
เปรียบเทียบลักษณะของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตนั้น  ๆ โดยเทคนิคทางอณูวิทยา ซึ่งเปนที่รู จักกัน
โดยทั่วไปวา “ลายพิมพดีเอ็นเอ” (DNA Fingerprinting) ซึ่งความแตกตางที่เกิดขึ้น หมายถึง แบบ
แผนดีเอ็นเอที่จ าเพาะของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ๆ สามารถน ามาตรวจสอบความแตกตางหรือโพลีมอรฟซึม 
(polymorphisms) ของสิ่งมีชีวิตหรือสายพันธุพืชที่ตองการตรวจสอบได้ (สุรีพร, 2546) 
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วัตถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือศึกษาผลของสูตรอาหารต่อการเพ่ิมปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและ    
ชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 

2. เพ่ือศึกษาผลของซิลเวอร์ไนเตรต สารควบคุมการเจริญเติบโต และแหล่งของ
ไนโตรเจนบางชนิดต่อการชักน าและพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์ม
น้ ามนัพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 

3. เพ่ือตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอปาล์มน้ ามัน
พันธุ์ทรัพย์ ม.อ. ในหลอดทดลองโดยใช้เทคนิค SSR 
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บทที่ 2 
 

การทดลองที่ 1 
ผลของสูตรอาหาร AgNO3 และสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเพ่ิมปริมาณ

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์มน้ ามัน 
พันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 

Influences of Culture Media, AgNO3 and Plant Growth Regulators on 
Embryogenic Callus Proliferation and Somatic Embryo Induction  

in Oil Palm SUP-PSU 
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บทน า 
 

เนื่องจากปาล์มน้ ามันไม่แตกกอและมีเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดเพียงอันเดียว จึงไม่
สามารถขยายพันธุ์ด้วยวิธีไม่อาศัยเพศทั่วไป เช่น การปักช า การตอน การติดตา หรือ การแยกหน่อ 
จึงมีการน าเทคโนโลยีชีวภาพทางด้านการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้ในการขยายพันธุ์ปาล์มน้ ามัน  การ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถชักน าให้เกิดพืชต้นใหม่ได้โดยผ่าน 2 กระบวนการ คือ ออกาโนเจนีซิส และ 
เอ็มบริโอเจนีซิส วิธีการแรกมีข้อเสียคือ หาชิ้นส่วนและวิธีการที่เหมาะสมได้ยาก ส่วนวิธีการที่สองเป็น
ที่นิยมมากกว่าเนื่องจากกระบวนการพัฒนาของชิ้นส่วนมีสองขั้วคือขั้วยอดและขั้วราก ซึ่งพร้อมจะ
พัฒนาไปเป็นพืชต้นใหม่ โดยกระบวนการเอ็มบริโอเจนีซิสเป็นการขยายพันธุ์ด้วยโซมาติกเอ็มบริโอ วิธี
นี้เป็นการขยายพันธุ์โดยไม่อาศัยเพศท่ีมีความส าคัญในพืชหลากหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชที่
ขยายพันธุ์ด้วยวิธีตามปกติที่ท าได้ยาก เช่น ปาล์มน้ ามัน (Hilae and Te-chato, 2005) มะพร้าว 
(Chan et al., 1998) และอินทผลัม (Al-Khayri and Al-Bahrany, 2001) เป็นต้น กระบวนการนี้
เป็นผลมาจากพันธุกรรม ได้แก่ พันธุ์พืช ชิ้นส่วนที่เลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมลงใน
อาหาร ซึ่งพัฒนาการของโซมาติกเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี 4 ระยะ คือ เอ็มบริโอระยะรูป
กลม (globular-shaped embryo) รูปหัวใจ (heart-shaped embryo) รูปทอร์ปิโด (torpedo-
shaped embryo) และระยะสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary stage) (สมปอง, 2539) โดยพืชแต่ละ
ชนิดต้องการปัจจัยที่แตกต่างกันออกไป ส าหรับปาล์มน้ ามันมีปัจจัยหลายประการที่ส่งผลต่อการ
ขยายพันธุ์โดยใช้โซมาติกเอ็มบริโอ เช่น ชิ้นส่วนพืช สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นต้น 
ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องหาสภาพที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงพืชที่เราต้องการเพ่ือบรรลุ
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย ในการทดลองนี้จึงได้ศึกษาผลของสูตรอาหาร AgNO3 และสารควบคุมการ
เจริญเติบโตต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. เพ่ือประโยชน์ทางด้าน
การขยายพันธุ์หรือปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน้ ามันพันธุ์ดีโดยเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไปในอนาคต 

  



10 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 
การเตรียมชิ้นส่วน 
 

ใช้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ชักน าจากคัพภะแก่ของปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 
ลูกผสมเทเนอราเบอร์ 77 ที่เกิดจากการผสมระหว่างดูรา (366) กับฟิสิเฟอรา (172) จากคณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ โดยย้ายเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร OPCM#1 (oil 
palm culture medium #1) เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 
200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 
ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงทุก
เดือนเป็นเวลา 3 เดือน จะได้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส (ภาพที่ 1.1) เป็นวัสดุเริ่มต้นเพ่ือใช้ในการศึกษา
ต่อไป 

 

          

ภาพที่ 1.1  ลักษณะเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. ลูกผสมเทเนอรา เพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร OPCM#1 เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิค
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังย้ายเลี้ยง   
ทุก ๆ เดือน เป็นเวลา 3 เดือน (บาร์=0.5 เซนติเมตร) 
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วิธีการศึกษา 
 
1.   การเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

1.1   ศึกษาผลของสูตรอาหารต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาวางเลี้ยงบนอาหาร 4 สูตร คือ OPCM#1  WPM  
MS และ Y3 (ตารางภาคผนวกที่ 1) ทุกสูตรอาหารเติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรด
แอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 เติม
วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 25x150 มิลลิเมตร ที่บรรจุอาหารแข็งปริมาตร 
10 มิลลิลิตรต่อหลอด วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้ม
แสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงทุก 3 สัปดาห์เป็นเวลา 9 สัปดาห์ บันทึกอัตรา
การเกิดและจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเปรียบเทียบกันในแต่ละสูตรอาหาร โดยวางแผนการทดลอง
แบบ CRD (completely randomized design) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี LSD (Least 
significant difference) แต่ละการทดลองท า 4 ซ้ า ๆ ละ 25 หลอด 
 

1.2   ศึกษาผลของความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอ    
เจนิคแคลลัสและการชักน าโซมาติกอ็มบริโอ 

 
น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาวางเลี้ยงบนอาหาร 6 สูตร คือ Y3  ½ Y3  MS  ½ 

MS  OPCM#1 และ OPCM#2 ทุกสูตรอาหารเติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรด
แอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 
เติมวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 25x150 มิลลิเมตร ที่บรรจุอาหารแข็ง
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อหลอด วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน 
ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 3 สัปดาห์ บันทึกการเพ่ิมปริมาณ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส อัตราการเกิดและจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเปรียบเทียบกันในแต่ละสูตรอาหาร 
โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s multiple range 
test) แต่ละการทดลองท า 5 ซ้ า ๆ ละ 5 หลอด 
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2.   ศึกษาผลของความเข้มข้นของ AgNO3 ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาวางเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1.2 
เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 เติมวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงในหลอด
ทดลองขนาด 25x150 มิลลิเมตร ที่บรรจุอาหารแข็งปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อหลอด วางเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตร
ต่อวินาทีเป็นเวลา 3 สัปดาห์ บันทึกอัตราการเกิดและจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอ เปรียบเทียบกันในแต่
ละความเข้มข้นของ AgNO3 วางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  แต่
ละการทดลองท า 4 ซ้ า ๆ ละ 10 หลอด 

 
3.   ศึกษาผลของ dicamba และ 2-iP ต่อการเพิ่มปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาวางเลี้ยงบนอาหารสูตรที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1.2 
เติมหรือไม่เติม dicamba หรือ 2-iP เข้มข้น 0.1  0.3  0.5  1 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร กรด  
แอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 เติม
วุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 25x150 มิลลิเมตร ที่บรรจุอาหารแข็งปริมาตร 
10 มิลลิลิตรต่อหลอด วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้ม
แสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ บันทึกอัตรา
การเกิดและจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเปรียบเทียบกันในแต่ละชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุม
การเจริญเติบโต โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการ
ทดลองท า 5 ซ้ า ๆ ละ 5 หลอด 
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ผลการศึกษา 
 
1.   การเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

1.1   ผลของสูตรอาหารต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

จากการทดลองเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารแข็งสูตรต่าง ๆ 
เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาล
ซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 
ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงทุก 3 สัปดาห์ เป็นเวลา 9 
สัปดาห์ พบว่า อาหารสูตร Y3 ให้การตอบสนองดีที่สุด คือให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 
49.51 เปอร์เซ็นต์รองลงมาคืออาหารสูตร WPM  MS และ OPCM#1 ให้อัตราการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอ 16.00 8.54 และ 5.53 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อีกทั้งอาหารสูตร Y3 ให้จ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุด 1.49 เอ็มบริโอต่อหลอด แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) (ตารางที่ 
1.1)  

 
ตารางที่ 1.1 ผลของสูตรอาหารต่ออัตราการเกิดและจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารแข็งเติม  

dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซน็ต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

สูตรอาหาร อัตราการเกิด SE (เปอร์เซ็นต์) จ านวน SE เฉลี่ยต่อหลอด 
OPCM#1  5.53b 0.44c 

WPM  16.00b 0.84b 
MS  8.54b 0.75bc 
Y3  49.51a 1.49a 

F-test ** ** 
C.V. (%) 27.24 16.86 

** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี LSD 
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1.2 ผลของความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการเพิ่มปริมาณเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสและการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 

 
จากการทดลองเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารแข็งสูตรต่าง ๆ 

เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาล
ซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 
ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาท ีเป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า การเพ่ิม
น้ าหนักสดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเฉลี่ยบนอาหารสูตร MS สูงสุด 468 มิลลิกรัม รองลงมาคือ อาหาร
สูตร OPCM#1  OPCM#2  Y3  ½ Y3 และ ½ MS ซึ่งให้น้ าหนักสดเฉลี่ย 466  442  440  416 และ 
416 มิลลิกรัม ตามล าดับ แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) เมื่อพิจารณาการเกิด       
โซมาติกเอ็มบริโอ พบว่า อาหารสูตร Y3 ให้การตอบสนองดีที่สุด คือให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
สูงสุด 12 เปอร์เซ็นต์รองลงมาคืออาหาร สูตร OPCM#1  OPCM#2  MS  ½ Y3 และ ½ MS ให้
อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 10  5  4  4 และ 0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และอาหารสูตร Y3 ให้
จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 1.33 เอ็มบริโอต่อหลอด ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 1.2) 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักน าบนอาหารสูตรต่าง ๆ มีลักษณะที่ใกล้เคียงกัน คือ 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่เกาะกันอย่างหลวม ๆ มีสีเหลือง โซมาติกเอ็มบริโอที่ได้เป็นโซมาติกเอ็มบริโอ
ระยะสร้างจาว (ภาพท่ี 1.2) 
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ตารางท่ี 1.2 ผลของระดับความเข้มข้นของสูตรอาหารต่อการเพ่ิมปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสและ
การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

สูตรอาหาร น้ าหนักสดเอ็มบริโอ 
เจนิคแคลลัสเฉลี่ย 

(มิลลิกรัม) 

อัตราการเกิด SE 
(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวน SE เฉลี่ยต่อ
หลอด 

OPCM#1 466.00a 10.00ab 1.00 
OPCM#2 442.00ab 5.00b 1.00 

MS 468.00a 4.00bc 1.00 
½ MS 416.00b 0.00c 0.00 

Y3 440.00ab 12.00a 1.33 
½ Y3 416.00b 4.00bc 1.00 
F-test ** ** ns 

C.V. (%) 5.69 57.50 47.14 
ns ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 1.2 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอ (ลูกศร) ที่เกิดจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหาร

สูตรต่าง Y3 เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 
200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
สัปดาห์ (บาร์=0.5 เซนติเมตร) 
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2.   ผลของ AgNO3 ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

จากการทดลองเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารแข็งสูตร Y3 เติม AgNO3 
ความเข้มข้นต่าง ๆ ร่วมกับ dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 
องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 
3 สัปดาห์ พบว่า อาหารที่ไม่เติม AgNO3 ให้การตอบสนองดีที่สุด คือให้อัตราการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอสูงสุด 31.39 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ AgNO3 ความเข้มข้น 2  1  0.1  และ 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ 20.56  18.06  16.33  และ 3.13 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ 
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อพิจารณาจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยต่อหลอด พบว่า 
อาหารที่เติม AgNO3 เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตรให้การตอบสนองดีที่สุด คือให้จ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอเฉลี่ยต่อหลอดสูงสุด 1.83 เอ็มบริโอ (ภาพที่ 1.3) รองลงมาคือ AgNO3 เข้มข้น  1  0  2  
และ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยต่อหลอด 1.43  1.33  1.29  และ 1.00 
เอ็มบริโอต่อหลอดตามล าดับ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางท่ี 1.3) 

 
ตารางท่ี 1.3 ผลของระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ AgNO3 ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหาร

สูตร Y3 เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
สัปดาห์ 

AgNO3 (มิลลิกรัมต่อลิตร) อัตราการเกิด SE (เปอรเ์ซ็นต์) จ านวน SE เฉลี่ย ต่อหลอด 
0 31.39a 1.33 

0.1 16.33ab 1.83 
0.5 3.13b 1.00 
1 18.06a 1.43 
2 20.56a 1.29 

F-test * ns 
C.V. (%) 52.05 47.18 

ns ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
*   แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 

ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 1.3 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอ (ลูกศร) ที่เกิดจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหาร
สูตร Y3 เติม AgNO3 เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
สัปดาห์ (บาร์=0.5 เซนติเมตร) 
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3.   ผลของ dicamba และ 2-iP ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

จากการทดลองเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร Y3 ไม่เติม dicamba 
หรือ 2-iP หรอืเติมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครส 
เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมง
ต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที  เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า อาหารที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และเติม 2-iP ให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 100 
เปอร์เซ็นต์ สูงกว่าอาหารที่เติม dicamba และพบว่า 2-iP ที่ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้
จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยสูงสุด 42.95 เอ็มบริโอต่อหลอด รองลงมาคือที่ความเข้มข้น 1  0.1  2  
0.5 และไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ย 36.47  32.40  31.36  
22.47 และ 17.30 เอ็มบริโอต่อหลอดตามล าดับ แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 
(ตารางที่ 1.4) และเมื่อศึกษาระยะการพัฒนาของโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่า 2-iP ที่ความเข้มข้น 0.3 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอระยะรูปกลม (globular embryo: GE) (ภาพที่ 1.4ก) 
เฉลี่ยสูงสุด 36.05 เอ็มบริโอต่อหลอด 2-iP ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอระยะสร้างจาว (haustorium embryo : HE) เฉลี่ยสูงสุด 7.71 เอ็มบริโอต่อหลอด 2-iP ที่
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างราก       
(ภาพท่ี 1.4ข) เฉลี่ยสูงสุด 3.5 เอ็มบริโอต่อหลอด 
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ตารางที่ 1.4 ผลของระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ dicamba และ 2-iP ต่อการชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอ บนอาหารสูตร Y3 ร่วมกับกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

อัตราการเกิด       
โซมาติกเอ็มบริโอ 

(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวน SE เฉลี่ย แต่ละระยะต่อหลอด 
 

จ านวน SE 
เฉลี่ยต่อ
หลอด 

dicamba 2-iP  GE HE HE + root  
0 0 100.00a 14.95bcd 3.25bc 1.33 17.30d 

0.1 0 46.00bc 2.40cd 1.43c 0.00 2.20e 
0.3 0 73.00ab 1.91cd 1.00c 0.00 1.87e 
0.5 0 52.00bc 2.43cd 1.33c 0.00 2.27e 
1 0 64.33bc 3.27cd 1.13c 0.00 3.46e 
2 0 37.33c 0.00d 1.00c 0.00 1.00e 
0 0.1 100.00a 25.15ab 6.60ab 2.17 32.40abc 
0 0.3 100.00a 36.05a 6.53ab 1.75 42.95a 
0 0.5 100.00a 17.76bc 4.40abc 3.50 22.47cd 
0 1 100.00a 28.06ab 7.71a 2.40 36.47ab 
0 2 100.00a 24.57ab 4.71abc 2.90 31.36bc 

F - test  ** ** ** ns ** 
C.V. (%)  19.73 51.06 62.34 93.38 45.24 

ns ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี DMRT 
GE (globular embryo) หมายถึง โซมาติกเอ็มบริโอระยะรูปกลม 
HE (haustorium embryo) หมายถึง โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาว 
HE + root หมายถึง โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างราก 
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ภาพที่ 1.4 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอที่ชักน าบนอาหารสูตร Y3  เติม 2-iP ร่วมกับกรดแอสคอร์บิค 
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตรและน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังจากเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 3 สัปดาห์ (บาร์=0.5 เซนติเมตร) 
ก. ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอระยะรูปกลม (GE) และระยะสร้างจาว (HE) บนอาหาร เติม 

2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ข. ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอในระยะสร้างจาวที่มีการสร้างปลายราก บนอาหาร เติม 2-iP 

เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร  

ข 

ก 

HE 
G
E 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

ความส าเร็จของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ชิ้นส่วนพืช สูตร
อาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมร่วมกับอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งสูตรอาหารเป็นปัจจัยหนึ่งที่มี
ความส าคัญในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เนื่องจากการเจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติของพืช พืชจะได้
แร่ธาตุจากดินและน้ า แต่ในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เป็นวิธีการที่น าชิ้นส่วนพืชขนาดเล็กมาวาง
เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อ พืชจึงจ าเป็นต้องได้รับน้ าและแร่ธาตุต่าง ๆ จากอาหาร
สังเคราะห์ ซึ่งพืชแต่ละชนิดมีการตอบสนองต่อสูตรอาหารที่แตกต่างกัน สูตรอาหารแต่ละชนิดมี
องค์ประกอบของธาตุอาหารหรือปริมาณแกลือแร่ที่แตกต่างกันออกไปซึ่งจะส่งผลต่อการเจริญเติบโต
และการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ของพืชเพาะเลี้ยง ส าหรับการศึกษาในครั้งนี้สูตรอาหาร MS           
เติม dicamba ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้การตอบสนองดีที่สุดในการเพ่ิมน้ าหนักสด
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส เนื่องจากสูตรอาหาร MS มีปริมาณเกลือแร่มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับอาหาร
สูตร Y3 เช่น ปริมาณแอมโมเนียมซึ่งในระยะแรกของการแบ่งเซลล์เพ่ิมปริมาณนั้นไนโตรเจนในรูปของ
แอมโมเนียมมีความจ าเป็น ต่อมาเมื่อต้องการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ต้องลดความเข้มข้นของ
แอมโมเนียม (สมปอง, 2539) และนอกจากนี้สูตรอาหาร MS ที่มีปริมาณเกลือแร่มากกว่าจึงท าให้มี
ธาตุอาหารมากพอส าหรับเซลล์ท าให้เซลล์สามารถดูดไปใช้ได้เร็วที่สุด เนื่องจากความเข้มข้นของเกลือ
แร่ในอาหารสังเคราะห์เมื่อเริ่มต้นการเพาะเลี้ยงมีผลต่อการน าธาตุอาหารเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธี active 
uptake  ซึ่งเป็นการดูดธาตุอาหารไปใช้ในการเจริญเติบโต สอดคล้องกับการรายงานของสกุลรัตน์ 
(2553) ที่สามารถเพ่ิมน้ าหนักสดแคลลัสของปาล์มน้ ามันได้สูงสุด 316.39 มิลลิกรัม บนอาหารสูตร 
MS หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน และจากการศึกษาของเพ็ญติมาส (2552) พบว่าอาหารเหลว
สูตร MS สามารถเพ่ิมปริมาตรตะกอนเซลล์ซัสเพนชั่นของปาล์มน้ ามันได้สูงกว่าอาหารเหลวสูตร Y3 
อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ ระหว่างอาหารสูตร MS และ 
Y3 พบว่า อาหารสูตร Y3 ให้อัตราการเกิดและจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยต่อหลอดสูงกว่าอาหาร
สูตร MS  สอดคล้องกับรายงานของ Luis และ Scherwinski-Pereira (2014) ซึ่งรายงานว่าการวาง
เลี้ยงแคลลัสที่ชักน าได้จากการเพาะเลี้ยงคัพภะของ macaw palm เป็นเวลา 90 วัน ในอาหารสูตร 
Y3 ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ย 7.0 เอ็มบริโอ สูงกว่าอาหารสูตร MS (ให้จ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอเฉลี่ย 2.5 เอ็มบริโอ) จากรายงานของ Eeuwen (1976) อ้างโดย Luis และ Scherwinski-
Pereira (2014) พบว่าอาหารสูตร Y3 เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงมะพร้าวในหลอดทดลอง
มากกว่ากว่าสูตรอาหาร MS อาจเนื่องมาจากพืชกลุ่มนี้ต้องการระดับของไอโอดีนและโพแทสเซียมสูง 
แต่ต้องการระดับของไนโตรเจนน้อย อาหารสูตร Y3 จึงเหมาะสมส าหรับการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ
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ในพืชตระกูลปาล์ม รวมถึงปาล์มน้ ามัน ในการศึกษานี้ก็ให้การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร Y3 

เนื่องจากการขยายพันธุ์พืชในหลอดทดลองเป็นสภาพแวดล้อมแบบปิด จึงท าให้เกิด
การสะสมเอทิลีนที่พืชปลอดปล่อยออกมาหรือจากการเผาไหม้ระหว่างการลนปากขวดหรือหลอด
ทดลอง เอทิลีนเป็นฮอร์โมนพืชชนิดหนึ่งที่อยู่ในสถานะก๊าซ แต่มีผลมากมายต่อการเจริญเติบโตของ
พืชทั้งด้านการส่งเสริมและยับยั้งการเจริญเติบโต ส าหรับพืชในหลอดทดลองก๊าซเอทิลีนมีผลยับยั้งต่อ
หลายกระบวนการเช่น กระบวนการสร้างแคลลัส กระบวนการเอ็มบริโอเจนิซีส กระบวนการออกา   
โนเจนิซีส การสร้างราก การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ (Kumar et al., 2009) จึงมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ใช้สารยับยั้งเอทิลีนเพ่ือประโยชน์ต่อการขยายพันธุ์พืชในหลอดทดลอง สารที่เติมร่วมกับอาหาร
เ พ า ะ เ ลี้ ย ง แ ล้ ว ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร ท า ง า น ข อ ง เ อ ทิ ลี น ไ ด้ มี ห ล า ย ช นิ ด  เ ช่ น  AVG 
(aminoethoxyvinylglycine) (Naik and Chand, 2003)  CoCl2 (Tamimi, 2015)  AgNO3 
(Sgamma et al., 2015) เมื่อสารเหล่านี้ไปยับยั้งการท างานของเอทิลีนจึงท าให้พืชในหลอดทดลอง
สามารถเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนต่อไปได้ โดยเฉพาะ AgNO3 มีการศึกษาในพืชหลายชนิดว่าสามารถ
ยับยั้งการท างานของเอทิลีนและส่งเสริมการสร้างหรือเพ่ิมปริมาณยอดได้  จากรายงานของ Fuentes 
และคณะ (2000) พบว่าการเติม AgNO3 ลงในการเพาะเลี้ยงสามารถกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ความสมดุลของไอออนต่าง ๆ จากการทดลองครั้งนี้อาหารที่เติม AgNO3 ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ให้อัตราการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด  สอดคล้องกับการทดลองของ Tamimi (2015) ที่
สามารถชักน ายอดใหม่ได้สูงสุด 6.68 ยอดต่อชิ้นส่วน เมื่อวางเลี้ยงชิ้นส่วนปลายยอดกล้วยบนอาหาร
เติม AgNO3 ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์  Naik และ 
Chand (2003) สามารถชักน ายอดได้สูงสุด 57 เปอร์เซ็นต์ จากการวางเลี้ยงชิ้นส่วนล าต้นเหนือใบ
เลี้ยง (hypocotyl) ของทับทิม บนอาหารเติม AgNO3 ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ หลังจากวาง
เลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน   

นอกจากสูตรอาหารและสารยับยั้งเอทิลีนแล้วสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติม
ร่วมกับอาหารเพาะเลี้ยงถือว่าเป็นปัจจัยส าคัญที่ช่วยเพ่ิมความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออีกด้วย 
สารควบคุมการเจริญเติบโตหรือฮอร์โมนเป็นปัจจัยภายในพืชที่มีผลต่อการเจริญเติบโต ในการศึกษา
ครั้ งนี้ ใช้ฮอร์ โมนสองกลุ่ ม  คือ ออกซิน ( dicamba)  และไซโตไคนิน (2-iP)  ออกซินและ                 
ไซโตไคนินเป็นกลุ่มสารที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งเซลล์ ส่งผลต่อการเพ่ิมขนาดของเซลล์ ผลของออก     
ซินต่อการเจริญเติบโตของพืชจะกระตุ้นการแบ่งเซลล์ซึ่งมีการกระตุ้นให้สังเคราะห์กรดนิวคลิอิกและ
โปรตีน (ชวนพิศ, 2544) ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนั้นไซโตไคนินเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตที่
กระตุ้นการแบ่งเซลล์และส่งเสริมการเกิดและเพ่ิมปริมาณยอด สอดคล้องกับรายงานของ Mazri 
(2015) ที่พบว่า ไซโตไคนินมีความส าคัญในการกระตุ้นการเกิดและเพ่ิมปริมาณยอด เนื่องจากชิ้นส่วน
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ปลายยอดอินทผาลัมที่วางเลี้ยงบนอาหารปราศจากไซโตไคนินให้อัตราการเกิดยอดต่ าที่สุด           
ส าหรับการศึกษาในครั้งนี้ 2-iP ให้ผลดีกว่า dicamba คือให้อัตราการเกิดและจ านวนโซมาติก
เอ็มบริโอเฉลี่ยต่อหลอดสูงกว่าซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Banerjee (2013) ที่รายงานว่า 2-iP 
เป็นปัจจัยส าคัญต่อการชักน าตายอดในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบเลี้ยงของ Bauhinia variegata และ
พบว่าอาหารเหลวสูตร MS เติม 2-iP เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับน้ ามะพร้าว 15 เปอร์เซ็นต์ 
ให้จ านวนตายอด (shoot bud) สูงสุด 212.2 ยอด หลังวางเลี้ยง 60 วัน   Jana และคณะ (2013) 
รายงานว่า การวางเลี้ยงชิ้นส่วนข้อของ Sophora tonkinensis บนอาหาร MS เติม 2-iP เข้มข้น 2 
ไมโครโมลาร์ ให้อัตราการชักน ายอดสูงสุด 75 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิ้นส่วน 5.0 ยอด  
Heikrujam และคณะ (2014) รายงานว่า หลังเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนปล้องของ Callian tweedii บน
อาหารสูตร MS เติม 2-iP เข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 16 สัปดาห์ สามารถชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอชุดแรก (primary somatic embryo: SE) ได้ 65 เปอร์เซ็นต์ และสามารถชักน า SSE ได้ 
19.44 เอ็มบริโอ หลังวางเลี้ยง SE เป็นเวลา 6 สัปดาห์    Romyanon และคณะ (2015) สามารถ    
ชักน ายอดรวมจากชิ้นส่วนยอดของปาล์มน้ ามันบนอาหารสูตร ½ MS เติม 2-iP ความเข้มข้น 9.8       
ไมโครโมลาร์ ให้อัตราการสร้างยอด 54.2 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอดต่อชิ้นส่วนสูงสุด 5 ยอด หลังวาง
เลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
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การทดลองที่ 2 
 

ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ และการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่            
จากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวของปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 

Influence of Nitrogen Sources on Somatic Embryo Induction and Plant 
Regeneration from Haustorium Embryo in Oil Palm SUP-PSU 
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บทน า 
 

ความส าเร็จของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนอกจากปัจจัยเรื่องสูตรอาหาร และสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตแล้ว พบว่าสารอินทรีย์ที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงสามารถช่วยส่งเสริมให้
ประสบความส าเร็จในการเพาะเลี้ยงได้อีกด้วย เช่น การเติมกรดอะมิโนลงในอาหารเพาะเลี้ยง กรด 
อะมิโนเป็นแหล่งของไนโตรเจนและเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญอีกอย่างหนึ่งในอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยง มี
ผลช่วยส่งเสริมการชักน า การเพ่ิมปริมาณ การสุกแก่และการพัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอเป็นพืชต้น
ใหม่ ชนิดและความเข้มข้นของกรดอะมิโนมีบทบาทส าคัญในแต่ละระยะของกระบวนการเอ็มบริโอ
เจเนซิส โดยทั่วไปการเติมสารอินทรีย์ไนโตรเจนลงในอาหารที่เพาะเลี้ยง มีผลด้านบวกต่อการเกิด
กระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส (Zouine and Hadrami, 2007) โดยไนเตรตและแอมโมเนียมไอออน
เป็นแหล่งไนโตรเจนในรูปอนินทรีย์สารที่นิยมใช้เป็นองค์ประกอบของสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(Murashige and Skoog, 1962; Niedz, 1994) แหล่งไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงส่วนหนึ่งมาจาก
กรดอะมิโนที่เติมในอาหาร ได้แก่ glutamine  asparagine  adenine  glycine และ casein 
hydrolysate เป็นต้น (ประศาสตร์, 2538) กรดอะมิโนถูกใช้เป็นแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในหลอดทดลองหลายชนิด เช่น อ้อย (Asad et al., 2009 ) ถั่วลิสง (Vasanth 
et al., 2006) โสมอินเดีย (Withania somnifera) (Sivanandhan et al., 2015) แตงกวา 
(Vasudevan et al., 2004) รวมถึงปาล์มน้ ามัน (Morcillo et al., 1999; Rajesh et al., 2003) 
โดยในแต่ละพืชพบว่ามีการใช้กรดอะมิโนต่างชนิดกันออกไป อย่างไรก็ตามจากรายงานของ Morcillo 
และคณะ (1999) พบว่า โกลบูลิน 7S เป็นโปรตีนส าคัญที่สะสมในคัพภะของปาล์มน้ ามัน และถูกใช้
เป็นตัวชี้วัดในการตรวจสอบทางชีวเคมีของการสุกแก่ของโซมาติกเอ็มบริโอของปาล์มน้ ามัน และเมื่อ
วิเคราะห์องค์ประกอบของโปรตีนโกลบูลิน 7S พบว่ามี glutamine ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ และมี 
arginine ประมาณ 11 เปอร์เซ็นต์ และพบว่ากรดอะมิโนเหล่านี้เป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญของการ
สังเคราะห์โกลบูลิน 7S ซึ่งอาจมีบทบาทส าคัญในการพัฒนาเจริญเติบโตของโซมาติกเอ็มบริโอใน
ปาล์มน้ ามัน ดังนั้นในการศึกษานี้จึงทดลองผลของ glutamine และ arginine ต่อการชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอของปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 

กระบวนการเอ็มบริโอเจเนซีสนอกจากขั้นตอนของการชักน าและเพ่ิมปริมาณ      
โซมาติกเอ็มบริโอแล้ว ขั้นตอนการชักน าให้เกิดเป็นพืชต้นใหม่ถือเป็นขั้นตอนที่ส าคัญ โดยโซมาติก
เอ็มบริโอจะพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ได้นั้นสามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ หรือต้องอาศัยปัจจัยต่าง ๆ 
ในการชักน า การงอก และการพัฒนา เช่น องค์ประกอบของอาหาร แสง อุณหภูมิ ลักษณะทาง
พันธุกรรม และชิ้นส่วนพืช (Fuentes et al., 2000) 
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วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 
การเตรียมชิ้นส่วน 
 
1.   การเตรียมชิ้นส่วนพืชส าหรับการทดลองที่ 1 
 

ใช้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ชักน าจากคัพภะแก่ของปาล์มน้ ามันพันธุ์ทรัพย์ ม.อ. 
ลูกผสมเทเนอราเบอร์ 77 ที่เกิดจากการผสมระหว่างดูรา (366) กับฟิสิเฟอรา (172) จากคณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ โดยย้ายเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Y3 เติม dicamba 
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้ม
แสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงทุกเดือนเป็นเวลา 3 เดือน จะได้เอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสเป็นวัสดุเริ่มต้นเพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 

 
2.   การเตรียมชิ้นส่วนพืชส าหรับการทดลองที่ 2 

 
ใช้โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างขั้วรากที่ชักน าบนอาหารสูตร Y3 

ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตและจากอาหารสูตร Y3 เติม 2-iP เข้มข้น 0.1  0.3  0.5  1 และ 
2 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส 
ภายใต้การให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจาก
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 
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วิธีการศึกษา 
 
1.   ศึกษาผลของ glutamine และ arginine ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

น าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสมาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 เติมหรือไม่เติม glutamine 
หรือ arginine เข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรดแอสคอร์บิค 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 เติมวุ้น 
0.75 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 25x150 มิลลิเมตร ที่บรรจุอาหารแข็งปริมาตร 10 
มิลลิลิตรต่อหลอด วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 
25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ บันทึกอัตราการเกิด
และจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเปรียบเทียบกันในแต่ละชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการทดลอง
ท า 5 ซ้ า ๆ ละ 5 หลอด 
 
2.   การชักน าพืชต้นใหม่ 
 

น าโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่ชักน าบนอาหารสูตร Y3 ปราศจากสารควบคุม
การเจริญเติบโตและจากอาหารสูตร Y3 เติม 2-iP ความเข้มข้น 0.1  0.3  0.5  1 และ 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ วางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสง 
14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
สัปดาห์ มาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมกรดแอสคอร์บิค 
200 มิลลิกรัมต่อลิตรน้ าตาลซูโครส 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 เติมวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ วาง
เลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 25x150 มิลลิเมตร ที่บรรจุอาหารแข็งปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อหลอด วาง
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตาราง
เมตรต่อวินาทีหลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน บันทึกอัตราการเกิดยอด จ านวนยอด ความ
ยาวยอด อัตราการพัฒนาราก จ านวนราก และความยาวราก โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD 
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT แต่ละการทดลองท า 4 ซ้ า ๆ ละ 1 หลอด 
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ผลการศึกษา 
 
1.   ผลของ glutamine และ arginine ต่อการชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

จากการทดลองเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารสูตร Y3 เติม 2-iP เข้มข้น 
0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ glutamine หรือ arginine ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กรดแอสคอร์บิค
เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 วางเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตารางเมตร
ต่อวินาที เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า อาหารเติม 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 

glutamine เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 24 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
พิจารณาจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอ พบว่า อาหารเติม 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 

glutamine ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอเฉลี่ยสูงสุด 1.5 เอ็มบริโอ
ต่อหลอด (ตารางท่ี 2.1) ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอเป็นระยะสร้างจาวทั้งหมด (ภาพที่ 2.1) 
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ตารางท่ี 2.1 ผลของระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ arginine และ glutamine ต่อการชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอ ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Y3  ร่วมกับ 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ 

ความเข้มข้น  
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

อัตราการเกิด SE 
(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวน SE เฉลี่ย ต่อหลอด 

arginine 0.1 9.00b 1.00 
 0.5 22.00a 1.00 
 1 20.00a 1.20 
 2 5.00b 1.00 

glutamine 0.1 9.00b 1.50 

 0.5 6.67b 1.00 

 1 24.00a 1.33 

 2 4.00b 1.00 

F-test  ** ns 
C.V. (%)  32.73 47.34 

ns ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.1 ลักษณะโซมาติกเอ็มบริโอ (ลูกศร) ที่เกิดจากการวางเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหาร
สูตร Y3 เติม 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ glutamine เข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ (บาร์=0.5 เซนติเมตร) 
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2.   การชักน าเป็นพืชต้นใหม่ 
 

จากการทดลองน าโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างขั้วรากที่ชักน าได้บน
อาหารสูตร Y3 ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือเติม 2-iP ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ มา
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ทีป่ราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 3 เดือน พบว่า โซมาติก
เอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างขั้วรากที่ชักน าได้จากอาหารสูตร Y3 เติม 2-iP ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้อัตราการสร้างยอดและจ านวนยอดเฉลี่ยต่อชิ้นส่วนสูงสุด 75 เปอร์เซ็นต์ และ 
1.33 ยอด ตามล าดับ อย่างไรก็ตามจากการทดลองพบว่า โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการ
สร้างรากชักน าได้บนอาหารสูตร Y3 ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต สามารถชักน าเป็นพืชต้น
ใหม่ที่สมบูรณ์ กล่าวคือมีทั้งยอดและราก (ภาพที่ 2.2) ให้อัตราการสร้างยอด 25 เปอร์เซ็นต์ จ านวน
ยอดเฉลี่ย 1 ยอด ความยาวยอด 4.3 เซนติเมตร อัตราการพัฒนาราก 25 เปอร์เซ็นต์ จ านวนราก
เฉลี่ย 1 ราก และความยาวรากเฉลี่ย 2.8 เซนติเมตร (ตารางที่ 2.2) 
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ตารางที่ 2.2 การชักน าพืชต้นใหม่จากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างรากจากอาหาร
สูตร Y3 บนอาหารแข็งสูตร MS  ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมกรด
แอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลัง
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน 

อาหารสูตร Y3 
เติม 2-iP ที่
ระดับความ

เข้มข้นต่าง ๆ 
(มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) 

อัตราการ
เกิดยอด 

(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวน
ยอด

เฉลี่ยต่อ
ชิ้นส่วน 
(ยอด) 

ความยาว
ยอดเฉลี่ย 

(เซนติเมตร) 

อัตราการ
การพัฒนา

ราก 
(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวน
รากเฉลี่ย

ต่อ
ชิ้นส่วน 
(ราก) 

ความยาว
รากเฉลี่ย 

(เซนติเมตร) 

0 25.00 1.00 4.30 25.00 1.00 2.80 

0.1  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

0.3  25.00 1.00 3.00 0.00 0.00 0.00 

0.5  75.00 1.33 2.30 0.00 0.00 0.00 

1  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2  25.00 1.00 4.60 0.00 0.00 0.00 

F-test ** ns ns ** ** ** 

C.V. (%) 49.89 65.98 22.17 69.28 50.00 27.40 

ns ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
** แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p≤0.01) 

ค่าเฉลี่ยที่ก ากับด้วยตัวอักษรแตกต่างกันในสดมภ์เดียวกันมีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
ด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 2.2 ต้นกล้าปาล์มน้ ามันที่พัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาว ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS  ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 
เดือน (บาร์=0.5 เซนติเมตร) 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

นอกจากปัจจัยเรื่องสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตแล้ว กรดอะมิโนที่เติมลงใน
อาหารเพาะเลี้ยงถือเป็นปัจจัยที่ส าคัญเช่นกัน กรดอะมิโนเป็นแหล่งของไนโตรเจนอินทรีย์และเป็น
องค์ประกอบที่ส าคัญอีกอย่างหนึ่งในอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยง มีผลช่วยส่งเสริมการชักน า การเพ่ิม
ปริมาณ การสุกแก่และการพัฒนาจากโซมาติกเอ็มบริโอเป็นพืชต้นใหม่ ชนิดและความเข้มข้นของ
กรดอะมิโนมีบทบาทส าคัญในแต่ละระยะของกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส โดยทั่วไปแล้วการเติม
สารอินทรีย์ไนโตรเจนลงในอาหารที่เพาะเลี้ยง มีผลด้านบวกต่อการเกิดกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส 
(Zouine and Hadrami, 2007)   สอดคล้องกับรายงานของ Kumar และคณะ (2015) สามารถเพ่ิม
จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอได้เมื่อเติม glutamine ลงในอาหารเพาะเลี้ยง โดยการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบ 
Pelargonium sidoides ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรที่มีความส าคัญในแทบแอฟริกาใต้ บนอาหารสูตร MS 
เติม piclolam เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร TDZ เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ glutamine 
เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าการสร้างโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 25.89 เอ็มบริโอต่อ
ชิ้นส่วน หลังจากการเพาะเลี้ยง 6 สัปดาห์ แต่จากการศึกษานี้พบว่า อาหารที่เติม glutamine ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดเพียง 1.5 เอ็มบริโอ ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรเดียวกัน (อาหารสูตร Y3 เติม 2-iP เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร) แต่ไม่มีการเติม glutamine ให้จ านวนโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 42.95 เอ็มบริโอต่อหลอด 

การพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่จากกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส เป็นการเจริญและ
พัฒนาของเซลล์ไปในสองทิศทาง (bipolar) คือขั้วยอดและขั้วรากพร้อม ๆ กัน (สิรนุช, 2540) ให้พืช
ต้นใหม่ที่มีการพัฒนาเป็นเอ็มบริโอระยะต่าง ๆ เหมือนกับต้นอ่อนที่ได้จากการผสมพันธุ์ เรียก
เอ็มบริโอที่มีพัฒนาการมาจากเซลล์ร่างกายว่า โซมาติกเอ็มบริโอ โดยโซมาติกเอ็มบริโอจะพัฒนาเป็น
พืชต้นใหม่ได้นั้นสามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ อย่างไรก็ตามพืชบางชนิดต้องอาศัยปัจจัยต่าง ๆ ใน
การชักน าการงอกและการพัฒนา เช่น องค์ประกอบของสูตรอาหาร แสง และอุณหภูมิ (Fuentes et 
al., 2000) จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าเมื่อย้ายโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างขั้ วรากไป
วางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 3 เดือน ให้อัตราการสร้าง
ยอดสูงสุด 75 เปอร์เซ็นต์ แต่ให้อัตราการพัฒนาของรากสูงสุดเพียง 25 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้การ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ ามันต้องอาศัยปัจจัยที่เหมาะสมส าหรับการชักน ายอดหรือรากเพ่ือให้ได้ต้น
กล้าที่สมบูรณ์ เช่น การศึกษาของ Te-chato และ Muangkaewngam (1992) สามารถชักน าราก
จากการวางเลี้ยงกลุ่มต้นกล้าของปาล์มน้ ามันในอาหารเหลวสูตร MS ที่ลดความเข้มข้นของสารลง
ครึ่งหนึ่งร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร และ BA ความเข้มข้น 0.03 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร วางเลี้ยงในสภาพนิ่ง เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ให้อัตราการสร้างรากสูงสุด 73 เปอร์เซ็นต์          



36 

ดังนั้นในอนาคตควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลต่อการพัฒนาของยอดและรากของ     
โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวโดยผ่านการขั้นตอนของการชักน าต้นอ่อนชุดที่สอง (SSE) เพ่ือร่น
ระยะเวลาในกระบวนการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ หรือน าโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวมาชักน าให้
เกิดเป็นพืชต้นใหม่ตามวิธีของ อาสลัน (2545) โดยการเพาะเลี้ยงโซมาติกเอ็มบริโอบนอาหารสูตร MS 
เติมน้ าตาลซอร์บิทอลเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ให้การพัฒนาของต้นอ่อนชุดที่สอง สูงสุด 77.92 เปอร์เซ็นต์ 
และ SSE สามารถพัฒนาให้ต้นกล้าที่สมบูรณ์สูงสุด 35.72 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารสูตร MS ที่ปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต เพ่ือประโยชน์ทางด้านการพัฒนาและเพ่ิมปริมาณของพืชต้นใหม่จากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน้ ามันผ่านกระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส  
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การทดลองที่ 3 
 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสรา้งจาว  
โดยใช้เครื่องหมาย SSR 

Analysis of Somaclonal Variation of Haustorium Embryo Using           
SSR Marker 
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บทน า 
 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของพืชสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การ
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา การใช้ไอโซไซม์ และการใช้เครื่องหมายพันธุกรรม ปัจจุบัน
เทคนิคทางด้านดีเอ็นเอหรือการใช้เครื่องหมายทางพันธุกรรมมีบทบาทส าคัญในการตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมของพืช เนื่องจากวิธีนี้สามารถท าได้รวดเร็ว มีความแม่นย าสูง ปัจจัยทาง
สิ่งแวดล้อมไม่มีผลเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตัวอย่าง
เครื่องหมายพันธุกรรมที่ใช้ตรวจสอบความแปรปรวนของพืช เช่น เครื่องหมายอาร์เอพีดี เครื่องหมาย
เอเอฟแอลพี เครื่องหมายเอสเอสอาร์ เป็นต้น โดยเทคนิคเอสเอสอาร์ได้รับความนิยม เนื่องจาก
เทคนิคนี้มีข้อดี คือ ปริมาณดีเอ็นเอใช้เพียงเล็กน้อยและไม่จ าเป็นต้องมีบริสุทธิ์สูงมาก  ให้ความ
แตกต่างของชิ้นส่วนดีเอ็นเอมากและมีการกระจายทั่วทั้งจีโนม การแปลผลท าได้ง่าย ให้ผลแน่นอนไม่
เปลี่ยนแปลงเมื่อมีการท าซ้ า (จรัสศรี, 2548)   

SSR (simple sequence repeat) หรือ microsatellite DNA คือ ล าดับเบสที่มี
ลักษณะเป็นชุดซ้ าสั้น ๆ ความยาว 1-6 คู่เบส หรือไม่เกิน 10 คู่เบส เรียงตัวต่อกันในทิศทางเดียวกัน
ส่วนใหญ่จะเป็นชุดซ้ า2 คู่เบส (dinucleotide) แต่บางครั้งอาจพบชุดซ้ าที่เป็น 3 (trinucleotide) ถึง 
4 (tetranucleotide) คู่เบสก็ได้มีการกระจายตัวอยู่ทั่วจีโนมส่วนใหญ่อยู่ในบริเวณที่ไม่ใช่ยีน (non-
coding region) โดยล าดับเบสไมโครแซทเทลไลท์ มักเป็นล าดับเบสจ าเพาะมีเพียงชุดเดียวในจีโนม 
ดังนั้นเมื่อท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR จะเป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในต าแหน่งที่
จ าเพาะเพียงต าแหน่งเดียว และเนื่องจากส่วนไมโครแซทเทลไลท์เป็นส่วนที่มีการกลายพันธุ์โดยการ
เพ่ิมขึ้นหรือลดลงของจ านวนชุดซ้ าได้ง่าย จึงมีโอกาสได้ขนาดดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน เนื่องจากจ านวน
ชุดซ้ าที่ไม่เท่ากัน การตรวจสอบด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จึงพบ polymorphism ค่อนข้าง
สูง นอกจากนี้ยังแสดงแถบดีเอ็นเอแบบข่มร่วมกัน (co-dominant) จึงสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่าง homozygous และ heterozygous ได้ เทคนิค SSR นั้นมีประโยชน์อย่างมากในการใช้เพ่ือ
การศึกษาพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม การศึกษาด้าน
จีโนม การสร้างแผนที่จีโนม จึงสามารถใช้เป็นโมเลกุลเครื่องหมายได้เป็นอย่างดีในการแยกความ
แตกต่างของสิ่งมีชีวิต (สุรินทร์, 2552) 
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มีรายงานการใช้เครื่องหมายเอสเอสอาร์ในการตรวจสอบความแปรปรวนของปาล์ม

น้ ามัน เช่น    วราภรณ์ (2557) ใช้เครื่องหมายเอสเอสอาร์ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้า
ปาล์มน้ ามันออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลอง ใช้ไพรเมอร์จ านวน 9 คู่ไพรเมอร์ พบว่า มี 3 คู่
ไพรเมอร์ ให้รูปแบบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในตัวอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน้ ามันทั้ง 2 ลักษณะ 
คือ ไพรเมอร์ EgClR0446 EgClR0243 และ EgClR0409    ชญานีย์ (2557) ชักน าการกลายพันธุ์ให้
ปาล์มน้ ามันออกดอกในหลอดทดลองด้วยการจุ่ มโซมาติกเ อ็มบริ โอในสารละลาย EMS 
(ethylenediaminetetraacetic acid) แล้วตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม พบว่า       
ไพรเมอร์ EgClR0465 สามารถให้แถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะเป็น polymorphism     Arthipatjaporn 
และ Te-chato (2012) ตรวจสอบความแปรปรวนของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน้ ามันที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็งและอาหารเหลว ใช้ไพรเมอร์จ านวน 9 คู่ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ทั้ง 9 คู่ไพรเมอร์ ให้
แถบดีเอ็นเอชัดเจนและไม่มีความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารทั้งสองชนิด 

  



40 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 
การเตรียมชิ้นส่วน 
 

ใช้โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่ชักน าเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่วางเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS  WPM  Y3 และ OPCM#1 เติม dicamba เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร กรด
แอสคอร์บิคเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าตาลซูโครสเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 วาง
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 14 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 25 ไมโครโมลต่อตาราง
เมตรต่อวินาที ย้ายเลี้ยงทุก 3 สัปดาห์ เป็นเวลา 9 สัปดาห์ จะได้โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาว
ส าหรับตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
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วิธีการศึกษา 
 
1.   การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวโดยใช้

เครื่องหมาย SSR 
 

1.1   การสกัดดีเอ็นเอ 
 

สกัดดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่พัฒนาจากเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตรต่าง ๆ โดยใช้ DNeasy Plant Kit (Qiagen) มีขั้นตอนการสกัดดังนี้ 
น า HE ขนาด 0.5 x 0.5 ซม. ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตรภายในบรรจุลูก
เหล็กอะลูมิเนียมทรงกลมอยู่ หลังจากนั้นน าไปแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นน าชิ้นส่วนไปบดด้วยเครื่องบดเนื้อเยื่อ (TissueLyser) ที่ความถี่ในการเขย่า 30 Hz เป็นเวลา 30 
วินาที น าตัวอย่างที่ผ่านการบดแล้วเติมสารละลาย AP1 400 ไมโครลิตร ร่วมกับ RNase 40 
ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร (Vortex) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที กลับหลอดไปมาทุก 3 นาที เติมบัฟเฟอร์ AP2 130 ไมโครลิตร กลับ
หลอดไปมาให้สารละลายเข้ากัน บ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,500 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ย้ายสารละลายปริมาตร 400-450 ไมโครลิตรใส่หลอดไมโค
รเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตรที่มีแผ่นกรองอยู่ภายใน (QIAsherdder Mini spin column) ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาทีที่อุณหภูมิห้อง เอาแผ่นกรองทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ 
AP3 ปริมาตร 1.5 เท่าของสารละลาย ผสมให้เข้ากันด้วยไมโครปิเปต ย้ายสารละลายปริมาตร 650 
ไมโครลิตรใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์มีแผ่นกรองอยู่ภายใน (DNeasy Mini spin column) ปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ทิ้งสารละลาย ย้ายแผ่นกรอง 
DNeasy Mini spin column ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์ AW 500 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ทิ้งสารละลาย 
ย้ายแผ่นกรอง DNeasy Mini spin column ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติม
บัฟเฟอร์ AW 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาทีที่
อุณหภูมิห้อง ย้ายแผ่นกรอง DNeasy Mini spin column ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์ AE 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ได้ดีเอ็นเอส าหรับตรวจสอบปริมาณและเพ่ิม
จ านวนในขั้นตอนต่อไป 
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1.2   การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 

 
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยการใช้เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

(Nano-Drop รุ่น ND-1000) ใช้โปรแกรม ND-1000 V 3.8.0 ในการวิเคราะห์ ใช้ปริมาณดีเอ็นเอ 2 
ไมโครลิตรต่อตัวอย่าง ปริมาณดีเอ็นเอท่ีวัดได้แสดงบนหน้าจอคอมพิวเตอร์ 

 
1.3   การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) โดย

ใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด ซึ่งเป็น forward และ reverse ทั้งหมด 9 คู่ไพรเมอร์ (EgCIR0008, EgCIR0243, 
EgCIR0337 EgCIR0409 EgCIR0446 EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ EgCIR1772) 
รายละเอียดของไพรเมอร์แสดงในตารางภาคผนวกท่ี 2 ปฏิกิริยาดังกล่าวประกอบด้วยดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 
1 นาโนกรัม ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิดเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร เอ็นไซม์ Ampli Taq Gold 360 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 3 
ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ตั้งอุณหภูมิเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ดังนี้ 

1. Pre-denaturation ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
2. Denaturation ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
3. Annealing ใช้อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ี
4. Extention ขั้นตอนสังเคราะห์เพิ่มความยาวของสายดีเอ็นเอใช้อุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ขั้นตอนที่ 2-4 ท าซ้ าท้ังสิ้น 35 รอบ 
5. Final-Extention ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาท ี
6. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าออกจากเครื่อง 

หลังจากท าพีซีอาร์ น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้วปริมาตร 10 ไมโครลิตรมา
ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส โดยใส่ภายในเครื่อง 
Multina ผลจากการวิเคราะห์ในแต่ละตัวอย่างแสดงบนหน้าจอคอมพิวเตอร์ 
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ผลการศึกษา 

1.   ผลการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวโดยใช้
เครื่องหมาย SSR 

 
จากการน าดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่พัฒนาจากเอ็มบริโอเจนิค

แคลลัสที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตรต่าง ๆ มาตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค  SSR 
โดยใช้ ไพรเมอร์จ านวน 9 คู่ไพรเมอร์ คือ EgClR0008  EgClR0243  EgClR0337  EgClR0409 
EgClR0446  EgClR0465  EgClR0781  EgClR0905 และ EgClR1172 หลังจากเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ แล้วน ามาตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเครื่อง Multina พบว่า 
จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาว พบไพรเมอร์ 8 
คู่ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอที่ไม่มีความแตกต่างกัน (monomorphism) คิดเป็นอัตราการเกิด 
monomorphism ได้ 97.73 เปอร์เซ็นต์ มีเพียงไพรเมอร์เดียวที่ให้แถบดีเอ็นเอเป็น polymorphism 
ได้แก่ EgClR0446 คิดเป็นอัตราการเกิด polymorphism ได้ 2.27 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 3.1) ส าหรับ
ไพรเมอร์ ที่ให้แถบดีเอ็นเอเป็น monomorphism ได้แก่ EgClR0337 EgClR0465  EgClR0243  
EgClR0008  EgClR1772  EgClR0781  EgClR0905 และ EgCIR0409 (ภาพท่ี 3.1-3.9) 
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ตารางท่ี 3.1 ชนิดของไพรเมอร์ จ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ไม่แตกต่างกันจาก
การตรวจสอบด้วยเทคนิค SSR 

ไพรเมอร์ จ านวนแถบ
ทั้งหมด 

จ านวนแถบแบบ
Monomorphic 

อัตราการเกิด 
Monomorphism 

(%) 
EgCIR0337 5 5 100.00 

EgCIR0465 4 4 100.00 

EgCIR0243 6 6 100.00 

EgCIR0905 7 7 100.00 

EgCIR0008 6 6 100.00 

EgCIR1772 5 5 100.00 

EgCIR0446 4 3 75.00 

EgCIR0409 3 3 100.00 

EgCIR0781 4 4 100.00 

จ านวนแถบ
ทั้งหมด 

44 43 97.73 
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ภาพที่ 3.1 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0337 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.2 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอ เมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0465 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ  

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 
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ภาพที่ 3.3 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0243 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.4 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 

จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0905 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 

 lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 
  

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 
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ภาพที่ 3.5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0008 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR1772 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ  

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 
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ภาพที่ 3.7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0446 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.8 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0409 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 

 

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 



49 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.9 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของโซมาติกเอ็มบริโอเมื่อตรวจสอบความแปรปรวนด้วยเทคนิค SSR 
จากการใช้ไพรเมอร์ EgCIR0781 
lane 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
lane 2-9 คือดีเอ็นเอจากโซมาติกเอ็มบริโอ 

  

bp   1       2       3     4     5    6   7   8  9 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

การประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค SSR ในระยะโซมาติกเอ็มบริโอของ
ปาล์มน้ ามันที่ชักน าจากเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงคัพภะลูกผสมเทเนอรา ที่ผ่านการ
ย้ายเลี้ยงมาเป็นเวลานาน 6 ปี แล้วน ามาเพ่ิมย้ายเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงแตกต่างกัน 4 ชนิด พบว่า
มีเพียงไพรเมอร์ EgCIR0446 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะ polymorphism คิดเป็น 2.27 
เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าการใช้เทคนิค SSR และ ไพรเมอร์จ านวน 9 คู่ไพรเมอร์ ดังกล่าวข้างต้น
สามารถตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปาล์มน้ ามันในหลอดทดลองได้  สอดคล้องกับ
รายงาน วราภรณ์ (2557) ใช้เครื่องหมายเอสเอสอาร์ตรวจสอบความแปรปรวนของต้นกล้าปาล์ม
น้ ามันออกดอกและไม่ออกดอกในหลอดทดลองได้ โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 9 คู่ไพเมอร์ พบว่า มี 3 คู่
ไพรเมอร์ ให้รูปแบบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในตัวอย่างดีเอ็นเอของต้นกล้าปาล์มน้ ามันทั้ง 2 ลักษณะ 
คือ ไพรเมอร์ EgClR0446  EgClR0243 และ EgClR0409    ชญาณีย์ (2557) ชักน าการกลายพันธุ์ให้
ปาล์มน้ ามันออกดอกในหลอดทดลองด้วยการจุ่มโซมาติกเอ็มบริโอในสารละลาย EMS แล้วตรวจสอบ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรม พบว่า ไพรเมอร์ EgClR0465 สามารถให้แถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะเป็น 
polymorphism   จากการศึกษาครั้งนี้พบความแปรปรวนทางพันธุกรรมเพียง 2.27 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงไม่ส่งผลต่อความแปรปรวนที่เกิดขึ้น ทั้งนี้เนื่ องจากอาหารแต่ละสูตรไม่มี
องค์ประกอบของสารก่อกลายพันธุ์ประกอบกับสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมร่วมกับอาหาร
เพาะเลี้ยงมีความเข้มข้นต่ า สาเหตุการเกิดความแปรวนทางพันธุกรรมอาจเกิดขึ้นจากระยะเวลาใน
การย้ายเลี้ยง เนื่องจากชิ้นส่วนเริ่มต้นที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เป็นเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่ดูแลโดยการ
ย้ายเลี้ยงทุกเดือนในหลอดทดลองเป็นเวลามากกว่า 6 ปี สอดคล้องกับรายงานของ Smykal และ
คณะ (2007) รายงานว่าพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นถั่วลันเตา (Pisum sativum L.) ที่
ท าการย้ายเลี้ยงในหลอดทดลองเป็นเวลานาน 24 ปี โดยพบลักษณะ polymorphism 11.2 และ 
18.7 เปอร์เซ็นต์ เมื่อตรวจสอบโดยเทคนิค AFLP และ MASP อย่างไรก็ตามจากการศึกษาครั้งนี้แถบ
ดีเอ็นเอที่มีลักษณะ polymorphism อาจเกิดจากการปนเปื้อนของดีเอ็นเอระหว่างขั้นตอนการสกัด 
จึงควรท าการทดลองซ้ าส าหรับไพรเมอร์ EgClR0465 เพ่ือเป็นการยืนยันว่าแถบดีเอ็นเอมีลักษณะ 
polymorphism หรือมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้นของชิ้นส่วนพืชในหลอดทดลอง หรือ
การเพ่ิมจ านวนไพร์เมอร์ที่มีความสามารถแยกแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะ polymorphism ได ้
 การศึกษาครั้งนี้อาจเป็นส่วนหนึ่งในการหาแนวทางที่เหมาะสมต่อการขยายพันธุ์ปาล์มน้ ามัน
ในหลอดทดลอง เพ่ือผลิตต้นกล้าพันธุ์ดีที่มีลักษณะตรงตามความต้องการของเกษตรกรได้ต่อไปใน
อนาคต 
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บทที่ 3 
 

สรุป 
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สรุปผลการทดลอง 
 

อาหารสูตร MS เติม dicamba ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมส าหรับการเพ่ิม
ปริมาณเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส ให้น้ าหนักสดเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเฉลี่ยสูงสุด 468 มิลลิกรัม และ
อาหารสูตร Y3 เติม 2-iP ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมส าหรับการชักน าโซมาติก
เอ็มบริโอซึ่งให้อัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุด 100 เปอร์เซ็นต์ และจ านวนโซมาติกเอ็มบริโอ
เฉลี่ยต่อหลอดสูงสุด 42.95 เอ็มบริโอ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์  

โซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาวที่มีการสร้างรากชักน าได้บนอาหารสูตร Y3 ที่ปราศจากสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต สามารถชักน าเป็นพืชต้นใหม่ที่สมบูรณ์ กล่าวคือมีทั้งยอดและราก อัตราการ
สร้างยอด 25 เปอร์เซ็นต์ จ านวนยอดเฉลี่ย 1 ยอด ความยาวยอด 4.3 อัตราการสร้างราก 25 
เปอร์เซ็นต์ จ านวนรากเฉลี่ย 1 ราก และความยาวรากเฉลี่ย 2.8 เซนติเมตร 

จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้างจาว พบ
ไพรเมอร์ 8 คู่ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอที่ไม่มีความแตกต่างกัน (monomorphism) คิดเป็นอัตราการ
เกิด monomorphism ได้ 97.73 เปอร์เซ็นต์ มีเพียงไพรเมอร์เดียวที่ให้แถบดีเอ็นเอเป็น 
polymorphism ได้แก่ EgClR0446 คิดเป็นอัตราการเกิด polymorphism เพียง 2.27 เปอร์เซ็นต์  

จากการศึกษาครั้งนี้สามารถน ามาปรับใช้ส าหรับการผลิตต้นกล้าปาล์มน้ ามันลูกผสมเทเนอรา
พันธุ์ทรัพย์ ม.อ. ต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 
 

ตารางภาคผนวกที่ 1 องค์ประกอบของสูตรอาหารสังเคราะห์ 
องค์ประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

 MS Y3 WPM OPCM#1 OPCM#2 
NH4NO3                     1650.00 0.00 400.00 1025.00 825.00 

NH4Cl 0.00 535.00 0.00 0.00 267.50 

KNO3                         1900.00 2020.00 0.00 950.00 1960.00 

KCl 0.00 1492.00 0.00 0.00 746.00 
NaH2PO4 1H2O 0.00 312.00 0.00 0.00 156.00 

CaCl2.2H2O                   440.00 294.00 96.00 268.00 367.00 

Ca(NO3).4H2O 0.00 0.00 556.00 278.00 0.00 

MgSO4.7H2O                 370.00 247.00 0.00 185.00 308.50 

K2 SO4 0.00 0.00 990.00 495.00 0.00 

KH2PO4                        170.00 0.00 170.00 170.00 85.00 

H3BO3                            6.20 3.10 6.20 6.20 4.65 

MnSO4.H2O                     16.90 11.20 16.90 16.90 14.05 

ZnSO4.7H2O                      10.60 7.20 8.60 9.60 8.90 

KI                                   0.83 8.30 0.00 0.415 4.565 
Na2MoO4.2H2O                0.25 0.24 0.25 0.25 0.365 

CuSO4.5H2O                    0.025 0.16 6.25 3.1375 0.0925 

CoCl2.6H2O                     0.025 0.24 0.00 0.0125 0.1325 

Na2EDTA                     37.30 37.30 37.30 37.30 37.30 

FeSO4.7H2O                 27.80 27.80 27.80 27.80 27.80 

NiCl2 6H2O 0.00 0.024 0.00 0.00 0.012 

Myoinositol 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
Glycine                            2.00 0.00 2.00 2.00 1.00 
Nicotinic acid                    0.50 0.05 0.50 0.50 0.275 
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องค์ประกอบ ปริมาณสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
 MS Y3 WPM OPCM#1 OPCM#2 
Pyridoxine.HCl                  0.50 0.05 0.50 0.50 0.50 
Thiamine.HCl                    0.10 0.50 1.00 0.55 0.30 
Ca-
pantothenate 

0.00 0.05 0.00 0.00 0.025 

Biotin 0.00 0.05 0.00 0.00 0.025 
Sucrose (กรัม) 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 
วุ้น (กรัม) 7.50 7.50 7.50 7.50 7.50 
pH 5.7 5.7 5.7 5.7 5.7 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ไพร์เมอร์ SSR ที่ใช้ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปาล์มน้ ามัน 
Primer name 5’       3’ Forward primer 5’       3’ Reverse primer 
EgCIR0008 CGGAAAGAGGGAAGATG ACCTTGATGATTGATGTGA 
EgCIR0243 TGGAACTCCTATTTTACTGA GCCTCGTAATCCTTGTCA 
EgCIR0337 GTCTGCTAAAACATCAACTG GAGGAGGAGGGGAACGATAA 
EgCIR0409 AGGGAATTGGAAGAAAAGAAAG TCCTGAGCTGGGGTGGTC 
EgCIR0446 CCCCTTCGAATCCACTAT CAAATCCGACAAATCAAC 
EgCIR0465 TCCCCCACGACCCATTC GGCAGGAGAGGCAGCATTC 
EgCIR0781 CCCCTCCCTACCACGTTCCA TGTTTGCTGTTGCTCTTTGATTTTC 
EgCIR0905 CACCACATGAAGCAAGCAGT CCTACCACAACCCCAGTCTC 
EgCIR1772 CTTCCATTGTCTCATTATTCTCTTA ACCTTGTATTAGTTTGTCCA 
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ผลงานตีพิมพ์ 
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