
บทท่ี 3

ผลการทดลอง

3.1 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้สาร EMS เพ่ือชัทนำให้คำฝอยเกิดการทลายพันธุ 
ในสภาพปลอดเช้ือ

3.1.1 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสาร EMS เพ่ือซักนำให้คำฝอยเกิดการกลายพันธุ
3.1.1.1 การใช้สารละลาย EMS ในช่วงความเข้มข้น 1.0-5.0%

จากการนำใบเล้ียงคำฝอยมาให้สาร EMS ท่ีระดับความเข้มข้น 1.0, 2.0, 
3.0, 4.0 และ 5.0% ซ่ึงเตรียมอยู่ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.05 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.0 
เพ่ือหาความเข้มข้นท่ีเหมาะลมของสาร EMS ในการซักนำให้เกิดการกลายพันธุ พบว่า ค่าเฉล่ีย 
ระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยเน้ือเย่ือ
ใบเล้ียงท่ีใด้รับสาร EMS มีแนวโน้มเกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือมากข้ึน เกิดแคลลัสลดลง
เม่ือใช้ความเข้มข้นของสาร EMS สูงข้ึน และแคลลัลไม่พัฒนาไปเป็นยอด การใช้สาร EMS 
ความเข้มข้น 4.0% และ 5.0% ไม่ทำให้เกิดแคลลัส โดยใบเล้ียงคำฝอยท่ีไม่ให้สาร EMS
(control) ไม่เกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือและเกิดแคลลัสลูงท่ีสุด คือ 84.0% โดยแคลลัลเรมมี 
การพัฒนาไปเป็นยอดภายหลังจากเพาะเล้ียงเป็นเวลาประมาณ 14 กัน มีร้อยละการพัฒนาไป 
เป็นยอดเท่ากับ 11.90% ดังแสดงในตารางท่ี 3.1 การเกิดแคลลัสเร่ิมปรากฏภายหลังจาก
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 4-7 กัน โดยเกิดตรงบรีเวณรอยตัดและขอบใบเล้ียง เม่ือเล้ียงในสภาพท่ีไม่ 
ให้แสงแคลลัลมีสีเหลือง1จาง มีลักษณะเชลล์เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม  ๆ (friable callus) ต่อมา 
หลังจากย้ายไปเล้ียงในสภาพท่ีให้แลงแคลลัสมีสีเขียวเข้มข้ึน นอกจากน้ันพบว่า แคลลัลท่ี
เจริญมาจากเน้ือเย่ือที่ มีความเสียหายต้ังแต่ระดับ 3 เป็นต้นไป คือ เกิดสีน้ืาตาลมากกว่า 40% 
ของพ้ืนท่ีใบเล้ียงจะมีขนาดเล็กลง เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลานานแคลลัลไม่ลามารถพัฒนาไปเป็น 
ยอดและตายในท่ีลุด
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ตารางท่ี 3.1 แสดงค่าเฉล่ียระดับความเลียหายของเน้ือเย่ือ ร้อยละการเกิดแคลลัล และ
ร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัล ภายหลังการให้สารละลาย EMS ความเข้มข้น 1.0- 
5.0% ซ่ึงเตรยมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ท่ีเติม DMSO 4.0% เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง

ร้อยละความเข้มข้น 

ของสาร EMS1 

(%)

ค่าเฉล่ียระตับ 

ความเสียหาย 

ของเน้ือเย่ือ2

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส 

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส 

(%)

control 0.00 a3 84.00 11.90

(ไม่ใช้สาร EMS)

1.0 1.22 b 72.00 0.00

2.0 1.30 ช 56.00 0.00

3.0 1.70 c 12.00 0.00

4.0 4.78 d 0.00 0.00

5.0

---------------------------------------------------------------------------------------------------------5 - -----------------

4.96 d 0.00 0.00

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 50 ซ้ําต่อกรรมวิธี

2ระตับความเสียหายของเนื้อเยื่อค่ดเป็นร้อยละการ๓ดสีนํ้าตาลของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระตับ 0 ไม่เกิดสีนํ้าตาลบนใบเลี้ยง 

ระตับ 1 เกิดสีน้ําตาลไม่เกิน 20% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระตับ 2 เกิดสีนำตาลมากกว่า 20% แต่ไม่เกิน 40% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระตับ 3 เกิดสีนำตาลมากกว่า 40% แต่ไม่เกิน 60% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระตับ 4 เกิดสีนํ้าตาลมากกว่า 60% แต่ไม่เกิน 80% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระดับ 5 เกิดสีนํ้าตาลมากกว่า 80% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง

3 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนฯตง มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย 

ใดยวิธี Duncan' ร Multiple Range Test ที่ระคับนัยสำคัญ 0.05
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3.1.1.2 การใช้สารละลาย EMS ในช่วงความเข้มข้น0.2-1.0%
จากผลการทดลองท่ีได้ในข้อ 3.1.1.1 แลดงให้เห็นว่า การใช้ลาร EMS 

ความเข้มข้นระหว่าง 1.0-5.0% ก่อให้เกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือค่อนข้างสูง และทำให้ 
แคลลัสไม่สามารถพัฒนาไปเป็นต้นได้ จึงทำการลดระดับความเข้มฃ้นฃองสาร EMS ลงมาอยู่ 
ในช่วง 0.2-1.0% เพ่ือทดสอบหาความเข้มฃ้นท่ีเหมาะลมของสาร EMS ในการซักนำให้เกิดการ 
กลายพันธุ โดยใช้การเตรียมสารละลาย EMS ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.05 โมลาร์ ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง 7.0 และการเตรียมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจรีญเติบโต 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 เพ่ือเปรยบเทียบวิธีการเตรียมสารละลาย EMS ท่ีเหมาะสม พบว่า 
ค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยการ 
ให้สาร EMS ในช่วงความเข้มข้นดังกล่าวทำให้เกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือมากข้ึนเม่ีอระดับ 
ความเข้มข้นของสาร EMS สูงข้ึน การเตรียมสารละลาย EMS ในอาหารเหลวเกิดความเสียหาย 
ของเนือเย่ือสูงกว่าการเตรียมสารละลาย EMS ในบัฟเฟอร์ เม่ือเปรยบเทียบท่ีระดับความเข้มข้น 
เดียวกัน การใช้สาร EMS ความเข้มข้น 1.0% ซ่ึงเตรียมในอาหารเหลวเกิดความเสียหายของ 
เนือเย่ือสูงท่ีลุด คือ มีค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือเท่ากับ 2.40 โดยใบเล้ียงท่ีไม่ได้ 
รับสาร EMS (control) ของท้ังลองวิธีการไม่เกิดความเสียหาย ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 ต่อมา 
เม่ือเนือเย่ือท่ีเกิดความเสียหายเจริญไปเป็นแคลคัล พบว่า การใช้สารละลาย EMS ทุกระดับ 
ความเข้มข้นท่ีเตรียมในอาหารเหลวเกิดแคลคัลได้มาก คือ มีร้อยละการเกิดแคลคัลเท่ากับ
94.0- 100% ส่วนการเตรียมสารละลาย EMS ในบัฟเฟอร์มีร้อยละการเกิดแคลคัสน้อยกว่า คือ
70.0- 86.0% โดยมีแนวโน้มเกิดแคลคัลลดลงตามระดับความเข้มข้นของสาร EMS ท่ีสูงข้ึน
การพัฒนาไปเป็นยอดของแคลคัลให้ผลเป็นไปในทำนองเดียวกันกับการเกิดแคลคัล กล่าวคือ
เม่ือใช้สาร EMS ความเข้มข้นสูงข้ึนแคลคัลจะมีการพัฒนาไปเป็นยอดน้อยลง ซ่ึงการเตรียม
สารละลาย EMS ในอาหารเหลวเกิดยอดสูงกว่าการเตรียมสารละลาย EMS ในบัฟเฟอร์เม่ือ 
เปรียบเทียบท่ีระดับความเข้มข้นเดียวกัน (ตารางท่ี 3.2) จากผลท่ีได้ เลือกใช้วิธีการเตรียม
สารละลาย EMS ในอาหารเหลวและใช้สาร EMS ความเข้มข้น 0.8% เน่ืองจากเป็นวิธีการ 
และเป็นระดับความเข้มข้นท่ีก่อให้เกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือสูง คือ มีค่าเฉล่ียระดับความ 
เสียหายของเน้ือเย่ือเท่ากับ 2.04 แต่ยังสามารถเกิดแคลคัลได้มาก และแคลคัลมีการพัฒนาไป 
เป็นยอดใกล้เคียงกับการใช้สาร EMS ท่ี 0.4% คือ มีร้อยละการเกิดแคลคัล และร้อยละการ 
พัฒนาไปเป็นยอดของแคลคัสเท่ากับ 98.0% และ 14.30% ตามลำดับ การใช้สาร EMS ความ 
เข้มข้น 1.0% แม้ว่าจะเกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือสูงท่ีสุด แต่ทำให้การพัฒนาไปเป็นยอด
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ของแคลลัสลดลงเป็นอย่างมาก คือ 0% และ 4.25% เม่ือเตรียมสารละลาย EMS ในบัฟเฟอร์ 
และอาหารเหลว ตามลำดับ จึงไม่เลือกใช้สาร EMS ท่ีระดับความเข้มข้นดังกล่าว

ตารางท่ี 3.2 แสดงค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือ ร้อยละการเกิดแคลลัส และ
ร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส ภายหลังการให้สารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.2- 
1.0% ซ่ึงเตรียมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์และอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญ 
เติบโต และเติม DMSO 4.0% เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง

วิธีเตรียม 

สารละลาย EMS

ร้อยละความเข้มข้น 

ของสาร EMS1

(%)

ค่าเฉลี่ยระดับ 

ความเสียหาย 

ของเน้ือเย่ือ2

ร้อยละ

การเกิดแคลลัล

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของ 

แคลลัส (%)

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ control

(ไม่ใช้สาร EMS)

0.00 a3 86.00 13.95

0.2 0.40 ช 80.00 12.50

0.4 0.44 ช 78.00 10.26

0.8 0.70 be 76.00 7.89

1.0 1.26 d 70.00 0.00

อาหารเหลวสูตร MS control

(ไม่ใช้สาร EMS)

0.00 a 100 20.00

0.2 0.64 be 100 16.00

0.4 0.78 be 08.00 14.30

0.8 2.04 e 98.00 14.30

1.0 2.40 f 94.00 4.25
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(ต่อตารางท่ี 3.2)

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 50 ซ้ําต่อกรรมวิธี

2 ระดับความเสียหายของเนื้อเยื่อคิดเป็นร้อยละการเกิดสีนื้าตาลของพื้นที่ใบเลี้ยง ฟนเดียวกับตารางที่ 3. า

3ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย 

โดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range Test ทีระดับนัยสำคัญ 0.05

3.1.2 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารตัวพา DMSO
จากผลการทดลองท่ีได้โนข้อ 3.1.1 เลือกใช้วิธีการเตรียมสารละลาย EMS ความ 

เข้มข้น 0.8% ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจรีญเติบโต ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง 5.7 เพ่ือนำมาทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะลมของสารตัวพา คือ DMSO ในการใช้ 
ร่วมกับสาร EMS โดยใช้สาร DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0% ปฏินัติ 
ตามวิธีการในข้อ 2.5.1.1 พบว่า การใช้สาร DMSO ความเข้มข้นสูงฃ้ึนมีแนวโน้มเกิดความ 
เสียหายของเน้ือเย่ือมากข้ึน โดยการใช้สาร DMSO ความเข้มข้น 4.0% ร่วมกับสาร EMS
ทำให้เกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือสูงท่ีสุด คือ มีค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือเท่ากับ
2.12 และมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญจากระดับความเข้มข้นอ่ืน สำหรับการเกิดแคลลัส 
และการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส พบว่า เน้ือเย่ือท่ีได้รับสาร EMS และ DMSO ทุกระดับ 
ความเข้มข ้น มีร้อยละการเกิดแคลลัลและร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัสใกล้เคียงกัน 
คือ 96.0-98.0% และ 14.29-14.58% ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 3.3 จากผลท่ีได้
เลือกใช้สาร DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น 4.0% ในการใช้ร่วมกับสาร EMS เน่ืองจากเป็นความ 
เข้มข้นท่ีทำให้เกิดความเลียหายของเน้ือเย่ือสูงท่ีลุด แต่ยังเกิดแคลลัสและการพัฒนาไปเป็นยอด 
สูงใกล้เคียงกับการใช้ความเข้มข้นท่ีต่ํากว่า
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ตารางท่ี 3.3 แสดงค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือ ร้อยละการเกิดแคลลัส และ
ร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส ภายหลังการให้สารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.8% 
ซ่ึงเตริยมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต และเติม DMSO 
ความเข้มข้น 1.0-4.0% เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง

ร้อยละความเข้มข้น 

ของสาร DMS01 

(%)

ค่า เฉล่ีย ระดับ 

ความ เสียหาย 

ของ เน้ือ เย่ือ2

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส

(%)

control 0.00 a3 100 22.00

(ไม่ใช้สาร EMS)

1.0 1.56 ช 98.00 14.29

2.0 1.68 ช 98.00 14.29

3.0 1.70 ช 96.00 14.58

4.0

------------------------------------------- Ç -------

2.12c 96.00 14.58

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 50 ช้ําต่อกรรมวิธี

2 ระดับความเลียหายของเน้ือเย่ือคิดเปินร้อยละการเกิดสีนํ้าตาลของพ้ืนท่ี'ใบเล้ียง เช่นเดียวกับตารางท่ี 3.1

3 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวตัง มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย 

โดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range Test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05

I i q  oiq จุ)
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3.1.3 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะลมของการให้สาร EMS
จากผลท่ีได้ในข้อ 3.1.1 และ 3.1.2 เลือกใช้วิธีการเตรียมลารละลาย EMS ความ 

เข้มข้น 0.8% ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากลารควบคุมการเจริญเติบโต ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง 5.7 และเติมลารตัวพา DMSO ความเข้มข้น 4.0% โดยใช้เวลาให้สาร EMS นาน 1, 
2, 3 และ 4 ช่ัวโมง เพ่ือทดลอบหาระยะเวลาการให้สาร EMS ท่ีเหมาะสม ปฏิป้ตตามวิธีการ 
เซ่นเดียวกับข้อ 2.5.1.1 พบว่า ค่าเฉล่ียระตับความเสียหายของเน้ือเย่ือมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยเม่ือให้สาร EMS เป็นเวลานานมากฃ้ึนมีแนวโน้มเถิดความ
เสียหายของเน้ือเย่ือสูงข้ึน ซ่ึงการใช้เวลาให้สาร EMS นาน 4 ช่ัวโมง เกิดความเสียหายของ 
เน้ือเย่ือสูงท่ีสุด คือ มีค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือเท่ากับ 2.64 การเกิดแคลลัสของ 
เน้ือเย่ือท่ีได้รับสาร EMS เป็นระยะเวลานานต่าง  ๆ กัน พบว่า มีร้อยละการเกิดแคลลัสใกล้ 
เคียงกัน คือ 94.0-100% โดยมีแนวโน้มลดลงเล็กน้อยตามระยะเวลาการให้สาร EMS ท่ีนานข้ึน 
สำหรับการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส พบว่า การพัฒนาไปเป็นยอดของแคลคัสมีแนวโน้ม 
ลดลงเม่ือให้สาร EMS เป็นเวลานานข้ึน โดยการให้สาร EMS นาน 1, 2 และ3 ช่ัวโมง เกิดยอด 
ใกล้เคียงกัน คือ 16.33-20.0% ส่วนการให้สาร EMS เป็นเวลานาน 4 ช่ัวโมง มีร้อยละการเกิด 
ยอดน้อยมาก คือ 8.51% ตังแสดงในตารางท่ี 3.4 จากผลท่ีได้ เลือกการใช้ระยะเวลาให้สาร 
EMS นาน 3 ช่ัวโมง เน่ืองจากเป็นระยะเวลาท่ีทำให้แคลลัลเกิดการพัฒนาไปเป็นยอดได้พอ
สมควร คือ 16.33% และเกิดความเสียหายของเน้ือเย่ือลง คือ มีค่าเฉล่ียระดับความเสียหาย 
ของเนอเยอเท่ากับ 2.10
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ตารางท่ี 3.4 แสดงค่าเฉล่ียระดับความเสียหายของเน้ือเย่ือ ร้อยละการเกิดแคลลัส และ
ร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส ภายหลังการให้สารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.8% 
ซ่ึงเตรียมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจรีญเติบโต และเติม DMSO 
4.0% เป็นเวลานาน 1-4 ช่ัวโมง

ระยะเวลา 

การให้สาร EMS1 

(ช่ัวโมง)

ค่าเฉล่ียระตับ 

ความเสียหาย 

ของเน้ือเย่ือ2

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส 

(%)

1 0.72 a3 100 20.00

2 1.06 a 100 18.00

3 2.10 ช 98.00 16.33

4 2.64 C 94.00 8.51

1 ใช้ตัวอย่า-!จำนาน 50 ซ้ําต่อกรรมวิธี

2ระดับความเลยหายของเนื้อเย่ือคิดเป็นร้อยละการเกิดสีนํ้าตาลของพื้นท่ีใบเลี้ยง เช่นเดียวกับตารางท่ี 3.1 

3ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย 

โดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range Test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05
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3.2 ความแปรป?วนของต้นคำฝอยท่ีได้จากทา?ชักนำด้วยสาร EMS ในสภาพเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

จากผลท่ีได้ในข้อ 3.1.1.2 แสดงให้เห็นว่า การให้สาร EMS ในช่วงความเข้มข้น 0.2- 
1.0% ซ่ึงเตรียมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นช่วงความ 
เข้มข้นท่ียังทำให้ใบเล้ียงสามารถเกิดแคลลัลได้สูง คือ 98.0-100% และแคลลัสมีการพัฒนาไป 
เป็นยอดได้พอลมควร คือ 4.25-16.0% (ตารางท่ี 3.2) จึงนำยอดท่ีได้ใปเพาะเล้ียงบนอาหาร 
เพ่ือชักนำให้เกิดราก พบว่า ยอดท่ีได้จากการให้สาร EMS ในช่วงความเข้มข้นดังกล่าวและยอด 
ท่ีไม่ผ่านการให้สาร EMS (control) ไม่สามารถชักนำให้เกิดรากได้ จึงสังเกตลักษณะต่าง  ๆ
ทางสัณฐานวิทยาของต้นภายใต้สภาพเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ ดังแสดงในตารางท่ี 3.5 พบว่า
ลักษณะความสูงของต้นและอายุออกดอกมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วน
ขนาดใบและจำนวนหนามต่อใบไม่มีความแตกต่างกัน เม่ือพิจารณาถึงลักษณะท่ีแปรปรวนไป 
จากต้นปกติซ่ึงมีลักษณะ คือ ลำต้นมีปล้องยาว ใบไม่อวบน้ืา รูปร่างใบรี และใบมีหนามยาว 
ปานกลาง จะพบลักษณะท่ีแตกต่างจากลักษณะดังกล่าวข้างต้น ได้แก่ ลำต้นมีปล้องสัน
ใบอวบน้ํา รูปร่างใบกลมมน ใบมีหนามสันหรีอหนามยาว (รูปท่ี 3.1 และรูปท่ี 3.2) โดยพบว่า 
ความแปรปรวนส่วนใหญ่มีแนวโน้มเพ่ิมมากข้ึนตามระดับความเข้มข้นของสาร EMS ส่วนต้นท่ี 
ได้จาก control ซ่ึงไม่ได้รับสาร EMS เกิดลักษณะท่ีแปรปรวนได้เช่นเดยวกัน แต่เกิดได้น้อยกว่า 
ในระยะต่อมาภายหลังจากการนำยอดมาเพาะเล้ียงบนอาหารเพ่ือชักนำให้เกิดรากเป็นเวลา 
ประมาณ 40-42 วัน ต้นคำฝอยจะเร่ิมทยอยออกดอก ในระยะแรกดอกอ่อนมีสืเหลือง เม่ือแก่ 
เปล่ียนเป็นสีแดงลัม (รูปท่ี 3.3)



ตารางท่ี 3.5 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอยท่ีพัฒนามาจากแคลลัสของใบเล้ียงท่ีได้รับสาร EMS ความเข้มข้น 0.2-1.0%

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย
J U LJ l ’t a y

ความเข้มข้น 

สาร EMS1

(%)

ความสูง 

เฉล่ีย

ขนาดใบเฉล่ีย 

(มิลลิเมตร)

จำนวน

หนาม

อายุ

ออกดอก

ร้อยส ะความแปรปรวนไปจากต้นปกต ิ

(%)
(พนติเมตร) กว้าง ยาว เฉล่ียต่อใบ เฉล่ีย ปล้อง ใบอวบ รูปร่างใบ ลักษณะหนาม

(หนาม) (วัน) ส้ัน น้ํา บ ิด เบ ี้ย ว ก ล ม ม น เว ้าแหว ่ง รวม ยาว ส ั้น รวม

control

(ไม่ใช ้ลาร EMS)

4.63 a2 7.78 a 17.38 a 17.76 ล 4 1.83 ล 20.00 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 13.33 13.33 26.66

0.2 4.18 a 7.56 a 17.56 a 17.17a 41.63 a 16.67 25.00 0.00 0.00 0.00 0.00 16.67 8.33 25.00

0.4 4.11 a 7.77 a 17.33 a 16.70 a 41.40 a 33.33 44.44 0.00 0.00 0.00 0.00 22.22 22.22 44.44

0.8 4.19 a 7.67 a 17.41 a 16.85 a 41.60 a 33.33 44.44 11.11 11.11 0.00 22.22 33.33 11.11 44.44

1.0 2.83 ช 6.89 a 16.56 a 16.11 a ท ุกต ้นไม ่ 

อ อ ก ด อ ก

100 100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 66.67 66.67

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 50 ซ้ําต่อกรรมวิธี

2 ค่าเฉล่ียท่ีฝ็ตัวอักษรแตกต่างกัน'ในแนวตัง มีความแตกต่างโโนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05

0ว
CD
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รูปท่ี 3.1 แสดงลักษณะของลำต้นและการอวบน้ําของใบ ต้นปกติมีปล้องยาว ใบไม่อวบน้ํา (ก) 
และต้นท่ีเกิดความแปรปรวนมีปล้องส้ัน ใบอวบน้ํา (ข)
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รูปที 3.2 แสดงลักษณะความยาวของหนามท่ีใบ ใบปกติมีความยาวของหนามปานกลาง (ข) 
ใบท่ีเกิดความแปรปรวนมีหนามยาว (ก) หรอหนามลัน (ค)
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รูปท่ี 3.3 แลดงการออกดอกรองคำฝอย ดอกอ่อนมีลีเหลือง (ก) ต่อมาเม่ือแก่เปล่ียนเป็น
ลแดงส์ม (ร)
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3.3 ความแปรปรวนชองต้นคำฝอยท่ีได้จากการศึกษาปัจจัยท่ีหำให้เกิดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมในสภาพเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

3.3.1 ชนิดของช้ินส่วนพืช
เม่ือใช้ช้ินส่วนพืชต่างชนิดกันเป็นแหล่งเน้ือเย่ือ คือ ใบเล้ียงและลำต้นใต้ใบเล้ียง

นำมาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่า แคลลัสเร่ิมเจริญข้ึนมาบนใบเล้ียงและลำต้นใต้ใบเล้ียงภายหลังจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา
4-7 วัน' และ 12-14 วัน ตามลำดับ โดยใบเล้ียงเกิดแคลลัสสูงกว่าลำต้นใต้ใบเล้ียง (ตารางท่ี 
3.6) แคลลัสของใบเล้ียงเกิดข้ึนตรงบริเวณรอยดัดและขอบใบ มีลีเขียวจาง ส่วนใหญ่เป็นเซลล์ 
ท่ีเกาะกลุ่มกันอย่างหลวม  ๆ มีเลันผ่าศูนย์กลางประมาณ 1.0-1.5 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.4) 
ต่อมาภายหลังจากเพาะเล้ียงเป็นเวลาประมาณ 10 วัน แคลลัลของใบเล้ียงเร่ิมมีการพัฒนาไป 
เป็นยอด (รูปท่ี 3.5) ส่วนแคลลัสของลำต้นใต้ใบเล้ียงเกิดตรงบริเวณรอยดัดท้ังสองข้าง
มีลักษณะใกล้เคียงกับแคลลัลของใบเล้ียง แต่มีขนาดเลันผ่าศูนย์กลางเล็กกว่า คือ ประมาณ 
0.8-1.0 เซนติเมตร และชุ่มช้ืนมากกว่า (รูปท่ี 3.4) ซ่ึงพบว่า แคลลัสของใบเล้ียงมีร้อยละการ 
พัฒนาไปเป็นยอดสูง คือ 30.0% ส่วนแคลลัสของลำต ้นใต้ใบเล้ียงมีร้อยละการพัฒนาไปเป็น 
ยอดน้อยมาก คือ 3.85% ดังแสดงในตารางท่ี 3.6 ต่อมาภายหลังจากแยกยอดไปเพาะเล้ียง 
บนอาหารเพ่ือซักนำให้เกิดราก และลังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นในสภาพเพาะเล้ียง 
เน้ือเย่ือ แสดงผลไว้ในตารางท่ี 3.7 พบว่า ต้นท่ีพัฒนามาจากแคลลัลของใบเล้ียงและลำต้น 
ใต้ใบเล้ียงมีความแตกต่างกันในด้านความสูง ขนาดใบ จำนวนหนามต่อใบ และอายุออกดอก 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ลักษณะท่ีแปรปรวนออกไปจากต้นปกติส่วนใหญ่เกิดข้ึนกับต้นท่ี
พัฒนามาจากแคลลัสของลำต้นใต้ใบเล้ียงช่ึงมีความแปรปรวนค่อนข้างสูง ได้แก่ ลำต้นมี
ปล้องลัน ใบอวบน้ํา และใบมีหนามลัน แต่ไม่มีความแปรปรวนของรูปร่างใบ ส่วนต้นท่ี
พัฒนามาจากแคลลัสของใบเล้ียงมีความแปรปรวนของลักษณะดังกล่าวเพียงเล็กน้อย
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ตารางที่ 3.6 แสดงร้อยละการเกิดแคลลัส และร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัสที่ได้ 

จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชต่างชนิดกันบนอาหารแข็งสูตร MS ที,เติม NAA 

และ BA ความเข้มข้น 0:5 มิลลิกรัมต่อลิตร

ร้อยละ ร้อยละการพัฒนา

ช้ินส่วนพืช1 การเกิดแคลลัส ไปเป็นยอดของแคลลัส

(%) (%)

ใบเล้ียง 100 30.0

ลำต้นใต้ใบเล้ียง 

----------------------------5--------

86.67 3.85

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ช้ําต่อกรรมวิธี

รูปที่ 3.4 แสดงลักษณะแคลลัสของใบเลี้ยงและแคลลัสของลำต้นไต่ใบเลี้ยงที่เพาะเลี้ยงบน 

อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร
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รูปท 3.5  แสดงการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัสทีได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนดูาหารแข็ง 

สูตร M S ทีเติม N A A  และ B A  ความเข้มข้น 0,5  มิลลิกรัมต ่อ ลิตร



ตารางที ่ 3.7 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชต่างชนิดกันบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA และ BA
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย

ช้ินส่วนพืช1

ความสูง 

เฉล่ีย

ขนาดใบเฉล่ีย 

(มิลลิเมตร)

จำนวน

หนาม

อายุ

ออกดอก

ร้อยส ะความแปรปรวนไปจากต้นปกติ 

(%)
(เซนติเมตร) กว้าง ยาว เฉล่ียต่อใบ เฉล่ีย ปล้อง ใบอวบ 2ปร่าง'ใบ ลักษณะหนาม

(หนาม) (วัน) ส้ัน น้ํา บิดเบ้ียว กลมมน เว้าแหว่ง รวม ยาว ส้ัน รวม

ใบเล้ียง 4.65 a2 7.55 a 17.39 a 17.42 a 41.88 18.18 18.18 9.09 0.00 0.00 9.09 9.09 9.09 18.18

ลำต้นใต้ 

ใบเล้ียง

1.80 ช 4.00 ช 12.33 ช 9.67 b ไม่ออกดอก 100 100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100 100

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ซ้ําต่อกรรมวิธี

2 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05
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3.3.2 อายุของช้ินส่วนพืช
จากการนำชิ้นส่วนใบเลี้ยงของต้นกล้าอายุ 1,2, 3 แ ล ะ 4 ส ัปดาห ์ มาเพาะเลี้ยงตาม 

วิธีการในข้อ 2.7.2 พบว่า ใบเลี้ยงทุกกลุ่มมีร้อยละการเกิดแคลสัลสูง คือ 100% ส่วนการ 

พัฒนาไปเป็นยอดของแคลสัสจะสูงที่ลุดเมื่อใช้ใบเลี้ยงอายุ 2 ส ัปดาห ์ คือ มีร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดเท่ากับ 33.33% รองลงมาคือ การใช้ใบเลี้ยงอายุ 1, 3 และ 4 ส ัปดาห ์ ตามลำดับ 

ชึ่งมีร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดเท่ากับ 23.33%, 13.33% และ 10.0% ตามลำดับ ดังแสดง 

ในตารางที่ 3.8 ต่อมาภายหลังจากแยกยอดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพื่อชักนำให้เกิดราก และ 

สังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้น แสดงผลไวิในตารางที่ 3.9 พบว่า ต้นคำฝอยที่ได้จาก 

การเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุต่าง ๆ มีค่าเฉลี่ยของความสูงและอายุออกดอกแตกต่างกันอย่างมี 

นัยสำคัญทางสถิติ แต่มีค่าเฉลี่ยของขนาดใบและจำนวนหนามต่อใบไม่แตกต่างกัน ในด้าน 

ความแปรปรวนของลักษณะต้นที่แตกต่างไปจากต้นปกติ พบว่า มีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้นตามอายุ 

ของใบเลียง กล่าวคือ ต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุ 4 ส ัปดาห ์ มีความแปรปรวนสูง

กว่าต้นกลุ่มอื่น ซ่ึงพบลักษณะของต้นที่มีความแปรปรวนไป ได้แก่ ลำต้นมีปล้องสั้น ใบอวบ‘นา 

รูปร่างใบบิดเบี้ยว ใบมีหนามสั้น เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานจะไม่ออกดอกและตายในที่ส ุด

(รูปท่ี 3.6)
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ตารางที่ 3.8 แสดงร้อยละการเกิดแคลลัส และการร้อยละพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัลที่ได้

จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุ 1-4 ส ัปดาห์ บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม NAA 

และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

อายุใบเล้ียง1 

(สัปดาห์)

ร้อยละ

การเกิดแคลสัส 

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลสัส 

(%)

1 100 23.33

2 100 33.33

3 100 13.33

4 100 10.00

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ช้ําต่อกรรมวิธี

รูปที่ 3.6 แสดงลักษณะต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุ 4 สัปดาห์ซึ่งเกิดความแปรปรวน 

คือ ลำต้นมีปล้องสัน ใบอวบนํ้า รูปร่างใบบิดเบี้ยว ใบมีหนามสัน เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น 

เวลานานจะไม่ออกดอกและเหลืองตาย



ตารางที ่ 3.9 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุ 1-4 สัปดาห์บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA และ BA
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย

อายุใบเลี้ยง1 

(สัปดาห์)

ความสูง 

เฉล่ีย

ขนาดใบเฉล่ีย 

(มิลลิเมตร)

จำนวน

หนาม

อายุ

ออกดอก

ร้อยส ะความแปรปรวนไปจากต้นปกติ 

(%)
(เฃนติเมตร) กว้าง ยาว เฉล่ียต่อใบ เฉล่ีย ปล้อง ใบอวบ รูปร่างใบ ลักษณะหนาม

(หนาม) (วัน) ส้ัน น้ํา บิดเบ้ียว กลมมน เว้าแหว่ง รวม ยาว ส้ัน รวม

1 4.61 ค2 7.63 a 17.62 a 17.58 a 42.00 a 12.50 12.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.50 12.50

2 4.63ล 7.75 ล 17.55 a 17.50 a 41.89 a 16.67 16.67 0.00 0.00 0.00 0.00 8.33 8.33 16.66

3 4.50 a 7.22 a 17.56 a 17.56 a 41.50 a 33.33 33.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 33.33 33.33

4 2.20ช 7.25 a 17.83 a 17.67 a ทุกต้นไม่ 
ออกดอก

100 100 25.00 0.00 0.00 25.00 0.00 25.00 25.00

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ช้ําต่อกรรมวิธี

2 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรยบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan' ร Multiple Range test ที่ระคับนัยสำคัญ 0.05
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3.3.3 ชนิดของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรต่าง ๆ พบว่า ใบเลี้ยงที่เพาะเลี้ยงบน 

อาหารสูตร MS และ B5 มีร้อยละการเกิดแคลลัสสูงที่สุด คือ 100% รองลงมา คือ สูตร SH 

และ LS ซึ่งมีร้อยละการเกิดแคลลัลเท่ากับ 90.0% และ 86.67% ตามลำดับ นอกจากนั้นพบว่า 

การพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัลจะสูงที่ลุดเมื่อใช้อาหารสูตร MS คือ มีร้อยละการพัฒนาไป 

เป็นยอดเท่ากับ 33.33% รองลงมา คือ สูตร SH, LS และ B5 ซึ่งมีร้อยละการพัฒนาไปเป็น 

ยอดเท่ากับ 25.93%, 15.38% และ 13.33% ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 3.10 ต่อมา 

ภายหลังจากแยกต้นไปเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ซักนำให้เกิดราก และลังเกตลักษณะทางลัณฐาน 

วิทยาของต้น แสดงผลไว้ดังตารางที่ 3.11 พบว่า ต้นที่พัฒนามากจากการใช้อาหารแต่ละสูตร 

มีค่าเฉลี่ยของความสูง ขนาดใบ จำนวนหนามต่อใบ และอายุออกดอก ไม่แตกต่างกันทาง 

สถิติ ส่วนทางด้านลักษณะต้นที่มีความแปรปรวนที่แตกต่างไปจากต้นปกติ พบว่า ลักษณะต้น 

ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตรต่าง ๆ มีความแปรปรวนน้อยและมีค่าใกล้เคียงกันเป็น 

ส่วนใหญ่

ตารางที่ 3.10 แสดงร้อยละการเกิดแคลลัส และร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัสที่ได้ 

จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรต่าง ๆ ที่เติม NAA และ BA ความ 

เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

สูตรอาหาร1

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส 

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส 

(%)

MS 100 33.33

LS 86.67 15.38

SH 90.00 25.93

B5 100 13.33

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ซ้ําต่อกรรมวิธี



ตารางที่ 3.11 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรต่าง  ๆ ท่ีเติม NAA และ BA
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

สูตรอาหาร1

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย

ความสูง 

เฉล่ีย

(เซนติเมตร)

ขนาดใบเฉล่ีย 

(มิลลิเมตร)

จำนวน 

หนาม 

เฉล่ียต่อใบ 

(หนาม)

อายุ

ออกดอก 

เฉล่ีย

(วัน)

ร้อยละความแปรปรวนไปจากต้นปกติ 

(%)

กว้าง ยาว ปล้อ 1 

ส้ัน

ใบอวบ 

น้ํา

รูปร่างใบ ลักษณะหนาม

บิดเบ้ียว กลมมน เว้าแหว่ง รวม ยาว สัน รวม

MS 4.61 a2 7.51 a 17.56 a 17.36 a 41.78 a 23.08 23.08 7.69 0.00 0.00 7.69 7.70 15.38 23.08

LS 4.60 a 7.27 a 17.53 a 17.66 a 42.00 a 20.00 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 20.00

SH 4.62 a 7.37 a 17.41 a 17.37 a 42.00 a 11.11 22.22 11.11 0.00 0.00 11.11 11.11 22.22 33.33

B5 a 66 a 7.33 a 17.20 a 17.66 a 41.80 a 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 20.00

’ ใช้ตัวอย่างจานาน 30 ช้าต่อกรรมวิธี

2ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเมียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05
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3.3.4 ชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต
3.3.4.1 การใช้ BA ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ

จากการทดลองในข้อ 2 .7 .4 .1  พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็ง 

สูตร MS ที่ใส่สารควบคุมการเจริญเติบโต คือ BA  ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ ทำให้เกิดแคลลัส 

สูงใกล้เคียงกัน คือ มีร้อยละการเกิดแคลลัลเท่ากับ 9 3 .3 3 -1 0 0 %  ซึ่งพบว่าแคลลัสมีการพัฒนา 

ไปเป็นยอดสูงที่สุดเมื่อใช้ B A  ร่วมกับ N A A  คือ มีร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดเท่ากับ 2 6 .67 %  

รองลงมา คือ การใช้ร่วมกับ IA A  และ IB A  ตามลำดับ มีร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดเท่ากับ 

2 1 .4 0 %  และ 17.24%  ตามลำดับ ส่วนการใช้ร่วมกับ 2 ,4 -อ  ไม่เกิดยอด ดังแสดงในตารางที่

3 .1 2  ต่อมาภายหลังจากแยกยอดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพื่อชักนำให้เกิดราก และลังเกต

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย แสดงผลไว้ในตารางที่ 3 .1 3  พบว่า ต้นที่ได้จากการใช้ 

B A  ร่วมกับออกชินแต่ละชนิดมีค่าเฉลี่ยของความสูง ขนาดของใบ จำนวนหนามต่อใบ และ 

อายุออกดอก ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ในด้านลักษณะของต้นที่แปรปรวนไปจากต้นปกติ พบว่า 

การใช้ B A  ร่วมกับ IA A  เถิดต้นที่มีความแปรปรวนสูงกว่าการใช้ BA  ร่วมกับออกชินชนิดอื่น 

โดยมีลักษณะที่แปรปรวน ได้แก่ ลักษณะลำต้นมีปล้องสั้น ใบอวบนํ้า ใบมีหนามยาวหริอ 

หนามสั้น ยกเว้นรูปร่างใบไม่มีความแปรปรวน
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ตารางที่ 3.12 แสดงร้อยละการเกิดแคลลัส ร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส และ 

ลักษณะแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีใส่ BA 

ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 0.5 

มิลลิกรัมต่อลิตร

ออกชิน1

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส 

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส

(%)

ลักษณะแคลลัล

NAA 100 26.67 ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร มีลีเขียว เกาะ 

กลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

IAA 93.33 21.40 ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร มีสีเขียวจาง 

เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

IBA 96.67 17.24 ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร มีสีเขียวจาง 

เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

2,4-อ 96.67

-------------------------

0.00 ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร มีลีขาวแกม 

เหลือง เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ และ 

แน่นหนาในกลุ่มเดียวกัน

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ซ้ําต่อกรรมวิธี



ตารางที่ 3.13 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีใส่ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร
ร่วมกับออกชินชนิดต่างๆ ความเข้มข้น0 .5 มิลลิกรัมต่อลิตร

ออกชิน1

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย

ความสูง 

เฉล่ีย

(เซนติเมตร)

ขนาดใบเฉล่ีย

(มิลลิเมตร)

จำนวน 

หนาม 

เฉล่ียต่อใบ

(หนาม)

อายุ

ออกดอก 

เฉล่ีย

(วัน)

ร้อยละความ แปรปรวนไปจากต้นปกติ 

(%)

กว้าง ยาว ปล้อง

ส้ัน

ใบอวบ

น้ํา

รูปร่างใบ ลักษณะหนาม

บิดเบ้ียว กลมมน เว้าแหว่ง รวม ยาว ส้ัน รวม

NAA 4.65 a2 7.33 a 17.51 a 17.27 a 41.75 a 18.18 18.18 0.00 9.09 0.00 9.09 9.09 9.09 18.18

IAA 4.24 a 7.38 a 17.67 a 17.38 ล 42.00 a 28.57 42.86 0.00 0.00 0.00 0.00 14.29 28.57 42.86

IBA 4.55 a 7.33 a 17.39 a 17.55 a 42.00 a 16.67 16.67 0.00 16.67 0.00 16.67 0.00 16.67 16.67

หมายเหตุ การใช้ 2,4-D ร่วมกับ BA ไม’เกิดต้น

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ช้ําต่อกรรมวิธี

2 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวตัง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’ ร Multiple Range test ที่ระคับนัยสำคัญ 0.05
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3.3.4.2 การใช้ Kinetin ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ

จากการปฏิบิติตามวิธีการในข้อ 2.7.4.2 พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบน 

อาหารแข็งสูตร MS ที่ใส่สารควบคุมการเจรืญเติบโต คือ Kinetin ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ 

ทำให้เกิดแคลลัสสูงใกล้เคียงกัน คือ มีร้อยละการเกิดแคลลัสเท่ากับ 93.33-100% ซึ่งพบว่า 

การพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัสที่ได้จากการใช้ Kinetin ร่วมกับ NAA หรือ IAA สูงใกล้เคียง 

กัน คือ มีร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดเท่ากับ 10.34% และ 10.71% ตามลำดับ รองลงมา 

คือ การใช้ร่วมกับ IBA มีร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดเท่ากับ 6.90% ส่วนการใช้ร่วมกับ 2,4-D 

ไม่เกิดยอด ดังแสดงไว้ในตารางที่ 3.14 ต่อมาหลังจากแยกยอดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพื่อ 

ชักนำให้เกิดราก และลังเกตลักษณะทางลัณฐานวิทยาของต้น แสดงผลไว้'ดังตารางที่ 3.15

พบว่า ต้นที่ได้จากการใช้ Kinetin ร่วมกับออกชินแต่ละชนิดมีค่าเฉลี่ยของลักษณะต่าง ๆ ไม่ 

แตกต่างกันทางสถิติ ยกเว้นจำนวนหนามต่อใบ ในด้านลักษณะของต้นที่แปรปรวนไปจากต้น 

ปกติ พบว่า ต้นที่ได้จากการใช้ Kinetin ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ มีความแปรปรวนสูง 

ลักษณะของต้นที่มีความแปรปรวน ได้แก่ ลำต้นมีปล้องสั้น ใบอวบนํ้า ใบมีหนามสั้น รูปร่าง 

ใบบิดเบี้ยว



ตารางที่ 3.14 แสดงร้อยละการเกิดแคลลัล ร้อยละการพัฒนาไปเป็นต้นของแคลลัส

ลักษณะแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS 

Kinetin ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับออกชินชนิดต่าง 

ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

ออกชิน1

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส 

(%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส 

(%)

ลักษณะแคลลัส

NAA 96.67 10.34 ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร มีสีเขียว'จาง 

เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

IAA 93.33 10.71 ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร มีสีเขียวแกม 

เหลือง เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

IBA 96.67 6.90 ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร มีลืเขียวแกม 

เหลือง เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

2,4-อ 100 0.00 ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร มีลืขาวแกม 

เหลือง เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ช้ําต่อกรรมวิธี



ตารางท่ี 3.15 แลดงลักษณะทางลัณฐานวิทยาของคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีใส่ Kinetin ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ร่วมกับออกชินชนิดต่างๆ ความเข้มข้น0 .5 มิลลิกรัมต่อลิตร

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย

ออกชิน1
ความสูง 

เฉล่ีย

ขนาดใบเฉล่ีย 

(มิลลิเมตร)

จำนวน

หนาม

อายุ

ออกดอก

ร้อยส ะความแปรปรวนไปจากต้นปกติ 

(%)
(เซนติเมตร) กว้าง ยาว เฉล่ียต่อใบ เฉล่ีย ปล้อง ใบอวบ รูปร่างใบ ลักษณะหนาม

(หนาม) (วัน) ส้ัน น้ํา บิดเบ้ียว กลมมน เว้าแหว่ง รวม ยาว ส้ัน รวม

NAA 2.70 a2 5.75 a 15.50 a 13.84 a ทุกต้นไม่ 

ออกดอก
100 100 25.00 0.00 0.00 25.00 0.00 100 100

IAA 2.84 a 5.33 a 16.20 a 14.47 a ทุกต้นไม่ 
ออกดอก

100 100 40.00 0.00 0.00 40.00 0.00 100 100

IBA 2.57 a 6.44 a 17.34 a 18.33 ช ทุกต้นไม่ 

ออกดอก
100 100 33.33 0.00 0.00 33.33 0.00 100 100

หมายเหตุ การใช้ 2.4-D ร่วมกับ Kinetin ไม่เกิดต้น

1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ซ้ําต่อกรรมวิธี

2 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวต้ัง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เปรียบเทียบค่าเฉล่ียใดยวิธี Duncan' ร Multiple Range test ที่ระคับนัยสำคัญ 0.05
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3.3.5 ชนิดของแหล่งคาร์บอน
จากการปฏิบติตามวิธีการในข้อ 2.7.5 โดยเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS 

ที่มีนํ้าตาลชนิดต่าง ๆ เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า การใช้นํ้าตาลแต่ละชนิดเป็นแหล่งคาร์บอน 

เกิดแคลลัสสูงใกล้เคียงกัน คือ มีร้อยละการเกิดแคลลัลเท่ากับ 93.33-100% และพบว่า 

แคลลัสมีการพัฒนาไปเป็นยอดมากที่สุดเมื่อเจริญบนอาหารที่มีซูโครส คือ มีร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดเท่ากับ 26.67% รองลงมา คือ แคลลัสที่เจริญบนอาหารที่ใล่ฟรุกโทส มีร้อยละการ 

พัฒนาไปเป็นยอดเท่ากับ 14.29% ส่วนการใช้อาหารที่ใล่ซอร์บิทอลไม่พบการเกิดยอด ดัง

แสดงในตารางที่ 3.16 ต่อมาภายหลังจากแยกยอดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพี่อซักนำให้เกิด

ราก และสังเกตลักษณะทางลัณฐานวิทยาของคำฝอย แสดงผลไว้ดังตารางที่ 3.17 พบว่า 

ต้นที่ได้จากการใช้นํ้าตาลซูโครสหรือฟรุกโทลเป็นแหล่งคาร์บอนมีค่าเฉลี่ยของลักษณะต่าง ๆ ไม่ 

แตกต่างกันทางสถิติ ยกเว้นความสูงและอายุการออกดอก ส่วนในด้านลักษณะที่แปรปรวนไป 

จากต้นปกติ พบว่าต้นที่ได้จากการใช้ฟรุกโทสเป็นแหล่งคาร์บอนมีความแปรปรวนสูง ซึ่งส่วน 

ใหญ่มีปล้องสั้นและมีใบอวบนํ้า แต่ไปมีความแปรปรวนของรูปร่างใบและความยาวหนาม

ตารางท่ี3.16 แสดงร้อยละการเกิดแคลลัส ร้อยละการพัฒนาไปเป็นยอดของแคลลัส และ 
ลักษณะแคลลัสท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงใบเล้ียง บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม 

NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใส่น้ําตาลชนิดต่าง  ๆ
เป็นแหล่งคาร์บอน

แหล่ง

คาร์บอน1

ร้อยละ

การเกิดแคลลัส (%)

ร้อยละการพัฒนา 

ไปเป็นยอดของแคลลัส (%)

ลักษณะแคลลัล

ซูโครส 100 26.67 ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร มิลืเขียว 

เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

ฟรุกโทส 93.33 14.29 ขนาด 1.0-1.5 เซนติเมตร มีลืเขียว 

เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

ซอร์บิทอล 96.67 0.00 ขนาด 0.5-0.7 เซนติเมตร มีลืขาวแกม 

เหลือง เกาะกลุ่มกันอย่างหลวม ๆ

V
1 ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ซ้ําต่อกรรมวิธี



ตารางที่ 3.17 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยารองคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA และ BA ความเข้มร้น
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใส่นํ้าตาลชนิดต่าง  ๆ เป็นแหล่งคาร์บอน

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของคำฝอย

แหล่ง

คาร์บอน1

ความสูง 

เฉล่ีย

ขนาดใบเฉล่ีย 

(มิลลิเมตร)

จำนวน

หนาม

อายุ

ออกดอก

ร้อยละความแปรปรวนไปจากต้นปกติ 

(%)
(เซนติเมตร) กว้าง ยาว เฉล่ียต่อใบ เฉล่ีย ปล้อง ใบอวบ รูปร่างใบ ลักษณะหนาม

(หนาม) (วัน) ส้ัน น้ํา บิดเบ้ียว กลมมน เว้าแหว่ง รวม ยาว ส้ัน รวม

ซูโครส 4.56 a2 7.40 a 17.53 a 17.33 a 41.63 20.00 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 20.00

ฟรุกใตส 2.83 ช 7.05 a 17.78 a 17.00 a ทุกต้นไม่ 
ออกดอก

100 83.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

หมายเหตุ การใช้ซอร์บิทอลไม่เกิดต้น

1ใช้ตัวอย่างจำนวน 30 ช้ําต่อกรรมวิธี

2 ค่าเฉล่ียท่ีมีตัวอักษรแตกต่างกัน'ในแนวต้ัง มีความนศกต่างก้นอย่างมีนัยตาคัญทางสกิติ ฟรียบเทยบค่าเฉลี่ยโดย'วิธี Duncan’ ร Multiple Range test ที่ระตับนัยสำคัญ 0.05

en
CD
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3.4 กา?ตรวจสอบและวิเคราะห์ความแปรปรวนของกา?ผลิตนั้ามันและกรดไขมันในแคลสัส 
คำฝอย

3.4.1 แคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงโดยผ่านการซักนำด้วยสารก่อกลายพันธุ
จากผลที่ได้ในข้อ 3.1 เมื่อได้ภาวะที่เหมาะสมของการซักนำให้คำฝอยเกิดการ

กลายพันธุ คือ การใช้สาร EMS ความเข้มข้น 0.8% ซึ่งเตรียมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ี 
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 และเติมสารตัวพา คือ
DMSO 4.0% โดยแช่ใบเลี้ยงเป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส แล้วนำ 
ใบเลี้ยงที่ได้รับสาร EMS ไปเลี้ยงบนอาหารที่กล่าวไวิในข้อ 2.8.1 จนเกิดแคลลัล เมื่อแคลล้สมี 
อายุ 2, 3 และ 4 สัปดาห์ จึงนำมาหานื้าหนักแห้ง สกัดนั้ามัน และวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน 
ในการทดลองนี้สามารถสกัดนํ้ามันได้จากแคลสัสที่เจริญมาจากเนื้อเยื่อที่มีความเลียหายระตับ 
1 และ 2 เท่าน้ัน ซึ่งไม่พบเนื้อเยื่อที่มีระตับความเลียหายเท่ากับ 0 เมื่อใช้สาร EMS โดย 
เนื้อเยื่อ1ใบเลี้ยงที่มีระตับความเลียหายสูงกว่านี้'ไม่เกิดแคลสัสหรือเกิดแคลสัลที่มีฃนาดเล็กมาก 
ไม่สามารถนำมาทดสอบได้ ส่วนเนื้อเยื่อใบเลี้ยงที่ไม่ผ่านการใช้สาร EMS (control) ไม่เกิด
ความเลียหาย จากการหานื้าหนักแห้งของแคลสัสและการสกัดนั้ามัน พบว่า น้ําหนักแห้ง
และปริมาณนำมันมีแนวโน้มสูงขึ้นตามระตับความเลียหายของเนื้อเยื่อและอายุของแคลสัส 
กล่าวคือ แคลสัลที่เจริญมาจากเนื้อเยื่อที่มีความเลียหายระตับ 2 และมีอายุ 4 สัปดาห์ มี 
นั้าหนักแห้งและปริมาณนํ้ามันสูงที่สุด คือ 0.070 กรัม และ 2.06% ตามลำตับ โดยแคลสัล 
ของเนื้อเยื่อที่ไม่ผ่านการใช้สาร EMS (control) มีนํ้าหนักแห้งและปริมาณนํ้ามันตํ่ากว่าเมื่อ 
เปรียบเทียบ ณ ระตับอายุของแคลสัลที่เท่ากัน ตังแสดงในตารางที่ 3.18 และรูปท่ี 3.7
การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันในแคลสัสคำฝอย แสดงผลไวิในตารางที่ 3.18 พบว่า กรดไขมัน 
ที่เป็นองค์ประกอบหสักในน้ืามันมี 4 ชนิด คือ กรดปาล์มิติก (C16:0), กรดสเตียริก (C18:0), 
กรดโอเลอิก (C18:1) และกรดลิโนเลอิก (C18:2) โดยพบว่า แคลสัลที่ผ่านการซักนำด้วยสาร 
EMS ส่วนใหญ่มีปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตัว คือ กรดโอเลอิก (C18:1 ) และกรดลิโนเลอิก 
(C18:2) สูงกว่า และมีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัว คือ กรดปาล์มิติก (C16:0) และกรดสเตียริก 
(C18 0) ตํ่ากว่าแคลสัสท ี่ไม่ผ่านการใช้สาร EMS (control) กรดไขมันท ี' ม ีปริมาณสูงท ี' สุดใน
น้ัามัน คือ กรดลิโนเลอิก (C18:2) พบมากที่ลุดในแคลสัสอายุ 2 สัปดาห์ ซึ่งเจริญมากจาก 
เนื้อเยื่อที่ผ่านการใช้สาร EMS และมีความเลียหายระตับ 1 มีปริมาณเท่ากับ 53.66% (รูปท่ี 
3.8) กรดไขมันท่ีพบในอันตับรองลงมา คือ กรดปาล์มิติก (C16:0), กรดลเตียริก (C18:0)
และกรดโอเลอิก (018:1) ตามลำตับ โดยกรดปาล์มิติก (016:0) และกรดลเตียริก (018:0)
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พบมากที่สุดในแคลลัสอายุ 4 และ 3 สัปดาห์ ตามลำดับ ซึ่งเจริญมาจากเนื้อเยื่อที่ไม่ผ่านการ 
ใช้สาร EMS (control) คือ มีปริมาณเท่ากับ 19.14% และ 17.83% ตามลำดับ (รูปท่ี 3.9 และ 
รูปท่ี 3.10 ตามลำดับ) สำหรับกรดโอเลอิก (018:1) พบมากท่ีสุด'ในแคลสัสอายุ 4 สัปดาห์
ซึ่งเจริญมาจากเนื้อเยื่อที่ได้รับสาร EMS และมีความเสียหายระดับ 2 คือ มีปริมาณเท่ากับ 
7.12% ส่วนแคลสัสอายุต่าง ๆ ท่ีไม่ผ่านการใช้สาร EMS (control) มีปริมาณกรดไขมันชนิดน้ี 
น้อยมากคือไม่เกิน 1%(รูปที่3.11)



ตารางท่ี 3.18 แสดงน้ําหนักแห้ง'ของแคลลัส ร้อยละปริมาณนํ้ามัน และร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัสคำฝอยอายุ 2, 3 และ 4 สัปดาห์ที่ได้จาก 
การไห้สาร EMS กับใบเลี้ยงตามภาวะที่เหมาะสม

การใช้สาร อายุแคลลัส นํ้าหนักแห้งแคลสัส1 ร้อยละปริมาณนํ้ามัน2 ร้อยละปริมาณกรดไขมัน2 (% นํ้าหนักต่อนํ้าหนัก)

EMS (สัปดาห์) (กรัมต่อกรัมนํ้าหนักสด) (% นํ้าหนักต่อนํ้าหนักแห้ง) C16.0 C18:0 018:1 C18:2

control 2 0.054+0.003 1.19+0.04 12.00+0.23 12.07±0.26 tr3 32.70+0.66

(ไม่ใช้สาร 3 0.056±0.003 1,28±0.04 14.39±0.75 17.83±0.44 tr 36.56±1.40

EMS) 4 0.059+0.001 1.32+0.04 19.14+0.54 13.8U0.75 tr 42.07+1.22

ใช้สาร EMS 2 0.055+0.003 1.24+0.08 16.87+0.32 17.62+0.32 5.41+0.17 53.66±1.25

ความเสียหาย 3 0.059±0.002 1.48±0.04 13.99+0.72 11.24+0.76 4.17+0.44 44.08±1.27

ระดับ1 4 0.063±0.002 1.64+0.05 15.14+0.75 13.70+0.35 3.91±0.22 40.31±0.41

ใช้สาร EMS 2 0.056±0.003 1.52+0.04 12.33+0.45 9.74+0.10 3.42+0.12 36.62+0.67

ความเสียหาย 3 0.063±0.002 1.72+0.04 17.79±0.58 03.49+0.22 5.34+0.17 49.49+1.38

ระดับ 2 4 0.070+0.002 2.06±0.06

-5--------------------------------------

13.08±0.42 14.18+0.38 7.12+0.16 50.24+1.47

1 ค่าเฉลี่ย+ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean±SE) จาก 3 ชำ 

2ค่าเฉลี่ย+ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean±SE) จาก 5 ซ้ํา 

3tr หมายถึง trace (มีปริมาณน้อยกว่า 1.0% นํ้าหนักต่อนํ้าหนัก)



control

—EJ— EMS ความtaยหาย 
ระดับ 1

■■■*  ■ EMS ความ1รีอหาร 
ระดับ 2

รูปท่ี 3.7 แสดงร้อยละปริมาณนํ้ามันในแคลลัสคำฝอยอายุ 2, 3 และ 4 สัปดาห์ที่ได้จาก 
การให้ลาร EMS กับใบเลี้ยงตามภาวะที่เหมาะสม

2  3 4

‘ฮาฮ ุแค«ส ัร (สัปดาห์)

control

EMS ความเร8หาร  
ระดับ 1
EMS ความเ1ฮพาร 
ระดับ 2

รูปท่ี 3.8 แสดงร้อยละปริมาณกรดลิโนเลอิก (C18:2) ในแคลสัสคำฝอยอายุ 2, 3 และ 4
สัปดาห์ที่ได้จากการให้สาร EMS กับใบเลี้ยงตามภาวะที่เหมาะสม



64

control

—O— EMS ความl3 a ทาร
ระดิบ 1
EMS ความเส ิรทาร 
ระดับ 2

รูปท่ี 3.9 แสดงร้อยละปริมาณกรดปาล์มิติก (C16:0) ในแคลลัสคำฝอยอายุ 2, 3 และ 4
สัปดาห์ที่ได้จากการให้สาร EMS กับใบเลี้ยงตามภาวะที่เหมาะสม

~ 0— control

—Q— EMS ความเส ีอทาB 
ระดับ 1

—A— EMS ความเส ิอทาB 
ระดับ 2

รูปท่ี 3.10 แสดงร้อยละปริมาณกรดสเตียริก (C18:0) ในแคลสัสคำฝอยอายุ 2, 3 และ 4
สัปดาห์ท่ีได้'จากการ'ให้สาร EMS กับใบเลี้ยงตามภาวะที่เหมาะสม
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อายุแคลลัส (สัปดาห์)

—0— EMS ความเสิรหาร 
ระดับ 1

—□ — EMS ความเรีรหา0 
ระด้บ 2

รูปท่ี 3.11 แสดงร้อยละปริมาณกรดโอเลอิก (C18:1) ในแคลสัสคำฝอยอายุ 2, 3 และ 4
สัปดาห์ที่ได้จากการให้สาร EMS กับใบเลํ่ยงตามภาวะที่เหมาะสม
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3.4.2 แคลลัลที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตามปกติ
3.4.2.1 อายุของช้ินส่วนพืช

จากการนำใบเลี้ยงคำฝอยอายุ 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ มาเพาะเลี้ยงบน 
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 2.0% 
เพื่อซักนำให้เกิดแคลลัส นำแคลลัสอายุ 2 สัปดาห์ มาหาน้ําหนักแห้ง สกัดนํ้ามัน และวิเคราะห ์
ปริมาณกรดไขมัน พบว่า นํ้าหนักแห้งและปริมาณนํ้ามันมีแนวโน้มเพื่มมากขึ้นตามลำดับอายุ 
ของใบเลี้ยง กล่าวคือ แคลสัสที่เจริญมาจากใบเลี้ยงอายุ 4 สัปดาห์ มีนื้าหนักแห้งและปริมาณ 
น้ืามันสูงที่สุดเท่ากับ 0.067 กรัม และ 1.32% ตามลำดับ ใน'น้ืามันมีกรด'ไขมัน'ท่ี'พบอย่างเด่น'ซัด 
ได้แก่ กรดปาล์มิติก (016:0), กรดสเตียริก (018:0) และกรดลิโนเลอิก (018:2) โดยแคลสัส 
ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุต่าง ๆ มีกรดไขมันไม่อมตัว คือ กรดลิโนเลอิก (018:2) 
มากกว่ากรดไขมันอิ่มตัว คือ กรดปาล์มิติก (016:0) และกรดสเตยริก (018:0) ซึ่งปริมาณกรด 
ไขมันแต่ละชนิดดังกล่าวมีแนวโน้มลดลงเมื่อใช้ใบเลี้ยงที่มีอายุมากขึ้น โดยพบว่า แคลสัสท่ี
เจริญมาจากใบเลี้ยงอายุ 1 สัปดาห์ มีปริมาณกรดไขมันแต่ละชนิดสูงท่ีสุด รองลงมา คือ 
แคลสัสที่เจริญมาจากใบเลี้ยงอายุ 2, 3 และ 4 สัปดาห์ ตามลำดับ ส่วนกรดโอเลอิก (018:1) 
ที่พบในแคลสัสของใบเลี้ยงอายุต่าง  ๆ มีปริมาณน้อยมาก คือ ไม่เกิน 1% (ตารางท่ี 3.19 และ 
รูปท่ี 3.12)



ตารางท่ี 3.19 แสดงนำหนักแห้งของแคลลัส ร้อยละปริมาณนํ้ามัน และร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยง 
อายุ 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร

อายุใบเล้ียง นํ้าหนักแห้งแคลสัส1 ร้อยละปริมาณนํ้ามัน1 ร้อยละปริมาณกรดไขมัน1 (% น้ําหนักต่อนํ้าหนัก)

(สัปดาห์) (กรัมต่อกรัมนํ้าหนักลด) (% นํ้าหนักต่อนํ้าหนักแห้ง) 016:0 018:0 018:1 018:2

1 0.056±0.002 1.04+0.08 19.09+0.51 15.03+0.51 tr2 52.38±1.53

2 0.059±0.001 1.16+0.03 15.029±0.60 13.15±0.34 tr 43.89±1.15

3 0.065±0.001 1.17+0.05 13.0+0.42 12.71+0.59 tr 34.53+1.13

4 0.067+0.001 1.32+0.05 10.74+0.20 10.16+0.39 tr 31.51±0.48

1 ค่าเฉลี่ย+ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean±SE) จาก 3 ชำ

2 tr หมายถึง trace (มีปริมาณน้อยกว่า 1.0%นํ้าหนักต่อนํ้าหน้ก)

CD
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□  C 1 6 :0  

0 C 1 8 :O  

ธ  C 1 8 :2

1 2  3 4

'อาอุใบเลี้ยง (สัปดาห์)

รูปท่ี 3.12 แสดงร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยง
อายุ 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA และ BA 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร
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3.4.2.2 ชนิดของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
จากการนำใบเลี้ยงคำฝอยมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรต่าง  ๆ ท่ีเติม 

สารควบคุมการเจริญเติบโต คือ NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 
2.0% จนเกิดแคลสัส นำแคลลัลอายุ 2 สัปดาห์ นำมาหานื้าหนักแห้ง สกัดน้ํามัน และ
วิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน พบว่า แคลสัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตรต่าง ๆ มี
นํ้าหนักแห้งใกล้เคียงกัน คือ 0.060-0.070 กรัม และพบว่า แคลสัลที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบน 
อาหารสูตร SH มีปริมาณ'น้ํามันสูงท่ีสุด คือ 1.46% รองลงมา คือ สูตร B5, MS และ LS ซ่ึงมี 
ปริมาณนื้ามันเท่ากับ 1.24%, 1.17% และ 0.76% ตามลำดับ เมื่อทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดไขมัน พบว่า แคลสัสที่เจริญขึ้นมาบนอาหารทุกสูตรมีปริมาณกรดลิโนเลอิก (018:2) สูง 
ท่ีสุด รองลงมา คือ กรดกรดปาล์มิติก (016:0), กรดสเตียริก (018:0) และกรดโอเลอิก (018:1) 
ตามลำดับ โดยพบว่า แคลสัสที่เจริญบนอาหารสูตร MS มีกรดไขมันแต่ละชนิดสูงกว่าแคลสัส 
ที่เพาะเล้ียงด้วยการไซ้อาหารสูตรอ่ืน ยกเว้นกรดโอเลอิก (018:1) พบมากที่สุด,ไนแคลสัสที่เพาะ 
เลี้ยงด้วยอาหารสูตร SH คือ มีปริมาณเท่ากับ 3.72% ล้วนแคลสัลที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร 
อื่นๆมีปริมาณกรดไขมันชนิดนี้น้อยมาก คือ ไม ่เก ิน1%(ตารางที่3.20 และรูปที่3.13)



ตารางท่ี 3.20 แสดงนํ้าหนักแห้งของแคลลัส ร้อยละปริมาณ,นามัน และร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเล ี้ยงใบ เล ี้ยง 

บนอาหารแข็งสูตรต่าง  ๆ ท่ีเติม NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มลลิกรัมต่อลิตร

สูตรอาหาร น้ําหนักแห้งแคลล้'ส1 

(กรัมต่อกรัมน้ําหนักสด)

ร้อยละปริมาณนํ้ามัน1 ร้อยละปริมาณกรดไขมัน1 (% นํ้าหนักต่อนํ้าหนัก)

(% นํ้าหนักต่อนํ้าหนักแห้ง) ๐16:0 C18:0 ๐18:1 C18:2

MS 0.060+0.001 1.17+0.05 16.3U0.36 14.89±0.44 tr2 43.57+1.22

LS 0.068±0.003 0.76+0.02 13.22+0.21 12.27+0.95 tr 34.27+1.48

SH 0 065±0.001 1.46+0.05 13.33+0.47 14.85+0.41 3.72+0.18 31.63+0.68

B5 0.070±0.002 1.24+0.05 13.03+0.39 10.45±0.20 tr 31.36±0.56

1 ค่าเฉลี่ย±ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean±SE) จาก 3 ชำ

2 tr หมายถึง trace (มีปริมาณน้อยกว่า 1% นํ้าหนักต่อนํ้าหนัก)

๐
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' “5

■ ร ่I

MS LS SH B5

□  C 16 :0  

0 C 1 8 :O  

0 C 1 8 : 2

สูตร'อาหาร

รูปที 3.13 แสดงร้อยละปริมาณกรดไฃม้นในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตรต่าง  ๆ ท่ีเติม NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร
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3.4.2.3 ชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต
จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงคำฝอยบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีใส่สาร 

ควบคุมการเจริญเติบโต 2 กลุ่มร่วมกัน คือ ออกชิน (NAA, IAA, IBA และ 2,4-อ) และ 
ไซโทไคนิน (BA และ Kinetin) โดยแต่ละชนิดใช้ความเข้มข้นเท่ากัน คือ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เมื่อเกิดแคลสัสเจริญขึ้นมาบนใบเลี้ยง นำแคลลัสอายุ 2 สัปดาห์ มาหาน้ําหนักแห้ง สกัดนํ้ามัน 
และวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน พบว่า แคลสัสที่ได้จากการใช้ IBA ร่วมกับ Kinetin มีน้ําหนัก 
แห้งสูงท่ีสุด คือ 0.077 กรัม ส่วนแคลสัสที่ได้จากการใช้ NAA ร่วมกับ Kinetin มีน้ําหนักแห้งต่ํา 
ท่ีสุด คือ 0.053 กรัม และพบว่า แคลสัลที่ได้จากการใช้ IAA ร่วมกับ Kinetin มีปริมาณ'น้ํามัน 
สูงท่ีสุด คือ 2.74% ส่วนแคลสัลที่ได้จากการใช้ NAA ร่วมกับ Kinetin มีปริมาณนํ้ามันตํ่าที่สุด 
คือ 1.06% สำหรับการวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันพบว่า แคลสัสมีปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 
คือ กรดลิโนเลอิก (C18:2) มากกว่ากรดไขมันอิ่มตัว คือ กรดปาล์มิติก (C16:0) และกรด 
ลเตียริก (C18:0) ไม่ว่าจะใช้ส่วนผสมของสารควบคุมการเจริญเติบโตคู่ใด  ๆ กรดไขมันท่ีมี
ปริมาณสูงท่ีสุด คือ กรดลิโนเลอิก (C18:2) และตํ่าที่สุด คือ กรดโอเลอิก (C18:1) โดยพบว่า 
แคลสัสที่ได้จากการใช้ออกชินชนิดต่าง ๆ ร่วมกับ BA มีปริมาณกรดไขมันส่วนใหญ่สูงกว่าการ 
ใช้ร่วมกับ Kinetin กล่าวคือ กรดปาล์มิติก (C16:0), กรดลเตีย่ริก (018:0) และกรดลิโนเลอิก 
(018:2) มีปริมาณสูงที่ลุดเมื่อ1ใช้ IBA ร่วมกับ BA ส่วนกรดโอเลอิก (018:1) มีปริมาณมากที่ลุด 
เมื่อใช้ 2, 4-D ร่วมกับ BA (ตารางท่ี 3.21 และรูปท่ี 3.14)



ตารางที่ 3.21 แสดงน้ําหนักแห้งของแคลลัส ร้อยละ![รมาณ'นามัน และร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัลคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจรญเติบโตในกลุ่มออกชินและไซโตไคนินชนิดต่าง ๆ

ออกชิน ไชโตไคนิน นํ้าหนักแห้งแคลลัล1 ร้อยละปริมาณนํ้ามัน1 ร้อยละปริมาณกรดไขมัน1 (% นํ้าหนักต่อนํ้าหนัก)

(กรัมต่อกรัมนํ้าหนักสด) (% นํ้าหนักต่อนํ้าหนักแห้ง) C16:0 C18:0 C18:1 C18.-2

NAA BA 0.056+0.001 1.22+0.06 16.99±0.38 15.46+0.13 tr2 42.67+0.85

IAA BA 0.056+0.002 1.37+0.12 14.68±0.12 12.91+0.69 tr 35.84+0.53

IBA BA 0.054+0.001 2.26±0.11 17.97+0.30 18.59+0.71 tr 48.04+0.88

2,4-อ BA 0.061±0.001 1.42+0.11 16.55±0.10 13.42+0.20 3.47+0.10 34.60±0.68

NAA Kinetin 0.053±0.002 1.06+0.06 13.96±0.48 13.11+0.38 tr 35.36±0.73

IAA Kinetin 0.062+0.002 2.74+0.17 15.35+0.26 14.71+0.43 tr 33.71+0.27

IBA Kinetin 0.077+0.001 1.33±0.12 13.98±0.31 15.00±0.49 tr 35.68+0.60

2,4-D

--------- I------

Kinetin 0.073±0.001 1.09+0.05 14.89±0.47 14.46±0.77 tr 40.89±0.58

1 ค่าเฉลีย±ความคลาดเคลือนมาตรฐาน (Mean±SE) จาก 3 ชำ

2 tr หมายถึง trace (มีปริมาณน้อยกว่า 1% น้ําหน้กฅ่อนํ้าหนัก)
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รูปท่ี 3.14 แลดงร้อยดะปริมาณกรดไขมันในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS 
ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกชินและไซโทไคนินชนิดต่าง ๆ

>1
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3.4.2.4 ชนิดของแหล่งคาร์บอน
จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงคำฝอยบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA 

และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้นํ้าตาลชนิดต่าง  ๆ ความเข้มข้น 2.0% เป็น 
แหล่งคาร์บอน เมื่อเกิดแคลลัส จึงนำแคลลัสอายุ 2 สัปดาห์ มาหานํ้าหนักแห้ง สกัดนํ้ามัน และ 
วิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน พบว่า แคลสัสท่ีเจริญบนอาหารท่ีมีฟรุกโทลมีน้ําหนักแห้งสูงที่สุด 
คือ 0.075 กรัม รองลงมา คือ การใช้อาหารท่ีมีซอร์บิทอลและซูโครส ตามลำดับ ซ่ึงมีน้ําหนักแห้ง 
เท่ากับ 0.067 กรัม และ 0.056 กรัม ตามลำดับ ในการสกัดนํ้ามันพบว่า แคลสัสที่เจริญบน 
อาหารท่ีมีซูโครสมีปริมาณน้ํามันสูงท่ีสุด คือ 1.25% รองลงมา คือ การใช้อาหารที่มีฟรุกโทส 
และซอร์บิทอล ตามลำดับ ซึ่งมีปริมาณนํ้ามันเท่ากับ 0.98% และ 0.56% ตามลำดับ เม่ือ 
วิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันในแคลสัส พบว่า กรดไขมันที่มีปริมาณมากที่ลุด คือ กรดลิโนเลอิก 
(018:2) รองลงมา คือ กรดปาล์มิติก (C16:0), กรดลเตีย'ริก (C18:0) และกรดโอเลอิก (C18:1) 
ตามลำดับ โดยพบว่า แคลสัลที่เจริญบนอาหารที่ใส่ซูโครสมีใ]ริมาณกรดไขมันเหล่านี้สูงกว่า
การใช้ฟรุกโทสและชอร์บิทอล ตามลำดับ ยกเว้นกรดโอเลอิก (018:1) พบในแคลสัสที'เจริญบน 
อาหารที่ใส่ฟรุกโทสมีปริมาณมากที่ลุดเท่ากับ 3.80% ส่วนการใช้อาหารที่ใส่นํ้าตาลชนิดอื่นพบ 
กรดไขมันชนิดน้ีน้อยมาก คื อไม่ เกิ น1% (ตารางที่3 .2 2 และรูปที่3.15)



ตารางที่ 3.22 แสดงนำหนักแห้งของแคลลัส ร้อยละปริมาณนํ้ามัน และร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัลคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ที่มีนํ้าตาลชนิดต่าง  ๆ เป็นแหล่งคาร์บอน

แหล่งคาร์บอน นํ้าหนักแห้งแคลลัล' ร้อยละปริมาณนำมัน’ ร้อยละปริมาณกรดไขมัน1 (% นำหนักต่อนำหนัก)

(กรัมต่อกรัมนํ้าหนักลด) (% นำหนักต่อนำหนักแห้ง) C16:0 C18:0 C18:1 C18:2

ชุโครส 0.056±0.001 1.25+0.06 16.31±0.38 15.21+0.29 tr2 43.69±0.62

ฟรุกใทส 0.075±0.002 0.98+0.06 14.88+0.33 13.25±0.43 3.80+0.12 37.94+0.45

ซอร์บิทอล 0.067+0.001 0.56±0.06 13.24+0.55 11.95±0.40 tr 33.15+0.80

1 ค่าเฉลี่ย+ค1วามคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean±SE) จาก 3 ชำ

2 tr หมายถึง trace (มีปริมาณน้อยกว่า 1% นํ้าหนักต่อน้ําหนัก)
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□  C 1 6 .0  

0 C 1 8 :O  

E3c 18:2

แหล ่งคาร ์บอน

รูปที่ 3.15 แลดงร้อยละปริมาณกรดไขมันในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบน 

อาหารแข็งสูตร MS ที่มีนํ้าตาลซนิดต่าง ๆ เป็นแหล่งคาร์บอน
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