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การชักนําโซมาติคเอมบริโอในหญาแฝกพันธุสงขลา 3 
(Vetiveria zizanioides Nash) 

Somatic Embryo Induction in Vetiver Grass 
(Vetiveria zizanioides Nash) var. Songkhla 3 

Abstract: Somatic embryo induction and maturation of vetiver grass var. Songkla 3 was carried out using calli 
established from young leaf. The calli were cultured on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 
various kinds and concentrations of plant growth regulators. MS supplemented with 2, 4 dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) and 6-benzyladenine (BA) at the same concentration (1 mg/l) gave the highest ratio (90.91%) and 
highest number of somatic embryo at globular stage (2.71 nodules/callus) and heart shape stage (2.56%). MS 
medium with reduced concentration (1/4MS) gave green spot on somatic embryo. Culturing embryogenic callus 
in solid medium for a week followed by MS liquid medium with 1 mg/l 2,4-D and 1,000 mg/l casein hydrolysate 
gave the highest somatic embryo from heart to torpedo shape at 26.79% 
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คํานํา 
 

หญาแฝก (Vetiveria zizanioides Nash)  มีราก
แผกระจายลึก ลักษณะเปนรางแห ทําใหมีการนํามาใชใน
การอนุรักษดินและน้ํา (Vietmeyer and Ruskin, 1993) 
นอกจากนี้รากของหญาแฝกยังสามารถใชเปนวัตถุดิบใน
การสกัดน้ํามันหอมระเหย ประดิษฐหัตถกรรมตาง ๆ  
(Vietmeyer, 1996) เนื่องจากหญาแฝกบางชนิดไมมีดอก 
ชนิดที่มีดอกก็ไมสามารถขยายพันธุโดยเมล็ดเนื่องจากมี
ความงอกต่ําและสูญเสียความงอกไดเร็ว ในสภาพ
ธรรมชาติ เมล็ดทั่วไปจะทิ้งใหแกคารวงและจะคอยหลุด
รวงไปโดยที่สวนใหญไดสูญเสียความสามารถในการงอก
ไปแลว เมล็ดที่เหลืออยูก็แทบจะไมมีโอกาสที่จะงอกได
นอกจากจะไปตกในสภาพแวดลอมที่ เหมาะสมทันที 
เนื่องจากการงอกของเมล็ดหญาแฝกมีความออนไหวตอ
ปจจัยแวดลอมตาง ๆ  จึงสูญเสียความสามารถในการงอก
ไดงายเมื่อประสบกับสภาพความแหงแลง ลมแรง และ
แดดจัดแมเพียงชวงระยะเวลาสั้น ๆ (กรมพัฒนาที่ดิน, 
2541) ดังนั้นการขยายพันธุโดยทั่วไปทําโดยการแยกหนอ 
และแจกตนแยกหนอเพื่อปลูกในพื้นที่ เปาหมายโดย
สํานักงานพัฒนาที่ดินเขตตาง ๆ  อยางไรก็ตามยังไม
เพียงพอตอความตองการ จึงมีการนําเทคนิคการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อเขามาชวยเพิ่มปริมาณไดมากในระยะเวลาสั้น 
สําหรับงานวิจัยหญาแฝกในสภาพปลอดเชื้อนั้นยังมีนอย  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หรือกระบวนการ organogenesis จากชิ้นสวนตาง ๆ  
ไดแกดอก (Nanakorn et al., 1998), ชิ้นสวนใบ (Mucciarelli 
et al., 1993; Leupin et al., 2000) และจากยอด (crown) 
(Leupin et al., 2000) และยังไมมีรายงานการชักนําผาน
กระบวนการสรางตนออน (embryogenesis) ซึ่งเปน
ทางเลือกหนึ่งในการเพิ่มปริมาณตนใหไดจํานวนมากใน
ระยะเวลาสั้น และยังใชเปนวัสดุเริ่มตนที่มีศักยภาพใน
การนําไปใชในการสรางเมล็ดเทียม การปรับปรุงพันธุ หรือ
การเก็บรักษาเชื้อพันธุตอไป ในรายงานนี้จึงเปนการศึกษา
ปจจัยขั้นตนในการชักนําและสงเสริมใหมีการเจริญเติบโต
และพัฒนาการของ embryogenic callus และเซลล
แขวนลอยของหญาแฝกไดแก ความเขมขนของธาตุ
อาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต อาทิ 2,4-D (2,4-
diclorophenoxyacetic acid), dicamba, BA (benzyladenine), 
KN (kinetin), 2-iP (2-isopropanol), TDZ (thidiazuron), 
GA3 (gibberellic acid) น้ําตาล PEG (polyethyleneglycol) 
กรดอะมิโนเชิงซอน (CH: casein hydrolysate) และ AD 
(adenine sulphate) 
 

อุปกรณและวิธกีาร 
 
วัสดุพืช 

ในการศึกษานี้ใชแคลลัสหญาแฝกพันธุสงขลา 
3 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนจากตนในแปลงปลูกของ
คณะทรัพยากรธรรมชาติ โดยนําใบออนมาฟอกฆาเชื้อ

บทคัดยอ: นําใบออนหญาแฝกจากตนที่ดูแลในเรือนกระจกมาชักนําแคลลัส และสงเสริมพัฒนาการโซมาติคเอมบริโอ 
โดยทําการศึกษาชนิดและความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโต ความเขมขนของธาตุอาหาร พบวา อาหารสูตร  
MS (Murashige and Skoog) ที่เติม 2,4-D (2,4-diclorophenoxyacetic acid) รวมกับ BA (benzyladenine) ความเขมขน 
1 มก./ล. เทากัน สงเสริมพัฒนาการของโซมาติคเอมบริโอระยะรูปกลมสูงสุด 90.91% จํานวนปมเฉลี่ยสูงสุด 2.71 ปม/
ชิ้นสวน รูปหัวใจสูงสุด 2.56% สวนอาหารสูตร MS ที่ลดความเขมขนขององคประกอบธาตุอาหารเปน 1/4 MS ชักนําให
เกิดโซมาติคเอมบริโอที่มีจุดสีเขียว การเพาะเลี้ยงเอมบริโอเจนิคแคลลัสในอาหารแข็งเปนเวลา 1 สัปดาหแลวยายไป
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม  2,4-D เขมขน 1 มก./ล. รวมกับ CH (casein hydrolysate) เขมขน 1,000 มก./ล. 
สงเสริมพัฒนาการของโซมาติคเอมบริโอระยะรูปหัวใจ-ทอรปโดสูงสุด 26.79% 
 
คําสําคัญ: หญาแฝก โซมาติคเอมบริโอ โซมาติคเอมบริโอระยะทอรปโด  2,4-D  casein hydrolysate 
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กอนการเพาะเลี้ยง โดยลางดวยน้ําประปาไหลผานเปน
เวลา 10 นาที และลางดวยน้ํายาซันไลต 2 ครั้ง แชใน
แอลกอฮอล 70% เปนเวลา 60 วินาที  และสารละลาย
คลอร็อกซ เขมขน 20% (มีสารออกฤทธิ์โซเดียมไฮโปคลอ
ไรท1.01%) เปนเวลา 20 นาที แลวลางออกดวยน้ํากลั่น
นึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง ตัดชิ้นสวนใบใหมีขนาดประมาณ 5x5 
มม. วางเลี้ยงชิ้นสวนพืชที่ฟอกฆาเชื้อแลวในอาหารสูตร 
MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 4 มก./ล. ในที่มืดเปนเวลา 1 เดือน 
แลวนําแคลลัสมาศึกษาการชักนําใหเปนตนออน 
 
การชักนําโซมาติคเอมบริโอ 

นําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใบออนมาแบง
ใหมีขนาดประมาณ 3x3 มม. เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS 
ที่เติม 2,4-D หรือ dicamba เขมขน 1.0 มก./ล. CH หรือ 
AD ความเขมขน 0, 100, 200, 500, 750, 1,000 มก./ล. 
น้ําตาลซูโครส 3% วุนไฟตาเจล 0.17% ในขวดขนาด 
4.5x8.5 ซม. (เสนผานศูนยกลาง x ความสูง) ขวดละ 4 ชิ้น 
ในที่มีแสง 14 ชม/วัน อุณหภูมิ 28±2 oC ความเขมแสง 25 
μmol/m2/sec เปนเวลา 4 สัปดาห ตรวจสอบพัฒนาการ
ของแคลลัส โดยดูการสรางปมหรือโครงสรางของตนออน  

ในการสงเสริมพัฒนาการของโซมาติคเอมบริโอ
นั้นทําการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตคือ 2,4-D รวมกับไซโตไคนินชนิดและความ
เขมขนตาง ๆ  โดยนํากลุมแคลลัสที่มีเอมบริโอในระยะ   
รูปกลม มาตัดแยกใหมีขนาดประมาณ 3x3 มม. เพาะเลี้ยง
ในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 1.0 มก./ล. รวมกับ 
BA, KN, TDZ หรือ 2-iP ความเขมขน 1 หรือ 2 มก./ล.      
วุนตรานางเงือก เขมขน 0.75% ในขวดฝาเกลียวขนาด 
2.5x9.5 ซม. ขวดละ 2 ชิ้น ทําการทดลอง 2 ซ้ํา ๆ  ละ 10 ขวด 
ในที่มีแสง 14 ชม./วัน อุณหภูมิ 28±2 oC ความเขมแสง 
25 μmol/m2/sec เปนเวลา 4 สัปดาห ตรวจสอบพัฒนาการ
ของแคลลัส ในการสรางปมหรือโครงสรางของตนออน  
ศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนขององคประกอบของ
อาหารสูตร MS (1/4, 1/2, 3/4  หรือ 1MS) นอกจากนี้
เพาะเลี้ยง embryogenic cell ในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มล. ซึ่งบรรจุอาหารเหลวสูตร  MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 1 
มก./ล. รวมกับ CH เขมขน 1,000 มก./ล. เปนปริมาตร   
30 มล./ขวด โดยใชปริมาณแคลลัส 0.3 กรัม เพาะเลี้ยงใน

หองเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28±2 oC ความเขมแสง 25 
μmol/m2/sec บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอ
นาที แตละอายุทําการเพาะเลี้ยง 4 ขวด เปรียบเทียบอายุ
ของแคลลัสที่นํามาเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 1, 2, 3 และ 4 
สัปดาห ทําการกรองคัดแยกขนาด และมีการเติม BA และ
ตรวจสอบพัฒนาการในการสรางปมหรือโครงสรางของตน
ออนหลังจากเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลาตาง ๆ  
 

ผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาผลของ CH หรือ AD รวมกับ 2,4-
D หรือ dicamba ตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการของ
แคลลัส พบวา อาหารที่เติม 2,4-D และ CH สงเสริม
พัฒนาการของแคลลัสดีกวาอาหารที่เติม 2,4-D และ 
dicamba หรืออาหารที่เติม AD รวมกับ 2,4-D หรือ 
dicamba โดยอาหารที่เติม 2,4-D เขมขน 1.0 มก./ล. 
รวมกับ CH เขมขน 1000 มก./ล.  มีการสรางเอมบริโอ
ระยะรูปกลม สูงสุด 70% จํานวนปมเฉลี่ย 4 ปม/ชิ้นสวน 
(ตารางที่ 1) 

การเพาะเลี้ยง embryogenic callus ในอาหาร 
ที่เติม 2,4-D เขมขน 1 มก./ล. รวมกับไซโตไคนินชนิดตาง ๆ  
คือ KN, BA, TDZ และ 2-iP ที่มีความเขมขน 1 หรือ 2 
มก./ล. พบวา อาหารที่เติม 2,4-D รวมกับ BA ให
พัฒนาการของแคลลัสดีกวาสารชนิดอื่น ๆ คือมีลักษณะ
เปนปมหรือโครงสรางของตนออนในระยะรูปกลม              
(ภาพที่ 1A) โดย BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.    
ใหอัตราการสรางปมสูงสุด 90.91% จํานวนปมเฉลี่ย
สูงสุด 2.71 ปม/ชิ้นสวน (ตารางที่ 2) สวน 2,4-D รวมกับ 
KN, 2-iP หรือ TDZ สงผลใหแคลลัสมีลักษณะยาวหรือ   
มีโครงสรางของราก (ภาพที่ 1B) และเมื่อตรวจนับจํานวน
แคลลัสที่ มีการพัฒนาเปนโซมาติคเอมบริโอ โดยนํา
แคลลัสมา 0.3 กรัมแชน้ํากลั่นปริมาตร 25 มล. และนับ
ภายใตกลองจุลทรรศน stereo พบวา มีเซลลในระยะรูป
กลม และระยะรูปหัวใจใกลเคียงกันในอาหารที่เติม BA 1 
หรือ 2 มก./ล. (ตารางที่ 3) 

 
 
 

การชักนําโซมาติคเอมบริโอในหญาแฝกพันธุสงขลา 3 
(Vetiveria zizanioides Nash) 
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Table 1  Effects of casein hydrolysate, adenine sulphate in combination with 1 mg/l 2,4-D or dicamba on 
percentage of callus forming nodule and number of nodule after 4 weeks of culture. 

Additives 
(mg/l) 

Nodular calli (%) 

                 2,4-D                                                dicamba 

0 (Control) 55.56 (2.6) 33.33 (2) 
100 CH 50 (2.0) 33.33 (2.0) 
200 CH 70 (2.71) 66.67 (1.75) 
500 CH 40 (3.5) 16.67 (1.0) 
750 CH 70 (2.14) 20.0 (1.0) 
1,000 CH 70 (4.0) 40 (1.5) 
   
100 AD 50 (1.6) 0 
200 AD 10 0 
500 AD 0 0 
750 AD 0 0 
1,000 AD 0 0 

Note: number in parenthesis is the number of nodules. 
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Figure 1 Nodular callus (A) and rooting callus (B) on MS medium supplemented with 1 mg/l 2,4-D and various 
cytokinins after 4 weeks of culture. 

A 
 

B
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Table 3 Numbers of globular and heart shape embryos appeared on the media containing various 
cytokinins in combination with 1 mg/l 2,4-D after 4 weeks of culture. 

Cytokinin (mg/l) Number of  globular shape embryos Number of  heart shape embryos 

BA      1 3.45 2.56 
 2 4.20 2.58 
      

KN 1 0 0 
 2 0 0 
      

2-iP    1 1.00 1.00 
 2 1.00 1.00 
      

TDZ 1 1.20 1.00 
 2 1.00 0 

 

Table 2  Effects of cytokinin in combination with 1 mg/l 2,4-D on somatic embryo formation and number of 
somatic embryos per callus clump after 4 weeks of culture. 

Cytokinin (mg/l) Nodular calli (%) Number of 
nodules/callus 

Rooting calli (%) Number of 
roots/callus 

BA 1 90.91 2.71 0 0 
 2 75.00 1.83 0 0 
      

KN 1 2.50 1.00 5.00 1.00 
 2 0 0 2.50 0.50 
      

2-iP    1 20.00 1.36 7.50 0.67 
 2 12.50 1.00 0 0 
      

TDZ 1 12.50 2.00 15.00 1.33 
 2 14.24 1.25 23.96 1.30 
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เมื่อยายเลี้ยงแคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่
เติม 2,4-D รวมกับ BA ความเขมขน 1 หรือ 2 มก./ล. เปน
เวลา 3 เดือน แลวทําการชั่งน้ําหนักสดเปรียบเทียบกัน 
พบวา แคลลัสมีน้ําหนักสดเฉล่ียเทากัน คือ 0.415  
กรัม/ชิ้นสวน อยางไรก็ตามเมื่อทําการยายเลี้ยงโซมาติค
เอมบริโอที่มีลักษณะรูปหัวใจ-ทอรปโดไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา     
โซมาติคเอมบริโอไมมีการพัฒนาตอไปเปนยอดแตมี
โครงสรางของรากเกิดขึ้น ดังนั้นจึงทําการศึกษาปจจัยที่
สงเสริมใหมีการงอกของโซมาติคเอมบริโอ โดยลดความ
เขมขนของ 2,4-D ลง จากการศึกษาพบวา แคลลัสยังคง 
มีโครงสรางของรากใกลเคียงกับเมื่อใช 2,4-D 1 มก./ล. 
สวนการสรางปมก็มีแนวโนมลดลง (ตารางที่ 4) นอกจากนี้
การใชสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดอื่น ๆ ไดแก NAA 
รวมกับ BA (ความเขมขน 0.1-1.0 มก./ล.), GA3 (0.5-4     
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

มก./ล.) หรือ PEG (0.5-10%) พบวา แคลลัสยังคงมี
โครงสรางของรากสูงและเกิดอาการสีน้ําตาลและตายเปน
ส วนใหญ เมื่ อ เพาะ เลี้ ย ง เป น ระยะ เวลานานขึ้ น  
(ไมแสดงขอมูล)  การลดความเขมขนของธาตุอาหารสูตร 
MS เปน ¼ MS นั้นพบวาแคลลัสมีความแข็งเพิ่มขึ้นและ 
มีจุดสีเขียว (4.17%) แตพบการเกิดสีน้ําตาลคอนขางสูง 
(ตารางที่ 5, ภาพที่ 2) ทํานองเดียวกันอาหารที่เติม 2,4-D 
รวมกับ TDZ ใหแคลลัสที่มีความแข็ง และมีจุดสีเขียว
มากกวาอาหารที่เติม 2,4-D รวมกับ BA (ตารางที่ 6,       
ภาพที่ 3) และเมื่อทําการปรับสมดุลของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต โดยลดความเขมขนของ 2,4-D รวมกับการ
เติม TDZ พบวา การพัฒนาของ embryogenic callus 
ลดลง โดยมีการสรางปมลดลงและมีการเกิดสีน้ําตาล
เพิ่มขึ้น (ตารางที่ 7)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Table 4  Effects of various concentrations of 2,4-D in combination with 1 mg/l BA on somatic embryo 
formation and number of somatic embryos per callus clump after 5 weeks of culture. 

2,4-D 
(mg/l) 

Nodular calli (%) Number of 
nodules/callus 

Rooting calli (%) Number of 
roots/callus 

0.1 2.5 1 7.5  0.88 
0.5 38.75  1.51 7.5  0.88 
1.0 38.75  2.06 8.75  1 

 

Table 5  Effects of various strengths of MS medium supplemented with 0.5 mg/l BA and 2,4-D on 
somatic embryogenesis after 4 weeks of culture. 

strength of 
MS medium 

Nodular 
calli (%) 

Number of 
nodules/callus 

Browning  
(%) 

Callus 

Characters color 

1/4 18.06  1.68 33.33 very compact yellow with green spots 

1/2 12.50  1.00 13.89 compact yellow 

3/4 9.72  1.75 19.44 compact yellow 

1 8.34  1.33 36.11 friable yellow 
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การชักนําโซมาติคเอมบริโอในหญาแฝกพันธุสงขลา 3 
(Vetiveria zizanioides Nash) 

 
                 ¼ MS       ½ MS                    ¾ MS                                 1 MS 

Figure 2 Nodular calli on various strengths of MS medium supplemented with 0.5 mg/l BA and 2,4-D after 4 
weeks of culture. 

Table 6  Effects of various concentrations of BA or TDZ supplemented with 1 mg/l 2,4-D on somatic 
embryogenesis after 4 weeks of culture. 

2,4-D 
(mg/l) 

BA 
(mg/l) 

TDZ 
(mg/l) 

Nodular calli (%) 
 

 Number of nodules/callus Browning (%) 

1 0 0 36.25  1.59 0.00 
1 1 0 53.00  2.76 26.00 
1 2 0 73.75  2.92 17.50 
1 3 0 45.00  2.17 37.94 
1 4 0 51.5  1.88 38.75 
1 0 0.1 23.75  0.93 9.75 
1 0 0.25 18.75  0.68 29.17 
1 0 0.5 36.25  1.43 26.25 
1 0 1 33.25  1.27 28.50 

 

Figure 3 Nodular callus cultured on MS medium supplemented with 1 mg/l BA and 1 mg/l 2,4-D (A)  0.1 mg/l 
2,4-D and 0.5 mg/l TDZ (B) after 4 weeks of culture. 

A B 
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ในสวนของพัฒนาการของโซมาติคเอมบริโอใน
อาหารเหลวนั้น พบวา การกรองแยกขนาดของเซลลไม
สงเสริมการเจริญเติบโตหรือพัฒนาการของเซลล การไม
กรองแยกขนาดเซลลใหพัฒนาการดีกวา ซึ่งจากการยาย
เล้ียงเซลลในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 1 มก./ล. 
รวมกับ CH เขมขน 1,000 มก./ล. พบวา เซลลมีการ
เจริญเติบโต และพัฒนาการคอนขางดี  กลุมเซลลพัฒนา
ใหเอมบริโอในระยะรูปกลม และพบบางกลุมเซลลที่มีการ
พัฒนาตอในระยะหัวใจ (ภาพที่ 4)  อยางไรก็ตามเมื่อยาย
เอมบริโอในระยะดังกลาวไปเล้ียงในอาหารแข็งสูตร MS  
ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไมมีการงอกหรือ
พัฒนาเปนตน แตมีการพัฒนาเปนรากแทน และจาก
การศึกษาการเติม BA ความเขมขนตาง ๆ  รวมกับ 2,4-D 
เขมขน 1 มก./ล. และ CH เขมขน 1,000 มก./ล. พบวา      
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเติม BA ความเขมขน 3 มก./ล. ใหพัฒนาการของ
เซลลในระยะรูปกลมและระยะรูปหัวใจ หรือทอรปโด 
สูงสุด13% และ 12.6 % ตามลําดับ  อยางไรก็ตามผล
ดังกลาวต่ํากวาการไมเติม BA (ตารางที่ 8) 

จากการเปรียบเทียบอายุของ embryogenic 
callus ที่ยายเลี้ยงในอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
เขมขน 1 มก./ล. รวมกับ CH เขมขน 1,000 มก./ล. เปน
ระยะเวลาตาง  ๆ  กอนนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว  
เปนระยะเวลาตาง ๆ พบวา embryogenic callus ที่ยาย
เล้ียงในอาหารแข็งเปนเวลา 1 สัปดาห แลวจึงยายมา
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวมีพัฒนาการดีที่สุดโดยอยูใน
ระยะรูปหัวใจ-ทอรปโด 26.79% หลังจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 4 สัปดาห (ตารางที่ 9) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Table 7  Effects of various concentrations of 2,4-D in combination with 0.5 mg/l TDZ on somatic 
embryogenesis after 4 weeks of culture. 

2,4-D 
(mg/l) 

TDZ 
(mg/l) 

Nodular calli 
(%) 

Number of 
nodules/callus 

Rooting calli 
(%) 

 Number of 
roots/callus 

Browning 
(%) 

0.1 0 20.00  0.73 12.50  0.43 33.75 
0.5 0 15.00  0.46 3.75  0.20 6.25 
1.0 0 33.75  1.10 0.0 0.00 11.25 
0.1 0.5 21.75  0.94 1.25  0.05 53.75 
0.5 0.5 20.00  0.90 0.00 0.00 37.50 
1.0 0.5 28.75  0.73 0.00 0.00 16.25 

 

 

Figure 4 Embryos at various stages of development after 4 weeks of culture in liquid MS medium   
 supplemented with 1 mg/l 2,4-D and 1,000  mg/l CH. 
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วิจารณ 
  
จากการศึกษาอาหารสูตร MS ที่เติม สารควบคุม   

การเจริญเติบโตในกลุมออกซิน 2 ชนิด คือ 2,4-D หรือ 
dicamba พบวา อาหารเติม 2,4-D สงเสริมการสรางปม
ของแคลลัสสูงกวา dicamba  การเติม 2,4-D รวมกับ CH 
สงเสริมการสรางปมของแคลลัสสูงกวา AD ดังนั้นการ   
ชักนําโซมาติคเอมบริโอในระยะเริ่มตนสงเสริมไดดวยการ
เติมออกซินในรูป 2,4-D  สอดคลองกับการรายงานของ 
Wang et al. (2003) รายงานวาอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
เขมขน 22.6 μM สงเสริมการสราง embryogenic callus 
จาก caryopsis และ mature embryo ของ wheatgrass  
สูงสุด 3.1% Pareek and Kothari (2003) รายงานการใช
อาหารเหลวที่เติม 2,4-D เขมขน 1 มก./ล. ซึ่งใหอัตราการ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สรางโซมาติคเอมบริโอโดยตรงจากชิ้นสวนใบของไมดอก 
Dianthus สูงสุด 85%  ในขณะที่ Te-chato et al. (2003) 
รายงานวา อาหารเติม dicamba 1 มก./ล. สงเสริมการ
เจริญเติบโตและพัฒนาการของแคลลัสปาลมน้ํามัน  
แสดงใหเห็นวาพืชตางชนิดกันมีการตอบสนองตอสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตแตกตางกัน 

การสรางโซมาติคเอมบริโอและการพัฒนาเปน
พืชตนใหมมักจะสรางในอาหารเดิมหรืออาหารที่ลด  
ความเขมขนของสารควบคุมลง หรือผานการยายเลี้ยงเปน
ระยะเวลานาน ซึ่ง Suzuki  et al. (2002) ประสบความสําเร็จ
ในการชักนําเอมบริโอจากแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงใบ
จากนอกหลอดทดลองของ lily of the Nile (Agapanthus 
praecox ssp. orientalis) ในอาหารสูตร MS ที่ปราศจาก
สารควบคุมการเจริญเติบโต และชักนําการงอกเปนพืช  

Table 8  Effects of various concentrations of BA on development of somatic embryo after 4 weeks of culture 
in liquid MS medium supplemented with 1 mg/l 2,4-D and 1,000  mg/l CH. 

BA (mg/l) Globular shape embryos (%) Heart-torpedo shape embryos (%) 

0 19.15 13.11 

1 9.54 12.54 

2 4.53 7.02 

3 13.0 12.60 

4 4.14 11.60 

 

Table 9  Effects of ages of embryogenic calli on development of somatic embryos in liquid MS medium with 1 
mg/l 2,4-D and 1,000 CH at various times of culture. 

Age (weeks)  Globular-shape embryos (%) Heart-torpedo-shape embryos (%) 

1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 

1 0 6.02 5.04 1.07 0.65 1.83 8.8 26.79 

2 4.09 2.3 0 0 4.94 16.61 9.69 9.13 

3 0 0.44 0 0 4.94 11.42 15.22 9.09 

4 0.13 0.15 0 0 12.58 11.25 7.74 9.79 
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ตนใหมไดในอาหารที่ลดความเขมขนของธาตุอาหารลง
ครึ่งหนึ่งภายใตการใหแสงที่ความเขมแสง 30 μmol/m2/s 
ในขณะที่ Sahrawat and Chand (2004) รายงานวา
อาหารสูตร MSB ซึ่งประกอบดวยธาตุอาหารหลักและรอง
ของสูตร MS  และวิตามินและกรดอะมิโนของสูตร B5 ที่
เติม NAA เขมขน 0.11 μM รวมกับ BA เขมขน 8.8 μM 
สงเสริมใหเอมบริโอที่ไดจากการเพาะเลี้ยง coleoptile ของ
ขาวบารเลยมีการพัฒนาเปนตนได Wang  et al. (2003) 
ชักนําใหเกิดตนจาก embryogenic cell ในสภาพ
แขวนลอย โดยยายกลุมเซลลไปเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง
สูตร MS ที่เติม 2,4-D เขมขน 9.1 μM เปนเวลา 2 สัปดาห
กอนยายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม KN 
เขมขน 0.9 μM    สวน Ipekci and Gozukirmizi (2003) 
ชักนําให เกิดโซมาติคเอมบริ โอจากชิ้นสวนใบของ 
Paulownia elongata ไดสูงสุดถึง 69.8% ในอาหารสูตร 
MS ที่เติม CH เขมขน 500 มก./ล. และ TDZ เขมขน 10 
มก./ล. หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน แลวยายไปเลี้ยง
ในอาหารที่ปราศจาก TDZ เพื่อสงเสริมพัฒนาการของ
เอมบริโอและพัฒนาเปนพืชตนใหม  

การปรับความสมดุลของสารควบคุมการ
เจริญเติบโตเปนแนวทางหนึ่ งในการส งเสริมการ
เจริญเติบโตและพัฒนาการของแคลลัส Leupin et al. 
(2000) รายงานการเติม 2,4-D รวมกับ BA วาชวยสงเสริม
การเจริญเติบโตของ compact callus ในหญาแฝกพันธุ  
ที่ไมมีการสรางดอก ทํานองเดียวกันในการศึกษานี้เมื่อ
ยายเลี้ยงแคลลัสไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม 2,4-D 
รวมกับไซโตไคนินชนิดตาง ๆ  พบวา การเติม 2,4-D 
รวมกับ BA ความเขมขน  1-2 มก./ล. สงเสริมการสรางปม
และพัฒนาในระยะรูปหัวใจ-ทอรปโดสูงกวาไซโตไคนิน
ชนิดอื่น ๆ  อยางไรก็ตามเมื่อทําการยายเลี้ยงโซมาติค
เอมบริโอที่มีลักษณะรูปหัวใจ-ทอรปโดไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวา     
โซมาติคเอมบริโอไมมีการพัฒนาตอไปเปนยอด แตมี
โครงสรางของรากเกิดขึ้น จึงไดศึกษาการปรับสมดุลของ
สารควบคุมการเจริญเติบโตโดยลดความเขมขนของ 2,4-D 
และเพิ่มความเขมขนของไซโตไคนิน จากการศึกษา พบวา 
แคลลัสยังคงมีโครงสรางคลายรากมีแนวโนมเพิ่มขึ้น         
. 

สวนแคลลัสที่ มีโครงสรางคลายปมมีแนวโนมลดลง   
นอกจากนี้มีการเติมสารชนิดอื่นเพื่อสงเสริมใหมีการ
พัฒนาของโซมาติคเอมบริโอซึ่งมีรายงานความสําเร็จใน 
Dianthus 3 ชนิดในอาหารสูตร MS ที่เติม CH เขมขน 200 
มก./ล. แลวสงเสริมใหงอกเปนพืชตนใหมในอาหารที่เติม 
GA3 เขมขน 1 มก./ล. (Pereek and Kothari, 2003)  และ
มีการเติม NAA ในการเลี้ยง Dianthus caryophyllus 
(Yantcheva et al., 1998) อยางไรก็ตามในการศึกษานี้
พบวา การเติม NAA รวมกับ BA (ความเขมขน 0.1-1.0 
มก./ล.), GA3 (0.5-4 มก./ล.) หรือสรางความเครียดโดย
เติม PEG (0.5-10%) สงเสริมแคลลัสที่มีโครงสรางคลาย
รากสูง มีสีน้ําตาล และตายเปนสวนใหญเมื่อเพาะเลี้ยง
เปนระยะเวลานานขึ้น (ไมแสดงขอมูล)  นอกจากนี้การลด
ความเขมขนของธาตุอาหารสูตร MS เปน 1/4 พบวาแคลลัส
มีลักษณะแข็งเพิ่มขึ้นและมีจุดสีเขียวซึ่งคาดวาเปน
โครงสรางของยอด อยางไรก็ตามพบการเกิดสีน้ําตาล
คอนขางสูง และไมมีการพัฒนาเปนตน ทํานองเดียวกัน
อาหารที่เติม 2,4-D รวมกับ TDZ ใหแคลลัสที่มีโครงสราง
แข็งและมีจุดสีเขียว มากกวาอาหารเติม 2,4-D รวมกับ 
BA และเมื่อทําการปรับสมดุลของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต โดยลดความเขมขนของ 2,4-D รวมกับการ
เติม TDZ พบวา การพัฒนาของ embryogenic callus 
ลดลงโดยมีการสรางปมต่ํากวาสูตรปกติและเกิดสีน้ําตาล
เพิ่มขึ้นและตายลงเมื่อยายเลี้ยงตอไป 

จากการทดลองนี้แมวาโซมาติคเอมบริโอของ
หญาแฝกไมสามารถชักนําใหมีการงอกเปนตนได การยาย
เล้ียงอยางสม่ําเสมอในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
1 มก./ล. รวมกับ CH 1,000 มก./ล. นี้สงเสริมพัฒนาการ
ของเอมบริโอเขาสูระยะรูปหัวใจ-ทอรปโดได ในการศึกษา
ตอไปเพื่อสงเสริมการงอกเปนตนที่สมบูรณควรปรับความ
เขมขนของ CH รวมกับการเติม 2,4-D แลวยายไปชักนํา
การงอกในอาหารแข็งที่ลดความเขมขนของธาตุอาหารลง
เปน 1/4  เติม CH รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต
ชนิด และความเขมขนตาง  ๆ  เชน  BA รวมกับ 2,4-D 
หรือ BA รวมกับ GA3 ซึ่งเปนแนวทางหนึ่งในการชักนําให
เปนพืชตนใหมตอไป 
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สรปุ 
  

การเพาะเลี้ยง embryogenic callus หญาแฝกใน
อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D รวมกับ BA เขมขน        
1 มก./ล. ชักนําโซมาติคเอมบริโอระยะรูปกลมสูงสุด 
90.91% จํานวนปมเฉลี่ยสูงสุด 2.71 ปม/ชิ้นสวน ระยะ  
รูปหัวใจสูงสุด 2.56% สวนการเพาะเลี้ยงเอมบริโอเจนิค
แคลลัสในอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D รวมกับ BA 
เขมขน 1 มก./ล. เปนเวลา 1 สัปดาห แลวยายไป
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม  2,4-D เขมขน    
1 มก./ล. รวมกับ CH เขมขน 1,000 มก./ล. ใหเซลลเดี่ยว ๆ 
และสงเสริมพัฒนาการของโซมาติคเอมบริโอในระยะรูป
หัวใจ-ทอรปโดสูงสุด 26.79% อยางไรก็ตามยังไมสามารถ
ชักนําใหมีการงอกเปนตนได ดังนั้นในการศึกษาตอไป
จําเปนตองศึกษาปจจัยที่สงเสริมใหโซมาติคเอมบริโองอก
เปนตน โดยอาจจะเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งที่ลดความ
เขมขนของธาตุอาหารลงเปน 1/4 รวมกับการเติม CH และ
สารควบคุมการเจริญเติบโต ชนิด และความเขมขนตาง ๆ  
เชน  BA รวมกับ 2,4-D หรือ BA รวมกับ GA3 
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