
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

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

1. ชุดโครงการวิจัย   : - 

 

2. โครงการวิจัย   :  วิจัยและพัฒนาการเพ่ิมปริมาณต้นมันส าปะหลังในสภาพ 

  เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยเทคนิคเซลล์โซมาติก (โครงการวิจัยเดี่ยว) 

กิจกรรม   :  การศึกษาปัจจัยการชักน าคัพภะให้เกิดเซลล์โซมาติกของ 

       ลูกผสมมันส าปะหลัง 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การศึกษาปัจจัยการเกิดเซลล์โซมาติกจากคัพภะของลูกผสมเปิด 

   ปี 2558 จากต้นแม่มันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทย 

 

4. ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Factors to somatic cell from Thai recommended  

   varieties open-pollinated embryos in cassava  

   breeding program (hybrids of 2015) 

 

5. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นายกุลชาต นาคจันทึก สังกัด ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 

ผู้ร่วมงาน                            :  นางประพิศ วองเทียม สังกัด ศูนยว์ิจัยพืชไร่ระยอง 

     :  นางจิณณจาร์  หาญเศรษฐสุข สังกัด ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 

     



6. บทคัดย่อ 

กุลชาต นาคจันทึก1  ประพิศ วองเทียม1  จิณณจาร์ หาญเศรษฐสุข1 

การศึกษาปัจจัยการเกิดเซลล์โซมาติกจากคัพภะของลูกผสมเปิดจากต้นแม่มันส าปะหลังพันธุ์แนะน า

ในประเทศไทยในการทดลองนี้ วางแผนการทดลองแบบ 4x5 factorial in Completely Randomized 

Design (CRD) จ านวน  3  ซ้ าโดยมี 2 ปัจจัย คือ พันธุ์มันส าปะหลัง ได้แก่ ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 11 

และระยอง 60 กับ ชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน 5 ชนิด (ปี2558)และระดับความเข้มข้น

ของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินปีละ 5 ระดับ (ปี2559และปี2560) พบว่า เมื่อน าคัพภะของพันธุ์

ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 11 และระยอง 60 มาเลี้ยงบนอาหารที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่ม

ออกซิน 5 ชนิด จะมีอยู่ 2 ชนิด คือ picloram และ dicamba ที่สามารถชักน าใหค้ัพภะมันส าปะหลังเป็น

แคลลัสได้มากกว่าร้อยละ 65 ส่วนระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมพบว่า ระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 30 ไมโคร

โมล์ขึ้นไป จะสามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้มากกว่าร้อยละ 65  

 

Abstract 

Factors to somatic cell from Thai recommended varieties open-pollinated embryos 

in cassava breeding program. In this experiment; 4x5 factorial in Completely Randomized 

Design (CRD) 3 replication 2 factors (cassava varieties (hybrids of 2015) : Rayong 2, Rayong 5, 

Rayong11 and Rayong 60. Growth regulators :Auxin group: Types of auxin (2015)/ 

Concentration of auxin(2016-2017) . Competence for induction to callus from cassava 

embryos of 4 cultivars Rayong 2, Rayong 5, Rayong11 and Rayong 60 on induction media 

containing 5 auxin types, had 2 auxin types (picloram and dicamba) could induced to callus 

more 65 percent of cassava embryos. Level of auxin concentration; induction media 

containing since 30 µM 2 auxin types could induced to callus more 65 percent of cassava 

embryos.  

 

1 ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 



7. ค าน า 

มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz, Euphobiaceae) เป็นทั้งพืชอาหารและพืชพลังงาน 

(El-Sharkawy, 2003)  ซึ่งศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองมีการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมมันส าปะหลัง โดยได้รับมาจาก

ศูนย์เกษตรเขตร้อน (International Center for Tropical Agriculture หรือ CIAT) ทั้งหมด 628 พันธุ์ ใน

สภาพปลอดเชื้อ โดยขนส่งจากประเทศโคลอมเบีย ในหลอดแก้วเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  แล้วท าการย้ายปลูกออกสู่

สภาพแปลง  อีกส่วนหนึ่งเก็บไว้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง  

 ปัจจุบันมีการศึกษาจ าแนกลักษณะพันธุกรรมโดยสัณฐาน -สรีรวิทยาของมันส าปะหลังในแปลง

รวบรวมพันธุ์ที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง  ได้ฐานข้อมูลที่สมบูรณ์แล้ว จ านวน  200  พันธุ์ โดยวิธีการจ าแนกตาม

หลักของ International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) การประเมินแบ่งออกเป็น  2  ช่วง

อายุ คือ ช่วงแรกประเมินลักษณะเมื่ออายุ  3-4  เดือนหลังปลูก มี 10 ลักษณะ ดังนี้ ลักษณะสียอดอ่อน ขนที่

ยอดอ่อน รูปร่างแผ่นใบกลาง สีของเส้นใบกลาง ความยาวก้านใบ มุมของก้านใบที่ท ากับล าต้น สีก้านใบ 

จ านวนแฉกบนแผ่นใบ ความยาวแผ่นใบกลาง และความกว้างแผ่นใบกลาง ช่วงที่  2  ประเมินลักษณะในระยะ

เก็บเกี่ยว เมื่อต้นมันส าปะหลังอายุได้  12  เดือน จ านวน 31 ลักษณะ ดังนี้ ลักษณะสียอดอ่อน ขนที่ยอดอ่อน 

รูปร่างแผ่นใบกลาง สีของเส้นใบกลาง ความยาวก้านใบ มุมของก้านใบที่ท ากับล าต้น สีก้านใบ จ านวนแฉกบน

แผ่นใบ  ความยาวแผ่นใบกลาง  ความกว้างแผ่นใบกลาง รอยคอดที่หัวรูปทรงของหัว การมีขั้วของหัว ลักษณะ

ผิวนอกของหัวจ านวนหัวต่อต้น สีเปลือกชั้นนอกของหัว การหลุดล่อนของผิวชั้นนอก สีเปลือกชั้นในของหัว 

ความยากง่ายในการลอกเปลือกชั้นใน สีเนื้อของหัว และเปอร์เซ็นต์แป้งในหัวสด (กุลชาต, 2557) 

 จากฐานข้อมูลข้างต้นคณะนักวิจัยได้มีการคัดเลือกเชื้อพันธุกรรมที่มีลักษณะดีเด่น เช่น ทรงต้น 

ลักษณะทรงหัว  เปอร์เซ็นต์แป้ง เป็นต้น เพ่ือเป็นข้อมูลในการคัดเลือกใช้เป็นพ่อ-แม่ในขั้นตอนการปรับปรุง

พันธุ์มันส าปะหลัง 

 เมื่อมันส าปะหลังพันธุ์หนึ่งได้รับการรับรองพันธุ์แล้ว  ต้องมีการใช้ปัจจัยด้านพ้ืนที่  ท่อนพันธุ์ และ

ระยะเวลาในการผลิตท่อนพันธุ์  เพ่ือเพ่ิมปริมาณให้ได้มากพอ  รวมทั้งอาจมีปัญหาด้านโรคและแมลงท าลาย 

ท าให้ผลิตท่อนพันธุ์ได้น้อยลง ดังนั้น จ าเป็นจะต้องมีแหล่งเก็บพันธุ์มันส าปะหลังที่ปลอดโรค  เพ่ือใช้ในยาม

จ าเป็น การใช้เทคนิคด้านเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นทางเลือกหนึ่งในการแก้ปัญหาการระบาดของโรคและแมลงมัน

ส าปะหลัง โดยปกติการขยายพันธุ์โดยท่อนพันธุ์มีอัตราส่วน 1 ต่อ 10 เท่าต่อปีและใช้พ้ืนที่จ านวนมากในการ

ขยายท่อนพันธุ์  ในขณะที่การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถขยายพันธุ์ในอัตรา ประมาณ 1 ต่อ 64 เท่าต่อปี ซึ่งยัง

นับว่าน้อยและไม่เพียงพอ หากต้องการขยายพันธุ์ในปริมาณสูง แม้แต่การปรับปรุงพันธุ์มันส าปะหลังที่มี

ขั้นตอนการผลิตท่อนพันธุ์มันส าปะหลังที่ได้จากการคัดเลือกเมล็ดลูกผสมในแต่ละปี ที่ต้องเสียทั้งเวลาและ

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00700.x/full#b4


พ้ืนที่ในการขยายท่อนพันธุ์ให้มีปริมาณที่เพียงพอต่อการทดสอบสายพันธุ์  ดังนั้นการใช้เทคนิคเซลล์โซมาติก 

จึงเป็นทางเลือกหนึ่งในการขยายพันธุ์แบบเร่งด่วนและได้ปริมาณมาก 

  



 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย  

 เพ่ือศึกษาปัจจัยการเกิดเซลล์โซมาติกจากคัพภะของลูกผสมเปิดปี 2558 จากต้นแม่มันส าปะหลังพันธุ์

แนะน าในประเทศไทย 

 

 ผลผลิตโครงการวิจัยแต่ละปี (Output ที่เกิดจากงานวิจัย รวมทั้งแบ่งเปอร์เซ็นต์การด าเนินงาน
ของโครงการวิจัย       ตั้งแต่ปีที่เริ่มต้นจนถึงปีที่สิ้นสุด  

 

ปี 

พ.ศ. 

เปอร ์

เซ็นต์ 

(%) 

ผลผลิตของโครงการ 

2558 30 
ทราบถึงการตอบสนองต่อสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน ชนิดใด  มีผลต่อการชักน า

คัพภะของมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทย 

2559 35 
ทราบถึงการตอบสนองต่อระดับความเข้มข้นเบื้องต้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน

ที่ได้จากปีแรก มีผลต่อการชักน าคัพภะของมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทย 

2560 35 
ทราบถึงการตอบสนองต่อระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออก

ซินที่ได้จากปีแรก มีผลต่อมีผลต่อการชักน าคัพภะของมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทย 

 100 %  



 ผลลัพธ์โครงการวิจัยแต่ละปี (Outcome ที่เกิดจากการน าผลผลิตไปขยายผล)  

ปี พ.ศ. ผลลัพธ์ของโครงการ 

2558 
ได้ข้อมูลการตอบสนองต่อสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินชนิดใด สามารถชักน า

คัพภะของมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทย เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในงานวิจัยปีต่อไป 

2559 

ได้เซลล์โซมาติกและข้อมูลการตอบสนองต่อระดับความเข้มข้นเบื้องต้นของสารควบคุม

การเจริญเติบโตกลุ่มออกซินใด สามารถชักน าคัพภะของมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าใน

ประเทศไทย เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในงานวิจัยปีต่อไป 

2560 

ได้เซลล์โซมาติกและข้อมูลการตอบสนองต่อระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินใด สามารถชักน าคัพภะของมันส าปะหลังพันธุ์แนะน า

ในประเทศไทย เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในงานวิจัยปีต่อไปและน ามาทดสอบให้เกิด multiple 

shoot เพ่ือพัฒนาในการผลิตต้นมันส าปะหลังจ านวนมากในสภาพเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ต่อไป 

 

 การตรวจเอกสารที่เกี่ยวข้องและผลงานวิจัยท่ีผ่านมา 
 Somatic embryogenesis หมายถึง การเกิดเอ็มบริโอจากเซลล์หรือเนื้อเยื่อร่างกาย (somatic cell 

หรือ tissue) ซึ่งตรงกันข้ามกับ zygotic embryogenesis ที่ได้จากการปฏิสนธิของเซลล์ไข่กับสเปิร์ม อาจใช้
ค าอ่ืนแทนได้ เช่น embryoid, adventitious embryo, vegetative embryo, embryo-like-structure 
และกระบวนการที่เกิดอาจเรียกได้หลายชื่อ เช่น adventitious embryogenesis, asexal embryogenesis 
เป็นต้น 

 ระยะต่างๆ ของการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีส  เริ่มจากเซลล์เริ่มต้นมีการแบ่งเซลล์แบบซ้ าๆ เกิด
เป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ จากนั้นจะมีการพัฒนาผ่านระยะรูปกลม (globular) รูปหัวใจ (heart) และรูปทอร์ปิโด 
(torpedo) ตามล าดับ  ก่อนที่จะเกิดเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ (Dodd and Roberts, 1983) 



 
ภาพระยะต่างๆของการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซีส 

ที่มา: Dodd and Roberts, 1983 
 การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ หมายถึงการน าเอ็มบริโอที่เกิดจากต้นพืชในธรรมชาติในถุงรังไข่ (embryo 

sac) มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือชักน าให้เกิดเป็นต้นโดยตรง  หรือโดยผ่านแคลลัส

เสียก่อน ในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอที่ได้จากการผสมเรียกว่า  embryo และเรียกเอ็มบริโอที่ได้จากการ

เพาะเลี้ยงแคลลัสเซลล์เดี่ยว เซลล์แขวนลอย หรือเอ็มบริโอที่ได้จากเซลล์ร่างกายโดยตรงว่า  somatic 

embryo หรือ embryoloid (รังสฤษฏ์, 2541) 

ประโยชน์ของการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ (ประศาสตร์ , 2536)  

 1 ช่วยในการเจริญและพัฒนาของเอ็มบริโอพืชบางชนิดที่ไม่สามารถงอกเองได้แม้ว่าจะได้รับการผสม

แล้ว และมีอาหารสะสมในเมล็ดอย่างเพียงพอ เช่น มะพร้าวกะทิ  

 2 ช่วยในการเจริญของเมล็ดที่ไม่สามารถงอกได้อันเนื่องมาจากเมล็ดไม่มีอาหารสะสม  เช่น เมล็ด

กล้วยไม้ หรือเมล็ดที่มีการสะสมน้ ามันในใบเลี้ยง หรือในเอนโดสเปิร์ม ซึ่งจะท าให้เอ็มบริโอได้รับอันตรายเมื่อ

เมล็ดแก ่ 

 3 ชว่ยร่นระยะเวลาของการผสมพันธุ์ พืชบางชนิดที่มีระยะเวลาการพัฒนาของเอ็มบริโอยาวนาน หรือ

หลังจากท่ีเมล็ดแก่แล้วยังมีการฟักตัวอีกระยะหนึ่ง ท าให้ต้องใช้เวลาในการรอคอย  



 4 ช่วยลดการปนเปื้อนเชื้อในขณะการเริ่มท าการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอที่อยู่ในเมล็ด ถือว่าเป็นส่วนของ

พืชที่มีความปลอดเชื้อมากท่ีสุดเหมาะแก่การน ามาท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

 5 เพ่ือการผลิตต้นพืชที่ปลอดจากเชื้อไวรัส นอกจากส่วนของเนื้อเยื่อเจริญตรงปลายยอดแล้ว ส่วน

ของเอ็มบริโอก็เป็นอีกส่วนที่มีความปลอดจากเชื้อไวรัสสูง ทั้งนี้เพราะเอ็มบริโอไม่มีเนื้อเยื่อท่อล าเลียงที่เชื่อม

ติดต่อกับอวัยวะอ่ืนๆของล าต้น ซึ่งจะเป็นทางแพร่กระจายของเชื้อไวรัส  

 6 สามารถขยายพันธุ์พืชได้จ านวนมากในเวลาอันรวดเร็ว  

 7 ช่วยการเจริญและการพัฒนาของเมล็ดพืชที่ไม่ได้รับการผสม ซึ่งในธรรมชาติแล้วเอ็มบริโอแบบนี้จะ

ฝ่อสลายไป  

 8 ช่วยหลีกเลี่ยงสิ่งที่ยับยั้งการเจริญของเอ็มบริโอ ซึ่งอาจจะเป็นลักษณะทางกายภาพของเมล็ด เช่น 

เปลือกเมล็ดที่แข็ง สารเคลือบผิวเมล็ด หรือสารเคมีที่ยับยั้งการงอกของเมล็ดบางชนิดที่ห่อหุ้มอยู่รอบๆ  

 9 เพ่ือการผลิตพืชที่มีชุดโครโมโซมต่างๆที่พิเศษนอกเหนือจากพืชธรรมดา คือพืชมีโครโมโซมชุดเดียว 

จากการเพาะเลี้ยงละอองเรณู หรือไข่ที่ยังไม่ได้รับการผสม พืชที่มีโครโมโซม 3 ชุด จากการน าเอา เอนโด

สเปิร์มมาเลี้ยง และพืชที่มีโครโมโซม 4 ชุด จากการเพาะเลี้ยงพืชที่มีโครโมโซม 2 ชุด ในสารอาหารที่มีสารโคล

ชิซีน 

 อัตราการอยู่รอดของการปลูกต้นกล้าที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เทียบกับท่อนพันธุ์มันส าปะหลังพันธุ์

เกษตรศาสตร์ 50 ในสภาพแปลงทดลอง  พบว่าการปลูกด้วยท่อนพันธุ์  ถ้าไม่พิจารณาช่วงเวลาปลูกจะมีอัตรา

การอยู่รอดและผลผลิตหัวสดสูงกว่าต้นกล้าที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   แต่ถ้าต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ปลูกช่วงเวลาที่เหมาะสมและได้รับปริมาณน้ าฝนอย่างเพียงพอ  ผลผลิตหัวสดจะสูงกว่าการปลูกด้วยท่อนพันธุ์  

โดยมีผลผลิตหัวสด 7,834.67 และ 6,762.67 กิโลกรัมต่อไร่  ตามล าดับ (มะลิวัลย์ , 2552)  somatic 

embryogenesis  โดยใช้ส่วนยอดอ่อน และใบอ่อนมาเพาะเลี้ยงในอาหารวุ้นสูตร MS ที่เติม 2,4-D, GA3, 

BAP ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  ในระยะชักน าจะเติม  2,4-D เพียงอย่างเดียว โดยความเข้มข้นที่เหมาะสม

ที่สุดคือ 16 มิลลิกรัมต่อลิตรในส่วนใบอ่อนของสายพันธุ์ M Col 1505  การชักน าให้เกิด somatic embryo 

จะเติม BAP  0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร, 2,4-D 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตรและ GA3 1 มิลลิกรัมต่อลิตรซึ่งเป็นอัตราส่วน

ที่ช่วยชักน า somatic embryoได้ดีที่สุด 

 Raghavan (1976) ได้ศึกษาการพัฒนาช่วยชีวิตของตัวอ่อนพืชพบว่า ระยะที่ตัวอ่อนยังมีอายุน้อย จะ

มีค่า osmotic potential ที่สูง จึงต้องใช้สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลสูงถึง 8-12 

เปอร์เซ็นต ์และเติมสารอ่ืนๆเพิ่มเติมทั้งกรดอะมิโนและเกลือ เพ่ือช่วยกระตุ้นการงอกของตัวอ่อน 



 Szabados et al. (1987) ได้ทดลองชักน าเนื้อเยื่อมันส าปะหลัง 15 สายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงจากส่วน

ยอดให้เกิด somatic embryogenesis  โดยใช้ส่วนยอดอ่อน และใบอ่อนมาเพาะเลี้ยงในอาหารวุ้นสูตร MS ที่

เติม 2,4-D, GA3, BAP ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  ในระยะชักน าจะเติม  2,4-D เพียงอย่างเดียว โดยความ

เข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดคือ 16 มิลลิกรัมต่อลิตรในส่วนใบอ่อนของสายพันธุ์ M Col 1505  การชักน าให้เกิด 

somatic embryo จะเติม BAP  0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร, 2,4-D 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตรและ GA3 1 มิลลิกรัมต่อ

ลิตรซึ่งเป็นอัตราส่วนที่ช่วยชักน า somatic embryoได้ดีที่สุด 

 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมันส าปะหลังโดยใช้ตุ้มใบอ่อน (immature leaflobe) ให้ เป็น somatic 

embryos และชักน าให้กลายเป็นต้น โดยการเติมฮอร์โมนออกซินลงในอาหารสูตร Murashige and Skoog: 

MS (1962)  เป็ น สู ต ร พ้ื น ฐ าน  จ ะท า ให้ เกิ ด  somatic embryo ได้  (Stamp and Henshaw, 1987; 

Szabados et al., 1987) ซึ่งยังมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนต้นแม่ทุกประการ และสามารถชักน าให้

กลายเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ (Raemakers et al., 1993) 

 Sharma (1996) ได้ศึกษาอุณหภูมิและแสง ในการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนพืชในสภาพปลอดเชื้อ พบว่า 

อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 25- 30 องศาเซลเซียส และต้องเพาะเลี้ยงในสภาพมืด 1-2 สัปดาห์  แต่ต้องมี

การท าลายการพักตัวเสียก่อน  ซึ่งอาจต้องใช้ที่อุณหภูมิที่ต่ าหรือสูง ขึ้นอยู่กับชนิดของพืชด้วย 

 Taylor et al. (2001) ได้ทดสอบการชักน ามันส าปะหลังทั้งหมด 15 สายพันธุ์ เพ่ือชักน าให้เป็น 

friable embryogenesis มาใช้ใประโยชน์ในการทดสอบทางเทคโนโลยีชีวภาพด้านต่างๆ โดยการชักน านั้นได้

ใช้อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 10 µM เลี้ยงเนื้อเยื่อไว้เป็นเวลา 3 สัปดาห์ จากนั้นย้ายลง

อาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 5 µM เป็นเวลา 2-3 สัปดาห์  

 Wongtiem et al. (2011) ได้ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตคินิน ต่อการชักน า 

secondary somatic embryogenesis ของมันส าปะหลังพันธุ์ระยอง 9 โดยสูตรชักน าได้ใช้สารกลุ่มออกซิ

นคือ 2,4-D ที่มีความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากการทดสอบสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตคิ

นิน พบว่าสาร อะดีนิน สามารถชักน าให้เกิด somatic embryogenesis ได้ดีที่สุด และเมื่อใช้อะดีนินความ

เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ 2,4-D ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร จะสามารถชักน ามันส าปะหลัง

พันธุ์ระยอง 9 จาก somatic embryogenesis ได้เป็นต้นมันส าปะหลังอย่างสมบูรณ์ได้มากท่ีสุด 

 

8. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ์ท่ีจ าเป็นส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 



1.  เครื่องแก้วต่างๆ  

2.  เครื่องมือที่จ าเป็นส าหรับงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 - เครื่องวัดความเป็นกรดเป็นด่าง (pH meter) 

 - เครื่องชั่ง (balance) 

 - อุปกรณ์ให้ความร้อน 

 - เตาอบ (oven) 

 - หม้อนึ่งความดันไอน้ า (autoclave) 

 - ตู้เย็น (refrigerator) 

 - ตู้ถ่ายเนื้อเยื่อ (laminar air flow cabinet) 

 - กล้องจุลทรรศน์ (microscopes) 

 - เครื่องเขย่า (shaker หรือ rotator) 

 - เครื่องควบคุมอุณหภูมิ ใช้เครื่องปรับอากาศ (air conditioner) 

 - เครื่องกรองน้ า และเครื่องกลั่นน้ า 

3.  อุปกรณ์ส าหรับการเปลี่ยนถ่ายชิ้นส่วน  

      3.1.  ตะเกียงส าหรับลนเครื่องมือตัดชิ้นส่วนและภาชนะ 

      3.2.  ปากคีบขนาด 300, 200 มม. ชนิดปลายตรงและขนาด 115 มม.ปลายโค้ง  

      3.3   เข็มเขี่ยด้ามไม้หรือด้ามโลหะ 

      3.4   มีดผ่าตัดมีด้ามเป็นโลหะชนิดเปลี่ยนใบมีดได้ 

      3.5   เพทริดิชฆ่าเชื้อด้วยส าหรับวาง explant แล้วตัด 

      3.6   กล้องจุลทรรศน์และเครื่องชั่งชนิดละเอียด 

4.  ห้องเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (culture room) 



- วิธีการ 

 วางแผนการทดลองแบบ 4x5 factorial in Completely Randomized Design (CRD) จ านวน  3  

ซ้ าโดยมี 2 ปัจจัย ดังนี้  

 ปัจจัยที่ 1. คือ พันธุ์มันส าปะหลัง ได้แก่ ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 11 และระยอง 60 

 ปัจจัยที่ 2. คือ ชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต 5 ชนิด (ปี2558)และระดับความเข้มข้นของสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินปีละ 5 ระดับ (ปี2559และปี2560) ที่ส่งผลท าให้เนื้อเยื่อมันส าปะหลังเป็น

แคลลัส  

วิธีปฏิบัติการทดลอง   

- ท าการฟอกฆ่าเชื้อผลของมันส าปะหลังอายุ 4-6 สัปดาห์หลังจากท าการผสมเกสร 
- น าผลที่ฟอกฆ่าเชื้อตัดแต่งเอาเมล็ดมาเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงคัพภะที่มีการเติมสารควบคุม

การเจริญเติบโตเพ่ือชักน าให้เกิดแคลลัส  เก็บเนื้อเยื่อไว้ในที่มืด 
- เปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 สัปดาห์ บันทึกข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส  เลี้ยงบนอาหารสูตร

ชักน าเป็นเวลา 9 สัปดาห์ 
- วิเคราะห์ข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส 

การบันทึกข้อมูล 

บันทึกข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสทุกๆ 3 สัปดาห์ เลี้ยงบนอาหารสูตรชักน าเป็นเวลา 9 สัปดาห์ 

- เวลาและสถานที่    - เริ่มต้นปีงบประมาณ 2558 สิ้นสุดปีงบประมาณ 2560 โดยปฏิบัติงาน

ที่ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ.ระยอง 

 

 

9. ผลการทดลองและวิจารณ์  

จากการทดลองในปี 2558 เมื่อน าเมล็ดที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อและไม่มีการปนเปื้อนเชื้อราและ

แบคทีเรีย มาเลี้ยงบนอาหารที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ 

indoleacetic acid (IAA), naphthaleneacetic acid (NAA), 2,4-D, 2-methoxy-3,6-dichlorobenzoic 

acid (dicamba) และ picloram พบว่า อาหารที่มีการเติมสาร IAA และ NAA เมล็ดไม่มีการตอบสนองต่อ

สารควบคุมการเจริญเติบโตเลย ส่วนอาหารที่มีการเติม dicamba, picloram และ 2,4-D มีการพัฒนาเป็น

แคลลัส เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า อาหารที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินทั้ง 5 ชนิด มีความ



แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มที่สามารถชักน าให้เนื้อเยื่อพัฒนาเป็น

แคลลัสได้ดี (มีเปอร์เซ็นต์แคลลัสเฉลี่ยมากกว่า 65 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไป) ได้แก่ dicamba, picloram และ 2,4-D   

กลุ่มท่ี และกลุ่มที่ไม่สามารถชักน าให้เนื้อเยื่อพัฒนาเป็นแคลลัสได้ คือ IAA และ NAA 

เมือ่น าพันธุ์ระยอง2 ระยอง5 ระยอง11และระยอง60 มาแยกวิเคราะห์เพ่ือจะหาความแตกต่าง

ระหว่างพันธุ์ในการทดลอง พบว่า ผลที่ได้ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ และระหว่างชนิดสารกับพันธุ์ที่น ามา

ทดลองไม่มีปฏิสัมพันธ์กัน (Table1) 

ดังนั้นจากการทดลองนี้ สามารถแยกสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินที่สามารถชักน าให้เกิด

แคลลัสได้ มี 3 ชนิด คือ dicamba, picloram และ 2,4D โดยทั้ง 4 พันธุ์ คือระยอง2 ระยอง5 ระยอง11และ

ระยอง60 ให้ผลสอดคล้องกัน แต่แคลลัสที่เกิดยังไม่สามารถบอกถึงการเกิดเซลล์โซมาติกท่ีสมบูรณ์ได้ทั้งหมด 

จะต้องท าการเปลี่ยนสูตรอาหารเพ่ือกระตุ้นให้แคลลัสพัฒนาเป็นเซลล์โซมาติกในขั้นตอนต่อไป 



Table 1 Effects of 5 auxin types on the induction of cassava callus (percent) from 3 

Thai cassava explants. 

Cultivars 

Types of auxin (30µM) Average 

of 

cultivars 
IAA NAA Dicamba Picloram 2,4-D 

Rayong 2 0  0  64.7 71.3 74.7 42.1 

Rayong 5 0  0  65.3 72.7 76.7 42.9 

Rayong 11 0  0  68.0 72.0 74.0 42.8 

Rayong 60 0  0  69.3 71.3 72.7 42.6 

Average of 

auxin types 

0 c 0 c 66.8 b 71.8 ab 74.5 a  

CV 49.96      

Note: Means followed by the same letter are not significantly different at 5% 

จากการทดลองในปี 2559 เมื่อน าคัพภะมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทยทั้ง 4 พันธุ์ มาเลี้ยง

บนอาหารที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินได้แก่ 2,4-D, picloram และdicamba (Table 

2-Table 4) ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ พบว่าค่าเฉลี่ยของการพัฒนาจากคัพภะเป็นแคลลัสของมันส าปะหลังทั้ง 

4 พันธุ์ ได้แก่ ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 11 และระยอง 60 อยู่ในช่วง 55.4-58.0 เปอร์เซ็นต์ เมื่อวิเคราะห์

ทางสถิติแล้ว ไม่มีความแตกต่างกัน และระหว่างชนิดสารกับพันธุ์ที่น ามาทดลองไม่มีปฏิสัมพันธ์กัน ส่วนระดับ

ความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินทั้ง 3 ชนิดที่ใช้ในการทดลอง ให้ผลในทางสอดคล้อง

กัน คือ สามารถแยกระดับความเข้มข้น ที่ท าให้เกิดแคลลัสได้ 2 ประเภท คือ 1.) ระดับที่สามารถชักน าให้เกิด

แคลลัสได้มาก คือ ระดับความเข้มข้นที่ 30, 45 และ 60 ไมโครโมล์ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส อยู่ในช่วง 72-

79  2.) ระดับที่สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้เล็กน้อย คือ ระดับความเข้มข้นที่ 15 ไมโครโมล์ ซึ่งเปอร์เซ็นต์

การเกิดแคลลัส อยู่ในช่วง 23-32 



Table 2  Effects of different concentration of 2,4-D on the induction of cassava 

callus (percent) from 4 Thai cassava embryos. 

Cultivars 

Concentration of 2,4-D (µM) Average 

of 

cultivars 0 15 30 45 60 

Rayong 2 0.0 53.0 74.7 81.1 81.3 58.0 a 

Rayong 5 0.0 43.7 76.7 82.0 83.1 57.1 a 

Rayong 11 0.0 44.4 74.0 79.8 80.0 55.6 a 

Rayong 60 0.0 50.1 72.7 77.4 76.9 55.4 a 

Average of 

concentration 
0.0 c 47.8 b 74.5 a 80.1 a 80.3 a 

 

CV 34.9      

Note: Means followed by the same letter are not significantly different at 5% 

Table 3  Effects of different concentration of picloram on the induction of cassava 

callus (percent) from 4 Thai cassava embryos. 

Cultivars 

Concentration of picloram (µM) Average 

of 

cultivars 0 15 30 45 60 

Rayong 2 0.0 27.8 71.3 79.2 79.5 51.6 a 

Rayong 5 0.0 23.2 79.7 82.8 83.7 53.9 a 

Rayong 11 0.0 30.4 76.0 78.5 79.6 52.9 a 

Rayong 60 0.0 27.2 75.7 77.9 78.2 51.8 a 

Average of 0.0 c 27.2 b 75.7 a 79.6 a 80.2 a  



concentration 

CV 28.11      

Note: Means followed by the same letter are not significantly different at 5% 

Table 4  Effects of different concentration of dicamba on the induction of cassava 

callus (percent) from 4 Thai cassava embryos. 

Cultivars 

Concentration of dicamba (µM) Average 

of 

cultivars 0 15 30 45 60 

Rayong 2 0.0 39.5 68.7 71.0 71.4 50.1 a 

Rayong 5 0.0 27.3 70.0 72.2 72.9 48.5 a 

Rayong 11 0.0 28.4 71.7 74.7 75.2 50.0 a 

Rayong 60 0.0 34.7 73.0 76.7 77.5 52.4 a 

Average of 

concentration 
0.0 c 32.5 b 70.8 a 73.7 a 74.3 a 

 

CV 34.8      

Note: Means followed by the same letter are not significantly different at 5% 

 

Figure 1 Effect of Thai cassava embryos : embryo (left), callus from embryo (middle), Growing of the 

embryo from 0 µM. (right) 

 



จากการทดลองปี 2560 เมื่อน าคัพภะมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าในประเทศไทยทั้ง 4 พันธุ์ มาเลี้ยงบน

อาหารที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินได้แก่ picloram และdicamba ที่ระดับความ

เข้มข้นต่างๆ พบว่าค่าเฉลี่ยของการพัฒนาจากคัพภะเป็นแคลลัสของมันส าปะหลังทั้ง 4 พันธุ์ ได้แก่ ระยอง 2 , 

ระยอง 5, ระยอง 11 และระยอง 60 อยู่ในช่วง 55.5-62.9 เปอร์เซ็นต์ เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้ว ไม่มีความ

แตกต่างกัน และระหว่างชนิดสารกับพันธุ์ที่น ามาทดลองไม่มีปฏิสัมพันธ์กัน ส่วนระดับความเข้มข้นของสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินทั้ง 2 ชนิดที่ใช้ในการทดลอง ให้ผลสอดคล้องกัน คือ การเติมสารควบคุม

การเจริญเติบโตตั้งแต่ระดับความเข้มข้น 40-70 ไมโครโมลล์ สามารถชักน าคัพภะมันส าปะหลังพันธุ์แนะน าใน

ประเทศไทยทั้ง 4 พันธุ์ ให้พัฒนาเป็นแคลลัสได้มากกว่า 67 เปอร์เซ็นต์ (Table 5 และ Table 6) 

Table 5  Effects of different concentration of picloram on the induction of cassava 

callus (percent) from 4 Thai cassava embryos. 

Cultivars 

Concentration of picloram (µM) Average 

of 

cultivars 0 40 50 60 70 

Rayong 2 0.0 73.0 74.3 75.2 74.7 59.4 

Rayong 5 0.0 74.3 75.9 77.4 76.2 60.8 

Rayong 11 0.0 73.7 75.1 76.7 75.8 60.3 

Rayong 60 0.0 77.0 78.8 80.0 78.5 62.9 

Average of 

concentration 
0.0b 74.5a 76.6a 77.3a 76.3a 

 

CV 30.51      

Note: Means followed by the same letter are not significantly different at 5% 



Table 6  Effects of different concentration of dicamba on the induction of cassava 

callus (percent) from 4 Thai cassava embryos. 

Cultivars 

Concentration of dicamba (µM) Average 

of 

cultivars 0 40 50 60 70 

Rayong 2 0.0 62.7 63.9 66.2 64.6 55.5 

Rayong 5 0.0 66.0 67.5 69.0 68.1 55.7 

Rayong 11 0.0 68.7 70.2 72.0 70.3 56.2 

Rayong 60 0.0 70.7 72.4 74.1 72.7 58.0 

Average of 

concentration 
0.0b 67.0a 68.5a 70.3a 68.9a 

 

CV 31.04      

Note: Means followed by the same letter are not significantly different at 5% 

Figure 2 Effect of Thai cassava embryos: Growing of the embryo from 0 µM (left); cassava embryo(middle); 
callus from cassava embryo (right) 



10. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

จากการทดลอง เมื่อน าเนื้อเยื่อส่วนข้อของพันธุ์ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 11 และระยอง 60 มา

เลี้ยงบนอาหารที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน 5 ชนิด จะมีอยู่ 3 ชนิด คือ 2,4-D, 

picloram และ dicamba ที่สามารถชักน าให้เนื้อเยื่อมันส าปะหลังเป็นแคลลัสได้มากกว่าร้อยละ 65 แต่สาร 

2,4-D เมื่อน าบางส่วนของแคลลัสที่ได้มาทดสอบการชักน าให้เกิด cotyledon ในเบื้องต้นจะมีการพัฒนาเป็น 

cotyledon ได้น้อยกว่า picloram และ dicamba ซึ่งในปีที่ 3 จึงท าการทดสอบในสารเพียง 2 ชนิด โดยจะ

ไม่น า 2,4-D มาใช้ในการทดลอง  

ส่วนระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมพบว่า ระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 30 ไมโครโมล์ขึ้นไป จะสามารถ

ชักน าให้เกิดแคลลัสได้มากกว่าร้อยละ 65  

ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการทดลองที่ใช้เมล็ดมันส าปะหลัง ช่วงแรกผู้ทดลองได้ใช้เมล็ดอ่อนที่มีอายุ 2-3 

สัปดาห์ ได้เกิดปัญหาการพัฒนาของเมล็ดไม่สมบูรณ์ ไม่สามารถใช้ทดสอบในสูตรอาหารต่างๆได้ ทางผู้ทดลอง

จึงได้เปลี่ยนการเก็บเมล็ดมันส าปะหลังที่อายุ 4-6 สัปดาห์แทน เพราะเมล็ดมีการพัฒนาอย่างสมบูรณ์เหมาะ

แก่การทดลองกว่าเมล็ดอ่อนช่วง 2-3 สัปดาห์ (Figure3) และเนื่องจากในการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดมันส าปะหลัง

ก่อนท าการทดลอง มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียเป็นจ านวนมาก ในขั้นตอนดังกล่าวจึงมีการใช้ยาปฏิชีวนะช่วย

ในการฟอกฆ่าเชื้อ โดยใช้ความเข้มข้น 10-20 ไมโครโมล ซึ่งยาปฏิชีวนะอาจจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตหรือ

การพัฒนาเป็นเซลล์โซมาติกได้ (Figure 4) โดยถ้ามีผลกระทบทางผู้ท าการทดลองจะหมายเหตุไว้กับผลการ

ทดลองในอนาคต  



 

Figure 3 : Cassava embryo characteristics at 1 (left), 2 (middle) and 3 (right) weeks. 

 

   

Figure 4 : Effect of antibiotic after the sterilization process to cassava embryo on induction media (left 

and middle). Normal cassava embryo on induction media (right). 

 

11. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

ส าหรับนักวิจัยและนักวิชาการเกษตรที่มีหน้าที่ในการปรับปรุงพันธุ์มันส าปะหลัง เพ่ือลดเวลาในการ

ปรับปรุงพันธุ์ โดยให้ต้นพันธุ์ที่ได้จากเมล็ดในช่วงคัดเลือกปีที่1 หรือ 2 มีปริมาณเพียงพอในการทดสอบ

ขั้นตอนต่อไป ทดสอบในพ้ืนที่ต่างๆ (ในกรณีท่ีท่อนพันธุ์เสียหาย) 
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