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1.1 ���*�7���,&'��?,#� 
��%"	�� (sunflower; Helianthus annuus L.) �'6��32���5����*'�.กก��!���1���0������/�  

�	�'��8�' !�5�
ก 1�"�!�2�� 5��	5����E�'6�!�������*�!�8�ก �!��ก>�*	�0�3!� '��5 1�"�8��   
(ก�5	
2ก��ก,%�, 2548; The National Food Administration, 2005) �5���1�"���5����%"	��5�
��#����8=2�ก��.� �+��'6���*% !�ก��!�%������/�1�"%��'�"��$ �!ก�ก����5�>
��4'/2 /�!�%�0ก��5%�!��3*!�0��'�"�=� �2�� ���3*!���!� ���5��0��!�3*� 0�3!-�
%ก�"�,
�ก��% � (ก�5	
2ก��ก,%�, 2548) 'H������ก�-�
%��%"	��=�/�'�"��$4�����45�������!
%�!�	5% !�ก� ��/0 % !����� -�
%=�#D��ก��%"	��'}�"ก	� 700 � ��� (����ก���$�,7ก
�
ก��ก,%�, 2551) 'HE01�"� !��ก������E�3! �5�����������*/2 '�.ก��	�/0E��'6��������.ก-�5     
% !����� �ก%��'�"��$ ����!�� ��.� ('�"5# 200-250 ��%�!ก
8�ก��5) �
��'6� 20-25 
�'!���[��%� �!�% ����ก�-�
% ��/0 % ����/�ก�-�
%�!��ก,%�ก��.� 1�"ก�'�.ก��%"	��/�
�=�1	�� !5��*45��05"�5��/0 -�-�
%��%"	����!�� �%*� �������ก�'���'���1�"��?�
��������%"	����3*!/2 �!�=�/�'�"��$�+��	��	5���'6�5ก�+�� ก�-�
%��%"	���������.ก-�5
�'6���*�
�5!���5ก/�'H������ ��3*!��ก/0 -�-�
% 1�"5��	5�5*���5!/��������.� �'6�!�ก
����3!ก0�+*���*�5�>��
*5$�ก�=�/�ก�-�
%��%"	��/0 ������!%�!�	5% !�ก�
=�/�'�"��$4�  

ก�-�
%��%"	���������.ก-�5% !�5���������%�� < �� ��	5/�ก�-�50�3!-�
% �3!              
1) ���������! (A-line) �'6���������15� 5��!ก%�	-. �'6�05�� [+*�ก��'6�05��5� 3 1�� �3! ก��'6�05��
��*�	���58�����/��
	�����������!�������	 (genetic male sterility) ก��'6�05����*�	���58�����
/�4[8%���[+5�����!�������	 (cytoplasmic male sterility; CMS) 1�"ก��'6�05����*�	���5
8�����/��
	������1�"4[8%���[+5 (genetic-cytoplasmic male sterility) 2) ���������� (B-line) 
�'6�%�	��ก,���������! (maintainer line) 5���8�4�'~�053!����������!��ก'�"ก� �ก�	 �5��	5
1%ก%��/���3*!��!�ก��'6�05��������� 3) ��������!�� (R-line) �'6�����������! /�ก�-�
%
�.ก-�5 �.�-�5��*��5/2 �3! ���������!1�"��������!�� [+*��'6��.�-�5��*/0 �5��>�"ก�
�	5%�	����" (specific combining ability; sca) �� ��/0 4� �.ก-�5��*��5���#=� 1�"��3*!��ก    
���������!5��!ก%�	-. �'6�05���+�45��5�>-�5%�	�!���3*!-�
%�.ก0����*�'6�������1� 4�             
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�+����'6�% !���5-�5ก������������[+*���0� ��*��ก,�����ก��5�!����������! ��/0 5����������!
/2 /�ก�-�
%�.ก-�54� %�!4' (4�$� �0����	��# 1�"�#", 2546) 'H������50	
�����
���8�8��������� 5�8���ก�'���'�����������%"	�� [+*��5�>��?����������!1�"!��           
4� 1� 	����	� 1�"�#"���!�.�/�����%!�ก���?����������� (4�$� �0����	��# 1�"7
%
��   
5"2
8ก	, %
�%�!��	������) [+*�ก���?�������������4�  2 	
���3! 1) ก�-�5������ �"0	��        
���������!1�"����������*5�4[8%���[+5'ก%
 (normal cytoplasm) 1�"���.ก��*4� -�5ก���4'���
���������! �� 6-8 2�*	 ��3*!/0 �.ก��*4� 5���ก,#"�053!�ก�����������!��ก'�"ก� �ก�	 �ก�5�    
4[8%���[+5'ก%
 2) ก��	58'�8%���%� (protoplast fusion) [+*��5�>>��4[8%���[+5'ก%
 
/0 ก�����������!��3*!-�
%����������4� ����� ��/0 �5�>-�
%����������4� ���	�5ก/��	�  
��*�	����	ก	�ก�/2 	
��������
5 1%���3*!��ก���45����5�ก�	
���� �8'�8%���%��!���%"	��/�
'�"��$4��5ก�!� ��������+����'6�% !���ก�$+ก,����% ��3! ��?�	
��ก�1�ก1�"ก���"������
8'�8%���%� ��*5�'�"�
��
=��'6�!�����1�ก ��3*!/0 4� ����
�	
��ก���*�05"�54'/2 '�"8�2��
/�ก���?���%"	������������8��ก��	58'�8%���%�%�!4' 

  8'�8%���%� (protoplast) �3!�[����32��*45�5�-����[��� (cell wall) �53*!��4'������/��=�
��*�05"�58'�8%���%��5�>�� �-����[����+��5/05� �ก
�ก�1����[����'6�ก���5ก !� 1�"
��?�4'�'6�% ��32��*�5�.�#�4�  (totipotency) �	5������/�ก�1�ก8'�8%���%� (protoplast 
isolation) �+��!�.�ก��'H��������E 2 'H���� �3! 10�����3�!��3*! (tissue source) 1�"	
��ก�1�ก8'�8%- 
���%� (isolation method) [+*�% !��05"�5��5�����ก�� �5�>/0 ����-�-�
% 1�"�	55�2�	
%�!�          
8'�8%���%�/��ก#D��� �!ก�ก��� ก���"������8'�8%���%� (protoplast culture) /0 �5�>
1���$�ก�=�/�ก���?�4'�'6�% ��32��*�5�.�#�4�  '�"ก!�� 	�'H��������E 4 'H���� �3!          
1) 10�����3�!��3*! 2) !0���"������ (culture medium) 3) ����
�ก���"������ (culture technique) 
1�" 4) 'H����1	�� !5!3*� < (environmental factors) [+*����'6�% !�5�ก�'����'��*��/0 �05"�5 
��5�����ก��ก����
E�%
�8%1�"��?��!�8'�8%���%�/�1%��"2�	� (���.E กE��=.5
, 2545; 
Davey et al., 2005) 

ก�$+ก,����
�	
��ก���*�05"��0���1�ก 1�"��"������8'�8%���%���%"	���"�'6�
'�"8�2��%�!ก���?����������� 8��	
���	58'�8%���%� [+*��"��4'�.�ก�-�
%��%"	��������
�.ก-�5��*�05"�5ก���=�1	�� !5ก�'�.ก/�'�"��$4�� [+*��!ก�ก�"2�	���ก����� 
-�
%=�#D���%"	���ก%��'�"��$ 1�"��% ����ก�-�
%�!��ก,%�1� 	 �	5�. ��*4� ����5�>
��4''�"��ก%�/2 ก��ก�'���'����������322�
�!3*�8��	
���	58'�8%���%�4� �2��ก�� 
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1.2 ���@�������� 
1.2.1 ��3*!%�	��!��	51%ก%����*�"������!���!�!���%"	����*5�4[8%���[+5'ก%


1�"4[8%���[+5�'6�05�� 8��/2 	
�� polymerase chain reaction (PCR) 
1.2.2  ��3*!��?�	
��ก�1�ก8'�8%���%���%"	����*�05"�5 
1.2.3  ��3*!��?�	
��ก���"������8'�8%���%���%"	����*�05"�5 
 

1.3 �**��A��ก����8�� 
1.3.1  �[����321%��"�[���5���#�5��%
��*�5�>��?�4'�'6��
*�5�2�	
%��*�5�.�#�4�  �������

�53*!��ก�1�ก8'�8%���%� 1� 	��8'�8%���%��!���%"	��4'��"������/�
�=��05"�5 8'�8%���%�������!5��?�4'�'6�% ��32��*�5�.�#�4�  

1.3.2  	
��ก���*�05"�5��0���ก�1�ก1�"��"������8'�8%���%��!���%"	��1%��"
��������1%ก%��ก�� ����������*4� ���ก���?�/�'�"��$4�� !�1%ก%��4'�ก
��%"	����������%��'�"��$ 

1.3.3  ��%"	������������*5�4[8%���[+5'ก%
�ก world collection 1�"����������*5�
4[8%���[+5�'6�05�� (CMS) �!�'�"��$4�� 5��	51%ก%��ก���!���� atpA 
/�4[8%���[+5 1�"�5�>1�ก�	51%ก%��4� 8��	
�� PCR �53*!/2 4����5!�� 
(primer) atpAF, orfH522R 1�" orfH873R 

 

1.4 &'-�&�ก����8�� 
ก�	
�����������5����� �$+ก,0	
��ก�1�ก1�"��"������8'�8%���%��!���%"	����*5�

'�"�
��
=� 1�"5��	5�05"�5 8��/2 ��%"	�� 2 �������� �3! �������� 10A [+*�5�4[8%-
���[+5�'6�05�� 1�"����������*5�4[8%���[+5'ก%
 1 �������� (8���ก�'���'���������
��%"	��; 4�$� �0����	��# 1�" 7
%
�� 5"2
8ก	, %
�%�!��	������) ��3*!���	5�. ��*4� 4'/2 
�'6�1�	��/�ก���?������������!���%"	��8��	
��ก��	58'�8%���%� ��3*!�� �������
�.ก-�5��*�05"�5ก���=�1	�� !5 1�"ก���"'�.ก/�'�"��$4��%�!4'/�!��% 

 

1.5 ��������
%��:�"�8�B:6��- 
1.5.1  4� 	
��ก���*5�'�"�
��
=�/�ก�1�ก1�"��"������8'�8%���%���%"	�� 

8�����"��%"	������������*4� ���ก���?�/�'�"��$4�� 



 
 

4 

1.5.2  �5�>���	5�. ��*4� 5/2 '�"8�2��/�ก�'���'�����������%"	�� ��3*!�� �
��%"	������������8��	
��ก��	58'�8%���%�%�!4'/�!��% [+*��"��/0 
�5�>-�
%��%"	���������.ก-�5��*�05"�5ก���=�ก���"'�.ก/�'�"��$
4�� 1�"���-�/0 ��'�
5#ก����� -�
%=�#D���%"	�� 1�"ก��.E������
�%�
!!ก�!ก'�"��$4�  
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-��
% 2 

�����(�����.ก��*��������8���
%�ก
%��&6'� 
  

2.1 �������� 
��%"	�� (sunflower) �'6��32���5����*!�.�/�	�$� Compositae 5�23*!	
��$�%��	� 

Helianthus annuus L. 5�>
*�ก���
�!�.�/�1>�%"	��%ก�����/% �!�'�"��$!�5�
ก 1�"�5�ก[
8ก 
'�"5#'}  �.$. 1800 >.ก���� �.�!��%�0=�8[�	��%����[�� [+*��'6�'�"��$1�ก��*��?�'���'���
��������%"	�� ��/�'} �.$. 1830-1840 �5�>-�
%���5����%"	���'6�ก��  1�"ก���'6��32
���5����*5��	5����E���$�,7ก
��!�8�ก5��>+�'H������ 10���'�.ก��%"	����*����E�!�8�ก 
4� 1ก� ����[�� !���%
� ��8�'%"	��!!ก �0��7!�5�
ก ��� �'6�% � (Weiss, 2000) 
 
 2.1.1 ���*�7���,&'��������� 
 ��%"	���'6��32���5����*5��	5����E���$�,7ก
��!�8�ก ����/�� �ก���
8=��5���
8��%�� 1�"ก���
8=����5���ก�5��� �กก����	�/�'} �.$. 2547/48 ��	� ��*	8�ก5�ก�'�.ก
��%"	���	5�����
��'�"5# 11.9 � �4�� /0 -�-�
%'�"5# 25 � �%�� (The National Food 
Administration, 2005) ��	�/�'�"��$4�� �ก�>
%
ก���"'�.ก'} �.$. 2548/49 5��3����*ก�
��"'�.ก��%"	�������
�� 321,275 4�� -�-�
%����05� 51,083 %�� �3����*ก���"'�.ก��	�/0E�!�.�
/�=�ก�� ���0	����*5�ก�'�.ก��%"	��5ก 4� 1ก� ������ ��"���� ��2��.�#� ����	���� �'6�% � 
(ก�5	
2ก��ก,%�, 2549) �5���1�"���5����%"	��'�"ก!�� 	�1���%�2�
�%�� <  �2�� 8[����5 
(Na) 1���[��5 (Ca) �0��ก (Fe) 15ก���[��5 (Mg) ���ก"�� (Zn) 1�"�!�1�� (Cu) 1�"5�	
%5
�
0��2�
� �2�� 	
%5
��! 	
%5
� �� 1 �� 2 4�![�� (niacin; B3) 	
%5
�[� 8�����"	
%5
�!� [+*�
�'6���% �!��5.�!
��" (antioxidant) 2�	�45�/0 5�ก�
*�03� 1�"89��% (folate; B9) [+*�5�/�'�
5#
�.� �!ก�ก������'�"ก!�� 	���!0�/�ก���58'�%�� ���8�4����% 1�"4�5�� [+*�5�'�
5#�.� 
1�"5�!���'�"ก!��!�4�5��45�!
*5%�	 (unsaturated fat) '�"5# 91 �'!���[��%� 4� 1ก� ก��4�5��
8!��!
ก (oleic) ก��4�5���
8���!
ก (linoleic) ก��4�5���
8����
ก (linolenic) 1�"ก��4�5��  
!�2
8�!
ก (arachinoic) [+*�5�'�"8�2��%�!���ก� 1�"2�	���8�����%!�!� (cholesterol) 4�         
(������ 1��'�"��5, 2543; National Sunflower Association, 2005) �!ก�ก��� ��	�%�� < �!� 
��%"	������5�>��5/2 '�"8�2��4�  �2�� �'�3!ก��% �/2 ��ก�"�,���	��#=��� ��% �
/2 �����5���23�!���
� 1�"�ก/2 ��1'���� ก 1�"�'�ก%%� �'6�% � (������ 1��'�"��5, 2543)
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2.1.2 ��ก).����	Cก)(�����&'��������� 

 �*�D: ��%"	��5��5����.'����	�� '�"ก!�� 	� ��	���3�!�5��� ����ก	� kernel 1�"��	�
�'�3!ก ����ก	� pericarp �	5�	�5���'�"5# 1-1.5 [5. 5������	�� 0�3!���� 1� 	1%������� 
 :'ก 5��!ก�'6��!ก�	5 ��ก,#"�.'�� (head 0�3! capitulum) '�"ก!�� 	��!ก��!� 
(florets) 700-4,000 �!ก 1%��"���!ก'�"ก!�� 	��!ก 2 2�
� �3! �!ก��!���*!�.��!��!ก��
�!ก (ray florets) �'6��!ก45�5���$0�3!�'6�05�� 5�ก����!ก��� 5�0�3!� 1�"�!ก��!���*!�.�/���
�!ก (disc florets) �'6��!ก�5�.�#���$ �ก��%�	-. �"�� !5-�54� ก�!��ก��%�	�5���+�5�ก�-�5
%�	�!�4� � !�  ก����!��!ก��
*5�ก	��!ก4'�.�$.���ก���!��!ก (=���* 1) (������ 1��'�"��5, 
2543; ก�5	
2ก��ก,%�, 2548; Weiss, 2000)  

 

 

 
=�	�
% 1 =�	��:&�����:������6��:'ก�������� (Weiss, 2000) 

 
 K-  �'6�/����*�	�ก
�%��ก��� 5 5�ก������%�	�!�/�� �����'6�1��%��ก��� 5              
/���	��������1������ /�ก	 ��.'4�� �!�/��'6�5�510�5 �!�4'0��ก 5���/�5ก�����!�� � 
���������ก,#"�!�/���!�� �1%ก%��ก��5ก�+��!�.�ก�������� 
 �7��6� 5���ก,#"%���%�� 0� 1��� 1�"5���0�� 5��	5�.�%���1%� 50-500 [5. �+��!�.�ก��
���	�'� !� 1�"�	5�	'� !� ��	�'���!���% ��'6���*!�.��!��!ก 
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 ��ก �'6��"���ก1ก 	 �5�>0��*��+ก4� >+� 300 [5. 1�"5��ก1���1%ก�ก�ก1ก 	
�5�>1-�ก�"��� �� �4� >+� 120 [5. ก����
E�%
�8%�!��ก�"�.�����"�"�!ก�� (������ 
1��'�"��5, 2543; ก�5	
2ก��ก,%�, 2548; Weiss, 2000) 
 
 2.1.3 �=�	��:�6'* ก����+ก ���ก��:+����ก)��������� 

   2.1.3.1 �=�	'�ก�(�
%�#*���* 
 ��%"	�����
E�%
�8%4� %���1%���
�	#�� �$.����.%��"0	���� ��� ���* 30 !�$�0�3! 
>+� 30 !�$/%  !�#0=.5
��*�05"�5!�.��"0	�� 18-25 °[ 45�4	%�!2�	�1�� �+�!!ก�!ก/0 -�-�
%4� 
��ก�=�2�	�1�� ��%�!�=�10 �1� �1�"� !�4� ���!�5�	� /�'�"��$4���5�>'�.ก
��%"	��4� '}�" 2 ����� �3! '��@�.�� 1�"@�.1� � !���4�ก�%5 '��@�.���'6�2�	��	���*
�05"�5��*��� ���"/�2�	��"�"�!�ก����
E�%
�8%��%"	���"4� ��������!���������! 1�"
�ก���ก�*�	4� /�2�	�@�.0�	[+*�5��	523��%*� ��/0 4� -�-�
%5���#=� 45��'6��  
   2.1.3.2 ก�����
�*:�� 
   ��%"	�����
E�%
�8%4� /��
���ก'�"�=� �ก�	 ��
���*5��=��'6�ก����� 1�"5�
������ 1%��"���
E�%
�8%4� ��/��
���*5�0� �
��+ก !� 5���4� �� 1�"5��=��	5�'6�ก��-��� (pH) 
'�"5# 5.7-8 �������ก�!�'�.ก�	�4>�
�/0 �+ก!���� !� 30 [5. ��3*!����ก�!��1����!��
� 
1�"'�!�ก�������� ก����	�2�32 1�"4>��!��
�/0 ��	�[���� !5/��'����!ก0�3!'���05�ก  
   2.1.3.3 ���
ก����+ก 
   1'��'�.ก�	�4>��	�1�"'����"����
�/0 �5*���5!ก��1� 	����!�1>	��0���
0�!��5��� '�.ก�'6�1>	�.� �"�"�"0	��1>	 70-75 [5. �"0	��% � 30 [5. /��'����.%� 15-15-15 
0�3! 16-16-8 !�%� 30-50 กก./ 4�� �!��3���� !5'�.ก 	
��ก�'�.ก��%"	����4� 8��0�!��5���
��1'��8��%�� 0��5�" 2 �5��� 0�!��+ก'�"5# 5-8 [5. �53*!��%"	���!ก4�  10 	�� 0�3!5�/�
��
� 2-4 �.� �+�>!�1�ก�0�3!4	 ���"% ���*1���1��0��5�" 1 % � /��=��3����*'�.ก��*�
�5��	523��
%*� 0�3!ก�'�.ก/�@�.1� � /0 /2 �"�"'�.กก	 ��+�� 1�"5�ก��ก��!� ��3*!�"�	ก/�ก�/0 ��� 
   2.1.3.4 ���
ก��:+����ก)� 
   ��%"	��% !�ก����!����5*���5!/���ก�"�"ก����
E�%
�8% 1���ก�/0 ���
�'6� 5 �"�"������ 

�"�"��* 1  /0 ��������0���'�.ก����� 
�"�"��* 2  �53*!��%"	��5�/���
� 2 �.� 0�3! 10-15 	�� 0���'�.ก 
�"�"��* 3  ก�!���%"	����
*55�%�!ก 0�3! 30-35 	�� 0����!ก 
�"�"��* 4  �53*!�!ก��
*5�� 0�3! 50-55 	�� 0���'�.ก 
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�"�"��* 5  �"�"ก����%
��5��� 0�3! 60-70 	�� 0����!ก 
��0���ก�/��'��� �53*!��%"	��!�.�/��"�"�� �%�!ก 0�3!5�!��'�"5# 30 	�� �	�/��

'����.������
�	#8��% � !�%� 20-25 กก./ 4�� > �3����*'�.ก�'6��
����1�"���%�8��!� (B) �	�
/��-��!1�ก[� (borax) ���
5 '�"5# 2 กก./ 4�� �!ก�ก��� �	�ก����	�2�32��3*!'�!�ก��ก�1���
!0�1�"�	523��/��
�!���� !� 2 ����� �53*!��%"	��5�/���
� 2-3 �.� 1�"�53*!��%"	����
*5�ก
�
%�!ก ก�ก����	�2�32/�1'����%"	���5�>��4�  2 	
���3! ก�/2 1������ 1�"ก�/2 
����5� �2�� !"���!�� (alachlor) 0�3! �58����!�� (metolachlor) ������0���'�.กก�!��5���
�!ก 1%�0 5/2 ����5�ก����	�2�32�	ก!��[�� (atrazine) 8�������� (������ 1��'�"��5, 
2543)  

 

2.1.4 ��&'��������� 
  8����*���	5����0�/0 ก����%"	��5�����8����*5���0%��ก�23�!� 4	��� 1�"ก���
�%�!0� 8����*5���0%��ก�23�!� �3! 8��/����1�"/�405  (leaf spot and blight) ��0%��ก
��ก
�23�!4� 0��2�
� 4� 1ก� Alternaria helianthi (Hans f.) Tub and Nish., A. alternata (Fr.) Keissler., 
A. zinniae Pape., Bipolaris hawaiiensis (M.B. Eills) Uchida and Aragaki. 1�" Corynespora 

cassiicola (Berk and Curt) Wei. 8���1'�� (powdery mildew) ��0%��ก
��ก�23�! Oidium sp.      
8������� (charcoal rot) ��0%��ก
��ก�23�! Macrophomina  phaseolina (Tassi) Goid 8��8����� 
(collar rot) ��0%��ก
��ก�23�! Sclerotium  rolfsii Sacc. 1�"8��% ��0�*�	 (fusarium wilt) ��0%��ก
�
�ก�23�! Fusarium sp. 8����*5���0%��ก�23�!4	��� ��%"	���"5�!ก� vein enation ��	�8����*5�
��0%�5�กก����%�!0� ��	�/0E��ก
��กก����%�8��!� 1���[��5 1�"15�ก��� 
(Mn) ('��2 ���
���� 1�"�#", 2538) 
 
  2.1.5 �*��(���+&'��������� 

  K- :'ก ����*�D: 15����*�� ���� �3! 0�!���"�5!��� (cotton bollworm; Heliothis 

armigera (Hübner)) 0�!�ก�"�. -�ก (common cutworm; Spodoptera litura (F.)) 1�"0�!�5 	�
/�� 5 (leafroller; Archips micaceana (Walker)) �"�� ����%���1%�ก��ก
�-
	/�/��"�"��
*�9Hก   
�ก4�� �53*!0�!�8%�+���"ก��ก
�����/� ก����!ก /������� 4'��>+��5���  
  �7��6� 15����*�� ���� �3! 0�!���"��% �� 	8�� (corn stemborer; Ostrinia furnacalis 
(Guenee)) 8����"�� ������% ���%"	��%���1%����45�!!ก�!ก ��>+�%
��5��� ��"����%���1%� 
1-5 �.%�!% � ��/0 ���!ก���ก�� 0ก�� ������
�	#/ก� ���!ก�"��/0 ก ��!ก0�ก 0�3!��"
������	�0����!����!ก8��%����/0 �!ก45�%
��5��� ���!ก�������0�  
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�!ก�ก��� ���5��ก 1�"0�. ��*5�กก
��5����53*!��%"	����ก1ก� ��/0 �.E����-�-�
%!���
5ก�2��ก�� (ก�5	
2ก��ก,%�, 2548) 
 

  2.1.6 ����=�&'��������� 
  ��%"	��1����'6� 2 '�"�=� %5ก�/2 '�"8�2�� �3!  
  1) ����=�K�6�ก�:��7�*�� (oilseed) ��%"	��'�"�=����5��5������� �'�3!ก�� 5�'�
5#
���5��/��5����.�'�"5# 38-50 �'!���[��%� 1�"8'�%��'�"5# 20 �'!���[��%� ��	�กก�5�>
/2 �'6�!0���%	� 
  2) ����=�K�6-��=��*�D::���� (non-oilseed) ��%"	��'�"�=�����5���5�ก5������	
�� �5���/0E� �'�3!ก0� ��3*!�"�	ก/�ก�ก"��"�5��� 5�ก/2 �'6�!0�	�� 0�3!�!��������	  

 
  2.1.7 	������������� 

  	�����0�*��R: �'6�������������
5 0�3!�������3���53!���*'�.กก��5�� /��!ก5����	��"!!�
��#.� !� �+�%
��5���%*� % !�!$��15��2�	�/�ก�-�5�ก�� 4� 1ก� ������ �	.1 
  	������+ก0�* �'6���������*5���ก,#"������0��!��� �2�� /��!ก5��"!!���#.5ก 1�"
5กก	�������-�5�'(� 3-4 ��� ก�%
��5����� 5����!ก��!�� �/0E� /0 -�-�
%�.� 1�"5��	5
�5*���5!/��������.� 4� 1ก������� 1'[
9(� 33, 1'[
9(� 44, 1'[
9(� 55, �!� 101, ��58� , !�.�!��� 
8!�'�� 1�"�0���E�!� �'6�% � 

	�������������#� �'6���������*/0 -�-�
%��!�� ��� 5���#=� 1%�45����������������.ก-�5 
4� 1ก������� �2���/05� 1, ������ 471, 1�"������ 473 (������ 1��'�"��5, 2543; 4�$� �0����	��#     
1�"�#", 2546, ก�5	
2ก��ก,%�, 2548) 

 
  2.1.8 ก�����-����	�������������  
  ก�'���'����������32-�5� 5�2����%"	����4�  3 	
�� �3! 1) ก����325�ก10���!3*� 
[+*�!�5�ก����=�/� 1�"%��'�"��$ ��3*!/2 �'6�������'�.ก����� 0�3!/2 �'6�10����!����
��0���ก�'���'��������� 2) ก������3!ก������ 8����������� !�>
*�0�3!�������ก10���!3*� '�.ก
���!�1�"�'�����������ก,#"%�� < 1� 	�����3!ก/2 �'6�������'�.ก 3) ก�-�5������ 8��-�5
�"0	����������1�  ��*5��5��>�"ก��	5%�	��*	4' (general combining ability; gca) 1�"
�5��>�"ก��	5%�	����"�� ��3*!-�
%������������"0� (synthetic variety) [+*���4� 8������������
%�� < 5'�.ก�	5ก�� 0�3!-�5ก��/0 �����ก������ 1�"ก�-�
%�������.ก-�5 (hybrid) [+*��ก
��ก
ก�-�5�"0	�������������	�� !� ����� 2-4 �������� (4�$� �0����	��# 1�"�#", 2546) 
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 ก�'���'�����������%"	��/�'�"��$4�� ��
*5% �� 	�ก�'�.ก���!��"0	��������
� !�>
*� 1�"������-�5�'(���*���� �ก%��'�"��$ ��3*!$+ก,��ก,#"%�� < �!���%"	�� 1�"ก�
/0 -�-�
% ��ก�"��*�4� ������ saratroskij [+*����� �ก%��'�"��$ 1%�5�ก����
E�%
�8%1�"'���%�	
�� ก���=�1	�� !5�!�'�"��$4��4� �� /0 -�-�
%�.� 200-300 กก./ 4�� 1%�5��'!���[��%����5��
��!�� �%*� �3! 27.1 �'!���[��%� [+*�%�!5/2 �'6�������������
55�23*!	� ��%"	�������� �	.1  /��	�
%�!5 5�ก���?��������+��/2 �!�8��ก�5	
2ก��ก,%� 8�������3!ก1�"�ก����������1� �ก������
��*5���ก,#"������ 4� ��������1� -�5%�	�!�2�*	��* 4 (S4�lines) ���	� 62 �������� 1�"0����ก
���!��	5�5�>/�ก��	5%�	 (combining ability) ��	�5� 8 �������� ��*5��5��>�"ก�
�	5%�	����"�.� �+���5�� ���������%"	�� 4� ��%"	��������-�5�	5 (composite varieties) 9 
������ 1�"������������"0� 1 ������ �กก��'�����������ก,#"%�� < 1�"-�-�
% ��	� ������
������"0� (������������"0� #1) /0 -�-�
%/ก� �����ก���������.ก-�5 1%������/0 �'!���[��%����5��
� !�ก	��������.ก-�5 [+*�%�!54� ���ก�����!�������1�"/0 23*!	� �������2���/05� 1 �!ก�ก��� 
50	
��������8�8��������� 4� ��ก�	
�����3*!'���'�����������%"	��������������"0� 8��/2 
����������*/0 �'!���[��%����5���.� 12 �������� 51�ก�'6� 3 ก���5 �3! ก���5��*/0 �'!���[��%����5���.� 
'�ก�� 1�"%*� 1� 	-�
%������������"0�=�/�1%��"ก���5 ��ก�"��*�4� ������������"0���*4� ���
ก�����!�������8��50	
��������8�8��������� �3! ��%"	�������� ������ 471 1�" ������ 473 
[+*�/0 -�-�
% 335 1�" 314 กก./ 4�� %5����� 1�"�'!���[��%����5�� 39.08 1�" 37.85 �'!���[��%� 
%5����� [+*�/ก� �����ก���������.ก-�5 (1'[
9(ก 33) (4�$� �0����	��# 1�"�#", 2548) 1�"
�������?���3*!��
*5$�ก�=��!���%"	��������������"0�!���%�!��3*!� (��D5$ ����[ � 1�"�#", 
2550) !���4�ก�%5 ก�'���'�����������%"	��8��ก�-�
%�������.ก-�5���45���/�'�"��$4�� 
5������ก����������.ก-�5��ก�� 5'�.ก���!�������������� ��3*!��ก���23�!�����ก��5��*5�
��ก,#"4[8%���[+5�'6�05�� (ก!�1-���1�"	
2ก�, 2551) 1%�'H������ 50	
�����
���8�8��������� 5�8���ก�'���'�����������%"	�� [+*��!ก�ก5�10��������ก��5��ก,#"       
4[8%���[+5�'6�05��1� 	 �#"�������5�>��?����������!1�"!��4� 1� 	����	� 1�"!�.�
/�����%!�ก���?����������� (4�$� �0����	��# 1�" 7
%
�� 5"2
8ก	, %
�%�!��	������) [+*�
�5�>��4� 8��ก�-�5������ 1�"ก��	58'�8%���%� �+�5��	5�'6�4'4� ��*�"��4'�.�ก�
-�
%��%"	���������.ก-�5�+��/2 �!�=�/�'�"��$4� /�!��%  
 ��	�ก�'���'�����������%"	��/�%��'�"��$ 'H�������� ���*�������.ก-�5 ��3*!��ก�'6�
��������*/0 -�-�
% 1�"5��	5�5*���5!/��������.� 8�����"0���ก�� ���'�กGก�#�ก��'6�
05����*�	���58�����/�4[8%���[+5 1�"���1ก ก��'6�05�� (nuclear restorer genes) ��/0 ก�
�� ���%"	���������.ก-�5�'6���*1���0�� /�'H������ ก�-�
%��������%"	����3*!ก��  1�"
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������'�.ก��*/2 /�!�%�0ก��5%�� < � 	��'6��������.ก-�5�����
�� (ก!�1-���1�"	
2ก�, 2551) 
ก�-�
%��%"	���������.ก-�58��!$����ก,#"ก��'6�05����*�	���58�����/�4[8%���[+5 
�2�� 1'[
9(� 33 1�" 1'[
9(� 44 ��4� 8�� >���!���ก,#"ก�5�4[8%���[+5�'6�05��/0 ก��
������15� [+*��"��/0 ������15�45��5�>-�
%�"!!��ก��4�  �ก����'�.ก��������!1�"15�����1>	/�
!�%���	���*% !�ก� 1� 	'��!�/0 5�ก�-�5������!���!
��" 8��!$��-+��2�	�/0 ก�-�5%
����+�� 
(ก!�1-���1�"	
2ก�, 2551; Food Market Exchange, 2003)  
   
 2.1.9 ก�Bกก����-��*ก����!�#*�� (male sterility) 
  ก��'6�05���!��!ก%�	-.  05�>+� ก���*�3245�-�
%�"!!��ก�� 0�3!-�
%�"!!��ก��1%�
5���ก,#"-
�'ก%
 �+�45��5�>��ก�-�54�  1�กก��'6�05���!��!ก%�	-. 4�  3 1�� �3! 1) ก�
�'6�05����*�	���58�����/��
	�����������!�������	 /�ก�#���*5�����.�����	 ก��	���5�!����/�
�=���5 (Ms) �"��/0 �32-�
%�"!!��ก��4� %5'ก%
 1�"/��=�� !� (ms) �"��/0 �32�'6�05�� 
2) ก��'6�05����*�	���58�����/�4[8%���[+5�����!�������	 8��ก��	���5�!������*��/0 
�32�'6�05������ก	� S (sterile) ��	�4[8%���[+5'ก%
����ก	� F (fertile) 3) ก��'6�05����*
�	���58�����/��
	������1�"4[8%���[+5 ก��'6�05��1�����5���ก,#"�
�$, �3! ���/�
�
	�������5�>1ก ก��'6�05����*�	���58�����/�4[8%���[+54�  (restorer gene) �53*!ก�
�	���5�!����/��
	������!�.�/��=���5 (Rf) /�ก�#���*5�����.�����	 �32��*�5�>-�
%�"!!�
�ก��4� %5'ก%
�"5���ก,#"ก��	���5�!���������� S(RfRf), S(Rfrf), F(RfRf), F(Rfrf) 1�" 
F(rfrf) ��	��32��*�'6�05��5���ก,#"ก��	���5�!�����'6� S(rfrf) ������� (4�$� �0����	��# 
1�"�#", 2546) 
  ��3*!��ก��ก,#"ก��'6�05���'6���ก,#"��*�����3!ก4� �ก % !��!���!ก���+������3!ก
4�  �+�5�ก���?����3*!�05�85��ก��2�
�%�� < ��3*!2�	�/�ก������3!ก������ ����2�������!�
�!� Spassova et al. (1992) 4� ��ก�%�	��!����/�4[8%���[+5��*�	���5ก��'6�05���!�
��%"	��������'�.ก��*5�4[8%���[+5'ก%
 ��%"	���.ก-�5�"0	���'}2�����*4� ���ก�>���!�
��ก,#"ก��'6�05�� 1�"��%"	����������ก�� 8��/2 ���3*!�05�85��ก�� RFLP (restriction 
fragment length polymorphisms) %�	�0�	51%ก%����
�	#%�10����!���� atpA [+*��ก�*�	� !�
ก��ก��	���5ก��'6�05�� ��	� 	
�����ก��	�5�>1�ก��%"	����*5���ก,#"4[8%���[+5
'ก%
 1�"�'6�05��!!ก�กก��4�  0�3!�����!��!� Rieseberg et al. (1994) [+*�/2 �����	
�� PCR 
1�"4���5!����*5��	5���"��"��ก����� atpA 1�"��
�	#/ก� ����� ก��5�>%�	��!�1�กก�5�
4[8%���[+5'ก%
 1�"�'6�05���!���%"	��!!ก�กก��4� �2��ก��  
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2.1.10  ก����-��*ก����!�#*�����ก���ก6ก����!�#*��K�	1��ก�� Helianthus  
 /��32-�5� 5 �2�� �32/��ก�� Helianthus 5�ก�4ก�	���5ก��'6�05���!��!ก%�	-. �ก

�������/��
	������ 1�"4[8%���[+5��	5ก�� 8���.'1���!�ก��'6�05��1�"ก�1ก ก��'6�
05����*5�ก�$+ก,!���1���0�� 1�">.ก��5/2 '�"8�2��/�ก�-�
%��%"	���������.ก-�5/�
'H������ �3! 

2.1.10.1 ก����-��*ก����!�#*��&'��
�K�BZ�	���Z$* (cytoplasmic male 

sterility; CMS) 
    ก�5�4[8%���[+5�'6�05��>.ก�	���58�����/�458%�!������ ��*�ก
�ก�

�'��*��1'���!���� atpA 1�"��
�	#/ก� ����� [+*��ก�*�	� !�ก��ก��� ��"!!��ก����$-.  8��5�ก�
1��ก%�	 (insertion) �!������!���! orfH522 ��
*5�� 5��*%�10��� orfH873 1�"�ก
�ก������
$ 
(inversion) �!������!���! orfH873 (=���* 2) ��ก,#"ก��'��*��1'���!������*�ก
��+���5�>
%�	��!�1�ก�	51%ก%���"0	��4[8%���[+5'ก%
1�"4[8%���[+5�'6�05��!������ < 4� 
� 	�	
�� PCR 8����
*5'�
5#���!���!%����
�	#��*5�ก��'��*��1'���!�����53*!/2 4����5!�� 3 2�
� 
�3! atpAF, orfH522R 1�" orfH873R ��%"	����*5�4[8%���[+5'ก%
�"1���1>����!���!��� 
870 bp �����1>�����	 1%���%"	����*5�4[8%���[+5�'6�05���"1���1>����!���! 2 ��� �3! 
870 bp 1�" 1,450 bp (Rieseberg et al., 1994) ก�1�ก�	51%ก%���"0	��4[8%���[+5'ก%

1�"�'6�05����*�"������!���!���ก��	����5�>��5/2 '�"8�2��/�ก�'���'���������1�"-�
%
��%"	���2
�ก�� 4�  �2�� /2 �����3!กก�>����ก,#" CMS /0 ก����������15���3*!��% ����
1����/�ก�%!��!ก��3*!-�
%�.ก-�5 ��/0 -�
%�.ก-�54� /�'�
5#5ก �!ก�ก�������'6�
'�"8�2��/�ก�/2 �����3!ก ��3*!>����ก,#"4[8%���[+5'ก%
��3*!-�
%���������� 

 

 
 

 
=�	�
% 2  ก�����
%������&'��
� atpA �
%�7�K#6�ก�:��ก).�BZ�	���Z$*��!�#*��K�	1��ก�� 

Helianthus ����7��#�"�ก��8�-���&'�B	���*'���"�� a (Rieseberg et al., 1994) 
   

Primer 
 Atp A 

Primer 
 Atp A 

Primer 
 orfH873R 

Primer 
 orfH873R 

Primer 
orfH522 

Primer 
 orfH873R ? 
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2.1.10.2 ก���ก6ก����!�#*���
%��-��*:��
�K�BZ�	���Z$* (fertility restorer   

     gene) 
   ก�1ก ก��'6�05����*�	���58�����/�4[8%���[+5/��32�ก�� Helianthus >.ก
�	���58�������*�ก�*�	� !�ก��ก��� ��"!!��ก����$-. /��
	������ [+*�!�.�/��=���5 1 �.� (single 
dominant gene) ����ก	� Rf1 8���=��!�������ก��	�"��/0 ��%"	���5�>-�
%�"!!��ก��
%�	-. 4� %5'ก%
 (Horn et al., 2003; Maragatham et al., 2003; Kusterer et al., 2005) ��3*!��กก�
�����3!กก�5����1ก ก��'6�05����4� �ก % !�!$��	
��ก�-�5������ [+*�% !�/2 �"�"�	�1�"
1������!�� �5ก ������� �+�5�ก���?����3*!�05�85��ก��2�
�%�� < ��3*!/2 %�	��!�ก�5�
���1ก ก��'6�05���+�� %�	!�����	
�����*'�"���	5������/�ก�/2 ���3*!�05�85��ก��
%�	��!�ก�5����1ก ก��'6�05�� Rf1 /���%"	�� 4� 1ก� �����!��!� Horn et al. (2003) [+*�
/2 ���3*!�05�85��ก��2�
� RAPD (random amplified polymorphic DNA) 8��/2 4����5!�� 
OPK13_454 1�" OPY10_740 1�"���3*!�05�85��ก��2�
� AFLP (amplified fragment length 
polymorphism) 8��/2 4����5!�� E33M61_136 1�" E41M48_113 �����!��!� Maragatham et 
al. (2003) [+*�/2 ���3*!�05�85��ก��2�
� RAPD 8��/2 4����5!�� OPAM O61800  1�"�����!�
�!� Kusterer et al. (2005) [+*�/2 ���3*!�05�85��ก��2�
� RAPD 8��/2 4����5!�� OP-K13_454 
1�"���3*!�05�85��ก��2�
� AFLP 8��/2 4����5!�� E32M36-155R, E44M70-275A, E42M76-
125A 1�" E33M61-136R  
 

2.2 ���	����� (protoplast) 
 8'�8%���%� �3! �[����32��*45�5�-����[��� 5��������3*!0� 5�[��� (cell membrane) 0�!0� 5  
4[8%���[+5 (cytoplasm) 4	 ������� �53*!��4'������/��=���*�05"�58'�8%���%��5�>
�� �-����[����+��5/05� �ก
�ก�1����[����'6�ก���5ก !� 1�"��?�4'�'6�% ��32��*�5�.�#�4�  
(���.E กE��=.5
, 2545; Davey et al., 2005) 
  2.2.1 �Z���	1� (plant cell) 
  �[��� (cell) �3! 0��	�8����� ��3��7���*���ก��*����!��
*�5�2�	
%[+*�1���!!ก>+�ก�5�2�	
% 
/��322����.��	ก�.1��
8!% (eukaryote) '�"ก!�� 	��[�����*5��.'��� ��� 1�"��ก,#"%��ก��
%52�
� ��	��!��32 1�"0� ��*�!��[���  8��5�8����� �0��ก'�"ก!�� 	� (�5��E                    
�%2"=
EE	�?��, 2544) 

2.2.1.1 0����Z��� (cell wall) 
-����[��� �3! 8����� �� ��!ก��*0�!0� 5�!���3*!0� 5�[��� 5��	51���1�� 1�"

��!�� ����.' (semi-rigid) �'6�8������ (skeleton) �!��32 5�0� ��*'ก'�!���	�%�� < �!��[��� 
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1�"��/0 �[������.'��� 85��ก����*'�"ก!��'6�-����[���1�ก4�  2 ก���5 �3! 1) 49��!�� (fiber) 
'�"ก!�� 	� �[��.8�� (cellulose) ��5ก��*���/�-����[��� 1�"4�%
� (chitin) ��/��32��
2�
�������� 2) 15��
ก[� (matrix) '�"ก!�� 	� ��ก%
� (pectin) ��5
�[��.8�� (hemicellulose) 1�"
�
ก�
� (lignin) �ก �
��'!���[��%��!�-����[����'6��!�
1[�ก�4��� (polysaccharide) ��*�ก
��กก�
�	5%�	�!�0��	���!����%�858�1[�ก�4��� (monosaccharide subunit) �
��'!���[��%� �'6�8'�%��
/��.'�!��!�4[5���*�ก�*�	� !�ก��ก�������"0�-����[��� '�"ก!�� 	�2���%�� < ������ 
   1)  5
���
���5�� (middle lamella) !�.��"0	��-����[�����*!�.�%
�ก�� �'6�1�	
�23*!50�3! ��3*!ก����"0	���[��� '�"ก!�� 	� ��ก%
�0��2�
� 

2)  -����[���'75=.5
 (primary wall) �� ��+���#"�[���ก�������
E�%
�8% 5��	5
�3�0���� (elastic) 1�"8!�!�!� (flexible) '�"ก!�� 	� �[��.8�� ��5
�[��.8�� 1�"��ก%
� 

  3)  -����[�����%
�=.5
 (secondary wall) �� ��+��0����[������
E�%
�8%�%�5��*1� 	 
�3�0����� !� 0�3!45��3�0������� '�"ก!�� 	� �[��.8�� 1�"�
ก�
� 

2.2.1.2 ���	���Z$* (protoplasm) 
'�"ก!�� 	���	�����E%�� < ������  

  1)  ��3*!0� 5�[��� �3! ��3*!�� < ��*0�!0� 54[8%���[+5 1�"�
	������ (nucleus) 1%�
�"�[����+�5��!���% 1�"�'6�!
��"�ก�
*�1	�� !5 '�"ก!�� 	�85��ก��0��ก 2 2�
� �3! �
�
� 4���
��!�� (lipid bilayer) 1�"8'�%�� 5���#�5��%
�'6���3*!��3!ก-�� (differential permeable membrane) 
�	���5ก�-���� !!ก�!����"0	��=��!ก 1�"=�/�4[8%���[+5 �!ก�ก�����
���8�4����%��*���%�	ก���
�
�1�"8'�%����	5� 	�   

  2)  4[8%���[+5 �3! ��	���*>.ก0�!0� 5!�.�=�/���3*!0� 5�[��� �ก�	 ��
	������ 
'�"ก!�� 	� !!��1ก����� (organells) %�� < �2�� 458%�!������ (mitochondria) ����
� (plastid) 
4�8�8[5 (ribosome) ก!��
�!�� (golgi body) �!�8����5
ก ���
�
	��5 (endoplasmic reticulum; 
ER) �'6�% � 1�"4[8%���[+5�3��7� [+*��'6���ก+*��0�	 �3�0����4�  8'���1�� ��0� ��*0��!������
!!��1ก�����%�� < 1�"�ก��-�-�
%�กก�"�	�ก��5��!�
[+5 (metabolism) �!��[��� 

 3)  �
	������ �'6�$.���ก���	���5ก�"�	�ก�%�� < =�/��[��� 4� 1ก� ก�
1����[��� ก�������"0�8'�%�� ก�������"0�ก���
	���!
ก ก�������"0��!�4[5� �	���5
ก
�ก��5��2�	��5� 1�"ก�>���!���ก,#"�������ก��5 (�5��E �%2"=
EE	�?��, 2544; ���.E 
กE��=.5
, 2545)  
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 2.2.2 ก����ก���	����� (protoplast isolation) 
 ก�1�ก8'�8%���%� �3! ก�����-����[���!!ก�ก8'�8%���%� 5� 5 ����%!� �3!      
1) ��/0 ��3�!��3*!�32'�!��23�! 2) %����3�!��3*!�32�'6�2
�����ก < 3) ���854�[� (plasmolize) ��3�!��3*!
�32 � 	����"�����%� �2�� 15��
�!� (mannitol) [!���
�!� (sorbitol) 0�3!���"���ก�3! 
�2�� 1���[��5��!4��� (calcium chloride) 8�1���[��5��!4��� (potassium chloride) (Frearson et 
al., 1973) �'6�% � ��3*!2�	����	5����0��!��[����#"1�ก8'�8%���%� 4) ก����-����[��� 5) 
��8'�8%���%�/0 ��
����
) '�$�ก�!�4[5� 1�"�$,�[�����3!'� (���.E กE��=.5
, 2545; 
Daevy et al., 2005) ก�1�ก8'�8%���%�'�"ก!�� 	�'H��������E ������ 

2.2.2.1 �#�"���1�'��1%' (tissue source)  
�=���ก�=��!���3�!��3*! 5�!
��
��%�!���	�8'�8%���%��	55�2�	
% 1�"

�	5�5�>/�ก����
E�%
�8%4� �!�8'�8%���%� 10�����3�!��3*!��*�
�5��5/2 /�ก�1�ก       
8'�8%���%��3!��	�%�� < �!�% �ก�  (seedling) [+*��'6���3�!��3*!���
E (meristematic tissue) 
8�����"% �ก� ��*������/��	�0�3!0�!����!� (in vitro) �2�� /������� (cotyledon) ��% �!�!�  
(hypocotyl) /� (leaf) 1�"�ก (root) (Davey et al., 2005) �������% !����+�>+� 2�
��32 �������32 1�"
!���!���3�!��3*!�32��	5� 	� ����2��ก����!��!� Sinha et al. (2003a) ��	� ก�1�ก8'�8%���%�
�ก/��������!�% �ก�  white lupin /0 -�-�
%8'�8%���%��.���� �53*!�'���������ก��/� ��% �!�!� 
1�"�ก �!ก�ก��� �53*!/2 /��������ก% �ก� ��*5�!��� !��� ��	� -�-�
%8'�8%���%�5�1�	8� 5
��
*5�+�� 1%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�5�1�	8� 5���� (Sinha et al., 2003b) �!ก�ก��� 'H������5�
ก�/2 �[���1�	��!���*��?��'6��!�5��
8!4�  (embryogenic cell suspension) ��0���1�ก8'�8%-
���%� 8�����"�	ก��E�32 �2�� � 	 (Tang et al., 2001) 1�"� 	4��� (Ma et al., 2003) �'6�% � 
[+*�8'�8%���%���*4� 5�2�	
% �ก
�ก����
E�%
�8% 1�"��?�4'�'6�% ��324� �2��ก��  

2.2.2.2 ���
ก����ก���	����� (protoplast isolation)  
 1) ก�1�ก8��	
��ก� (mechanical isolation) 8��ก�%�� 0�*� ���� < �� !5ก������ 

0�3!��1�����!!�85%
ก (osmotic pressure) �!����"��12���3�!��3*! ��3*!/0 -����[���1%ก����+�� 
1�"8'�8%���%�0���!!ก5���	�+�� 	
��ก����5�� !��ก�� �3! 4� -�-�
%8'�8%���%�� !� 1�"�[���
����0���!�� �5ก �05"��0���/2 ก���[������/0E� (���.E กE��=.5
, 2545; Davey et al., 2005)   

 2)  ก�1�ก8��/2 �!�4[5� (enzymatic isolation) 8��ก�/2 ��ก���54�8��4�%
ก-  
�!�4[5� (hydrolytic enzyme) ����85��ก���!�
�5!��2�
�%�� < �!�-����[��� 0�3!����ก	�ก�
��!�-����[��� (Cocking, 1960) [+*�5�� !���3! �5�>/0 -�-�
%8'�8%���%�4� ���	�5ก 8��
�!�4[5���	�/0E�4� 5�ก�0��� 1�"�23�!� (%����* 1; Evans and Bravo, 1983) 
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������
% 1 ��:����: ����#�"��
%*�&'��'�BZ*��
%K�6K�ก����ก���	����� (Evans and Bravo, 1983) 

�'�BZ*� ��%�*
�
��� 
   Cellulases  
      - Driselase           Basidiomycetes 
      - Cellulysin (Onozuka R10)           Trichoderma reese 

      - Cellulase           Aspergillus niger 

   Hemicellulases  
      - Rhozyme HP 150           A. niger 

      - Hemicellulase           A. niger 
   Pectinases  
      - Macerase (Macerozyme)           Rhizopus spp. 

      - Pectinol AC           A. niger 
      - Pectolyase Y23           A. japonicus 

      - Pectinase           A. niger 

  
  ก�1�ก8'�8%���%�8��/2 �!�4[5�1���4�   2 	
���3!  

 2.1 	
��/2 �!�4[5��'6�����%!� (sequential method) �'6�ก���!�-����[���
� 	��!�4[5����"2�
��'6�����%!� ��ก�"��*��ก
�ก���!�!����5�.�#� (Takebe et al., 1968) 

 2.2 	
��/2 �!�4[5�-�5 (mixed enzyme method) �'6�ก���!�-����[���8��
���!�4[5���ก2�
�-�5�� � 	�ก��/�!�%���	�%�� < 1� 	/2 ��!�-����[�����������
��=�/�
����%!�����	 (Power and Cocking, 1970) �'6�	
��ก���*4� ����	5�
�5��*���/�'H������ ��3*!��ก
�"�	ก 1�"���%�!ก�/2  8��/2 4� ก���32��ก2�
�1�"��ก��3�!��3*! ���%�	!��������!���*-��5 
�2�� ก�/2 �!�4[5�-�51�ก8'�8%���%��ก/� Dendrobium Pompadour (Kanchanapoom et 
al., 2001) /�1�"�ก switchgrass (Panicum virgatum L.) (Mazarei et al., 2008) /�	�
� (Vanilla 
planifolia Andrews 1�" V. andamanica) (Divakaran et al., 2008) 0�3!/� Brassica carinata  1�"
��% �!�!� B. rapa  (Beránek et al., 2007) �'6�% � 1%�������� !���'�"ก!��!��!�4[5���*/2 /�ก�
��!�-����[���5�ก5��	51%ก%��ก�� �+��!�.�ก��2�
��321�"��	��!���3�!��3*!��*/2   

�!ก�ก2�
�1�"�	5�� 5� ��!��!�4[5�1� 	 !�#0=.5
 �"�"�	�/�ก���!�
-����[���(incubation time) �	5�'6�ก��-����!����"���!�4[5� �	5���	�!�%�!��� (rpm) 
ก������"0	����!�-����[��� 1�"�	5���!!�85%
ก (osmoticum) �!����"���!�4[5� 5�
!
��
��%�!ก�1�ก  8'�8%���%�8��/2 �!�4[5� [+*�% !��
��#/0 �05"�5��	5� 	� (Davey et 
al., 2005; Sinha et al., 2003b) ���1���%�	!���/�%����* 2 
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������
% 2 ���'�"��'������ก'-���������'�BZ*� ����=�	�"�� a �
%K�6K�ก��-"*�"'�0����Z���

&'�	1����:�"�� a  

 
/�ก� 	�45  

(Dendrobium sp.) 
/���%"	�� 
(H. annuus L.) 

�!� Asparagus 
(A. oficitzalis L.) 

�ก switchgrass 
(P.  virgatum L.) 

�'�BZ*� (% (w/v))     
Cellulase 1 1 1 1.5 
Macerozyme 1 - - 0.75 
Pectolyase - 0.05 - - 
Driselase 0.5 - - - 
Hemicellulase - - 1 - 
Pectinase - - 1 - 
���*:��''�*��ก 

&'��������� 
    

Mannitol (M) 0.4 0.5 - 0.6 
Glucose (M) - - 0.6 - 
������:'1%�     
CaCl2 (mM) - - - 1 
MES (mM) - 20 - - 
BSA (%) - - - 0.1 
ß-mercaptoethanol 
(mM) 

- - - 5 

'�.#=+*�-"*�"'� (°[) 30 28 25 25 
����-"*�"'� (�*.) 3 5.5 20 3 
ก���&�"���#�"�� 

-"*�"'� (�'-/���
) 
80 30 60 40 

�
%*�: 
Kanchanapoom et 

al., (2001) 
Özdemir et al., 

(2002) 
Guangyu et al., 

(1997) 
Mazarei et al., 

(2008) 
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 2.2.3 ก���	����
������	����� (protoplast culture) 
  ก���"������8'�8%���%� '�"ก!�� 	�'H����0��ก/�ก���"������������ 

2.2.3.1  �#�"���1�'��1%' 5�ก/2 ��3�!��3*!���
E[+*�/0 8'�8%���%���*�5�>5�2�	
% 1�"
���
E�%
�8%4�  4� 1ก� ��% �!�!� /�!�!� '���ก �'6�% �  

2.2.3.2  '�#���	����
��� 5�!���'�"ก!�0��ก1����'6� 3 2�
�/0E� < �3! 
1)  ��!�
������ (inorganic elements) '�"ก!�� 	� �%�!0�0��ก 4� 1ก� 4�8%���� 

(N) 9!�9!��� (P) 8�1%��[��5 (K) 1�"�%�!0��!� 4� 1ก� 8��!� 85�
��
��5 (Mo) 15�ก��� 
8��!�%� (Co) ���ก"�� �!�1�� 4!8!��� (I)  

2)  ��!
������ (organic elements) '�"ก!�� 	�10�������!� (C) �3! ���%�
2�
�%�� < �2�� ก�.8�� (glucose) 15��
�!� 1�"[.8��� (sucrose) �'6�% � 1�"ก��!
������ �2�� 
ก��[
%�
ก (citric acid) ก��5�
ก (maleic acid) ก��9.5�
ก (fumaric acid) �'6�% � �!ก�ก������
�	5>+� 5�����*� ���5"�� 	 ��[��4�8��4��[% (casein hydrolysate) 1�"���%��ก�� (yeast extract) � 	�  

3)  ���	���5ก����
E�%
�8% (plant growth regulators) '�"ก!�� 	�ก���5%�� < 
������ ก��1!�4[[
ก (abscisic acid; ABA) ก���
���!����
ก (gibberellic acid; GA) !!ก[
� (auxin) 
4� 1ก� 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), indole-3-acetic acid (IAA), indolebutyric acid           
(IBA), naphthaleneacetic acid (NAA) 1�" 4[8%4��
� (cytokinin) 4� 1ก� 6-benzylaminopurine 
(BAP), kinetin 1�" zeatin   

�!ก�ก��� /�!0�% !�5�ก�'����	5���!!�85%
ก/0 �05"�5ก��ก�
���
E�%
�8%�!�8'�8%���%�/�1%��"�"�" [+*��!ก�ก2�	�'�!�ก��45�/0 �[���1%ก1� 	 ���5�-�
%�!ก�������
5ก���?��!�8'�8%���%�� 	� 8��ก���"������/��"�"��
*5% � �	5���
!!�85%
ก�!�!0��"5������ก��0�3!/ก� �����ก���	5���!!�85%
ก/��[��� 1%��53*!8'�8%-
���%����
E�%
�8%�"��!� < '������	5���!!�85%
ก�!�!0��� ����*�
�5/2 /�ก�'���
�	5���!!�85%
ก �!�!0� 4� 1ก� ���%�15��
�!� (Davey et al., 2005) 

2.2.3.3 ������ก���	����
��� 5� 2 	
��ก�/0E� < �3!  
1) ก���"������/�!0��0�	 (culture in liquid medium) 8��������/�!0�

�0�	-
	�� <  �+ก'�"5# 1 55. �'6�	
��ก���*�"�	ก/�ก�'����	5���!!�85%
ก�!�!0� 
1�"���%�!ก�� ������� 1%�45��5�>1�ก8�8��� (colony) ��*5�ก�[������*�	4�  ก���"������	
��
���1����'6�	
��ก���!� < %5����
��
�$,��*���
5�� 5 4� 1ก�  

 1.1  drop culture 8��������8'�8%���%����	�� !�/�0��!0�'�
5%� 
40-100 458���
%� ��*!�.�/��=�0 !�1�	� (hanging drop technique) �������"������  
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 1.2 microchamber culture ����
�����053!�ก�� drop culture 1%��'��*���ก�
����"�������'6�1�	
%��4��� (cavity slide) 0�3!458��125��!�� (microchamber) [+*��"�	ก%�!ก�
%
�%5��?�ก��!�8'�8%���%�5กก	� 

 1.3 multiple drop array technique ����
�����053!�ก�� drop culture 1%�0��               
8'�8%���%�5�������ก����� 40 458���
%� ������� ��3*!��
*5'�
5#0��%�!����"������/0 5ก�+�� 

 1.4 microdroplet culture 8��������8'�8%���%������0�+*��[���/�0��!0�
������ก5ก '�"5# 0.25-0.50 458���
%� /����������23�!2�
��
�$, (cuprak) [+*�5�0��51�ก�กก��
��0���0��8'�8%���%� 

2) ก���"��������!0�ก+*�1���ก+*��0�	 (culturing on semisolid media) 8��ก�
%�+�8'�8%���%�/�!0���*5�����/0 !0�1���%�	 (gelling agent) �2�� 	� � (agar) !"ก8�� 
(agarose) 0�3! !���
��% (alginate) �'6�% � 1� 	/0 !0��0�	��	5� 	�!�ก2���0�+*� (Shillto et al., 1983) 
ก���"������	
��ก����4� ����	5�
�5/�'H������ ��3*!��ก5�'�"�
��
=�������
5ก��� �8�8���
/��320��2�
� 1�"�5�>1�ก8�8�����*5�ก�[������*�	 < 4�  (Shillito et al., 1983; Fischer and 
Hahne, 1992; Caumont et al., 1997)  

2.2.3.4 �?88����:�6'*'1%� a '�"ก!�� 	� 
1)  1�� �	5�� 51��5ก5�ก�������ก����
E�%
�8%�!�8'�8%���%���* ��
*5

��"������ ������� �+��
�5������8'�8%���%������1�ก/���*53�0�3!���	�'6��	�0��	���+���!�� �
!!ก5/���*5�1����*�	5�� 5'�"5# 2,000-5,000 ��ก[� 

2)  �	5�'6�ก��-��� 2�	���*�05"�5 �3! 5.5-5.8 
3)  !�#0=.5
 !�#0=.5
��*�05"�5!�.�/�2�	� 22-28 °[   

 4)  �	50�1����!�8'�8%���%� ��*�05"�5!�.��"0	�� 104-105 8'�8%���%�/ 
5�. ก�/2 �	50�1���5ก�ก
�4'5�-�����/���3*!�ก�1ก��1���!0�ก�� 1%�> /2 � !��ก
�4'   
8'�8%���%�!�45��ก
�ก���?� (���.E กE��=.5
, 2545; Wingender et al., 1996; Davey et 
al., 2005) 
 
 2.2.4 ก����ก ���ก���	����
������	����� K�	1��ก�� Helianthus  
 ��0����32/��ก�� Helianthus  Burrus et al. (1991), Krasnyanski and Menczel (1993) 
1�" Henn et al. (1998a) ��ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!��!� H. annuus L. 4� ������8��
/2 �!�4[5�-�5/�ก���!�-����[��� 1�"�5�>������ 1�"2�ก��/0 8'�8%���%������ก
��'6�% �
�32��*�5�.�#�4�  ������ 
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   Burrus et al. (1991) 1�ก8'�8%���%�� 	��!�4[5�-�5��*'�"ก!�� 	� 0.2% (w/v) cellulase 
0.2% (w/v) macerozyme 1�" 0.2% (w/v) driselase /����"���ก�3! 1� 	��8'�8%���%�             
��*4� 5������/��.'1�� agarose droplet ������ก (Shillito et al., 1983) /�!0��0�	 modified L4 
(Lenée and Chupeau, 1986) ��*5� NAA 3 5ก./ �., BAP 1 5ก./ �., 2,4-D 0.1 5ก./�. 1�" casamino 
acid 1,000 5ก./ �. ��	� 8'�8%���%��ก
�ก�1����[����'6�8�8���>+� 60 �'!���[��%� 1�"���
E
�'6�1�����!���2  < �ก����2�ก��/0 �ก
��!�8��� �4'������/�!0� MS (Murashige and 
Skoog, 1962) ��*5� NAA 1 5ก./ �., BAP 1 5ก./ �. 1�" GA 0.1 5ก./ �. 1�"2�ก��/0 �ก
��ก� 	� 
IAA 1 5ก./ �.    
  Krasnyanski and Menczel (1993) 1�ก8'�8%���%�� 	��!�4[5�-�5��*'�"ก!�� 	�    
2% (w/v) cellulase 1�" 0.5% (w/v) macerozyme /����"���ก�3! 1� 	��8'�8%���%���*4� 
������/��.'1�� agarose droplet ������ก/�!0��0�	 V-KM (Binding and Nehls, 1977) ��*5� 
NAA 0.5 5ก./ �. 1�" BAP 2.0 5ก./ �. /���'�0���* 1 1�"������� 	�!0��0�	 V-KM ��*5� NAA 
0.05 5ก./ �. 1�" BAP 0.2 5ก./ �. ����
*5�ก
�ก��� �8�8��� �ก����������� 	�!0��0�	 V-KM 
��*5� NAA, 2,4-D 0�3! dicamba 2.2 5ก./ �. �'6��	�0�+*���'�0� 1� 	�+�ก���5������� 	�!0��0�	 
V-KM ��*5� NAA 0.5 5ก./ �. 1�" BAP 2.0 5ก./ �. 2�ก��8�8�����*5�ก���?��'6�1�����/0 �� �
�!�� 	�!0� regeneration (Krasnyanski 1�" Menczel, 1993) ��*5� BAP 0.2 5ก./ �., GA  0.1 5ก./ �. 
1�" NAA 0.5 5ก./ �. 1� 	2�ก��/0 �ก
��ก� 	�!0� MS ��*'�$�ก�!��85�   
  Henn  et al. (1998a) 1�ก8'�8%���%�� 	��!�4[5�-�5��*'�"ก!�� 	� 0.1% (w/v) cellulase, 
0.02% (w/v) macerozyme 1�" 0.05% (w/v) driselase ��8'�8%���%���*4� 5������/��.'1�� 
agarose droplet ������ก/�!0��0�	 mKM (Wingender et al., 1996) ��*5� BAP 4 5ก./ �. 1�" 
NAA 5 5ก./ �. /���'�0���* 1 !0��0�	 mKM ��*�%
5 2,4-D 10 5ก./ �. /���'�0���* 2  !0��0�	  
mKM ��*5� BAP 4 5ก./ �. 1�" NAA 0.5 5ก./ �. /���'�0���* 3 1�" 4 ��	� �ก
�8�8��� 60-70 
�'!���[��%� 1� 	2�ก��/0 �ก
��!�� 	�!0� solid differentiation (D) (Wingender et al., 1996) 1�"
2�ก��/0 �ก
��ก� 	�!0� shoot elongation (SE20) (Wingender et al., 1996) ��*'�$�ก�!��85�  
  �!ก�ก��� Krasnyanski  et al. (1992) 1�" Henn et al. (1998b) ��ก�1�ก8'�8%���%�
�ก/��!� H.  gigantheus L. 1�" H.  nuttallii  L. 4� ������8��/2 �!�4[5�-�5/�ก���!�-���
�[��� 1�"�5�>2�ก��8'�8%���%���*1�ก4� /0 �ก
�ก�1����[�����ก�"��*���?�4'�'6�% ��32
��*�5�.�#�4� �2��ก�� ������  
  Krasnyanski  et al. (1992) 1�ก8'�8%���%�� 	��!�4[5�-�5��*'�"ก!�� 	� 1% (w/v) 
cellulase, 0.5% (w/v) macerozyme 1�" 0.05% (w/v) pectolyase 1� 	��8'�8%���%���*4� 5������
/��.'1�� agarose droplet ������ก/�!0��0�	 V-KM ��*5� BAP 2.2 5ก./ �. 1�" NAA 0.1 
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5ก./ �. ��	� 5�ก�1����[��� �ก
�8�8��� 4.8-10.7 �'!���[��%� �ก������8�8�����*4� 4'������/�
!0�1��� V-KM ��*5� BAP 2.2 5ก./ �. 1�" NAA 0.1 5ก./ �. ��	�8�8����5�>���
E�'6�
1�������*�5�>��?�4'�'6��!�5��
8!4� >+� 65 �'!���[��%�    
  Henn et al. (1998b) 1�ก8'�8%���%�� 	��!�4[5�-�5��*'�"ก!�� 	� 0.15% (w/v) 
cellulase, 0.005% (w/v) pectolyase, 0.75% (w/v) macerozyme, 0.005% (w/v) driselase 1�" 1% 
(w/v) bovine serum albumin ��8'�8%���%���*4� 5������/��.'1�� agarose droplet ������ก/�
!0��0�	 mKM ��*5� BAP 4 5ก./ �. 1�" NAA  5 5ก./ �. /���'�0���* 1 !0��0�	 mKM ��*�%
5 
2,4-D 10 5ก./ �. /���'�0���* 2 !0��0�	  mKM ��*5� BAP 4 5ก./ �. 1�" NAA 0.5 5ก./ �. /�
��'�0���* 3 1�" 4 ��	� �ก
�8�8��� 60-70 �'!���[��%� 1� 	2�ก��/0 �ก
��!�� 	�!0� solid 
differentiation (D) 1�"2�ก��/0 �ก
��ก� 	�!0� shoot elongation (SE20) ��*'�$�ก�!��85�  
 ก����!����ก��	� �% �'�"���	5������/�ก�1�ก ��"������ 1�"2�ก��8'�8%-
���%�/0 �ก
��'6�% ���*�5�.�#� 1�"�5�>��!!ก'�.ก������/��=�1	�� !5=��!ก4�  
 

2.2.5 ก����*���	����� (protoplast fusion) 
ก��	58'�8%���%� �'6�	
��ก���*��8'�8%���%��!��32%��2�
�0�3!%����8�4�'~    

5��/0 �ก
�ก��	5ก�� (fusion) [+*��"4� �'6��[����.ก-�5 (cybrid) �+�� 8��ก��	58'�8%���%�
�ก
�4�  2 1�� �3! 1) ก��	5ก��1���ก
��+���!� (spontaneous fusion) 5�ก�ก
��+���"0	��ก�1�ก          
8'�8%���%� �53*!8'�8%���%�!�.�/ก� 2
�ก��5ก < 1�"���85���5% (plasmodesmata) 
���%�	 8����*	4' ก��	5ก����ก,#"���5�8!ก��ก
��+��4� � !�5ก 2) ก�2�ก��/0 �ก
�ก�
�	5ก�� (induced fusion) �ก
��+��8��!$��	
��ก���/0 8'�8%���%��� 5�	5ก���'6�ก���5ก !� 
��3*!��
*58!ก�/0 8'�8%���%���5-��1�"�ก
�ก��23*!5%�!�"0	����3*!0� 5�[��� 	
��ก�2�ก��/0     
8'�8%���%��	5ก����4�  2 	
�� �3! 1) 	
��ก� ��4� 8��/��8'�8%���%�/�0�!�1ก 	������ก
�� �-�$.���ก����� 1 55. 0�3!2�ก��� 	�ก�"1�499� 2) 	
��/2 ����5� ����5���*�
�5/2 5ก4� 1ก� 
polyethylene glycol (PEG) 1�"�'6�	
��ก���*4� ����	5�
�5 ���"/0 !�%�ก��	5ก���!�8'�8%-
���%���!�� ��.� ��4� ��� 1�"�"�	ก (�
%��$�� 1����3!�, 2542; ���.E กE��=.5
, 2545)   

2.2.5.1 ก�����-����	�����	1�:����
��*���	����� 
ก��	58'�8%���%��'6�!�ก	
��ก�'���'����������32 ��*2�	�1ก 'HE0[+*�5�ก��

/�ก�'���'����������32	
��������
5 �2�� ก�-�5ก��4� �ก�"0	���32%���'}2��� (interspecific 
hybridization) ก�-�5������45�%
� (sexual incompatibility) ก�4� �.ก-�5��*�'6�05�� ก�/2 
�"�"�	� 1�"% ����/�ก�'���'�����������!�� �5ก �'6�% � ������� 'H�������+�5�ก�/2 	
��ก�
�	58'�8%���%��� ��	5/�ก�'���'����������32!���1���0��5ก�+�� 8�����"ก�'���'���
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��������3*!>���!���ก,#"/�4[8%���[+5 8�����"ก�>����ก,#"ก��	���5ก��'6�05��/�
4[8%���[+5 (CMS) ��0���/2 /�ก�-�
%�32�������.ก-�5%�� < ��3*!ก��  ����"�0��4� �ก
�����!���*-��5������  

ก�'���'����������32/��ก����.� (Nicotiana sp.)  Kumashiro and Kubo (1986) 
��ก��	58'�8%���%��ก��3�!��3*!/� ��3*!>���!���ก,#"4[8%���[+5�'6�05��/� N. debneyi 
�.� N. tabacum 8��ก�!�ก��	58'�8%���%�5�ก�/0 ������!�ก[� (x-rays) ��� 10 kR 1ก�8'�8%���%�
�!� N. debneyi ��3*!�����
	������ �ก�����+��0��*�	��/0 �ก
�ก��	5ก��ก��8'�8%���%��!�       
N. tabacum 8��/2 ����5� �3! PEG �	5�� 5� � 33% (w/v) �'6��	� 10 ��� �กก����!�
��	� 4� �32�.ก-�5��*5���ก,#"����#7�	
�� 1�"���	�8��858[5 2n = 48 �053!�ก�� N. 

tabacum �ก�	 ���ก,#"�!��!ก1�"ก��'6�05����*�053!�ก�� N. debneyi �!ก�ก��� Sun et al. 
(2005) ��ก��	58'�8%���%��ก��3�!��3*!/� ��3*!>���!���ก,#"4[8%���[+5�'6�05��/�  
N. repanda �.� N. tabacum var. K326 8��ก�!�ก��	58'�8%���%�5�ก�/0 �� Rhodamine-6G 
�'6��	� 15 ��� 1ก�8'�8%���%��!� N. tabacum var. K326 ��3*!����4[8%���[+5 �ก�����+�
�0��*�	��/0 �ก
�ก��	5ก��ก��8'�8%���%��!� N. repanda 8��/2  PEG �	5�� 5� � 50% (w/v) 
�'6��	� 15-20 ��� �กก����!���	� 4� �32�.ก-�5��*5���ก,#"����#7�	
���053!�ก�� N. 
tabacum var. K326 1%�5���ก,#"�!��!ก1�"ก��'6�05���053!�ก�� N. debneyi 1�"�53*!��ก�
%�	��!��3����ก��'6��.ก-�58��/2 ���3*!�05�85��ก��2�
� RAPD ��	� �.ก-�5��*4� 5���ก,#"
�!����/��
	�������053!�ก�� N. tabacum var. K326 1�"5����/�4[8%���[+5�053!�ก�� N. debneyi   

ก�'���'����������32/��ก��� 	 (Oryza sp.)  Kyozuka et al. (1989) ��ก��	5
8'�8%���%���3*!>���!���ก,#"4[8%���[+5�'6�05���ก O. indica var. Chinsurah Boro II 
�.� O. japonica var. Nipponbare 8��ก�!�ก��	58'�8%���%�5�ก�/0 ������!�ก[�1ก�8'�8%���%�
�!� O. indica var. Chinsurah Boro II ��3*!�����
	������ 1�"/0 ����5� iodoacetamide 1ก�8'�8%-
���%��!� O. japonica var. Nipponbare ��3*!����4[8%���[+5 �ก���� �0��*�	��/0 �ก
�ก�
�	58'�8%���%�8��/2 ก�"1�499� �กก����!���	� �.ก-�5��*4� 5���ก,#"����#7�	
�� 
1�"���	�8��858[5�053!�ก�� O. japonica var. Nipponbare 1%��'6�05�� �!ก�ก��� Bhattacharjee 
et al. (1999) ��ก��	58'�8%���%���3*!>���!���ก,#"4[8%���[+5�'6�05���ก� 	�������� 
V20A �� �.�� 	�������� V20B 1�" RCPL1-2C 8��ก�!�ก��	58'�8%���%�5�ก�/0 �����
1ก55�ก8��!�%� 60 (60CO) ��� 30 kR �'6��	� 15-30 ��� 1ก�8'�8%���%��!� V20A ��3*!
�����
	������ 1�"/0 ����5� 10 mM iodoacetamide 1ก�8'�8%���%��!� V20B 1�" RCPL1-2C 
��3*!����4[8%���[+5 �ก�����0��*�	��/0 8'�8%���%��ก
�ก��	5ก��8��/2 ก�"1�499� 
�กก����!���	� �.ก-�5�ก�.�-�5�"0	���������� V20A + V20B 1�" V20A + RCPL1-2C 
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5���ก,#"�'6�05������05� 1�"�53*!��ก�%�	��!�����	���5ก��'6�05��/�458%�!������� 	�
	
�� southern blot analysis ��	� �.ก-�5��*4� 1�����ก,#"�!�ก�5����/�458%�!������
�053!�ก���������� V20A  

��0����32/��ก�� Helianthus  Henn  et al. (1998a) ��ก�>���!���ก,#"�	5
% ���%�!�23�!� Sclerotinia sclerotiorum �ก��%"	��������'��.���%"	��������'�.ก 8���	5
8'�8%���%��ก/��!� H. maximiliani, H. giganteus 1�" H. nuttallii  ก��8'�8%���%��ก   
��% �!�!��!���%"	�� H. annuus 1� 	�0��*�	��/0 �ก
�ก��	58'�8%���%�� 	�  15%(w/v) 
PEG 1�" 5%(w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO) �'6��	� 20 ��� �กก����!���	� 4� ������
�.ก-�5�"0	�� H. annuus + H. maximiliani 1�" H. annuus + H. giganteus  1�"�5�>�3����
ก��'6��.ก-�54� 8��/2 ���3*!�05�85��ก�� RAPD �!ก�ก��� Krasnyanski and Menczel (1995) 
��ก��	58'�8%���%��"0	�� H. giganteus  1�" H. annuus  8��ก�!�ก��	58'�8%���%�5�
ก�/0  10 mM iodoacetic acid �'6��	� 20 ��� 1ก�8'�8%���%��!� H. giganteus ��3*!����
�
	������ �ก�����+��0��*�	��/0 �ก
�ก��	5ก��ก��8'�8%���%��!� H. annuus 8��/2 ����5� 
25% (w/v) PEG �'6��	� 20 ��� �กก����!���	� �.ก-�5��*4� ���5���ก,#"����#7�	
�� 
1�"���	�8��858[5�ก��%"	�������!�������  

��	
���� �% � !��'6�'�"8�2��/�ก���5'�"��ก%�/2 ก��ก�'���'���������
��%"	����3*!>���!���ก,#"4[8%���[+5'ก%
 ��0����� ���%"	������������8��	
���	5
8'�8%���%�4�  
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-��
% 3 

���:� '��ก�.� ������
:7����������8�� 
 
��	
������1���!!ก�'6� 3 ��	� �3! 

1.  ก����:��1'ก���	��������������
%*
BZ�	���Z$*�ก�� ��3*!/0 4� ��%"	������������*
5�����	���5ก�-�
%�"!!��ก����$-. /�4[8%���[+51��'ก%
��0���/2 /�ก����!� 

2. ก��($ก)����
ก����ก���	����� �����:�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase �
%

�#*���*�7�#��-ก����ก���	������������� ��3*!/0 4� 	
��ก� 1�"�	5�� 5� ��!�4[5� 
cellulase ��*�05"�5��0���1�ก8'�8%���%���%"	�� �ก��% �!�!��������� 10A (4[8%���[+5
�'6�05��) 1�"�ก��3�!��3*!/��������� PI 441983 (4[8%���[+5'ก%
) 

3. ก��($ก)����
ก���	����
��� ������*#����"�&'����	����� �
%�#*���*�"'ก��

	� ��&'����	������������� ��3*!/0 4� 	
��ก���"������ (2�
�!0�1�"����%!�ก�
��"������) 1�"�	50�1����!�8'�8%���%� ��*������
5ก����
E�%
�8% 1�"ก���?��!�  
8'�8%���%���%"	�� �ก��% �!�!��������� 10A 1�"�ก��3�!��3*!/��������� PI 441983  

 

3.1 ���:� '��ก�.� 
 1. ��%"	����*-�
%�"!!��ก��4� %5'ก%
1�"��	�5�4[8%���[+5'ก%
ก���5 world 

collection 10 �������� �3! Ames 3225, PI 221693, PI 307831, PI 318468, PI 377528, PI 420138, PI 
431511, PI 441983, PI 480472 1�" PI 500689 �ก North Central Regional Plant Introduction Station, 
��74!8!	 �0��7!�5�
ก [+*�4� ���ก�'�.ก���!�1� 		��5�>'���%�	4� ��/� �. ����2��5    
1�"��%"	����*5�4[8%���[+5�'6�05�� 1 �������� �3! �������� 10A [+*���?��+��/�'�"��$
4�� 5���ก,#"�����3! /0 �'!���[��%����5���.�>+� 41.40 �'!���[��%� 5�$�ก�=�/�ก�/0 �.ก-�5��*�� 
1�"5�����	���5ก��'6�05�� (4�$� �0����	��# 1�"7
%
�� 5"2
8ก	, %
�%�!��	������)    

 2.  ก� !�������$�� (microscopic compound) �� !52������+ก=� 
 3.  ก� !�������$��1��0�	ก��� (inverted compound microscope) 
 4.  ก� !�������$��9�.!!����[�%� (fluorescent compound microscope) 
 5.  ���3*!��.�>�����"��'�
5%�� !� (adjustable pipettes) 
 6.  ���3*!��������"�� (shaker) 
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 7.  ���3*!�'H���0	�*�� (centrifuge) 
 8.  ���3*!�-�5���"�� (vortex mixer) 
 9.  ���3*!�2�*� 2 %�10��� 1�" 4 %�10��� 
 10. ���3*!���!��.��� (UV transluminator) �� !52������+ก=���1-���
�ก�  
 11.  ���3*!�1�ก������!���!1�	�!� (horizontal gel electrophoresis apparatus) 
 12.  ���3*!���
*5'�
5#���!���! (thermal cycle) 
 13.  �4�������5����3!� (haemocytometer) 
 14.  %. '�!��23�! (laminar flow hood) 
 15.  05 !�+*��	5���4!��� (autoclave) 

16.  2�����0�����"��������3�!��3*! 
 17.  ����"������1ก 	1�"���%
ก �	�1ก 	 0�!����%
ก��� 15 1�" 50 5�. ก�	�1ก 	    

1-��ก�!�8'�8%���%� (nylon filter) ��*5��.��� 62 1�" 40 458���5%�  %"1ก�� 'ก 
��� 5�� 

 18.  !�'ก�#�/�0 !�'G
��%
ก� 
 19.  !�'ก�#�ก��ก,%� 

 

3.2 �@���
%�7�ก���:�'� 
0 !�'G
��%
ก�ก�G	
��1�"8���32 0 !�'G
��%
ก�'���'����������32  1�"0 !�'G
��%
ก�

����	
���32 !��$.������3*!�53!	
��$�%��1�"���8�8��� 3 50	
��������8�8���������            
�.����2��5 
 

3.3 ��������ก���:�'� 
�
�0�5 2549 � 5���5 2552 

  

3.4 ���
ก���:�'� 
3.4.1 ���	��������������
%K�6K�ก���:�'� 
����������%"	����*�� 5/2 /�ก����!�1�ก 1�"��"������8'�8%���%� 

'�"ก!�� 	� 2 �������� �3! �������� 10A [+*�4� ����	5!�����"0��5����������ก $. ��.4�$�  
�0����	��# 1�" !. ��.7
%
�� 5"2
8ก	 8���'6�����������*>.ก��?��+��/�'�"��$4�� 5���ก,#"����
�3! /0 �'!���[��%����5���.�>+� 41.40 �'!���[��%� 5�$�ก�=�/�ก�/0 �.ก-�5��*�� 1�"5�����	���5
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ก��'6�05�� 1�"����������*5�4[8%���[+5'ก%
 8�������3!ก����� 1 �������� �ก 10 ��������
/�ก���5 world collection 4� 1ก� Ames 3225, PI 221693, PI 307831, PI 318468, PI 377528, PI 
420138, PI 431511, PI 441983, PI 480472 1�" PI 500689 (4�$� �0����	��# 1�"7
%
�� 5"2
8ก	, 
%
�%�!��	������) [+*�/���3�!�% ���	����������0�����5�4[8%���[+5'ก%
����05� 1%���3*!ก�
�����3!ก��*>.ก% !� �+�% !������������0�����5%�	��!��3����ก�5�4[8%���[+5'ก%
ก�!� ��3*!��
����������*�����3!ก4� 4'/2 /�ก�>���!�4[8%���[+5'ก%
/0 ก���������� 10A 8��	
���	5   
8'�8%���%�%�!4'/�!��% 
 

3.4.2 ก����:��1'ก���	��������������
%*
BZ�	���Z$*�ก��  
ก�%�	��!��	5'ก%
1�"ก��'6�05���!�����	���5ก��� ��[����3���������$-. /�      

4[8%���[+5�!���%"	�� ��4� 8��ก�%�	��!���*�"������!���! 8��!$���	51%ก%���!�
���	�1�"����!���!����!���! ��*4� �กก���
*5'�
5#���� 	�	
�� PCR �53*!/2 4����5!�� 3 2�
� 
��*�5�>�"���	51%ก%���!�����	���5ก��� ��[����3���������$-. /�4[8%���[+54�  

3.4.2.1 ก���ก�::
�'D��'�������� 
�ก�����!���!�ก/�!�!���%"	��ก���5 world collection 10 �������� 8����/�

8ก�����*5�4�8%�����0�	/0 �"�!��� �%
5 extraction buffer [3% (w/v) cetyl trimethylammonium 
bromide  (CTAB), 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8.0), 2% (w/v) 
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 1�" 0.2% (v/v) ß-mercaptoethanol (�%
5ก�!�/2 )] 700 µl  -�5
/0 �� ก��� 	� vortex mixture ��4'��5��* 65 °[ �'6��	� 30 ��� (����0�!���ก 5 ���) �%
5 
chloroform : isoamyl alcohol (24:1) '�
5%�0�+*����%�	 (700 µl) -�5/0 �� ก�� ��4''H���0	�*����*
�	5���	 13,000 �!�%�!��� �'6��	� 15 ��� >�����/���	���/��/� microcentrifuge tube 
0�!�/05� �%
5 5 M NaCl 0.5 ����!�'�
5%� -�5/0 �� ก�� �ก�����%
5 isopropanol 12�����
'�
5%� 1 ���%�	 ก���0�!�4'5!������5�	� �ก��4	 ��* -20 °[ � 5�3� ��4''H���0	�*����*�	5���	 
13,000 �!�%�!��� �'6��	� 15 ��� �����/���	����
�� �ก����� �%"ก!����!���!� 	� 70% 
ethanol ��4''H���0	�*��1� 	�����/���	����
�� %ก%"ก!����!���!/0 10 � �ก�����"��%"ก!���
�!���!/� TE buffer [Tris-EDTA buffer; 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 1�" 1 mM EDTA (pH 8.0)] 50 
µl �%
5 RNAse 10 µl 1� 	��4'��5��* 37 °[ �'6��	� 30 ��� �ก����* 4 0�3! -20 °[ (Owens, 2003) 
��3*!/2 /�ก����!�8��	
�� PCR 
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3.4.2.2 ก���	�%*���*�.:
�'D��'���8�'-  
��
*5'�
5#���!���!� 	�	
�� PCR 8��/2  primer 3 2�
� �3! atpAF (5�GCCGCTA 

AACGATCGGACCAGACAGGCGCA3�), orfH522R (5�GCCCTTAGGGCCACCTTGTTGCGAAG 
TCAG 3�) 1�" orfH873R (5�GTGGAAATCCCGGGGGAGCCCGTTCCTAGA3�) 1�"/2  reaction 
mix (10 µl/ reaction) [+*�5�!���'�"ก!������� ���!���!% �1�� 50 ng, 0.4 µM orfH 522R primer, 0.4 µM 
orfH 873R primer, 0.4 µM atp AF primer, 0.1 mM dNTP, 1x buffer, 2 mM MgCl2, 0.5 unit Taq DNA 
polymerase 8��/2 �=	"/�ก���
*5'�
5#���!���! ������ 94 °[ �'6��	� 1 ��� ���	� 1 �!� 94 °[ 
�'6��	� 1 ���, 62 °[ �'6��	� 1 ��� 1�" 72 °[ �'6��	� 2 ��� ���	� 35 �!� 1�" 72 °[ 
�'6��	� 7 ��� ���	� 1 �!� (Rieseberg et al., 1994) 

3.4.2.3 ก�����8�'-:
�'D��' 
%�	��!����!���!��*4� �กก���
*5'�
5#8��	
�� agarose gel electrophoresis /� 1% 

(w/v)  agarose ��* 100 8	�%� �'6��	� 30 ��� 1� 	%�	��!�1>����!���!8��ก�� !5� 	� ethidium 
bromide ��!��.=�/% ���3*!� UV transluminator ��%"	������������*5�4[8%���[+5'ก%
�"1���
1>����!���!��*5���� 1,450 bp �����1>�����	 1%�����������*5�4[8%���[+5�'6�05���"1���
1>����!���! 2 1>� [+*�5���� 1,450 1�" 870 bp (Rieseberg et al., 1994) 

3.4.2.4 ��:��1'ก���	����� 
�����3!ก����������*5�4[8%���[+5'ก%
5����� 1 �������� 
 

3.4.3 ก��($ก)����
ก����ก���	����� �����:�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase �
%

�#*���*�"'ก����ก���	������������� 
3.4.3.1 ก�����
�*��1�'��1%'	1�8�กก���	���*�D:-�'�#����������#�K��=�	

��':��1�' 
1) 9!ก ��23�!-
	�'�3!ก�5�����%"	��� 	� 20% (v/v) clorox (2% (w/v) sodium 

hypochlorite) �'6��	� 20-60 ��� �+��!�.�ก���=��5��� � �� 	����ก��*��+*� ��23�! 3 ����� 1ก"�'�3!ก  
0� 5�5���!!ก  

2) 9!ก ��23�!�5�����*1ก"�'�3!ก1� 	� 	� 20% (v/v) clorox �'6��	� 30 ��� 
� ��5���� 	����ก��*��+*� ��23�! 3 �����  

3) 12��5���/� 5% (w/v) H2O2 �'6��	� 5 ��� �!ก��3*!0� 5�5���!!ก 1� 	��
�5���4'��"��������!0� MS (%��=�-�	ก��* 1) ��*5� 2% (w/v) sucrose 1�" 0.8% (w/v) agar 
1�"'�.ก��������*!�#0=.5
 25 °[ 8��/2 �=	"���!������� 
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 3.1  �������� 10A [+*�/2 ��3�!��3*!��	���% �!�!� �"��"������/��=�53� �'6�
�	� 7 	�� �+���4'/2 1�ก8'�8%���%� 

 3.2  ����������*5�4[8%���[+5'ก%
 [+*�/2 ��3�!��3*!/� �"��"������/��=�
/0 1����*�	5�� 5 2,000 ��ก[� �� 16 25./ 	�� �'6��	� 14 	�� (���1'���ก Ajdukovic et al., 
2006) �ก�����+�%����	��!��!���% �4''�.ก������%�!/�	����'�.ก vermiculite '�!��23�! ��*�%
5
!0��0�	 MS ��*5� 2% (w/v) sucrose ��ก�"��*�% �8% 1�"1%ก/�!�!� 5�/���
� 4-6 /� %��
���"/���
���*1-��%�5��*1� 	/2 /�ก�1�ก8'�8%���%� 

3.4.3.2 ก����ก���	�����  
��ก�$+ก,�'���������	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� �

�!�4[5� cellulase ��*5�%�!ก�1�ก8'�8%���%���%"	���ก��% �!�!��������� 10A 1�"/�  
�������� PI 441983 8��������%�5�%�1��19ก%!�����/�1-�ก����!�1�����5�5�.�#� (factorial 
in CRD) ���	� 7 [�� 1�" 5 [�� %5����� '�"ก!�� 	� 2 'H���� �3! 'H������* 1 	
��ก�1�ก8'�8%-
���%� 'H������* 2 �"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase (%����* 3 1�" 4) 
 

������
% 3 ��:�ก��8�:��
��*���ก����ก���	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A 

���
ก�� '������ก'-���������'�BZ*� �������-"*�"'� 

���*�&6*&6� 

�'�BZ*� cellulase  

(% (w/v)) 

1 

0.05% (w/v) driselase, 0.1% (w/v) BSA, 0.02% (w/v) 
macerozyme /����"����9�9!��: 336 mM KCl, 13.6 mM 
CaCl2, 3.59 mM MES, pH 5.7 ��5�� 16 25. (Keller et al., 
1997) 

1.0 1�" 2.0 

2 
0.5% (w/v) macerozyme /����"����9�9!��: 308 mM NaCl, 
5.37 mM KCl, 41.7 mM CaCl2.2H2O, 3.3 mM MES, pH 5.6 ��5
�� 16 25. (Krasnyanski and Menczel, 1995) 

1.0 1�" 2.0 

3 
1% (w/v) macerozyme, 1% (w/v) BSA /����"����9�9!��: 
336 mM KCl, 16 mM CaCl2, 3 mM MES, pH 5.7 ��5�� 4 
25. (Binsfeld et al., 2000) 

1.0 1�" 2.0 
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������
% 4 ��:�ก��8�:��
��*���ก����ก���	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 

���
ก�� '������ก'-���������'�BZ*� �������-"*�"'� 

���*�&6*&6�

�'�BZ*� cellulase 
(% (w/v)) 

1 

0.05% (w/v) pectolyase, 0.75% (w/v) macerozyme, 0.005% 
(w/v) driselase, 1% (w/v) BSA /����"����9�9!��: 340 
mM KCl, 1.4 mM CaCl2.2H2O, 3 mM MES, pH 5.6 ��5�� 
16 25. (Henn et al., 1998b) 

 
0.1, 0.5, 1.0 
1�" 1.5 

 

2 
0.05% (w/v) driselase, 0.02% (w/v) macerozyme, 0.1% (w/v) 
BSA /����"����9�9!��: 336 mM KCl, 13.6 mM CaCl2, 
3.59 mM MES, pH 5.7 ��5�� 16 25. (Keller et al., 1997) 

0.1, 0.5, 1.0  
1�" 1.5 

3 
0.05% (w/v) pectolyase /����"����9�9!��: 0.5 M mannitol, 
20 mM MES, pH 5.6 ��5�� 6 25. (Özdemir et al., 2002) 

0.1, 0.5, 1.0  
1�" 1.5 

 

1) ก��%���5��3�!��3*!��0���1�ก8'�8%���%� 
1.1 ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!� 0�*���% �!�!����	� 1 ก. �'6�

��!���� 5-10 55. 1� 	-���+*�%51�	�	 (Krasnyanski and Menczel, 1993) �ก���� 12���3�!��3*!
/����"����9�9!�� 15 5�. �'6��	� 60 ���  

1.2 ก�1�ก8'�8%���%��ก/� 0�*�/���%"	�����	� 1 ก. /0 �'6�2
�����ก < 
��� 2 55.2 /����"����9�9!�� 5 5�. �ก���� �%
5���"����9�9!����
*5!�ก 10 5�. 1� 	12�
��3�!��3*!/����"����9�9!������ �'6��	� 60 ���  

  2) �.����"����9�9!��!!ก 1� 	�%
5���"���!�4[5� (%��=�-�	ก��* 2) 
��4'1��/�'�
5%� 15 5�. ��0���ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!� 1�" 25 5�. ��0���
ก�1�ก8'�8%���%��ก/� '(�-�+ก����"������� 	���9(��5 (parafilm) /0 5
�2
�  

  3) ��4'��5��!�-����[�����*!�#0=.5
 26 °[ /���*53� �� !5����%�!��"�"�	�
� 	��	5���	 70 �!�%�!��� ��0���ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!� 1�" 30 �!�%�!��� 
��0���ก�1�ก8'�8%���%��ก/� 

  4) �53*!����"�"�	���5��!� �����"���!�4[5�1�"8'�8%���%�4'ก�!�
1�ก�$,��3�!��3*!���/0E���*���45���!�  1�"�$,�[���������ก � 	�- 4��!� 1�" nylon filter ��*5��.
��� 62 1�" 40 458���5%� %5����� 
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  5) ���!��0�	��*ก�!�4� 4''H���0	�*����*�	5���	 80 g �'6��	� 5 ��� ��3*!
%ก%"ก!�8'�8%���%� /0 1�ก%�	!!ก�ก���"���!�4[5� 1� 	�.����"���!�4[5��
�� 
�ก����� �%"ก!�8'�8%���%�� 	����"����9�9!�� 10 5�. 1� 	��4''H���0	�*����*�	5���	 80 g 
�'6��	� 5 ��� 8����ก�� � 2 ����� 

  6) �"��%"ก!�8'�8%���%�� 	����"��[.8��� (0.5 M sucrose, 14 mM 
CaCl2.2H2O, 3 mM MES, pH 5.6) 7 5�. 1� 	�%
5���"����9�9!�� 3 5�. ��'(����� ��� 
�ก������4''H���0	�*����*�	5���	 100 g �'6��	� 5 ��� �"�ก
����	5�� 5� � (gradient) �"0	��
���"��[.8��� 1�"���"����9�9!�� ��/0 8'�8%���%���
����
)�!�!�.��"0	�����"��
�����!� �ก���� �.�8'�8%���%����ก��	!!ก5� 	��	5�"5���"	�� (Henn et al., 1998b) 

3.4.3.3 -���$ก0�ก���:�'�  
1)  ���	�8'�8%���%�%�!���0��ก��3�!��3*! 1 ก. 8��������	�8'�8%���%�

� 	� haemacytometer ���	� 10 [�� 0������*� ��3*!��4'���	#�	50�1����!�8'�8%-
���%�/� 1 5�. �ก�����������ก��	�.#� 	�'�
5%�8'�8%���%���
����
)��*�.�!!ก54�  �"4� 
���	�8'�8%���%�%�!���0��ก��3�!��3*! 1 ก. 

 2)  �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%� 8��ก�� !58'�8%���%�� 	� 
fluorescine diacetate (FDA) (%��=�-�	ก��* 3) ��4'��!�/% ก� !�������$��� 	�1��!��%�4	8!��% 
1� 	������	�8'�8%���%�5�2�	
% [+*��"��3!�1��������	 1�"���	�8'�8%-���%�����05� 
(��3!�1��1�"45���3!�1��) /� 1 microscopic field ��ก����5������	� 10 fields %�! 1 �4��� 1� 	
���	#�'!���[��%��	55�2�	
%%5�.%�� ���� 

 
�'!���[��%��	55�2�	
%       =      ���	�8'�8%���%���3!�1�� 
        ���	�8'�8%���%�����05�  

 
 3)  ����!�8'�8%���%� ��ก����5	������!�8'�8%���%����	� 100   

8'�8%���%�8��/2 8'�1ก�5	������53*!��!�� 	�ก� !�������$����*ก������� 200X 1� 	0
������*� 

3.4.3.4 �������#�0�ก���:�'�  
	
���"0��	5'�	�1'����>
%
 (analysis of variance; ANOVA) �!�-�-�
%

8'�8%���%� �'!���[��%��	55�2�	
% 1�"����!�8'�8%���%� 1�"�'���������������*�1�� 
Duncan�s New Multiple Range Test (DMRT) ��3*!�'���������'�"�
��
=��!�	
��ก�1�"�"���
�	5�� 5� ��!��!�4[5� cellulase ��*5�-�%�!ก�1�ก8'�8%���%� 

× 100 
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3.4.4 ก��($ก)����
ก���	����
��� ������*#����"�&'����	����� �
%�#*���*�"'ก��
	� ��&'����	������������� 

��ก�$+ก,�'���������	
��ก���"������ (2�
�!0�1�"����%!�ก���"������) /�
�.'1�� agarose droplet (Shillito et al., 1983) 1�"�	50�1����!�8'�8%���%� ��*5�%�!ก�
���
E�%
�8%1�"��?��!�8'�8%���%�4'�.�ก��� �ก���58�8��� 8��/2 8'�8%���%���*1�ก
�ก��% �!�!���%"	���������� 10A 1�"8'�8%���%���*1�ก�ก/���%"	���������� PI 441983 
������%�5�%�1��19ก%!�����/�1-�ก����!�1�����5�5�.�#� ���	� 5 [�� /�1%��"��3�!��3*! 
'�"ก!�� 	� 2 'H���� �3! 'H������* 1 	
��ก���"������ 4� 1ก� 	
�� L4 regeneration (Lenée and Chupeau, 
1986; %��=�-�	ก��* 4) 1�"	
�� mKM regeneration (Wingender et al., 1996; %��=�-�	ก��* 
5) 'H������* 2 �	50�1���8'�8%���%� 4� 1ก� 5 × 103 1�" 5 × 104 8'�8%���%�/ 5�.  

3.4.4.1 ก���7� agarose droplet 
1) ��8'�8%���%���
����
)��*1�ก4� 4'%�	�����	50�1��� 1�"�'!���[��%�

�	55�2�	
% 
2) '����	50�1���8'�8%���%�� 	�!0��0�	 L4M 1�"!0��0�	 

mKM 8��/0 5��	50�1�����* 5 × 103 1�" 5 × 104 8'�8%���%�/ 5�. 
3) �%���5 0.6% (w/v) agarose /�!0��0�	 L4M 1�"!0��0�	 mKM 1� 	

��4'�+*� ��23�! �!��!0�5�!�#0=.5
'�"5# 40°[ �+���4'/2   
4) -�58'�8%���%��ก� ! 2 1�" !0��ก� ! 3 /�!�%���	� 1:1 1�"-�5

/0 8'�8%���%�ก�"��%�	!����5*���5!��*	����!0� 1� 	/2  pipette �.���	�-�5���ก��	/�
'�
5%� 100 µl 0����/������%
ก��*���� ���	� 20 0��/ �� 1� 	��4'��54	 ��*!�#0=.5
 4°[ 
�'6��	� 1 25. ������05� 5 ��/ %�	!��� 

5) �%
5!0��0�	 L4M 1�"!0��0�	 mKM '�
5%� 7 5�. �!� < agarose 
droplets '(�-�+ก�����%
ก� 	���9(��5 1� 	��4'��������*!�#0=.5
 26 °[ /���*53� 

3.4.4.2 &����'�ก���	����
��� 
   1) 	
�� L4 regeneration  
 1.1  ��ก�������/���*53��'6��	� 10 	�� �ก����� �5������/��=�5�1��
'�"5# 2,000 ��ก[� �� 16 25./	�� 1�"�'��*��!0��0�	�!� < agarose droplets 8���.�
!0���
5'�
5%� 3.5 5�. �
�� 1� 	�%
5!0��0�	 L´4M 3.5 5�. ��4'1�� 1�"�'��*��!0�
�2�������ก 1 ��'�0� ก�"��*��ก
�ก��� �8�8��� 
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× 100 

× 100 

2) 	
�� mKM regeneration  
    2.1 ��'�0���* 1 ��"������/�!0��0�	 mKM ��*�%
5 4 µM BAP, 5 µM 
NAA 1�"5� osmolarity !�.���* 600 mosmol kg H2O

-1 1�"������/���*53� 
   2.2  ��'�0���* 2 �'��*��!0��'6�!0��0�	 mKM /05���*�%
5 10 µM 2,4-D 
1�"5� osmolarity !�.���* 500 mosmol kg H2O

-1 1�"������/���*53� 
   2.3 ��'�0���* 3 �'��*��!0��'6�!0��0�	 mKM /05���*�%
5 4 µM BAP, 
0.5 µM NAA 1�"5� osmolarity !�.���* 400 mosmol kg H2O

-1 1�"������/���*53� 
   2.4 ��'�0���* 4 �'��*��!0��'6�!0��0�	 mKM /05���*�%
5 4 µM BAP, 
0.5 µM NAA 1�"5� osmolarity !�.���* 300 mosmol kg H2O

-1 1� 	� �4'������/���*5�1��'�"5# 
2,000 ��ก[� �� 16 25./	�� 

3.4.4.3 -���$ก0�ก���:�'�  

1) �'!���[��%�ก�1����[�����*!�� 21 	�� 8��/2 ก� !�������$����*ก������� 
100X ������	�8'�8%���%���*5�ก�1����[��� 1�"���	�8'�8%���%�����05� (1����[���1�"
45�1����[���) /� 1 microscopic field ���	� 125 fields 8�����5����ก 5 ��/ %�	!��� ���	� 5 0��/ 
�� 1�" 5 microscopic fields/ 0�� 1� 	��5���	#�'!���[��%�ก�1����[�������.%�� ���� 

 
�'!���[��%�ก�1����[���       =      ���	�8'�8%���%���*5�ก�1����[��� 
                  ���	�8'�8%���%�����05�  
 

2) �'!���[��%�ก��ก
�8�8�����*!�� 35 	�� 8��/2 ก� !�������$����*ก������� 
100X ������	�ก���58�8��� 1�"���	�8'�8%���%�����05� (�	58'�8%���%���*1����[���1%�
45���?��'6�8�8��� 1�"45�1����[���� 	�) /� 1 microscopic field ���	� 125 fields 8�����5���
�ก 5 ��/ %�	!��� ���	� 5 0��/ �� 1�" 5 microscopic fields/ 0�� 1� 	��5���	#�'!���[��%�
ก��ก
�8�8�������.%�� ���� 

 
�'!���[��%�ก��ก
�8�8���       =             ���	�ก���58�8��� 
            ���	�8'�8%���%�����05�  
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3.4.4.4 �������#�0�ก���:�'� 
	
���"0��	5'�	�1'����>
%
 (ANOVA) �!��'!���[��%�ก�1����[�����*!�� 

21 	�� 1�"�'!���[��%�ก��ก
�8�8�����*!�� 35 	�� 1�"�'���������������*�1�� DMRT ��3*!
�'���������'�"�
��
=��!�	
��ก���"������ 1�"�	50�1����!�8'�8%���%� ��*5�-�%�!
ก�1����[���1�"ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%� 
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-��
% 4  

0�ก���:�'� 
 

4.1 ก����:��1'ก���	��������������
%*
BZ�	���Z$*�ก�� 
��ก�%�	��!��3����ก�5�4[8%���[+5'ก%
�!���%"	��ก���5 world collection 10 

�������� �3! Ames 3225, PI 221693, PI 307831, PI 318468, PI 377528, PI 420138, PI 431511, PI 
441983, PI 480472 1�" PI 500689 8��/2 	
�� PCR ��3*!��
*5'�
5#���%�	��!� atpA 1�"��
�	#
/ก� ����� 8����ก�%�	��!� 2 ����� =���* 3 1�" 4 1���1>����!���!�!���ก,#"ก�5�4[8%-
���[+5'ก%
 1�"�'6�05����*�ก
��ก��� atpA /�ก�%�	��!��������* 1 1�" 2 %5����� ��	� 
��%"	���������� PI 420138 1�" PI 480472 1�����ก,#"ก�5�4[8%���[+5�'6�05�� �กก�5�
���	�1>����!���! 2 1>� ��� 1,450 bp 1�" 870 bp �2������	ก����%"	���������� 10A [+*�5�
4[8%���[+5�'6�05�� ��	���%"	����������!3*� < 1�����ก,#"ก�5�4[8%���[+5'ก%
 
�กก�5����	�1>����!���!�����1>�����	��� 870 bp  

 
 

 
 

 
 
=�	�
% 3 87���� ���&��:�@-:
�'D��'&'���ก).�ก��*
BZ�	���Z$*�ก�� (1,450 bp) ���       

BZ�	���Z$*��!�#*�� (1,450 bp ��� 870 bp) K���������ก��"* world collection 

(���8�'-������
% 1) 
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=�	�
% 4  87���� ���&��:�@-:
�'D��'&'���ก).�ก��*
BZ�	���Z$*�ก�� (1,450 bp) ���     

BZ�	���Z$*��!�#*�� (1,450 bp ��� 870 bp) K���������ก��"* world collection 

������	����� 10A (���8�'-������
% 2) 
 

�ก-�ก�%�	��!�� �% � 4� �����3!ก��%"	���������� PI 441983 4'/2 /�ก����!�
1�ก1�"��"������8'�8%���%�%�!4' ��3*!��ก5�4[8%���[+5'ก%
 1�"�ก���5���������4� 
���	�5ก 
 

4.2 ก��($ก)����
ก����ก���	����� �����:�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase �
%�#*���*          

�7�#��-ก����ก���	�������������                  
��ก�1�ก8'�8%���%���%"	�� 2 �������� �3! ����������*5�4[8%���[+5�'6�05�� 

10A 8��/2 ��3�!��3*!�ก��% �!�!� 1�"����������*5�4[8%���[+5'ก%
 PI 441983 8��/2 ��3�!��3*!
�ก/� 8�����!�	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*5�%�!
-�-�
% �'!���[��%��	55�2�	
% 1�"����!�8'�8%���%� 4� -�ก����!������� 

4.2.1 ก����ก���	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A 

4.2.1.1 0�0������	����� 
	
��ก�1�ก8'�8%���%�5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�!���5��������E�
*����>
%
 

(F2, 32 = 17.25; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 7) 8��ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 /0 -�-�
%         
8'�8%���%��.���� �3! 4.14 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. 1%ก%�����>
%
ก��	
��ก� 2 [+*�

DN
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La
dd
er
 

Am
es 
32
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PI
 22
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93
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/0 -�-�
%8'�8%���%��!���5 (2.75 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก.) 1�"	
��ก� 1 [+*�/0    
-�-�
%8'�8%���%�%*���� (1.92 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก.) (%����* 5) /��#"��*�"���
�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 45�5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�/����>
%
 (F1, 32 = 0.08; P > 0.05; 
%��=�-�	ก��* 7) 8��ก�/2 �	5�� 5� ��!�4[5���*�"��� 1% (w/v) cellulase /0 -�-�
%         
8'�8%���%��.�ก	���*�"��� 2% (w/v) cellulase ��������ก� !� (2.94 × 106 1�" 2.85 × 106 8'�8%-
���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. %5�����; %����* 6) !���4�ก�%5 ��	�'G
ก
�
��"0	��	
��ก�1�ก8'�8%-
���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�!���5��������E�
*�
���>
%
 (F2, 32 = 9.98; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 7) 8��ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 
��	5ก�� 2% (w/v) cellulase /0 -�-�
%8'�8%���%��.���� �3! 5.04 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 
1 ก. 1%ก%�����>
%
ก��ก�/2 	
��ก������*�"��� cellulase �	5�� 5� �%*� (1 �'!���[��%�) 1�"ก�
/2 	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 ��*��ก�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��	�ก�/2 	
��ก� 1 ��* 2% 
(w/v) cellulase /0 -�-�
%8'�8%���%�%*���� !���4�ก�%5	
��ก� 3 5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%-
���%�������!�� �5ก�53*!/2 �!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� �%*� (1 �'!���[��%�) (%����* 7) 
/���%��ก��� 5ก�/2 	
��ก� 1 1�" 2 5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%��.��+�� �53*!/2 �!�4[5� 
cellulase �	5�� 5� �%*� (1 �'!���[��%�) (%����* 7)  

 

������
% 5  0�0������	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก���-

	������--�"�� a  

���
ก�� 
0�0������	����� 1/ 

(× 106 ���	�����/ ��1�'��1%' 1 ก.)  

1    1.92   c2/ 
2    2.75   b 
3    4.14   a 

1/ ������*�-�-�
%8'�8%���%��ก�!�4[5� cellulase 1 1�" 2 �'!���[��%� 
2/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test     
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������
% 6  0�0������	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���*�&6*&6��'�BZ*�

cellulase ��:�-�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

 (% (w/v)) 

0�0������	����� 1/ 

(× 106 ���	�����/ ��1�'��1%' 1 ก.) 
1      2.94   
2      2.85   

1/ ������*�-�-�
%8'�8%���%��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%� 3 	
��ก� 

 

������
% 7 0�0������	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก���- 

	����� �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���
ก�� 
���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase   

(% (w/v)) 

0�0�����������  

(× 106 ���	�����/ ��1�'��1%' 1 ก.) 

1    2.59  ± 0.60 b1/ 
1 

2    1.14  ± 0.49 c 

1    3.06  ± 0.74 b 
2 

2    2.39  ± 0.82 b 

1    3.23  ± 1.38 b 
3 

2    5.04  ± 1.37 a 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test     

 
4.2.1.2 ���**
�
���&'����	����� 
	
��ก�1�ก8'�8%���%� �"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 1�"'G
ก
�
�

�"0	��	
��ก�1�ก8'�8%���%�1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 45�5�-�%�!�'!���[��%�
�	5 5�2�	
%�!�8'�8%���%�/����>
%
 (F2, 36= 2.74; F1, 36 = 0.06; F2, 36 = 0.88; P > 0.05 %5�����; 
%��=�-�	ก��* 9; %����* 8; %����* 9 1�"%����* 10) ��ก	
��ก� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� 
cellulase 5�1�	8� 5/0 �'!���[��%��	55�2�	
%8'�8%���%�/��ก#D��.�45�1%ก%��ก�� 8��ก�1�ก
8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 ��* 1 1�" 2% (w/v) cellulase 5�1�	8� 5/0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�  
8'�8%���%��.���� �3! 90.34 1�" 90.61 �'!���[��%� %5����� ��	�ก�1�ก8'�8%���%�� 	�
	
��ก�!3*� /0 �'!���[��%��	55�2�	
%!�.�/�2�	� 85.05-88.39 �'!���[��%� (%����* 10)       
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������
% 8 ���**
�
���&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก    
���	������--�"�� a 

���
ก�� 
���**
�
���&'����	����� 1/ 

(%) 

1 86.72 
2 86.11 
3 90.47 

1/ ������*��'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��ก�!�4[5� cellulase 1 1�" 2 �'!���[��%� 

 

������
% 9 ���**
�
���&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���*�&6*&6�   

�'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

 (% (w/v)) 

���**
�
���&'����	����� 1/ 

(%) 

1 87.97 
2 87.57 

1/ ������*��'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%� 3 	
��ก� 

 

������
% 10 ���**
�
���&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก 

���	����� �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

���
ก�� 
���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase   

(% (w/v)) 

���**
�
���&'����	�����  

(%) 

1 88.39 ± 4.58 
1 

2 85.05 ± 9.10 
1 85.16 ± 5.75 

2 
2 87.06 ± 4.32 
1 90.34 ± 2.86 

3 
2 90.61 ± 2.67 
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4.2.1.3 &��:&'����	����� 
	
��ก�1�ก8'�8%���%�5�-�%�!���8'�8%���%�!���5��������E�
*����>
%
 

(F2, 18 = 7.00; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 11) 8��ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 /0 8'�8%-
���%���*5������ �-�$.���ก���.���� �3! 49.90 µm 1%ก%�����>
%
ก��	
��ก� 2 1�"	
��ก� 1 
[+*�/0 8'�8%���%���*5������ �-�$.���ก�����กก	�'�"5# 1.3 ��� 1�"45�1%ก%��ก�����>
%
 
�3! 38.18 1�" 37.05 µm %5����� (%����* 11) /��#"��*�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 1 1�" 2 
�'!���[��%�/0 ����!�8'�8%���%�45�1%ก%��ก�����>
%
 (F1, 18 = 0.98; P > 0.05; %��
=�-�	ก��* 11) 8��ก�/2  1% (w/v) cellulase /0 8'�8%���%����/0E�ก	���*  2% (w/v) 
cellulase ��������ก� !� (43.25 1�" 40.17 µm %5�����; %����* 12) �53*!�
��#'G
ก
�
��"0	��
	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��	� 45�5�-�%�!����!�8'�8%-
���%�� 	� (F2, 18 = 0.12; P > 0.05; %��=�-�	ก��* 11; %����* 13) ����!�8'�8%���%���*
4� �กก�/2 	
��ก� 3 ��ก�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�1�	8� 5/0E�ก	�ก�/2 	
��ก� 1 
1�"	
��ก� 2 ��*��ก�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase !����0��4� 2�� ก�/2 �!�4[5� cellulase 
�	5�� 5� �%*� (1 �'!���[��%�) 5�1�	8� 5/0 8'�8%���%����/0E�ก	��	5�� 5� � 2 
�'!���[��%� /������5	
��ก� (%����* 13; =���* 5) 
 
������
% 11 &��:&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก���- 

 	������--�"�� a  

���
ก�� 
��6�0"�(+���ก������	����� 1/ 

(µm) 

1 37.05  b2/ 

2 38.18  b 

3 49.90  a 
1/ ������*��� �-�$.���ก��8'�8%���%��ก�!�4[5� cellulase 1 1�" 2 �'!���[��%� 
2/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�    
   �'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test   
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������
% 12 &��:���	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���*�&6*&6�

�'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

��6�0"�(+���ก������	����� 1/ 

(µm) 

1 43.25 

2 40.17 
1/ ������*��� �-�$.���ก��8'�8%���%��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%� 3 	
��ก� 

 
������
% 13 &��:&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก     

���	����� �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

���
ก�� 
���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

��6�0"�(+���ก������	����� 

(µm) 

1 39.33  ±  7.04   ab1/ 
1 

2 34.77  ±  6.20   b 

1 40.00  ±  5.12   ab 
2 

2 36.36  ±  12.62 b 

1 50.42  ±  7.07   a 
3 

2 49.39  ±  4.91   a 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 
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=�	�
% 5 ��ก).����	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'������������	����� 10A :6�����
ก�� 1 �
%

��:�-���*�&6*&6� cellulase 1 ��� 2 % (A ��� D), ���
ก�� 2 �
%��:�-���*�&6*&6� 

cellulase 1 ��� 2 % (B ��� E) ������
ก�� 3 �
%��:�-���*�&6*&6� cellulase 1 ��� 2 %     

(C ��� F)          = 50 µm 

 
�กก����!�� �% � ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 2 ��	5ก�� 1% (w/v) 

cellulase 1�"	
��ก� 3 ��	5ก�� 2% (w/v) cellulase �5�>/0 ����-�-�
% 1�"�'!���[��%��	55�
2�	
%�!�8'�8%���%�!�.�/��ก#D��.� ��/0 4� -�-�
%8'�8%���%���*5�2�	
%�.� (%����* 14) [+*�
	
��ก������!����!�/0 -�-�
%8'�8%���%���
*5�+��!�ก 0ก5�ก�'����'��*���"����	5�� 5� �
�!�4[5� cellulase 8�����"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��0���	
��ก� 2 /0 %*�ก	� 1 
�'!���[��%� 1�"��
*5�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��0���	
��ก� 3 /0 �.�ก	� 2 �'!���[��%� 
������� �+���3!ก�����!�	
��ก���ก����!�%�!��3*!������� 

 
 
 
 
 
 
 
 

1%
 ce
llu
las
e 

2%
 ce
llu
las
e 

���
ก�� 1 ���
ก�� 2 ���
ก�� 3 

 

   

  A C B 

F D E 



 
 

42 

������
% 14 ����0�0������	����� ��'���ZD������**
�
��� ���&��:&'����	����� 8�ก

�7��6�'"'������������	����� 10A �*1%'K�6���
ก����ก���	����� �"�*ก�-���*

�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���
ก�� 

���*�&6*&6�

�'�BZ*�

cellulase 

(% (w/v)) 

0�0��� 

���&	����� 

(× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%'   1 ก.) 

���* 

*
�
��� 

(%) 

0�0������	����� 

�
%*
�
��� 

(× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%'   1 ก.) 

��6�0"�(+���ก��� 

���	����� 

(µm) 

1 2.59 b1/ 88.39 2.29 39.33 ab1/ 
1 

2 1.14 c 85.05 0.97      34.77 b 

1 3.06 b 85.16 2.61 40.00 ab 
2 

2 2.39 b 87.06 2.08       36.36 b 

1 3.23 b 90.34 2.29 50.42 a 
3 

2 5.04 a 90.61 4.57 49.39 a 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 

4.2.1.4 ก����ก���	�������������:�K�6���
ก�� 2 �"�*ก�-���*�&6*&6�

�'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  
��ก�1�ก8'�8%���%�8��/2 	
��ก� 2 ��	5ก���!�4[5� cellulase �	5�� 5� �

�"���%�� < �3! 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 1�" 1.50 �'!���[��%� ��3*!���!�0�	5�� 5� �
�!�4[5� cellulase ��*�05"�5��*�����0���/2 ��	5ก��ก�1�ก8'�8%���%�	
��ก���� �กก�
���!���	� �"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*%��ก��5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�!���5�
�������E�
*����>
%
 (F5, 36 = 4.02; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 13) 8��ก�/2  1.00% (w/v) 
cellulase �����5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%��.���� �3! 4.93 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. 
15 �"45�1%ก%�����>
%
ก���	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*�"��� 0.75, 1.25 1�" 1.50 
�'!���[��%� 1%�/0 -�-�
%8'�8%���%��.�ก	���*�"��� 0.25 1�" 0.50 �'!���[��%� !���5��������E
���>
%
 !���4�ก�%5 ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก������*�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 
�.�1�"%*�ก	� 1.00 �'!���[��%� 5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%���!� < ����!���%�!��3*!�    
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%5�	5�� 5� ��!�4[5���*�'��*��4' (%����* 15) � ��	55�2�	
%�!�8'�8%���%� ��	� ก�
/2 �"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase %��ก��/0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�45�
1%ก%�����>
%
 (F5, 35 = 0.89; P > 0.05; %��=�-�	ก��* 15) 8����ก�	5�� 5� ��!�4[5� 
cellulase /0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��.� (89.93-92.12 �'!���[��%�) ��/0 4� -�
-�
%8'�8%���%���*5�2�	
%�.�� 	� (%����* 15) 
 
������
% 15 0�0������	����� �����'���ZD������**
�
���&'����	�����8�ก�7��6�'"'�

�����������	����� 10A �*1%'K�6���
ก�� 2 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-

�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase (% (w/v)) 

0�0������	����� 

(× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%' 1 ก.) 

���**
�
���&'�       

���	����� 

(%) 

0�0������	������
% 

*
�
��� (× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%'   1 ก.) 

0.25 2.74  c1/ 91.64 2.51 
0.50    3.58  bc 91.37 3.27 
0.75 4.33  ab 92.12 3.99 
1.00             4.93  a 90.54 4.46 
1.25 4.84  ab 89.93 4.35 
1.50 3.99  ab 91.17 3.64 

1/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 
4.2.1.5 ก����ก���	�����:�K�6���
ก�� 3 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a  
��ก�1�ก8'�8%���%�8��/2 	
��ก� 3 ��	5ก���!�4[5� cellulase �	5�� 5� �

�"���%�� < �3! 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 1�" 3.5 �'!���[��%� ��3*!���!��	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*
�05"�5��*��� �53*!/2 ��	5ก��	
��ก�1�ก8'�8%���%�	
��ก���� �กก����!���	� �"����	5
�� 5� ��!�4[5� cellulase 45�5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�/����>
%
 (F4, 30 = 2.02; P > 0.05; 
%��=�-�	ก��* 17) 8��ก�/2  2% (w/v) cellulase �����5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%�
�.���� �3! 3.88 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. 15 �"45�1%ก%�����>
%
ก��ก�/2 �!�4[5� 
cellulase ��*�	5�� 5� � 1.5, 2.5 1�" 3.0 �'!���[��%� 8��ก�/2 	
��ก������	5ก���!�4[5� cellulase 
��*�"����	5�� 5� ��.�1�"%*�ก	� 2 �'!���[��%� 5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%���!� < ����
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!���%�!��3*!� 8��/0 -�-�
%%*������* 3.5 �'!���[��%� (%����* 16) /�� ��	55�2�	
%�!�8'�8%-
���%� ��	� �	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�-�%�!�'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%� 
!���5��������E���>
%
 (F4, 29 = 3.12; P < 0.05; %��=�-�	ก��* 19) 8��ก�/2  1.5% (w/v) 
cellulase 5�1�	8� 5/0 �'!���[��%��	55�2�	
%8'�8%���%��.���� �3! 92.45 �'!���[��%� [+*�45�
1%ก%�����>
%
ก��ก�/2 �!�4[5� cellulase ��*�"��� 2.0 1�" 2.5 �'!���[��%� �+�/0 -�-�
%          
8'�8%���%���*5�2�	
%�.�%54'� 	� 1%��'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�5�1�	8� 5��!� < 
�����53*!/2 �!�4[5� cellulase �	5�� 5� ��.��+�� 1�"/0 -�-�
%8'�8%���%���*5�2�	
%����� 	� 
%5����� (%����* 16) 

  
������
% 16 0�0������	����� �����'���ZD������**
�
���&'����	�����8�ก�7��6�'"'�

�����������	����� 10A �*1%'K�6���
ก�� 3 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-

�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase (% (w/v)) 

0�0������	����� 

(× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%' 1 ก.) 

���**
�
���&'�             

���	����� 

(%) 

0�0������	������
% 

*
�
��� (× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%'   1 ก.) 

1.5 3.52 92.45 a1/   3.25 
2.0 3.88 91.17 ab  3.54 
2.5 3.46   89.00 abc   3.08 
3.0 3.33  88.00 bc  2.93 
3.5 2.59 87.17 c   2.26 

1/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 
4.2.2 ก����ก���	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 

4.2.2.1 0�0������	�����  
	
��ก�1�ก8'�8%���%�5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�!���5��������E�
*����>
%
 

(F2, 41 = 26.14; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 21) 8��ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 1 /0 -�-�
%          
8'�8%���%��.���� �3! 6.92 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. [+*�45�1%ก%�����>
%
ก��	
��ก� 
2 1%�1%ก%�����>
%
ก��	
��ก� 3 [+*�/0 -�-�
%8'�8%���%�%*���� �3! 9.00 × 105 8'�8%���%�/ 
��3�!��3*! 1 ก. (%����* 17) ��	��"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�-�%�!-�-�
%8'�8%���%�
��*4� !���5��������E�
*����>
%
 (F3, 41 = 11.89; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 21) 8��ก�/2  0.5% (w/v) 
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cellulase /0 -�-�
%8'�8%���%��.���� �3! 7.43 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. [+*�45�1%ก%��
���>
%
ก��ก�/2  0.1% (w/v) cellulase (7.40 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก.) 1%�5����.�ก	�ก�/2 
�!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� � 1.0 1�" 1.5 �'!���[��%� !���5��������E���>
%
 (%����* 18) 
�!ก�ก��������'G
ก
�
��"0	��	
��ก�1�ก8'�8%���%�1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 
��*5��������E���>
%
 (F6, 41 = 2.76; P < 0.05; %��=�-�	ก��* 21) 8��ก�1�ก8'�8%���%�
� 	�	
��ก� 1 ��	5ก�� 0.5% (w/v) cellulase /0 -�-�
%8'�8%���%��.���� 12.03 × 106 8'�8%-
���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. 1%�45�1%ก%�����>
%
ก��ก�/2 	
��ก������*�!�4[5� cellulase �"����	5�� 5� �
%*� (0.1 �'!���[��%�) 1�"ก�/2 	
��ก� 2 ��* 0.5%  (w/v) cellulase !���4�ก�%5	
��ก�����"/0 -�-�
%
8'�8%���%�����!���5ก�53*!/2 �!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� ��.��+�� (1.0 1�" 1.5 
�'!���[��%�) (%����* 19) 1�"��1�	8� 5���ก��	�2������	ก���53*!/2 	
��ก� 2 1%�ก�1�ก8'�8%-
���%�� 	�	
��ก� 2 ��� 8���	51� 	5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%��.� (4.52 × 106-9.48 × 106         
8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก.) 1�"45�-��1'�%5�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5ก���	
��ก� 1 (%����* 
19) /���%��ก��� 5 ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 ��*��ก�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�
1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%���!�� �%*�5ก 8��ก�1�ก� 	�	
��ก���� ��* 0.1% (w/v) cellulase 
/0 -�-�
%8'�8%���%�%*�5ก��45��5�>%�	�	��4�  1%�-�-�
%8'�8%���%��"5�1�	8� 5��
*5�+��
�53*!/2 �!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� ��.��+�� (%����* 19)  
 
������
% 17 0�0������	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���
ก����ก���-

	������--�"�� a  

���
ก�� 
0�0������	����� 1/ 

(× 106 ���	�����/ ��1�'��1%' 1 ก.) 

1 6.92  a2/ 
2 6.90  a 
3 0.90  b 

1/ ������*�-�-�
%8'�8%���%��ก�!�4[5� cellulase 0.1, 0.5, 1.0 1�" 1.5 �'!���[��%� 
2/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test    
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������
%  18 0�0������	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

 (% (w/v)) 

0�0������	����� 1/ 

(× 106 ���	�����/ ��1�'��1%' 1 ก.) 

0.1   7.40  a2/ 
0.5 7.43  a 
1.0 2.94  b 
1.5 2.75  b 

1/ ������*�-�-�
%8'�8%���%��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%� 3 	
��ก� 
2/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 

������
% 19 0�0������	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���
ก����ก���-

	����� �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���
ก�� 
���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

0�0������	����� 

(× 106 ���	�����/ ��1�'��1%' 1 ก.) 

0.1 9.01  ±  4.56   abc1/ 
0.5                12.03  ±  3.30   a 
1.0                  1.74  ±  0.66   de 

1 

1.5                  1.86  ±  2.02   de 
0.1                  7.22  ±  3.54   bc 
0.5                  9.48  ±  4.12  ab 
1.0                  6.37  ±  2.81   bcd 

2 

1.5                  4.52  ±  2.65   cde 
0.1 ND 
0.5                  0.76  ±  7.43   e 
1.0                  0.72  ±  2.94   e 

3 

1.5                  1.34  ±  9.61   e 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

ND : 45��5�>%�	�	��4�  
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4.2.2.2 ���**
�
���&'����	����� 
	
��ก�1�ก8'�8%���%�5�-�%�!�'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�!���5�

�������E�
*����>
%
 (F2, 24= 8.67; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 23) 8��ก�/2 	
��ก� 3 /0 �'!���[��%�
�	55�2�	
%8'�8%���%��.���� �3! 86.85 �'!���[��%� [+*�45�1%ก%�����>
%
ก��	
��ก� 2 (77.28 
�'!���[��%�) 1%��.�ก	�	
��ก� 1 !���5��������E���>
%
 (%����* 20) ��	��"����	5�� 5� �
�!�4[5� cellulase /0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�45�1%ก%��ก�����>
%
 (F 3, 24 = 0.40; 
P > 0.05; %��=�-�	ก��* 23) 8��ก�/2 �!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� � 1 �'!���[��%� 5�
1�	8� 5/0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��.���� �3! 79.75 �'!���[��%� 1%�45�1%ก%����
�>
%
ก��ก�/2 �!�4[5� cellulase �	5�� 5� �!3*� < (%����* 21) �2������	ก�� ��	�'G
ก
�
��"0	��
	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase /0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�   
8'�8%���%�45�1%ก%��ก�����>
%
 (F 4, 24 = 0.99; P > 0.05; %��=�-�	ก��* 23) 8��ก�1�ก        
8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 ��* 1.0% (w/v) cellulase /0 �'!���[��%��	55�2�	
%�.���� �3! 90.62 
�'!���[��%� 1%�45�1%ก%�����>
%
ก��ก�/2 �!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� �!3*� (90.44 1�" 
81.68 �'!���[��%�) ก�/2 	
��ก� 2 ��*��ก�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase (63.74-82.53 �'!���[��%�) 
1�"ก�/2 	
��ก� 1 ��* 0.1% (w/v) cellulase (60.67 �'!���[��%�) 1%�1%ก%����!�� �5กก��ก�/2 
	
��ก� 1 ��* 0.5% (w/v) cellulase (48.83 �'!���[��%�) (%����* 22)  
 

������
% 20 ���**
�
���&'����	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���
ก����ก
���	������"�� a 

���
ก�� 
���**
�
���&'����	����� 1/ 

(%) 

1 53.96  b2/ 

2 77.28  a 

3 86.85  a 
1/ ������*��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��ก�!�4[5� cellulase 0.1, 0.5, 1.0 1�" 1.5 �'!���[��%� 
2/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 
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������
% 21 ���**
�
���&'����	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���*�&6*&6�

�'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

���**
�
���&'����	����� 1/ 

(%) 

0.1 71.38 
0.5 77.67 
1.0 79.75 
1.5 74.95 

1/ ������*��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%� 3 	
��ก� 

 
������
% 22 ��'���ZD������**
�
���&'����	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6

���
ก����ก���	����� �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

���
ก�� 
���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

���**
�
��� (%) 

(%) 

0.1 60.67  ±  20.56 abc1/ 
0.5               48.83  ±  54.60 bc 
1.0 ND 

1 

1.5 ND 

0.1               79.95  ±  14.27 ab 
0.5               82.53  ±  3.19   a 
1.0               79.38  ±  7.29   ab 

2 

1.5               63.74  ±  23.79 abc 

0.1 ND 
0.5               90.44  ±  1.59   a 
1.0               90.62  ±  5.55   a 

3 

1.5               81.68  ±  8.14   ab 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

ND : 45��5�>%�	�	��4�   
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4.2.2.3 &��:&'����	����� 
	
��ก�1�ก8'�8%���%� �"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 1�"'G
ก
�
�

�"0	��	
��ก�1�ก8'�8%���%�1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 45�5�-�%�!����!�         
8'�8%���%� (F2, 33 =  0.48; F3, 33 = 1.44 ; F5, 33 = 069; P > 0.05 %5�����; %��=�-�	ก��* 25; 
%����* 23; %����* 24 1�"%����* 25) ��ก	
��ก�1�"�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase /0 8'�8%-
���%���*5������ �-�$.���ก��/ก� �����ก��5ก �3! 30.83-39.74 µm !���4�ก�%5 ��ก	
��ก�5�
1�	8� 5/0 8'�8%���%���*5������ �-�$.���ก�������53*!/2 �!�4[5� cellulase ��*5��"����	5
�� 5� ��!�4[5��.��+�� (%����* 25; =���* 6) 
 
������
%  23 &��:���	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���
ก����ก���-

	������"�� a  

���
ก�� 
��6�0"�(+���ก������	����� 1/ 

(µm) 

1 35.41 
2 37.36 
3 35.94 

1/ ������*��� �-�$.���ก���!�8'�8%���%��ก�!�4[5� cellulase 0.1, 0.5, 1.0 1�" 1.5 �'!���[��%� 
 

������
% 24 &��:���	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���*�&6*&6��'�BZ*�  

cellulase ��:�-�"�� a  

���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

��6�0"�(+���ก������	����� 1/ 

(µm) 

0.1 37.09 
0.5 38.43 
1.0 36.46 
1.5 33.46 

1/ ������*��� �-�$.���ก���!�8'�8%���%��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%� 3 	
��ก� 
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������
%  25 &��:���	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���
ก����ก���-

	������"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���
ก�� 
���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

(% (w/v)) 

��6�0"�(+���ก������	����� 

(µm) 

0.1 35.73 ± 4.96 

0.5 37.65 ± 1.77 

1.0 30.83 ± 2.96 
1 

1.5 ND 

0.1 38.46 ± 2.43 

0.5 38.43 ± 2.48 

1.0 37.02 ± 6.50 
2 

1.5 35.59 ± 3.65 

0.1 ND 

0.5 39.74 ± 12.71 

1.0 39.27 ± 15.01 
3 

1.5 31.65 ± 1.71 
ND : 45��5�>%�	�	��4�   
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=�	�
% 6 ��ก).����	������
%��กB:68�กK-�����������	����� PI 441983:6�����
ก�� 1 (A), 

���
ก�� 2 (B) ������
ก�� 3 (C) �
%��:�-���*�&6*&6� cellulase 0.5 %,            = 40 µm 

 

 

 

 

 

 

 

 

���
ก�� 1 

���
ก�� 2 

���
ก�� 3 

0.5% cellulase 
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  �กก����!�� �% � ��	� ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 2 ��	5ก���	5
�� 5� ��!�4[5� cellulase 1 �'!���[��%� �'6�	
��ก���*/0 -�-�
%8'�8%���%���*5�2�	
%�.���� (%��
��* 26)  

 

������
% 26 ����0�0������	����� ��'���ZD������**
�
��� ���&��:���	�����8�กK-

�����������	����� PI 441983 �*1%'K�6���
ก����ก���	������"�*ก�-���*�&6*&6�

�'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a  

���
ก�� 

���*�&6*&6�

�'�BZ*� 

cellulase 

(% (w/v)) 

0�0��� 

���	����� 

(× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%' 1 ก.) 

���* 

*
�
��� 

(%) 

0�0������	����� 

�
%*
�
��� 

(× 106 ���	�����/ 

��1�'��1%'   1 ก.) 

��6�0"�(+���ก��� 

���	����� 

(µm) 

0.1 9.01  abc1/ 60.67 abc 5.47 35.73 
0.5      12.03  a 48.83  bc 5.87 37.65 
1.0           1.74  de    37.35  c 0.65 30.83 

1 

1.5           1.86  de ND ND ND 
0.1           7.22  bc 79.95  ab 5.77 38.46 
0.5           9.48  ab 82.53  a 7.82 38.43 
1.0           6.37  bcd 79.38  ab 5.06 37.02 

2 

1.5           4.52  cde 63.74  abc 2.88 35.59 
0.1 ND ND ND ND 
0.5        0.76  e 90.44  a 0.69 39.74 
1.0        0.72  e  90.62  a 0.65 39.27 

3 

1.5        1.34  e 81.68  ab 1.09 31.65 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

ND : 45��5�>%�	�	��4�   
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4.3 ก��($ก)����
ก���	����
��� ������*#����"�&'����	����� �
%�#*���*�"'ก��

	� ��&'����	������������� 
��ก���"������8'�8%���%��ก��% �!�!��!�����������*5�4[8%���[+5�'6�05�� 

10A 1�"8'�8%���%��ก/�����������*5�4[8%���%�[+5'ก%
 PI 441983 ��3*!���!�	
��ก�
��"������ (2�
�!0�1�"����%!�ก���"������) 1�"�	50�1����!�8'�8%���%� ��*5�%�!
ก����
E�%
�8%1�"ก���?��!�8'�8%���%� %���1%�1����[�����*!�� 21 	�� ��ก�"��*���?�4'
�'6�ก���5�[���0�3!8�8�����*!�� 35 	��4� -�ก����!������� 

4.3.1 ก���	����
������	�����8�ก�7��6�'"'����	����� 10A 

4.3.1.1 ก���-"��Z����
%'��� 21 ��� 
  	
��ก���"������5�-�%�!�'!���[��%�ก�1����[����!�8'�8%���%�!���5�
�������E�
*����>
%
 (F1, 16 = 2252.72; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 27) 8��8'�8%���%���*
��"������� 	�	
��ก� L4 regeneration �ก
�ก�1����[����.�>+� 37.97 �'!���[��%� /��#"��*45���ก�
1����[����53*!��"������� 	�	
��ก� mKM regeneration (%����* 27) ��	��	50�1����!�        
8'�8%���%� ��	� 5�-�%�!�'!���[��%�ก�1����[����!�8'�8%���%�!���5��������E�
*���
�>
%
�2������	ก�� (F1, 16 = 65.78; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 27) 8��ก���"������8'�8%���%���*
�	50�1����.� (5 × 104 8'�8%���%�/ 5�.) /0 �'!���[��%�ก�1����[����.�ก	�ก���"��������*
�	50�1���8'�8%���%�%*� (5 × 103 8'�8%���%�/ 5�.) !���5��������E�
*����>
%
 8��5�
ก�1����[��� 22.23 1�" 15.74 �'!���[��%� %5����� (%����* 28) �!ก�ก��� �53*!�
��#
'G
ก
�
��"0	��	
��ก���"������ 1�"�	50�1���8'�8%���%� ��	� 5�-�%�!ก�1����[���
�!�8'�8%���%�!���5��������E�
*����>
%
 (F1, 16 = 65.78; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 27) 8��
ก���"������8'�8%���%�� 	�	
��ก� L4 regeneration ��*�	50�1���8'�8%���%��.� (5 × 104 
8'�8%���%�/ 5�.) /0 �'!���[��%�ก�1����[����!�8'�8%���%��.���� 44.46 �'!���[��%� 
1%ก%�����>
%
ก��ก���"������� 	�	
������	ก����*�	50�1���8'�8%���%�%*� (5 × 103        
8'�8%���%�/ 5�.) [+*�5�ก�1����[�������� 31.48 �'!���[��%� 1�"ก���"������� 	�	
��ก� mKM 
regeneration ��*��ก�	50�1���8'�8%���%� [+*�45���ก�1����[������ (%����* 29) 
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������
% 27  ��'���ZD���ก���-"��Z���&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �
%

'��� 21 ��� �*1%'�	����
���:6�����
ก���	����
����"�� a  

���
ก���	����
��� ก���-"��Z��� (%)1/  

L4 regeneration  37.97  a2/ 
mKM regeneration                                     0.00  b 

1/  ������*��'!���[��%�ก�1����[����!�8'�8%���%��ก�	50�1���8'�8%���%� 5 × 103 1�" 5 × 104          
8'�8%���%�/ 5�.  

2/  � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 
������
% 28 ��'���ZD���ก���-"��Z���&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �
%

'��� 21 ��� �*1%'�	����
���:6�����*#����"����	������"�� a  

���*#����"����	�����  

(���	�����/ *�.) 

ก���-"��Z��� 1/ 

(%) 

5 × 103  15.74  b2/ 
5 × 104                                   22.23  a 

1/  ������*��'!���[��%�ก�1����[����!�8'�8%���%��ก	
��ก���"������ 2 	
��ก� 
2/  � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 
������
% 29 ��'���ZD���ก���-"��Z���&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �
%

'��� 21 ��� �*1%'�	����
���:6�����
ก���	����
��� ������*#����"����	������"�� a  

���
ก���	����
��� 
���*#����"����	����� 

(���	�����/ *�.) 

ก���-"��Z��� 

(%) 

5 × 103 31.48 ± 2.92  b1/ 
L4 regeneration  

5 × 104 44.46 ± 2.07  a 
5 × 103   0.00      c 

mKM regeneration 
5 × 104   0.00      c 

1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 
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 4.3.1.2  ก���ก�:���
�
%'��� 35 ��� 
  	
��ก���"������5�-�%�!ก���?��!�8'�8%���%�4'�.�ก��� �ก���5�[���0�3!
8�8���!���5��������E�
*����>
%
 (F1, 16 = 255.26; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 29) 8��8'�8%-
���%���*��"������� 	�	
��ก� L4 regeneration �ก
�ก���?�4'�'6�ก���58�8��� 13.39 �'!���[��%� 
/��#"��*45���ก��ก
�ก���58�8����53*!��"������� 	�	
��ก� mKM regeneration (%����* 30) ��	�
�	50�1����!�8'�8%���%���	� 5�-�%�!�'!���[��%�ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%�!���5�
�������E�
*����>
%
�2������	ก�� (F1, 16 = 32.22; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 29) 8��ก���"������
8'�8%���%���*�	50�1����.� (5 × 104 8'�8%���%�/ 5�.) /0 �'!���[��%�ก�1����[����.�ก	�
ก���"��������*�	50�1���%*� (5 × 103 8'�8%���%�/ 5�.) !���5��������E���>
%
 �3! �ก
�
8�8��� 9.08 1�" 4.32 �'!���[��%� %5����� (%����* 31) �!ก�ก��� ��	�'G
ก
�
��"0	��	
��ก�
��"������ 1�"�	50�1����!�8'�8%���%�5�-�%�!ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%�!���5�
�������E�
*����>
%
 (F1, 16 = 32.22; P < 0.01; %��=�-�	ก��* 29) 8��ก���"������8'�8%-
���%�� 	�	
��ก� L4 regeneration ��*�	50�1����!�8'�8%���%��.� (5 × 104 8'�8%���%�/ 
5�.) /0 �'!���[��%�ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%��.���� 18.15 �'!���[��%� [+*�1%ก%�����>
%
ก��
ก���"������� 	�	
������	ก����*�	50�1����!�8'�8%���%�%*� (5 × 103 8'�8%���%�/ 5�.) 
��	�ก���"������� 	�	
��ก� mKM regeneration ��*��ก�	50�1����!�8'�8%���%� 45���ก�
�ก
�8�8��� (%����* 32) 

 
������
% 30 ��'���ZD���ก���ก�:���
&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �
%

'��� 35 ��� �*1%'�	����
���:6�����
ก���	����
����"�� a  

���
ก���	����
��� ก���ก�:���
 (%)1/ 

L4 regeneration 13.39  a2/ 

mKM regeneration 0.00  b 
1/  ������*��'!���[��%�ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%��ก�	50�1���8'�8%���%� 5 × 103 1�" 5 × 104      
8'�8%���%�/ 5�.  

2/ � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 
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������
% 31 ��'���ZD���ก���ก�:���
&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �
%

'��� 35 ��� �*1%'�	����
���:6�����*#����"����	������"�� a  

���*#����"����	����� 

(���	�����/ *�.) 
ก���ก�:���
 (%)1/ 

5 × 103 4.32  b2/ 

5 × 104 9.08  a 
1/  ������*��'!���[��%�ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%��ก	
��ก���"������ 2 	
��ก� 
2/  � !5.�1���������*� %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 8��ก�
�'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 

 
������
% 32 ��'���ZD���ก���ก�:���
&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A �
%

'��� 35 ��� �*1%'�	����
���:6�����
ก���	����
��� ������*#����"����	������"�� a  

���
ก���	����
��� 
���*#����"����	����� 

(���	�����/ *�.) 

ก���ก�:���
 

(%) 

5 × 103 8.63 ± 3.01   b1/ 
L4 regeneration 

5 × 104 18.15 ± 2.24   a 

5 × 103 0.00       c 
mKM regeneration 

5 × 104 0.00       c 
1/ � !5.�1���������*� ± S.D. %�	!�ก,���*%��ก��05�>+�5��	51%ก%�����>
%
��*�"����	5�'6�4'4� ��* 0.05 
8��ก��'���������������*�1�� Duncan�s New Multiple Range Test 
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 ก����
E�%
�8%1�"ก���?��!�8'�8%���%��ก��% �!�!���%"	���������� 10A 
�53*!��"������� 	�	
��ก� L4 regeneration ��
*55�ก�1����[���/0 �0��!���2������53*!5�!��4�  7 	�� 
1�"�ก
�ก���?�!���%�!��3*!���ก���'6�ก���58�8�����*!�� 35 	�� (=���* 7) 

 

 
 

 
 
 
 
 
=�	�
% 7  ก���8��,���-����	� ��&'����	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A 

�*1%'�	����
���:6�����
ก�� L4 regeneration ก���-"��Z����
%'��� 7 ��� (A), ก���-"��Z���

�
%'��� 21 ��� (B) ��� ก��	� ����!����
�
%'��� 35 ��� (C) 
 

 4.3.2 ก���	����
������	�����8�กK-���	����� PI 441983 
�กก����!���	� ก���"������8'�8%���%�� 	���ก	
��ก���"������ 1�"�	5

0�1���8'�8%���%� 45���ก�1����[��� 1�"ก��ก
�8�8����!�8'�8%���%��ก��3�!��3*!/�
�!���%"	���������������� 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 

C B 
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-��
% 5  

��8��.�0�ก���:�'� 
 

ก����:��1'ก���	��������������
%*
BZ�	���Z$*�ก�� 
ก������3!ก����������%"	����*5�4[8%���[+5'ก%
8��	
�� PCR ��3*!��
*5'�
5#���

%�	��!� atpA 1�"��
�	#/ก� ����� �'6�	
��ก���*5�'�"�
��
=� �5�>�"��ก�5�4[8%���[+5
'ก%
1�"4[8%���[+5�'6�05��4� !���2����� 15 ����������*��5���!��"�5�>-�
%�"!!�
�ก��4� ��3*!��ก�ก
�ก���5�!�����	���5ก�-�
%�"!!��ก��/��
	������ [+*�ก�1���!!ก�!�
������ก��	��/0 45��5�>1�กก�5�4[8%���[+5'ก%
1�"4[8%���[+5�'6�05��!!ก�กก��
4� � 	���ก,#"��9}8�4�'~ �+�5�ก% !�!$��	
��ก�-�5ก���/�ก��3����ก�5�4[8%���[+5
'ก%
1�"4[8%���[+5�'6�05�� [+*�/2 �	��� �
���'�3!���/2 ��� 1�"1���� ������� ก�
%�	��!�� 	�	
��ก�����+��'6�'�"8�2��1�"5�'�"�
��
=��.� ��3*!��ก�'6�ก�%�	��!���*�"���
�����ก��58��%��45��+��ก��ก�1���!!ก�!���� ���-�4� /��"�"�	�!���	����	 '�"0���
1���� 1�"��/2 ��� 
  

ก��($ก)����
ก����ก���	����� ������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase �
%�#*���*

�7�#��-ก����ก���	������������� 
ก����ก���	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A 

:6��0�0������	����� 
 	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*1%ก%��ก��5�
!
��
��%�!ก�/0 -�-�
%8'�8%���%� �0��4� �ก ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 ��*5� 
macerozyme (�!�4[5�ก���5 pectinase) �	5�� 5� ��.�ก	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 ��!�� �5ก �3! 
50 1�" 2  ��� %5����� 1�"/2 �"�"�	���5��!�-����[�������ก	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 >+� 4 ��� 
5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%��.����15 �"/2 �!�4[5� cellulase ��*�	5�� 5� ��"�������	ก��
	
��ก�!3*� 1���	� �	5�� 5� ��!�4[5� pectinase /��"����.�2�	���
*5'�"�
��
=�ก���!�-���
�[���/0 ���	�+�� �+��5�>'��'��!�8'�8%���%� !!ก54� ���	�5ก/��"�"�	����� 
�!��� !�ก�������!��!� Krasnyanski et al. (1992) ��*�"��	�ก�/2 �!�4[5� pectinase �"2�	�
��
*5-�-�
%8'�8%���%� 1�"��0���	
��ก� 3 ��� ��	� �53*!/2 ��	5ก���!�4[5� cellulase �	5
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�� 5� ��.� (2 �'!���[��%�) 5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%��.�ก	���*�	5�� 5� �%*� (1 �'!���[��%�) 
!��'6����"ก�/2 �!�4[5� cellulase �	5�� 5� ��.�2�	���
*5'�"�
��
=�ก���!�-����[���
�2������	ก���!�4[5� pectinase �!ก�ก��� 	
��ก� 3 ���/2 �"�"�	���5��!�-����[������� (4 25.) �+�
!���/0 8'�8%���%�4� ����	5����0�� !�ก	�	
��ก�!3*� 1%�/���ก���ก�� ก�1�ก8'�8%-
���%�� 	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 [+*�/2 �"�"�	�/�ก���5��!�-����[����� (16 25.) 5�1�	8� 5
/0 -�-�
%8'�8%���%�����!���5ก �53*!/2 ��	5ก���!�4[5� cellulase �	5�� 5� ��.� (2 
�'!���[��%�) 8�����"	
��ก� 1 [+*�/0 -�-�
%8'�8%���%�%*���� 	
��ก� 1 5� driselase (�!�4[5�
ก���5 cellulase) �'6�!���'�"ก!�� 	� ��/0 5��	5�� 5� ��	5�!��!�4[5�ก���5 cellulase �.�ก	�
	
��ก� 2 1�"ก�/2 �"�"�	�/�ก���5��!�-����[����� /��=	"��*5��"����	5�� 5� �
�!�4[5��.� !���
*5�	5����0�1ก�8'�8%���%���/0 8'�8%���%�1%ก ���-�/0 -�-�
%      
8'�8%���%����� �2������	ก�������!��!� Tohjima et al., (1996) ��*��	� ก�/2 �"�"�	�
��5��!�-����[�������/0 8'�8%���%�1%ก����0�5ก�+��  1�"�ก�����!��!� Papadakis et al. 
(2001) 1�" Papadakis and Roubelakis-Angelaskis (2002) [+*���	� ก���5��!�-����[����'6��=	"
��������0���8'�8%���%� ��/0 8'�8%���%��ก
�ก��"�5�'!��!!ก[
��� (peroxidase) [+*�
�0��*�	��/0 8'�8%���%�1%ก  ������� �+�5��	5�'6�4'4� 	�ก�/2 ���"���!�4[5���*�"���
�	5�� 5� ��.� 1�"/2 �"�"�	���5��!�-����[����� �"�
*���
*5�=	"������/0 ก��8'�8%���%� 
�+��ก
�ก��"�5�'!��!!ก[
����.��+�� 8'�8%���%��+�1%ก����0�5ก  
 :6�����**
�
���&'����	����� 

	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*�"���%�� < 45�5�-�
%�!�	55�2�	
%�!�8'�8%���%���*1�ก�ก��% �!�!� [+*�!��'6����"'H���������!� �	5>+�
�=�1	�� !5%�� < ��*/2 /�ก�1�ก8'�8%���%� (�2�� ก���5��!�/���*53� !�#0=.5
 1�"
�	5���	�!�ก������"0	��ก���5��!�-����[���) 5�-�%�!ก�"�	�ก��5��!�
[+5=�/�       
8'�8%���%��ก��% �!�!�45�5ก��ก !���4�ก�%5 ��	� ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 5�
1�	8� 5/0 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%��.���� [+*�!�5���0%��ก	
��ก����/2 
�"�"�	�/�ก���5��!�-����[���%*�ก	�	
��ก�!3*�>+� 4 ��� ��/0 8'�8%���%�4� ���-�ก�"��
�กก���5��!�-����[���� !���*��� [+*��!��� !�ก�������!�1�ก8'�8%���%��ก/�!�����!� 
Commun et al. (2003) ��*��	� �53*!/2 �"�"�	�ก���5��!�-����[�����ก	� 4 25. �"�ก
�ก�
ก�"%� �ก��� � phytoalexin, episilonviniferin 1�" pterostilbene ��/0 8'�8%���%��.E����
�	55�2�	
%  
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:6��&��:&'����	����� 
����!�8'�8%���%���*1�ก�ก��% �!�!��+��!�.�ก��	
��ก�1�ก8'�8%���%� 8��	
��ก� 

3 5�1�	8� 5/0 8'�8%���%���*5������ �-�$.���ก���	��*�����*�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 
�"�������	ก��	
��ก�!3*� [+*�!��'6����"�"�"�	���5��!�-����[����!�	
��ก������!�� ����� �53*!
�'���������ก��	
��ก� 1 [+*�5��"����	5�� 5� ��!����"����9�9!�����ก�� (0.35 M) �+���/0     
8'�8%���%��.E����1�����!!�85%
ก (osmotic pressure) =�/��[���45�5ก��ก �+������5���ก,#"
��!�� �0�ก0��1�"5����/0E�ก	� ��	�ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 [+*�/2 
�"�"�	�/�ก���5��!��� 8'�8%���%�!��.E����1�����!!�85%
ก=�/��[�����!�� �5ก 
8�����"	
��ก� 1 [+*�5��"����	5�� 5� ��!����"����9�9!���.�ก	�	
��ก� 2 >+� 2.2 ��� �+�5�
1�	8� 5/0 8'�8%���%���*5�������กก	�	
��ก� 2 ��*�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 
����	ก�� [+*��!��� !�ก��� !������
���*	� ก��'��*��1'���!����8'�8%���%��+��!�.�ก���"���
�� 5� ��!����"���!� < 8'�8%���%� (���� ���	���
), 2544; Students guide, 2008) 
8�����"���"����9�9!��[+*�5���ก,#"�'6����"��4��'!��8��
ก���ก� !� (Davey et al., 
2005) �+���/0 8'�8%���%�5�������ก�� 

��3*!��ก	
��ก�1�ก8'�8%���%�	
��ก� 2 ��	5ก�� 1% (w/v) cellulase 1�"	
��ก� 3 
��	5ก�� 2% (w/v) cellulase �'6�	
��ก���*5�'�"�
��
=��.� 8��5�1�	8� 5/0 -�-�
% 1�"
�'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�!�.�/��ก#D��.� (8�����"� �-�-�
%) �+������3!ก5��
ก����!�%�!��3*!� ��3*!���!��"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*�05"�5��*�����0���
	
��ก������!� [+*�!�2�	���
*5-�-�
%8'�8%���%�1�"�'!���[��%��	55�2�	
%/0 �.��+�� !���4�ก�
%5��	� ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 2 1�"	
��ก� 3 ��*�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 
��
5 �3! 1 1�" 2% %5����� �����5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%��.���� 1�"5��'!���[��%�
�	55�2�	
%�!�8'�8%���%�/��"����.��2����
5 �+��05"�5��*�"��4'/2 1�ก8'�8%���%��ก
��% �!�!���%"	���������������3*!ก�������8'�8%���%�%�!4' 1�"�กก����!����4� ��3!ก
	
��ก� 2 ��	5ก�� 1% (w/v) cellulase 4'/2 /�ก����!�%�!4' ��3*!��ก'�"0����!�4[5���*/2 /�
ก����!� 1�"�"�	ก/�ก���8'�8%���%���*4� 4'��"������%�! 

ก����ก���	�����8�กK-�����������	����� PI 441983 

 :6��0�0������	����� 
	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�-�%�!-�-�
%         

8'�8%���%� ��*1�ก�ก/���%"	���������� PI 441983 �53*!�'���������	
��ก�1�ก8'�8%-
���%������5	
��ก� 	
��ก� 1 5�!���'�"ก!��!��!�4[5�2�
�!3*�5กก	� �3!5����� driselase 
(�!�4[5�ก���5 cellulase) 1�" pectolyase 1�" macerozyme (�!�4[5�ก���5 pectinase) /��#"��*
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��ก� 2 1�"	
��ก� 3 5��!�4[5����ก��	�������2�
� 1�"5�/��"����	5�� 5� �� !�ก	� 
8�����" macerozyme [+*�	
��ก� 1 5��	5�� 5� �5กก	�	
��ก� 2 >+� 37.5 ��� /��#"��*	
��ก� 3 
45�5��!�4[5�2�
���� �!ก�ก��� 	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 /2 �"�"�	�/�ก���5��!���3�!��3*!�� (16 
25.) �53*!�'���������ก��	
��ก� 3 (4 25.) �กก����!���	� 	
��ก� 1 5�1�	8� 5/0 -�-�
%      
8'�8%���%��.���� (��* 0.25 1�" 0.50% (w/v) cellulase) [+*�!��ก
��กก�5��!�4[5� pectinase 
�	5�� 5� ��.� 1%�-�-�
%�"����!���5ก�53*!/2 ��	5ก���!�4[5� cellulase ��*�"����	5�� 5� �
�.�5กก	� 0.5 �'!���[��%� ��3*!��ก8'�8%���%�4� ����	5����0�5ก�กก���5��!�-���
�[���/����"���!�4[5��	5�� 5� ��.��'6��	��� �'6�4'/��
$������	ก��ก�1�ก          
8'�8%���%�� 	�	
��ก� 2 ��*/2 �"�"�	�/�ก���5��!���3�!��3*!���ก�� 1%�ก������!�-�-�
%    
8'�8%���%���0���	
��ก� 2 ����"45�5ก���ก��	
��ก� 1 ���"5��"����	5�� 5� ��!�4[5�2�
�
!3*�� !�ก	�5ก /���%��ก��� 5 ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 [+*�5��	5�� 5� ��!�
�!�4[5�2�
�!3*�� !���*��� ���"5������ pectolyase 2�
�����	 5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%���%�
�.��+���53*!��
*5�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase [+*�!�2�	���
*5'�"�
��
=�/�ก���!�-���
�[���/0 �ก
�4� ���	�+�� �+��5�>��
*5-�-�
%8'�8%���%�4�  1%���3*!��ก	
��ก����/2 �"�"�	�
ก���5��!���3�!��3*!� !�ก	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 >+� 2.7 ��� �+�5�1�	8� 5/0 -�-�
%8'�8%-
���%�%*�����53*!�'���������ก��	
��ก�!3*���*�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ����	ก�� !���4�
ก�%5ก�/2 	
��ก����!�/0 -�-�
%8'�8%���%���
*5�+��4� 0ก��
*5�"����!�4[5� cellulase 0�3!
�"�"�	�ก���5��!�-����[���/0 5ก�+�� �!ก�ก��� �กก�1�ก8'�8%���%��ก/���%"	��
�������� PI 441983 � 	�	
��ก� 2 �"�0��	� 5�!���'�"ก!����"���!�4[5� (�ก�	 ��!�4[5� 
cellulase) 1�"�"�"�	���5��!� �053!�ก��ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!���%"	���������� 
10A � 	�	
��ก� 1 1%�ก���/0 -�-�
%8'�8%���%�1%ก%��ก����!�� �5ก [+*��!ก�ก!
��
��
�!��!�4[5� cellulase 1� 	 ���!�5���0%�!3*��ก2�
��!���3�!��3*! [+*�5�-�%�!���	� ��� 1�"
�	5�����!�8'�8%���%�1%ก%��ก�� 8��8'�8%���%���*1�ก4� �ก��3�!��3*!/��"5����	�
5กก	���!�� �5ก (���0��ก��3�!��3*!�����ก��)  ������กก	� 1�"5��	5����%�!ก�1�ก       
8'�8%���%�� !�ก	� 1�"����	5>+���8�4�'~��*��/0 5�ก�%!���!�%�!ก�1�ก8'�8%���%�
1%ก%��ก�� (Davey et al., 2005)    

:6����'���ZD������**
�
���&'����	����� 
 �'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%���*1�ก�ก/�5���1%ก%��ก�� %5	
��ก�1�ก    
8'�8%���%� �0��4� �ก ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 3 [+*�5��"����	5�� 5� ��!�
���"���!�4[5��	5%*���*��� 1�"/2 �	�/�ก���5��!�-����[������� 5�1�	8� 5/0 �'!���[��%�
�	55�2�	
%�!�8'�8%���%��.�����53*!/2 �!�4[5� cellulase ��*�	5�� 5� �����	ก��	
��ก�!3*� 
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/��#"��*ก�1�ก8'�8%���%�� 	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 [+*�/2 �"�"�	�/�ก���5��!�-����[���
���ก�� ��	� 	
��ก� 1 [+*�5��"����	5�� 5� ����"���!�4[5��	5�.�ก	� 5�1�	8� 5/0           
8'�8%���%���*5��'!���[��%��	55�2�	
%%*���� (37.35-60.67 �'!���[��%�) 1%ก%���ก	
��ก� 2 
(63.74-82.53 �'!���[��%�) '�"5# 1.7 ��� [+*�!�5���0%��ก�"����	5�� 5� ��!����"��
�!�4[5� 1�"�"�"�	�ก���5��!�-����[�����*�.��+�� �"�
*���
*5-�ก�"��%�!8'�8%���%� ��/0 
�'!���[��%��	55�2�	
%5�1�	8� 5���� �!��� !�ก�������!�1�ก8'�8%���%��ก/� 
Anubias nana Engler �!� Pongchawee et al. (2006) ��*��	� ก�/2 �!�4[5�0��2�
�/��	5
�� 5� ��.�1�"��5��!�-����[����'6��	����"��/0 �	55�2�	
%�!�8'�8%���%����� 
 :6��&��:&'����	�����  
 	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 45�5�-�%�!����!�
8'�8%���%���*1�ก�ก/� 1%���	� 8'�8%���%���*4� 5�1�	8� 55������ �-�$.���ก�����ก��
�53*!/2 	
��ก�1�ก8'�8%���%���*5��	5�� 5� ��!����"����9�9!���.� �0��4� �ก	
��ก� 3 [+*�
/2 �"�"�	���5��!�-����[���� !�ก	�	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 >+� 2.7 ��� 1%�5��	5�� 5� ��!�
���"����9�9!���.�ก	�	
��ก������!� 1.5 ��� 5�1�	8� 5/0 8'�8%���%���*5����/ก� �����ก��
	
��ก� 1 1�"	
��ก� 2 �!ก�ก��� �	5�� 5� ��!��!�4[5��	5 (�!�4[5�2�
�!3*� 1�"�!�4[5� 
cellulase) ���5�-�%�!���8'�8%���%�� 	� �0��4� �ก	
��ก� 1 [+*�5��	5�� 5� ��!��!�4[5�
�	5�.�ก	�	
��ก� 2 1�"	
��ก� 3 5�1�	8� 5/0 8'�8%���%���*5������ �-�$.���ก�����ก��*��� 
/0 -�/�������	ก��ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!��������� 10A � �% � 

�ก-�ก����!�1�ก8'�8%���%��ก/���%"	�� 4� �����3!กก�1�ก8'�8%���%�
	
��ก� 2 ��	5ก��ก�/2  0.5% (w/v) cellulase 5/2 /�ก����!�������8'�8%���%�%�!4' 
��3*!��ก�'6�	
��ก�1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*/0 -�-�
%8'�8%���%��.� 1�"5�
�'!���[��%��	55�2�	
%�.� 

�53*!����ก%��ก,#"8'�8%���%�=�/% ก� !�������$�� �"�0��4� 	� ก���8'�8%-
���%�/0 ��
����
)� 	����"��[.8���/0 8'�8%���%���*�"!� '�$�ก�$,2
����	�!3*���3!'� 
1�"8'�8%���%���*4� 5���ก,#"ก�5�� ���+�ก�� 1%�5������!�� �0�ก0�� ก�1�ก8'�8%-
���%��ก������% �!�!� 1�"/��!���%"	�� /0 -�-�
%��*��ก	�0�3!����������	
�����*-��5 
8����	� ก�1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!���%"	��� 	�	
��ก�1�"�	5�� 5� ��!�4[5� 
cellulase ��*�05"�5��*���/0 -�-�
%8'�8%���%� (4.93 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. ��0���
	
��ก� 2 ��* 1% (w/v) cellulase 1�" 3.88×106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก. ��0���	
��ก� 3 ��* 2% (w/v) 
cellulase) /ก� �����0�3!5กก	���* Krasnyanski and Menczel (1993) 1�" Wingender et al. (1996) 
���� (2-3 × 106 8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก.) �2������	ก��ก�1�ก8'�8%���%��ก/���%"	��
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� 	�	
��ก�1�"�	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*�05"�5��*���/0 -�-�
%8'�8%���%� (9.48 × 106 
8'�8%���%�/ ��3�!��3*! 1 ก.) 5กก	���* Henn et al. (1998) 1�" Krasnyanski et al. (1992) ���� 
(2-3 × 106 1�" 4-5 × 106 8'�8%���%�/ ����!��3*! 1 ก. %5�����)  

 

ก��($ก)����
ก���	����
��� ������*#����"�&'����	����� �
%*
�"'ก��	� ��&'�     

���	������������� 
ก���	����
������	�����8�ก�7��6�'"'������������	����� 10A 
ก���"������8'�8%���%��ก��% �!�!���%"	������������*5�4[8%���[+5�'6�05�� 

10A � 	�	
��ก���"������ (2�
�!0�1�"����%!�ก�������) 1�"�	50�1����!�8'�8%-
���%���*%��ก�� 1���/0 �0��	� 'H���������!�5�!
��
��%�!ก���?��!�8'�8%���%�!���5�
�������E�
*����>
%
 �0��4� �ก ก�������8'�8%���%�� 	�	
��ก� L4 regeneration 5�$�ก�=�/�
ก�������
5����ก�1����[����!�8'�8%���%� 1�"ก���?�4'�.�ก��� �ก���58�8�����*��ก
�	50�1����!�8'�8%���%� �3! 5�ก�1����[����.�>+� 31.48 1�" 44.46 �'!���[��%� 1�"�ก
�
ก��� �ก���58�8��� 8.63 1�" 18.15 �'!���[��%� �53*!��"��������*�	50�1����!�8'�8%���%� 
5 × 103 1�" 5 × 104 8'�8%���%�/ 5�. %5����� /��#"��*45���ก���?����ก��	�53*!������� 	�
	
��ก� mKM regeneration [+*�!�5���0%�0��ก�ก!0���"�������!�	
��ก� L4 regeneration 5�
!���'�"ก!�%�� < /�'�
5#�05"�5%�!�5��!�
[+5%�� < /�8'�8%���%���*1�ก�ก��% �
!�!�5กก	� 8�����"!���'�"ก!�����E 4� 1ก� 	
%5
� ���%� ก��!"5
8� (amino acid) 1�"
�!��85� 8����	�!0� mKM 5�	
%5
� 1�"���%� 5กก	�!0� L4 >+� 6 1�" 8 2�
� 
%5����� [+*�!�5ก�ก
��	5% !�ก�0�3!��2�
��'6��
,%�!8'�8%���%� ��/0 8'�8%-
���%�%�  ��	�ก��!"5
8� !0� mKM 5����	�2�
�1�"�	5�� 5� �� !�ก	�!0� L4 
��!�� �5ก �+�!�45�������!%�!ก���4'/2 /�ก�"�	�ก�%�� < �!�8'�8%���%�  
�!ก�ก��� !0������!����5������	��!��85�1%ก%��ก�� 8�����"�"�"��
*5% �ก���"������ (7-14 
	��) 8��!0� mKM 5�!�%���	��"0	���!��85�ก���5!!ก[
� 1�"4[8%4��
�/ก� �����ก��
��0���ก���������'�0���* 1 (5.37 µM  NAA : 4.44 µM BAP) 1�"5��!��85�ก���5!!ก[
��	5�� 5� �
�.������2�
�����	 (9.94 µM 2,4-D) ��0���ก���������'�0���* 2 /��#"��*!0� L4 5�!�%���	�
�!��85�ก���5!!ก[
��.�ก	�4[8%4��
� '�"5# 3.7 ��� (16.11 µM NAA 1�" 0.45 µM 2,4-D : 
4.44 µM  BA)  %�!� 10 	��1�ก�!�ก���"������ [+*��!��� !�ก��ก���"������8'�8%���%��"�"
1�ก8����*	4' ��*5�ก�"/2 �!��85�ก���5!!ก[
�/�!�%���	��.�ก	�ก���54[8%4��
�5ก ��3*!ก�"%� �
/0 8'�8%���%��ก
�ก�1����[��� (���.E กE��=.5
, 2545; Henn et al., 1998b) ������� !�%���	�
�!��85���
*5% ���*/2 /�!0� mKM �+�!����45�������!1�"���	5�5���%�!ก�ก�"%� �1�"
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������
5/0 8'�8%���%��ก
�ก�1����[��� ��/0 45���ก�1����[����!�8'�8%���%� 1�"45�5�
ก���?�/� < �ก
��+��%�!5 ��	�ก���"������� 	�	
��ก� L4 regeneration /��"�"%�!5 ��	� 
ก�'����'��*���"����!��85�ก���5!!ก[
�/0 %*�ก	�ก���54[8%4��
� (0.54 µM NAA 1�" 0.45 µM 
2,4-D : 4.44 µM BA) 1�"��!� < ���	5���!!�85%
ก�!�!0��� �5�>������
5/0 8'�8%-
���%���?�4'�'6�ก���58�8���4� �'6�!����� �!��� !�ก��ก���"��������3*!2�ก��/0 8'�8%���%�
�� �ก���58�8��� [+*�5�ก�"/2 �!��85�ก���5!!ก[
�%*�ก	�ก���54[8%4��
� ��	5ก��ก����	5���
!!�85%
ก�!�!0���"��������!���2  < (���.E กE��=.5
, 2545; Lenée and Chupeau, 1986; Henn 
et al., 1998b) 

ก���"������8'�8%���%�� 	��	50�1����.� (5 × 104 8'�8%���%�/ 5�.) 2�	�
������
5/0 8'�8%���%��ก
�ก�1����[���1�"��?�4'�'6�ก���58�8���4� ���+�� �0��4� �ก ก�
��"������� 	�	
��ก� L4 regeneration ��*�	50�1����!�8'�8%���%��.� �ก
�ก�1����[��� 
1�"�ก
�8�8����.�ก	�ก���"��������*�	50�1����!�8'�8%���%�%*� �3! �ก
�ก�1����[��� 
44.46 1�" 31.48 �'!���[��%� 1�" �ก
�8�8��� 18.15 1�" 8.63 �'!���[��%� %5����� ���������0%�45�
�'6���*1��2����ก 1%�5�ก�����
,7�	� �	50�1����!�8'�8%���%��.�!�ก�"%� �/0 �ก
�ก�
1����[���4� ���+�����"8'�8%���%�5�ก�'��'��!�!���'�"ก!���!��� �2�� ก��!"5
8� 
!!ก�.�!0�5ก�!��*�"ก�"%� ��[���/ก� �����/0 �ก
�ก�1����[��� (Davey et al., 2005)  
 

ก���	����
������	�����8�กK-�����������	����� PI 441983  
�กก���"������8'�8%���%�/���%"	������������*5�4[8%���[+5'ก%
 PI 441983 

� 	�	
��ก���"������ 1�"�	50�1���8'�8%���%���*%��ก�� ��	� 45�5�ก�%!���!�0�3!
��?�ก�/� < �ก
��+�� [+*�!�5���0%�0��ก�ก !���'�"ก!� 1�"�=�%�� < �!�!0�
��"������45��05"�5%�!ก����
E�%
�8%�!�8'�8%���%��ก��3�!��3*!/��!���%"	������������� 
15 	��"������� 	�	
��ก� L4 regeneration [+*�5�$�ก�=���0���������8'�8%���%��ก��% �!�!�
��%"	���������� 10A  �!��� !�ก��� !������
���*	� 10�����3�!��3*! 1�"����������*1%ก%��ก�� 
5�ก5��	5����"%�!�=�ก���"������%��ก�� (Burrus et. al., 1991; Davey et al., 2005)   
  �	5����"�!�	
��ก�%�!������������0��4� 2������ก ก�45�����?�ก�/� < �53*!
��"������8'�8%���%���%"	�������!���������� 	�	
��ก� mKM regeneration ������* Wingender 
et al., 1996 '�"���	5������/�ก���"������ ��ก�"��*��5�>2�ก��8'�8%���%�/0 �ก
��'6�
% ��32��*�5�.�#�4�  �+��	���ก����!�%�!4'/�!��%��3*!��?�	
��ก�/0 �05"%�!ก�
��"������8'�8%���%��ก/���%"	���������� PI 441983 
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-��
% 6  

����0�ก���:�'� 
  

ก�%�	��!�ก�5�4[8%���[+5'ก%
 1�"�'6�05��/���%"	�� � 	�	
�� PCR ��
*5
'�
5#���%�	��!� atpA 1�"��
�	#/ก� ����� �'6�	
��ก���*5�'�"�
��
=� �5�>�"��ก�5�   
4[8%���[+5'ก%
1�"4[8%���[+5�'6�05��4� !���2����� �!ก�ก��� ������-�4� /�
�"�"�	�!���	����	 5���� !� 1�"'�"0�����/2 ���ก	�ก�/2 	
��-�5ก�����3*!�"����ก,#"
���ก��	 ������� �+��'6�	
��ก���*�05"�5��0���/2 /�ก�'���'�����������%"	�� 8�����"ก�
-�
%��%"	���������.ก-�5 [+*�% !�5���������������*5�4[8%���[+5'ก%
1�"�'6�05���� ��	5/�
ก�-�
%  

	
��ก�1�ก8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase 5�!
��
��%�!ก�1�ก
8'�8%���%�����/�� �ก�/0 -�-�
% �	55�2�	
% 1�"����!�8'�8%���%� 8��	
��ก�1�ก
8'�8%���%� 1�"�"����	5�� 5� ��!�4[5� cellulase ��*5�'�"�
��
=��	�/0 ����-�-�
% 1�"
�'!���[��%��	55�2�	
%�!�8'�8%���%�/��"����.� ��3*!/0 4� 8'�8%���%�������!1�"5�
��#=��05"�5��0���/2 /�ก���"������8'�8%���%�%�!4' 8����	� ก�1�ก8'�8%���%�
� 	� 0.5% (w/v) macerozyme /����"����9�9!�� (308 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 41.7 mM 
CaCl2.2H2O, 3.3 mM MES, pH 5.6) ��5�� 16 25. ��	5ก�� 1% (w/v) cellulase �05"�5��*�����0���
/2 1�ก8'�8%���%��ก��% �!�!��������� 10A 1�"ก�1�ก8'�8%���%�� 	� 0.05% (w/v) 
driselase, 0.02% (w/v) macerozyme, 0.1% (w/v) BSA /����"����9�9!�� (336 mM KCl, 13.6 mM 
CaCl2, 3.59 mM MES, pH 5.7) ��5�� 16 25. ��	5ก�� 0.5% (w/v) cellulase �05"�5��*�����0���/2 
1�ก8'�8%���%��ก/��������� PI 441983   

	
��ก���"������ 1�"�	50�1����!�8'�8%���%� � 	�5�!
��
��%�!ก���?��!�        
8'�8%���%�1%ก%��ก��/�1%��"��3�!��3*! 1�"����������*��5���!� 8�����"!0���"������ 
[+*��!ก�ก% !�5�ก�'����'��*��/0 �05"�5ก��ก����
E�%
�8%�!�8'�8%���%�1%��"�"�"
1� 	 ���% !�5��	5�05"�5ก��2�
��!�8'�8%���%� (10�����3�!��3*!) 1�"����������*��ก�
��"������� 	� �+��"'�"���	5������/�ก���"������ 8����	� ก���"������8'�8%���%�� 	�
	
��ก� L4 regeneration ��*�	50�1����!�8'�8%���%��.� (5 × 104 8'�8%���%�/ 5�.) 5�
'�"�
��
=��05"�5��0���ก���"������8'�8%���%��ก��% �!�!��!���%"	���������� 10A 
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�	5�. ��*4� ����"�'6�'�"8�2��%�!ก���?����������� 8��	
���	58'�8%���%� [+*��"
��4'�.�ก�-�
%��%"	���������.ก-�5��*�05"�5ก���=�1	�� !5ก�'�.ก/�'�"��$4�� [+*�
�!ก�ก�"2�	���ก����� -�
%=�#D���%"	���ก%��'�"��$ 1�"��% ����ก�-�
%�!�
�ก,%�ก�1� 	 �	5�. ��*4� ����5�>��4''�"��ก%�/2 ก��ก�'���'����������322�
�!3*�8��	
���	5     
8'�8%���%�4� �2��ก�� 
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�����=��0��ก�
% 1  �"�����ก'-&'�'�#�� MS (Murashige and Skoog, 1962)  

'������ก'-'�#�� (*ก./ �.)  
MS macronutrients 
NH4NO3 1,650 
KNO3 1,900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
CaCl2.2H2O 440 
MS micronutrients 
H3BO3 6.20 
MnSO4.4H2O 22.30 
ZnSO4.7H2O 8.60 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
KI 0.83 
FeNaEDTA 36.70 
MS vitamins 
Myo-inositol 100.0 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine-HCl 0.5 
Thiamine-HCl 0.1 
Glycine 2.0 
pH 5.8 

 
�����=��0��ก�
% 2  -��)��0+60����'�BZ*��
%K�6K�ก���:�'� 

       ���:�'�BZ*� -��)��0+60��� 
       Cellulase Onozuka R-10 Yakult Honsha, Japan 
       Macerozyme R-10 Kinki Yakult MFG, Japan 
       Driselase Sigma-Aldrich Chemie GmbH P O, Germany 
       Pectolyase Seishin Pharmaceutical Co., Ltd, Japan 
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�����=��0��ก�
% 3 ก�����
�* fluorescine diacetate �7�#��-���8�'-���**
�
������	����� 

       '������ก'- ���*����
%K�6 

Fluorescine diacetate 5 5ก. 
Acetone 1 5�. 

#*���#�� �  /2 � !5��8'�8%���%�8��-�5ก��8'�8%���%���
�����/�!�%���	� 1:1 1� 	�!ก�         
%
����'6��	� 5 ��� �+���4'��!�������	� 

 

�����=��0��ก�
% 4  ���:'�#�����&����'�ก���	����
������	��������
 L4 regeneration 

(Lenée and Chupeau, 1986) 

'������ก'-'�#�� L4M L�4M &����'�ก����
��� 
Macronutrients (*ก./ �.)   
CaCl2.2H2O 440 440 
KCl 1177 1177 
KH2PO4 68 68 
MgSO4.7H2O 738 738 
Micronutrients (*ก./ �.)   
CoCl2.6H2O 0.024 0.024 
CuSO4.5H2O 0.0025 0.0025 
Na2EDTA 37.25 37.25 
FeSO4.7H2O 27.85 27.85 
H3BO3 6.2 6.2 
MnSO4.H2O 0.17 0.17 
Na2MoO4.2H2O 0.024 0.024 
ZnSO4.7H2O 0.28 0.28 
Vitamins (*ก./ �.)   
Biotin 0.01 0.01 
Inositol 100 100 
Nicotinic acid 1 1 
Ca-panthotenate 1 1 
Pyridoxine-HCl 1 1 
Thiamine-HCl 1 1 

1. ������8'�8%���%�/�!0� L4M �'6�
�	� 10 	�� /���*53� ��*!�#0=.5
 25 °[ 

 
2. �'��*��!0��0�	�!� < 0�� agarose 
!!ก��+*�0�+*��!�'�
5%���
5 1� 	1��
� 	�!0��0�	 L�4M 1�"���2�������ก < 
0�+*���'�0� �� !5��8'�8%���%�!!ก
���� ��/��=�5�1��  ��* !�#0=.5
  25 °[ 
��ก�"��*��ก
�ก��� �8�8���1�"1����� 
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�����=��0��ก�
% 4 ���:'�#�����&����'�ก���	����
������	��������
 L4 regeneration 

(Lenée and Chupeau, 1986) (�"') 

'������ก'-'�#�� L4M L�4M &����'�ก����
��� 
Amino acids (*ก./ �.)   
L-Glutamine 1095 1095 
Casein hydrolysate 1000 1000 
Sugars (ก./ �.)   
Sucrose 20 0.1 
Mannitol 80 40 
Hormones (*ก./ �.)   
NAA 3 0.1 
2,4-D 0.1 0.1 
BA 1 1 
Other   
MES (5ก./  �.) 700 700 
pH 5.7 5.7 
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�����=��0��ก�
% 5  ���:'�#�����&����'�ก���	����
������	��������
 mKM regeneration 

(Wingender et al., 1996) 

'������ก'-'�#�� mKM &����'�ก����
��� 
Macronutrients (*ก./ �.)  
CaCl2 1110 
KH2PO4 68 
KNO3 760 
NH4NO3 400 
MgSO4.7H2O 986 
Micronutrients (*ก./ �.)  
CoCl2.6H2O 0.026 
CuSO4.5H2O 0.025 
H3BO3 3.1 
KI 0.81 
MnSO4.H2O 8.45 
Na2MoO4.2H2O 0.12 
ZnSO4.7H2O 1.46 
FeNaEDTA 36.7 
Vitamins (*ก./ �.)  
Biotin 0.01 
Inositol 100 
Nicotinamide 1 
Ca-panthotenate 1 
Pyridoxine-HCl 1 
Thiamine-HCl 1 
Choline chloride 1 
Riboflavin 0.2 
Ascorbic acid 2 
Folic acid 0.4 
p-Aminobenzoic acid 0.02 
Vitamin D3 0.01 

1. ��'�0���*  1 ������8'�8%���%�/�!0� 
mKM ��*5� NAA 1 5ก./ �. 1�" BAP 1 5ก./ �. 
1�"'����	5���!0�/0 !�.�/��"��� 600 
mosmol/ kg H2O � 	� mannitol 1�"������/�
�=�53� ��*!�#0=.5
 25 °[ 

 
2. ��'�0���*  2 ������8'�8%���%�/�!0� 

mKM ��*5� 2,4-D 2.2 5ก./ �. 1�"'����	5���
!0�/0 !�.�/��"��� 500 mosmol/ kg H2O 
� 	� mannitol 1�"������/��=�53� ��*!�#0=.5
 
25 °[ 

 
3. ��'�0���*  3 ������8'�8%���%�/�!0� 

mKM ��*5� NAA 0.1 5ก./ �. 1�" BAP 1 5ก./ 
�. 1�"'����	5���!0�/0 !�.�/��"��� 400 
mosmol/ kg H2O � 	� mannitol 1�"������/�
�=�53� ��*!�#0=.5
 25 °[ 

 
4. ��'�0���*  4 ������8'�8%���%�/�!0� 

mKM ��*5� NAA 0.1 5ก./ �. 1�" BAP 1 5ก./ 
�. 1�"'����	5���!0�/0 !�.�/��"��� 300 
mosmol/ kg H2O � 	� mannitol 1�"� �������
/��=�5�1�� ��*!�#0=.5
 25 °[ 
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�����=��0��ก�
% 5  ���:'�#�����&����'�ก���	����
������	��������
 mKM regeneration 

(Wingender et al., 1996) (�"') 

'������ก'-'�#�� mKM &����'�ก����
��� 

Amino acids (*ก./ �.)  

Casein hydrolysate 250 

Sugars (ก./ �.)  

Sucrose 0.25 

Mannitol * 

Glucose 68.4 

Fructose 0.25 

Ribose 0.25 

Xylose 0.25 

Mannose 0.25 

Rhamnose 0.25 

Cellobiose 0.25 

Sorbitol 0.25 

Organic acid (*ก./ �.)  

Sodium pyruvate 20 

Citric acid 40 

Malic acid 40 

Fumaric acid 40 

Other  

Coconut water (5�./ �.) 20 

pH 5.6 

 

- 

* /2 /�ก�'����	5���!0� �'��*����ก��'�0� 
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�����=��0��ก�
% 6 �"����
%�0�0������	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'������������	����� 10A 

:6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

���
ก�� 1 ���
ก�� 2 ���
ก�� 3 
Z�7� 1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1 2,575,000 1,150,000 3,480,000 2,350,000 1,050,000 - 
2 1,800,000 1,940,000 2,825,000 1,680,000 3,116,250 3,987,500 
3 2,275,000 1,170,000 1,940,000 1,408,750 2,417,250 2,926,000 
4 2,112,000 532,500 2,400,000 - 3,712,500 5,037,500 
5 3,533,750 1,303,750 3,810,000 3,750,000 - 6,580,000 
6 2,630,000 720,000 3,037,500 2,475,000 5,005,000 5,651,250 
7 3,170,000 - 3,930,000 2,648,750 4,075,000 6,075,000 

 
�����=��0��ก�
% 7 ก���������#�����
��Z�&'�0�0������	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�              

�����������	����� 10A :6�����
ก��������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Methods 2 3.12× 1013 1.56 × 1013 17.25 ** 
Cellulase  1 7.66 × 1010 7.66 × 1010 0.08 ns 
Interaction 2 1.81 × 1013 9.02 × 1012 9.98 ** 
Error 32 2.89 × 1013 9.05 × 1011  
Total 37 7.83 × 1013   
CV(%) = 32.77 
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�����=��0��ก�
% 8 �"����
%���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�              

�����������	����� 10A :6�����
ก��������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

��:�-�"�� a 

���
ก�� 1 ���
ก�� 2 ���
ก�� 3 
Z�7� 1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1 93.30 92.71 87.61 88.30 93.59 89.10 
2 92.72 91.95 86.23 83.40 91.28 89.58 
3 86.33 88.35 89.35 90.39 94.41 94.64 
4 89.85 73.06 78.07 79.40 87.26 92.11 
5 88.07 89.21 87.01 91.96 88.27 86.16 
6 88.84 89.22 91.59 87.16 87.67 91.38 
7 79.65 70.86 76.29 88.84 89.92 91.27 

 
�����=��0��ก�
% 9 ก���������#�����
��Z�&'���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��ก              

B:68�ก�7��6�'"'������������	����� 10A :6�����
ก��������*�&6*&6�

�'�BZ*� cellulase �"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Methods 2 156.12 78.06 2.74 ns 
Cellulase  1 1.62 1.62 0.06 ns 
Interaction 2 50.36 25.18 0.88 ns 
Error 36 1024.96 28.47  
Total 41 1233.07   
CV(%) = 6.08 
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�����=��0��ก�
% 10 �"����
%�&��:&'����	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'������������	����� 
10A :6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

���
ก�� 1 ���
ก�� 2 ���
ก�� 3 
Z�7� 1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1% (w/v) 

Cellulase 

2% (w/v) 

Cellulase 

1 - - - - - - 
2 - - - - - - 
3 - - - - - - 
4 30.96 43.33 32.35 17.79 41.11 49.44 
5 39.77 31.38 42.76 41.34 53.26 55.55 
6 38.46 29.24 41.83 45.93 49.52 43.55 
7 48.14 35.14 43.05 40.39 57.79 49.01 

#*���#�� � ��
*5��ก�	�����%���1%�[����* 4 �'6�% �4'  

 
�����=��0��ก�
% 11 ก���������#�����
��Z�&'�&��:&'����	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�  

�����������	����� 10A :6�����
ก��������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase 

��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Methods 2 810.33 405.16 7.00  ** 
Cellulase  1 56.76 56.76 0.98  ns 
Interaction 2 13.38 6.69 0.12  ns 
Error 18 1042.44 57.91  
Total 23 1922.91   
CV(%) = 18.24 
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�����=��0��ก�
% 12 �"����
%�0�0������	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'������������	����� 
10A :6�����
ก�� 2 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

Z�7� 
0.25% (w/v) 

Cellulase 

0.50% (w/v) 

Cellulase 

0.75% (w/v) 

Cellulase 

1.00% (w/v) 

Cellulase 

1.25% (w/v) 

Cellulase 

1.50% (w/v) 

Cellulase 

1 2,837,500 4,375,000 3,735,000 3,774,375 1,785,000 1,200,000 
2 2,598,750 2,770,000 3,690,000 4,223,125 4,355,000 4,865,000 
3 3,003,750 3,325,000 4,020,000 5,209,375 4,935,000 3,552,500 
4 2,530,000 3,690,000 4,125,000 5,330,000 6,040,000 5,740,000 
5 3,231,250 4,357,500 4,972,500 4,798,750 4,845,000 3,660,000 
6 2,915,000 2,950,000 4,455,000 6,815,000 7,395,000 5,355,000 
7 2,030,000 3,561,250 5,340,000 4,387,500 4,532,500 3,540,000 

 
�����=��0��ก�
% 13 ก���������#�����
��Z�&'�0�0������	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�  

�����������	����� 10A :6�����
ก�� 2 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Cellulase  5 2.41 × 1013 4.82 × 1012 4.02 ** 
Error 36 4.32 × 1013 1.20 × 1012  
Total 41 6.73 × 1013   
CV(%) = 26.93 
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�����=��0��ก�
% 14 �"����
%���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�  
�����������	����� 10A :6�����
ก�� 2 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a 

Z�7� 
0.25% (w/v) 

Cellulase 

0.50% (w/v) 

Cellulase 

0.75% (w/v) 

Cellulase 

1.00% (w/v) 

Cellulase 

1.25% (w/v) 

Cellulase 

1.50% (w/v) 

Cellulase 

1 93.53 93.05 94.98 91.67 85.74 93.94 
2 90.71 91.32 91.91 90.16 88.48 92.04 
3 88.08 90.92 92.28 88.25 92.59 89.36 
4 91.93 91.27 92.70 90.42 90.60 91.72 
5 93.52 92.25 92.12 93.82 93.00 92.16 
6 93.99 93.66 92.82 89.05 - 89.58 
7 89.70 87.14 88.00 90.41 89.18 89.41 

 
�����=��0��ก�
% 15 ก���������#�����
��Z�&'���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��ก

B:68�ก�7��6�'"'������������	����� 10A :6�����
ก�� 2 �"�*ก�-���*�&6*&6� 

�'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Cellulase  5 20.05 4.01 0.89 ns 
Error 35 158.47 4.53  
Total 40 178.52   
CV(%) = 2.33 
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�����=��0��ก�
% 16 �"����
%�0�0������	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'������������	����� 

10A :6�����
ก�� 3 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

Z�7� 
1.5% (w/v) 

Cellulase 

2.0% (w/v) 

Cellulase 

2.5% (w/v) 

Cellulase 

3.0% (w/v) 

Cellulase 

3.5% (w/v) 

Cellulase 

1 3,093,750 3,606,875 3,660,000 3,688,750 1,737,500 
2 3,120,000 3,834,375 4,260,000 3,037,500 3,360,000 
3 4,245,000 3,879,375 3,180,000 3,768,750 3,510,000 
4 3,200,000 4,300,000 2,565,000 4,620,000 3,022,500 
5 2,280,000 3,868,125 3,600,000 1,662,500 1,327,500 
6 5,948,700 4,851,875 3,955,000 3,920,000 2,190,000 
7 2,722,500 2,801,250 3,015,000 2,610,000 2,956,250 

 
�����=��0��ก�
% 17 ก���������#�����
��Z�&'�0�0������	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�  

�����������	����� 10A :6�����
ก�� 3 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Cellulase  4 6.31 × 1012 1.58 × 1012 2.02 ns 
Error 30 2.34 × 1013 7.79 × 1011  
Total 34 2.97 × 1013   
CV(%) = 26.32 
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�����=��0��ก�
% 18 �"����
%���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��กB:68�ก�7��6�'"'�  

�����������	����� 10A :6�����
ก�� 3 �"�*ก�-���*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a 

Z�7� 
1.5% (w/v) 

Cellulase 

2.0% (w/v) 

Cellulase 

2.5% (w/v) 

Cellulase 

3.0% (w/v) 

Cellulase 

3.5% (w/v) 

Cellulase 

1 90.38 88.76 91.69 87.65 88.19 
2 94.10 91.95 91.72 88.08 84.90 
3 87.50 91.22 91.67 88.20 86.86 
4 92.19 91.07 92.33 89.00 86.61 
5 91.88 88.94 77.15 83.49 - 
6 94.81 91.96 90.57 91.28 90.46 
7 96.28 94.30 87.87 88.31 85.97 

 
�����=��0��ก�
% 19 ก���������#�����
��Z�&'���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��ก

B:68�ก�7��6�'"'������������	����� 10A :6�����
ก�� 3 �"�*ก�-���*

�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Cellulase  4 130.04 32.51 3.12* 
Error 29 302.21 10.42  
Total 33 432.25   
CV(%) = 3.60 
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�����=��0��ก�
% 20 �"����
%�0�0������	������
%��กB:68�กK-�����������	����� PI 441983 :6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-  

�"�� a 

���
ก�� 1  ���
ก�� 2  ���
ก�� 3 

Cellulase (w/v)  Cellulase (w/v)  Cellulase (w/v) Z�7� 

0.1% 0.5%  1.0% 1.5%  0.1% 0.5%  1.0% 1.5%  0.1% 0.5% 1.0% 1.5% 

1 4,800,000 9,707,500 968,750 -  5,180,000 14,602,500 7,350,000 8,500,000  240,000 2,007,500 500,000 2,447,500 

2 6,875,000 13,502,500 1,952,500 -  2,240,000 8,955,000 7,240,000 5,837,500  - 345,000 442,500 2,280,000 

3 5,950,000 16,425,000 1,130,000 437,500  7,962,500 7,065,000 8,100,000 3,300,000  - 480,000 837,500 1,030,000 

4 11,797,500 7,987,500 2,260,000 -  9,775,000 12,450,000 1,375,000 1,860,000  - 862,500 660,000 550,000 

5 15,620,000 12,540,000 2,400,000 3,290,000  10,960,000 4,322,500 7,780,000 3,090,000  - 135,000 1,170,000 410,000 
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�����=��0��ก�
% 21 ก���������#�����
��Z�&'�0�0������	������
%��กB:68�กK-��������     

���	����� PI 441983 :6�����
ก��������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-

�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Methods 2 4.03 × 1014 2.02 × 1014 26.14** 
Cellulase  3 2.75 × 1014 9.17 × 1013 11.89** 
Interaction 6 1.28 × 1014 2.13 × 1013 2.76* 
Error 41 3.16 × 1014 7.71 × 1012  
Total 52 1.12 × 1015   
CV(%) = 54.52 
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�����=��0��ก�
% 22 �"����
%���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��กB:68�กK-�����������	����� PI 441983 :6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a 

���
ก�� 1  ���
ก�� 2  ���
ก�� 3 

Cellulase (w/v)  Cellulase (w/v)  Cellulase (w/v) Z�7� 

0.1% 0.5% 1.0% 1.5%  0.1% 0.5% 1.0% 1.5%  0.1% 0.5% 1.0% 1.5% 

1 - - - -  87.49 80.50 85.71 74.10  - 89.34 92.69 78.78 
2 89.94 87.43 37.35 -  86.28 84.58 81.01 80.60  - - - 82.41 
3 44.09 - - -  89.10 85.84 71.41 -  - 92.26 96.52 78.64 
4 59.60 - - -  82.03 79.19 - 36.53  - 89.71 89.93 95.07 
5 49.06 10.22 - -  54.87 - - -  - - 83.34 73.48 
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�����=��0��ก�
% 23 ก���������#�����
��Z�&'���'���ZD������**
�
���&'����	������
%��ก  

B:68�กK-�����������	����� PI 441983 :6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� 

cellulase ��:�-�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Methods 2 4837.65 2418.82 8.67 ** 
Cellulase  3 337.26 112.42 0.40 ns 
Interaction 4 1109.71 277.43 0.99 ns 
Error 24 6693.23 278.88  
Total 33 12977.84   
CV(%) = 22.02 
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�����=��0��ก�
% 24  �"����
%�&��:&'����	������
%��กB:68�กK-�����������	����� PI 441983 :6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� cellulose ��:�-

�"�� a 

���
ก�� 1  ���
ก�� 2  ���
ก�� 3 

Cellulase (w/v)  Cellulase (w/v)  Cellulase (w/v) Z�7� 

0.1% 0.5% 1.0% 1.5%  0.1% 0.5% 1.0% 1.5%  0.1% 0.5% 1.0% 1.5% 

1 28.64 40.37 28.73 -  40.11 38.54 43.47 41.20  - 34.83 - 30.16 
2 40.41 35.69 32.92 -  34.18 38.28 40.58 35.92  - - - 29.88 
3 40.49 36.83 - -  39.60 42.49 34.18 33.80  - 30.22 29.08 32.50 
4 35.24 37.14 - -  38.92 36.53 27.08 31.28  - 54.17 32.23 34.01 
5 33.86 38.20 - 31.79  39.49 36.30 39.80 35.76  - - 56.51 31.72 
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�����=��0��ก�
% 25 ก���������#�����
��Z�&'�&��:&'����	������
%��กB:68�กK-��������

���	����� PI 441983 :6�����
ก�� ������*�&6*&6��'�BZ*� cellulase ��:�-

�"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Methods 2 34.12 17.06 0.48 ns 
Cellulase  3 153.68 51.23 1.44 ns 
Interaction 5 123.42 24.68 0.69 ns 
Error 33 1175.59 35.62  
Total 43 1486.81   
CV(%) = 16.38 
 

�����=��0��ก�
% 26 �"� ���
%���'�� �ZD���ก���-"��Z���&'����	�����8�ก�7��6�'"'�

�����������	����� 10A �
%'��� 21 ��� �*1%'��
���:6�����
ก���	����
��� ���

���*#����"�&'����	������"�� a  

���
 L4 regeneration   ���
 mKM regeneration  
Z�7� 5 × 103 

���	�����/ *�. 

5 × 104 

���	�����/ *�. 
 

5 × 103 

���	�����/ *�. 

5 × 104 

���	�����/ *�. 

1 35.00 45.53  0.00 0.00 
2 33.23 43.94  0.00 0.00 
3 27.25 41.84  0.00 0.00 
4 30.60 43.68  0.00 0.00 
5 31.34 47.32  0.00 0.00 
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�����=��0��ก�
% 27 ก���������#�����
��Z�&'���'���ZD���ก���-"��Z���&'����	�����8�ก

�7��6�'"'������������	����� 10A �
%'��� 21 ��� �*1%'��
���:6�����
ก��

�	����
��� ������*#����"�&'����	������"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Regeneration protocol 1 7209.74 7209.74 2252.72 ** 
Protoplast density 1 210.54 210.54 65.78 ** 
Interaction 1 210.54 210.54 65.78 ** 
Error 16 51.20        3.20  
Total 19 7682.02   
CV(%) = 9.42 
 

�����=��0��ก�
% 28 �"����
%���'�� �ZD���ก���ก�:���
&'����	�����8�ก�7��6�'"'�

�����������	����� 10A �
%'��� 35 ��� �*1%'��
���:6�����
ก���	����
��� ���

���*#����"�&'����	������"�� a  

���
 L4 regeneration   ���
 mKM regeneration  
Z�7� 5 × 103 

���	�����/ *�. 

5 × 104 

���	�����/ *�. 
 

5 × 103 

���	�����/ *�. 

5 × 104 

���	�����/ *�. 

1 7.23 15.98  0.00 0.00 
2 5.19 17.24  0.00 0.00 
3 7.29 16.48  0.00 0.00 
4 12.56 20.98  0.00 0.00 
5 10.90 20.07  0.00 0.00 
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�����=��0��ก�
% 29 ก���������#�����
��Z�&'���'���ZD���ก���ก�:���
&'����	�����8�ก

�7��6�'"'������������	����� 10A �
%'��� 35 ��� �*1%'��
������
ก���	����
��� 

������*#����"�&'����	������"�� a 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Regeneration protocol 1 896.73     896.73     255.26 ** 
Protoplast density 1 113.19    113.19      32.22 ** 
Interaction 1 113.19    113.19     32.22 ** 
Error 16 56.21       3.51  
Total 19 1179.32   
CV(%) = 27.99 
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