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ทํ าการเพาะเล้ียงใบออนถ่ัวเหลือง 12 พันธุ  บนอาหารสูตร MS ที่ม ี2,4-D อัตรา 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร  วิตามิน B5 ของ Gamborg เพื่อศึกษาความสามารถในการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ  พบวาถั่ว
เหลือง 5 พันธุที่ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอสูงเรียงตามล ําดับคือ Jack,  Prolina,  KUSL 20004,  สจ 
5,  และเชียงใหม 60  มีอัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเปน 87.1, 85.7, 48.8, 28.0 และ21.4  
เปอรเซ็นต ใชเวลาในการชักน ํา 28, 28, 36, 36 และ36 วันตามล ําดับ  นํ าโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัว
เหลืองทั้ง 5 พันธุ  เลี้ยงคัดเลือกในอาหารเหลวที่มีเกลือ NaCl  5 ระดับความเขมขนคือ 0, 0.5, 1.0,  1.5 
และ 2.0 เปอรเซ็นต  พบวา  เม่ือมีเกลือ NaCl  0.5 ถึง 1.0 เปอรเซ็นต  พันธุ Prolina เจริญเติบโตไดดีท่ี
สุด  อาหารที่มีเกลือ 1.5 เปอรเซ็นต  พันธุ KUSL 20004 เจริญเติบโตไดดีที่สุด  และเมื่อมีเกลือ 2.0 
เปอรเซ็นต  พันธุ Jack เจริญเติบโตไดดีที่สุด  จากน้ันนํ าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีผานการคัดเลือกทนเค็ม
แลวมาชักนํ าใหเกิดตน  ไดตนจํ านวน 1 ตนจากเน้ือเย่ือโซมาติกเอ็มบริโอพันธุ KUSL 20004 จากการ
คัดเลือกบนอาหารที่มีเกลือ 0.5 เปอรเซ็นตแตพบวามีลักษณะผิดปกติและระบบรากไมคอยพัฒนา  
สวนโซมาติกเอ็มบริโออีก 11 ชิ้นมีการพัฒนาเฉพาะระบบราก  พันธุอ่ืนท่ีโซมาติกเอ็มบริโอสามารถ
ทนเค็มไดถึง 2.0 เปอรเซ็นตแตไมสามารถชักนํ าใหเกดิเปนตนได  สวนพันธุ สจ 5 และเชียงใหม 60 
ไมสามารถทนเค็มไดเลยในทุกระดับ  อยางไรก็ตามการทดลองน้ีมีแนวโนมวาจะไดตนถ่ัวเหลืองทน
เค็มแตไมสามารถยืนยันผลไดเนื่องจากตนที่ไดตายไปกอน
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Immature cotyledons of 12 soybean cultivars were cultured on somatic embryo induction 
medium containing MS salts supplemented with 20 mg/l  2,4-D and B5 vitamins.  It was found that 
five cultivars were responsive to somatic embryo induction.    Jack and Prolina gave the highest 
87.1 and 85.7  percent of embryos, in 28 days, While  KUSL 20004, SJ 5 and CM 60 gave 48.8, 
28.0 and 21.4 percent, respectively, in 36 days. The somatic embryos were selected for salt 
tolerance in liquid culture that contained five concentrations of  NaCl at 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 
percent.    In the 0.5-1.0 percent NaCl, somatic embryos of Prolina grew well, while KUSL 20004  
and  Jack grew better than others at 1.5 and 2.0 percent NaCl,  respectively. SJ 5 and CM60 were 
sensitive to all NaCl concentrations.  All selected somatic embryos were used for plant regeneration. 
Only one plantlet could be regenerated from 0.5 percent NaCl treatment. However, this plantlet was 
abnormal and had poor root system, while other 11 embryos developed only roots.   At higher NaCl 
concentrations no plantlet could be regenerated. The obtained plantlet could not be verified for salt 
tolerance due to the premature death of this plantlet.
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บทที ่1
บทนํ า

ถั่วเหลือง (Glycine  max (L.) Merrill)   เปนพืชเศรษฐกิจที่ส ําคัญชนิดหน่ึง  เน่ืองจากใหน้ํ า
มันและโปรตีนในปริมาณสูง ใชเปนวัตถุดิบส ําคัญส ําหรับอุตสาหกรรมตาง ๆ หลายชนิด  เชน อุต-
สาหกรรมน้ํ ามันพืช  อุตสาหกรรมอาหารสตัว  และอุตสาหกรรมแปรรูปจากถัว่เหลืองมากมาย เชน 
น้ํ านมถ่ัวเหลือง ซีอ๊ิว เตาหู เตาเจ้ียว และซอสปรุงรส   เปนตน   ถึงแมวาปจจุบันจะมีการใชเทคโนโลยี
ในการผลิตที่ทันสมัย  ท ําใหผลผลิตเฉลี่ยโดยรวมเพิ่มขึ้นถึง 224 กิโลกรัมตอไร  แตก็ยังไมเพียงพอตอ
ความตองการในประเทศ  จากตัวเลขสถิติการนํ าเขาป 2540 – 2541 ส ํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ พบวา ประเทศไทยน ําเขาถั่วเหลืองมีมูลคาถึง 16,049 ลานบาท (กรมวิชา
การเกษตร, 2543)  ถั่วเหลืองจึงเปนพืชที่รัฐบาลใหความส ําคัญมาก  แหลงผลิตถั่วเหลืองที่ส ําคัญของ
ประเทศอยูในภาคเหนือตอนลางเปนสวนใหญและภาคตะวันออกเฉียงเหนือบางพ้ืนท่ี

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปนภาคท่ีครอบคลุมพ้ืนท่ี 17 จังหวัดของประเทศ มีเนื้อที่รวมกัน
ประมาณ 106 ลานไรหรือหนึ่งในสามของพื้นที่ทั้งประเทศ (321 ลานไร ) ปจจุบันภาคตะวันออกเฉียง
เหนือมีพื้นที่ดินเค็ม 17.8 ลานไรและพื้นที่มีศักยภาพในการแพรกระจายเกลืออีก 19.4 ลานไร รวมพ้ืน
ที่มีปญหาดินเค็มถึง 37.2 ลานไรหรือประมาณ 30 เปอรเซ็นตของพ้ืนท่ีท้ังหมดของภาค ซึ่งมีผล
กระทบโดยตรงตอสภาพเศรษฐกิจและสังคม ดินเค็มระดับเค็มนอย 12.6 ลานไรแมจะไมสามารถ
สังเกตเห็นคราบเกลือบนผิวดิน  แตก็ท ําใหการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชลดลง  พ้ืนท่ีดินเค็ม
ปานกลาง 3.7 ลานไรสามารถสังเกตเห็นคราบเกลือขึ้นประปรายบนผิวดิน  ท ําใหผลผลิตพืชลดลงกวา
คร่ึงหน่ึง ไมคุมการลงทุนของเกษตรกร  ดินเค็มจัด 1.5 ลานไรไมสามารถนํ าไปใชประโยชนในทาง
การเกษตรได  ประชากรจะอพยพไปท ํามาหากินในพื้นที่อื่น  สวนพื้นที่มีศักยภาพในการแพรกระจาย
เกลือ 19.4 ลานไร พบบริเวณเนินผิวดินซ่ึงไมมีปญหาดินเค็ม แตมีแหลงเกลืออยูไมลึกจากชั้นดินบน 
พรอมจะกลายเปนดินเค็มไดทุกเมื่อ ถาหากการจัดการพื้นที่ทํ าไมถูกวิธี (สมศรี อรุณินท, 2532)  
อุปสรรคของการปลูกถั่วเหลืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่สํ าคัญประการหน่ึงคือ การปลูกถั่ว
เหลืองในสภาพดินเค็มสงผลใหถั่วเหลืองมีการเจริญเติบโตชา เกิดอาการเห่ียวแหง  บนใบ ลํ าตนเห่ียว
เฉา ผลผลิตลดตํ ่าลงหรือเก็บเกี่ยวผลผลิตไมไดเลย ทั้งนี้เพราะในสภาพพื้นที่ดินเค็ม จะมีทั้งความเปน
กรดและเปนดางสูง ซึ่งมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณธาตุอาหารในดิน มีรายงานวาถั่วเหลืองที่
ปลกูในดินเค็มชุดท่ีเปนดาง (calcareous soil) แสดงอาการขาดธาตุเหล็ก (Chen and Barak, 1982 อาง
โดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) ถั่วเหลืองจะมีอาการตอบสนองตอดินเค็มไมเทากนั และคุณสมบัติดัง
กลาวเปนลักษณะประจํ าของแตละพันธุ  การปรับปรุงดินเพื่อลดความเค็มลงปฏิบัติไดยากและตองใช



เงินทุนสูง เพราะดินชั้นลางของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีวัตถุตนก ําเนิดเกลืออยูในปริมาณมาก ดัง
นั้นการปรับปรุงพันธุพืชใหมีความสามารถทนทานตอสภาพดินเค็มจึงเปนวิธีการแกปญหาที่ยั่งยืน ซึ่ง
จะชวยใหเกษตรกรสามารถนํ าถั่วเหลืองทนเค็มไปปลูกในบริเวณที่เปนดินเค็มได

จุดประสงคของการวิจัยเร่ืองน้ี คือการนํ าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมาใชในการคัดเลือก
เพื่อสรางสายพันธุถั่วเหลืองที่สามารถเจริญเติบโตและใหผลผลิตไดในดินที่เปนดินเค็ม

วัตถุประสงค
1.! เพื่อคัดเลือกพันธุถั่วเหลืองที่มีศักยภาพสูงในการใหโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากใน
ระยะเวลาสั้น เพ่ือนํ าไปใชเปนวัตถุดิบในการคัดเลือกสายพันธุถั่วเหลืองทนเค็ม หรือเพ่ือ
การทดลองอ่ืน ๆ ตอไป

2.! เพื่อคัดเลือกสายพันธุถั่วเหลืองที่สามารถทนเค็มได  ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ



     บทที ่2
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

1.  ความหมายของดินเค็ม
ดินเค็ม  หมายถึง ดินที่มีเกลือซึ่งละลายนํ ้าไดดีอยูหลายชนิด เชน  แคลเซียม  โซเดียมคลอ-

ไรด  ซัลเฟตและไบคารบอเนต  เปนตน ในปริมาณมากจนเปนอันตรายตอพืชปลูก โดยใชมาตรฐาน
วามีเกลือมากพอที่จะท ําใหผลผลิตลดลง 50 เปอรเซ็นต (อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  และ
กํ าหนดปริมาณประจุบวกของเกลือโซเดียม (exchangeable  Na) ท่ีเกาะรอบเม็ดดินเปนหลัก  คือถา
มากกวา  15  เปอรเซ็นต  เปนดินเค็ม (saline soil)  เมื่อเทียบกับ cation  exchange  capacity  (CEC)  
จะพบวาดินพวกนี้ม ี  pH  คอนขางสูง  คือประมาณ 7.1 - 8.5  (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2527 อางโดย ชาญ
วิทย มวงมิตร, 2537)  วิธีการตรวจสอบความเค็มของดินที่เร็วที่สุดคือ  การวัดคาการนํ าไฟฟา 
(electrical conductivity, EC) ของสารละลายที่สกัดจากดินที่อิ่มตัวในนํ ้า  (saturation  extract) ถามีคา
สูงกวา 2  มิลลโิมหตอเซ็นติเมตร (ยงยุทธ โอสถสภา, 2524)  หรือมีคาการนํ าไฟฟามากกวา 4  มิลล-ิ
โมหตอเซ็นติเมตร (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2527 อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส  จัดวาเปนดินเค็ม

2.  การเกิดดินเค็ม
สาเหตุของการเกิดดินเค็มเกิดจาก 2 สาเหตุใหญ  คือ
1. ธรรมชาติ ไดแก หินหรือแรสลายตัวผุพงั และเปลี่ยนคุณสมบัติไปโดยกระบวนการทาง

เคมีและกายภาพ  ทํ าใหมีเกลือข้ึนมาดวย  หรือบางพ้ืนท่ีเปนท่ีต่ํ า  เปนเหตุใหน้ํ าไหลไปรวมกัน  น้ํ า
แหลงนี้สวนมากจะมีเกลือละลายอยูดวย  เม่ือน้ํ าระเหยไปก็จะมีเกลือสะสมอยู

2. มนุษย  ไดแก  การท ํานาเกลือ   การสรางอางเก็บนํ ้าบนดินเค็ม หรือมีน้ํ าใตดินเค็ม จะท ําให
อางเก็บน้ํ าและพ้ืนท่ีรอบ ๆ อางกลายเปนดินเค็ม  เน่ืองจากยกระดับของน้ํ าใตดินที่เค็มขึ้นมาใกลเคียง
กับระดับนํ ้าในอาง หรือใกลผิวดิน  การตัดไมท ําลายปา  และการใชนํ้ าชลประทานซึ่งนํ ้าชลประทาน
จากแหลงตางๆ ยอมมีเกลือละลายอยูเปนจํ านวนมากนอยตางกัน (อรุณ ีวงศปยะสถิตย, 2534 อางโดย
ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  การจัดการพ้ืนท่ีดินเค็มมีหลายมาตรการคือ

2.1 การปองกันไมใหเกิดดินเค็มแพรกระจายมากขึ้น ซึ่งอาจจะรวมทั้งวิธีการทางชีว-
วิทยาโดยการปลูกพืชเพื่อใชลดระดับความเค็มของนํ้ าใตดิน

2.2 การปรับพื้นที่เพื่อลดระดับความเค็มลงจนปลูกพืชได วิธีการนี้ตองลงทุนสูง  รัฐ
บาลตองชวยสนับสนุนเร่ืองเงินทุน  แตมาตรการหน่ึงท่ีนํ ามาใชเพื่อท ําใหพ้ืนท่ีดินเค็มเกิดประโยชน



สูงสุดคือ  การปลูกพืชทนเค็ม (สมศร ีอรุณินท, 2531 อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  ซึ่งเปนวิธี
การที่ไมตองจัดการมาก  ลงทุนนอย  เกษตรกรสามารถนํ าไปปฏิบัติได

3.  ความสามารถในการทนเค็มของพืช
ความเค็มมีผลกระทบตอกระบวนการเมตาโบลิซึมของพืชในหลายๆลักษณะ และยังมีผลให

พืชมีการเปลี่ยนแปลงทั้งทางกายวิภาคและลักษณะทางสัญฐานวิทยา อยางไรก็ตามพืชชนิดตางๆมี
ความสามารถในการทนเค็มแตกตางกนัไป  แมแตพืชชนิดเดียวกันแตตางพันธุกันรวมถึงในพันธุเดียว
กันก็มีความทนเค็มแตกตางกันไปตามระยะการเจริญเติบโต  จากความสามารถทนเค็มของพืชจึงอาจ
แบงพืชเปน 2 กลุม  (Flowers  และคณะ, 1997  อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  ดังน้ี

1. พืชทนเค็ม  (halophyte)   หมายถึง  พืชท่ีสามารถเจริญเติบโตไดดีในท่ีท่ีมีเกลือในปริมาณ
สูง พืชเหลาน้ีสามารถปรับตัวไดอยางรวดเร็วตลอดชวงการเจริญเติบโต

2. พืชไมทนเค็ม  (glycophyte  หรือ  non - halophyte)  หมายถึง  พืชท่ีเจริญเติบโตไดดีใน
แหลงที่อยูที่ไมมีเกลือ (non saline habitat)   แตสามารถปรับตัวไดบางในบางสภาพดินเค็ม

การที่พืชดํ ารงชีวิตอยูจนครบวงจรในสภาพความเค็มไดน้ัน (สมศร ีอรุณินท, 2531; สมศร ีอรุ
ณินท, 2534 อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) เชื่อวาพืชมีกลไกในการบรรเทาความเปนพิษของเกลือ
ในลักษณะตางๆ  เชน กลไกการหลีกเลี่ยง (avoidance mechanism)  โดยหลีกเลี่ยงการสะสมเกลือใน
ไซโตพลาสซึมจนถึงระดับที่เปนพิษ  พืชจะมีตอมเกลือ  (salt  gland)  หรือ  vesiculated  hair  เปน
แหลงสะสมเกลือ หรือโดยการที่พืชเคลื่อนยายเกลือไปสะสมในแวคคิวโอล (Mozafar และ  Gooding, 
1970; Thompson, 1975  อางโดย  ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) กลไกการทนทาน (tolerance mechanism)  
ซึ่งเปนไปไดวาพืชที่ทนเค็มสามารถปองกัน หรือสรางระบบเอนไซมตาง ๆ ที่มีความสามารถในการ
ทนตอความเขมขนของเกลือสูง โดยการที่เอนไซมบางชนิดยังคงมีกิจกรรมไดเปนปกต ิ แมจะไดรับ
อิทธิพลจากความเค็ม  (Greenway  และ Osmond, 1972; Flowers, 1972; Hall  และ Flowers, 1973;  
Ahand  และคณะ,  1979  อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  การดูดซึมและการเคลื่อนยาย 
(absorption  and  translocation)  โดยดูดเกลือเขามาสะสมในบริเวณราก หรือลํ าตนเพ่ือปองกันไมให
เกลือไปสะสมท่ีใบหรือยอด  (Nassery  และ  Baker, 1794  อางโดย  ชาญวิทย มงมิตร, 2537)

กลไกการอวบนํ ้า  (succulence)   โดยการเพ่ิมปริมาณน้ํ าภายในเซลล ท ําใหความเขมขนของ
เกลือภายในเซลลลดลง  (Jennings, 1968;  Greenway  และ Osmond, 1972  อางโดย  ชาญวิทย มวง
มิตร, 2537) เพิ่มประสิทธิภาพการใชนํ้ าโดยการที่พืชลดความตานทานของเซลลชั้น mesophyll ตอ 
คารบอนไดออกไซดหรือเพิ่มความตานทานของปากใบ  อยางไรก็ตามในพืชทนเค็มบางชนิด  เชน   
Atriplex  halimus  ไมปรากฏวามีการเพิ่มประสิทธิภาพการใชนํ ้าในตัวเอง  (Gale  และ  Poljakoff - 
Mayber, 1970 อางโดย  ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  พบวามีการเปลี่ยนแปลงเซลลชนิดตาง ๆ ภายใน
พืช  เพื่อปรับตัวใหเหมาะสมกับแหลงที่อยูที่มีเกลือ  (ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) โดยรากพืชสามารถ



ดูดเฉพาะสวนท่ีเปนน้ํ า ไปใชไดโดยไมดูด (exclude) สวนที่เปนเกลือ  หรือสรางสารเคลือบใบ  โดย
สรางใบใหหนาข้ึนเพ่ือเก็บน้ํ าไว (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2527 อางโดยชาญวิทย มงมิตร, 2537)
4.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วเหลืองเพื่อชักน ําใหเกิดตน

การพัฒนาของเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อเกิดเปนตนพืช  มี 2 กระบวนการ  คือ
1. ออรแกนโนเจเนซิส (organogenesis) การพัฒนาเพื่อเกิดเปนตนพืชที่สมบูรณ  มีการพัฒนา

ของตนและรากที่เปนอิสระจากกัน  โดยเม่ือเล้ียงในอาหารชักนํ าใหเกิดยอดแลว  ตองนํ ายอดมาเลี้ยง
ในอาหารเพื่อชักน ําใหเกิดรากอีกดวย  จึงจะไดตนที่สมบูรณ

2. เอ็มบริโอเจเนซิส (embryogenesis)  มีการพัฒนาคลายกับการพัฒนาของเอ็มบริโอที่เกิด
จากการผสมระหวางแกมมีทในขบวนการปฏิสนธ ิ (zygotic embryo) แตการเกิดเอ็มบริโอน้ีเกิดมาจาก
การพัฒนาของเซลลรางกาย โดยสวนที่เปนตนและรากมีการพัฒนาพรอมกัน เกิดเปนตนพืชท่ีสมบูรณ  
เรียกเอ็มบริโอที่เกิดจากเซลลรางกายนี้วา somatic embryo หรือเอ็มบริออยด (embryoids)

Bawale และคณะ (1986) ชักน ําแคลลัสของถั่วเหลืองพันธุ Williams 82 ท่ีไดจากเอ็มบริโอท่ี
ยังเจริญไมเต็มท่ีใหเกิดตน  พบวาสามารถท ําใหเกดิผานกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส  หรือออรแกน
โนเจเนซิสได  ข้ึนอยูกับองคประกอบของอาหาร  ถาอาหารมีสาร NAA จะเกดิกระบวนการเอ็มบริโอ
เจเนซิส  และถาเติม thiamine HCl หรือ nicotinic acid จะชวยใหเกิดเอ็มบริออยดเพ่ิมข้ึน  สวน
กระบวนการออรแกนโนเจเนซิสเกิดข้ึนเม่ือเติม BAP กับ NAA  และเพิ่มความเขมขนของธาตุอาหาร
รองเปน 4 เทา  Christianson และคณะ (1983) เลี้ยง embryonic axis ของถั่วเหลืองพันธุ Michell ที่ยัง
เจริญไมเต็มที ่ในอาหารสูตร MS และม ี2,4-D เปนสารชักน ําใหเกิดการแบงเซลล ไดกลาวถึงลักษณะ
ของเซลลที่มีประสิทธิภาพวา เซลลนั้นตองเปนพวก friable และมีลักษณะคลายเอ็มบริโอ  นอกจากน้ี
ถาใช  ammonium nitrate 20 mM เปนแหลงไนโตรเจนจะทํ าใหเอ็มบริออยดพัฒนาเปนตนท่ีสมบูรณ
ลักษณะน้ีเปนกระบวนการ embryogenesis ที่พัฒนาผานแคลลัส หรือ indirect embryogenesis  
Lippmann และ Lippmann (1984) เลี้ยงเนื้อเยื่อใบเลี้ยงถั่วเหลืองที่ยังเจริญไมเต็มที่ในอาหารที่มีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก 2,4-D,  MCPA,   2,4,5–T,   NAA,  IAA และ IBA  พบวา
การเกิดแคลลัสมีความสัมพันธกับชนิดและความเขมขนของออกซินในอาหาร  โดยที ่ 2,4-D และ
MCPA ชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยด  สวน 2,4,5-T,  NAA และ IBA ชักน ําใหเกิดเฉพาะแคลลัสเทานั้น  
เมื่อเติมสารไซโตไคนินรวมกับ 2,4-D  หรือเพิ่มความเขมขนของน้ํ าตาลจะเกิดการยับยั้งการสราง
เน้ือเย่ือเจริญและเอ็มบริออยด

Li และคณะ (1985) นํ าฝกถั่วเหลืองพันธุ TGM 119 แชในไนโตรเจนเหลวนาน 20 นาท ี แลว
ตัดเอาเอ็มบริโอที่ยังเจริญไมเต็มที่เลี้ยงในอาหารเหลว  จากน้ันนํ าเซลลเด่ียวที่ไดไปเลี้ยงโดยวิธ ี 
hanging  drop  technique เปนเวลา 1 เดือน  เซลลที่เลี้ยงนี้จะอยูในสภาพ  proembryoid   ซึ่งเมื่อยายลง
ในอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ที่เติมสารออกซิน 2,4-D,  NAA,  IAA และสารไซโตไคนิน BA   จะสังเกต
เห็นเซลลรูปราง globular และรูปหัวใจในอาหารท่ีเติม BA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตรและ IAA 0.1



มิลลิกรัมตอลิตร  เอ็มบริออยดท่ีไดสามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนไดในอาหารเหลวโดยเล้ียงในสภาพ
ความเขมแสงตํ ่าในเวลา  6  เดือน

Lazzeri และคณะ (1985) ไดศึกษาและเสนอขั้นตอนการชักนํ าใหเกิดตนจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อใบเลี้ยงออนของถั่วเหลือง ในอาหาร MS ที่มีวิตามินตามสูตร B5 น้ํ าตาล 3 เปอรเซ็นตและวุน 
0.65 เปอรเซ็นต  pH 5.9  เติม 2,4-D  5  มิลลิกรัมตอลิตรหรือ NAA 10 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวา
สัปดาหแรกจะเกิดรอยบวมของเน้ือเย่ือเจริญบนผิวของใบเล้ียง และพัฒนาเปนเอ็มบริออยดใน 2 ถึง 3 
สัปดาห  แลวยายเอ็มบริออยดลงในอาหารสูตรเดิมท่ีเติม NAA 0.15 มิลลิกรัมตอลิตร  และเติม BAP  
kinetin และ zeatin อยางละ 0.33 มิลลิกรัมตอลิตร  นาน 3 ถึง 4 สัปดาหจะสังเกตเห็นยอดของตนออน  
จึงยายลงในอาหารครึ่งสูตร MS ท่ีเติม IBA 0.005 มิลลิกรัมตอลิตร   จะไดตนออนท่ีสมบูรณ  Ghazi 
และคณะ (1986) ศึกษาการเกิดเอ็มบริออยดและการชักน ําใหเกิดตนจาก embryogenic callus สามารถ
แบง embryogenic  callus ไดเปน 2 ชนิดคือ  smooth  shiny และ rough  โดยพบวา แคลลัสชนิด 
smooth  shiny เทานั้น  ที่สามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนท่ีสมบูรณได   

Lazzeri และคณะ (1987) ศึกษาผลของธาตุอาหาร  คุณสมบัติทางฟสิกสและเคมีที่มีผลตอการ
เกดิ somatic  embryogenesis ของถั่วเหลือง  จากการนํ าเอ็มบริโอออนหรือใบเล้ียงออนท่ีแยกเอาสวน
ของเอ็มบริโอออกไปแลว  เล้ียงในอาหารสูตรดัดแปลง MS เติมวิตามินสูตร B5 และ NAA  50 µM  
สามารถชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดได  และพบวาประสิทธิภาพของการเกิดเอ็มบริออยดเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของน้ํ าตาลลดลงจาก  12 เปอรเซ็นตเปน 1.5 เปอรเซ็นต   การใชนํ ้าตาลกลูโคสและ
ซูโครสเปนแหลงคารบอนใหผลใกลเคียงกัน  และ pH ในชวง 5.0 ถึง 7.0 ใหผลคลายคลึงกัน  แต
อัตราการเกิดเอ็มบริโอท่ีปกติจะสูงเม่ืออยูในชวง pH ต่ํ า  สวนฮอรโมนในอาหารมีอิทธพิลเพียงเลก็
นอยตอการเกดิเอ็มบริออยด  ในการทดสอบสูตรอาหารตาง ๆ ท่ีจํ าเปนในการเกิดเอ็มบริโอประกอบ
ดวยอาหาร MS    สารสกัดจากยีสต  และวุน Difco-bacto พบวาการเจริญของตนดีมาก      

Parrot และคณะ (1988) ท ําการทดลองชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดพบวาใชเวลาสั้นที่สุดเพียง 3 
วัน  และการเกิดเอ็มบริออยดจะไมเพิ่มขึ้นเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี NAA นานกวา 1 สัปดาห  สวนการ
งอกของเอ็มบริออยดมีความสัมพนัธกับออกซิน  กลาวคือ  ถาไดรับออกซินมากเกินไป  ความงอกจะ
ลดลง  ซี่งอาหารสูตรพื้นฐานที่ใชในปจจุบัน  คือสูตร MS ประกอบดวยเกลืออนินทรียตามสตูร MS
วิตามินตามสูตร B5 น้ํ าตาล 1.5 เปอรเซ็นต  และวุน gelrite  0.2 เปอรเซ็นต     ปรับอาหารใหได pH 
5.8 เติมฮอรโมนตามข้ันตอน   Finer (1988) เพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลืองบนอาหารที่ประกอบ
ดวยเกลืออนินทรียจากสูตร MS วิตามินจากสูตร B5 น้ํ าตาล 6 เปอรเซ็นต 2,4-D  40 มิลลิกรัมตอลิตร  
และวุน 0.8 เปอรเซ็นต   หลังจากการเพาะเลี้ยงประมาณ 4 สัปดาห  เร่ิมเห็นเอ็มบริออยดและจากการ
สองดูดวยกลองจุลทรรศน  พบวาเอ็มบริออยดที่เกิดมีจุดกํ าเนิดจากสวนผิวดานบน  และผิวดานลางที่
สัมผัสกับอาหาร

สิรนุช ลามศรีจันทร และวราภรณ โรจนศิริวงศ (2532)   นํ าใบเลี้ยงออนของถั่วเหลืองพันธุ
ดอยคํ าและพันธุเชียงใหม 60    มาเลี้ยงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเขมขน 5 และ 10 



มิลลิกรัมตอลิตร   พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดไดภายใน 3 ถึง 4 สัปดาห   เม่ือนํ าเอ็มบริ-
ออยดมาเลี้ยงตอในสูตร MS เติมน้ํ าตาล 1 เปอรเซ็นตเปนเวลา 2 สัปดาห    เอ็มบริออยดมีขนาดใหญ
ขึ้น  แลวยายเลี้ยงตอในอาหารสูตร MS เติมน้ํ าตาล 10 เปอรเซ็นต  และถาน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 
สัปดาหเพื่อชวยในการสุกแกของเอ็มบริออยด  จากนั้นยายลงเลี้ยงตอในอาหารสูตร SH เพื่อใหเอ็มบริ
ออยดไดพัฒนาเปนตนพืชที่สมบูรณ   ซึ่งสามารถพัฒนาเปนตนไดเฉพาะพันธุดอยค ําเทาน้ัน

5.  ผลของ genotype ท่ีมีตอการชักนํ าใหเกิดตนถั่วเหลือง
Ranch และคณะ (1985) ท ําการทดสอบความแตกตางของ genotype ท่ีมีผลตอการเกิดเอ็มบริ-

ออยด  โดยการเพาะเลี้ยงใบออนของถั่วเหลือง 14 สายพันธุ   พบวาขนาดของใบเลี้ยงยาว 0.5 ถึง 4.0 
มิลลิเมตรสามารถชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยดไดมาก ไมพบสหสัมพันธระหวางความสามารถในการเกิด
เอ็มบริออยดกับ maturity group และพบวาเปอรเซ็นตของการเกิดเอ็มบริออยดของแตละพันธุไมเทา
กัน  และระยะเวลาในการชักน ําก็ตางกันดวย    Komatsuda และ Ohyama (1988)  เพาะเลี้ยงใบเลี้ยง
ออนของถั่วเหลือง 26 พันธุ  บนอาหารสังเคราะหที่ประกอบดวยเกลืออนินทรียตามสูตร MS วิตามิน
ตามสูตร B5 น้ํ าตาล 3 เปอรเซ็นต  และสารเรงการเจริญเติบโตกลุมออกซิน  ไดแก NAA,  2,4-D,  
IBA  และ BA   พบวาเอ็มบริออยดเกิดไดดีเม่ือใช NAA หรือ 2,4-D ในระดับสูง ๆ   และพบวา 
genotype มีอิทธิพลอยางมากตอความสามารถในการเกิด  และการงอกของเอ็มบริออยด  สวนการชัก
นํ าใหเอ็มบริออยดงอก  จะตองยายลงเลี้ยงในอาหารอีก 3 สูตร คือ สูตรชักน ําใหเกิดตาและราก  สูตรที่
เล้ียงเพ่ือใหเอ็มบริออยดพัฒนา  และสูตรที่ท ําใหเอ็มบริออยดงอก  ตามล ําดับ

Buchheium และคณะ (1989) เลีย้งเอ็มบริออยดในอาหารสตูร MS ท่ีเติม activated charcoal 
และนํ้ าตาลซูโครส 0.28 M ประมาณ 8 สัปดาห   เอ็มบริออยดจะสุกแกและมีลักษณะที่เห็นไดคือ  มี
ความแข็งแรงและความสามารถในการพัฒนาเปนตนไดสูง   นอกจากนี้ยังพบวาระยะการสุกแกมีผล
ตอการงอกของเอ็มบริออยด  และการพัฒนาเปนตน  การชักนํ าใหเกิดตนไมจํ าเปนตองใสสารเรงการ
เจริญเติบโตในอาหาร ความผิดปกติทางสรีระของเอ็มบริออยดมีผลกระทบนอย ตอระยะเวลาการชัก
นํ าใหเกิดตน  genotype มีผลนอยตออัตราการเกิดหรือความเร็วในการชักนํ าใหเกิดตน

Parrot และคณะ (1989) ศึกษาอิทธิพลของ genotype ที่มีผลตอการชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยด  
จากการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือใบออนของถ่ัวเหลือง  พบวา genotype มีผลตอความสามารถในการชักน ําให
เกดิเอ็มบริออยดอยางมาก  จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลือง 33 สายพันธุ  สามารถชักน ํา
ใหเกิดเอ็มบริออยดไดดีบนอาหารสูตร N10 (เกลืออนินทรียสูตร MS วิตามินสูตร B5  น้ํ าตาล 1.5 
เปอรเซ็นต)   และเมื่อศึกษาถึง pedigree ของสายพันธุเหลานี ้   พบวามีบรรพบุรุษที่สามารถชักนํ าให
เกิดเอ็มบริออยดไดดี  คือพันธุ Manchu หรือพันธุ A.K. Harrow  และเมื่อผสมขามพันธุ Manchu กับ
พันธุ Shiro ซึ่งเปนพันธุที่ชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดไดนอย   พบวาลูกผสมชั่วที่ 1 มีความสามารถชัก
นํ าใหเกิดเอ็มบริออยดอยูกึ่งกลางระหวางพันธุทั้งสอง  แสดงใหเห็นเบ้ืองตนวา  ยีนแบบผลบวกมี
ความสํ าคัญในการควบคุมความสามารถในการเกิดเอ็มบริออยด   



 พีรนุช  การีรส (2536) ไดศึกษาพันธุกรรมของการถายทอดลักษณะการเกิดเอ็มบริออยดใน
ถั่วเหลือง   ซึ่งเปนพันธุแนะนํ าของไทย 3 พันธุ  คือ เชียงใหม 60,  สุโขทัย 1 และ นครสวรรค 1  นํ า
มาผสมพันธุกันได 4 คูผสม  แลวทดสอบการเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ  พบวาลักษณะการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอในถั่วเหลืองชุดน้ีเปนลักษณะปริมาณถูกควบคุมดวยยีนหลายคู  และปฏิกิริยาของยีนแบบ
บวกมีความสํ าคัญที่สุดในการควบคุมความแปรปรวนทางพันธุกรรมของลักษณะนี้

Sellars และคณะ  (1990)  ศึกษาการเกิดเอ็มบริออยดจากเซลลเนื้อเยื่อของ zygotic embryo ที่
ยังเจริญไมเต็มท่ี  ในถั่วลิสงและถั่วเหลืองเปรียบเทียบกัน   พบวาเมื่อครบระยะเวลาในการทดลอง 
(150วันหลังการเพาะเลี้ยง)   ถั่วลิสงสามารถชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยดไดเฉล่ีย 29 เอ็มบริออยดตอ 
explant และในถั่วเหลืองเฉลี่ย 16 เอ็มบริออยดตอ explant ซึ่งแสดงใหเห็นวาถั่วเหลืองชักน ําใหเกิด
เอ็มบริออยดไดยากกวา     Komatsuda และ Ko (1990)  ท ําการทดลองในถั่วเหลือง 36 สายพันธุ  โดย
นํ ามาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีนํ ้าตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  พบวา 21 สายพันธุไมเกิดเอ็มบริออยดเลย    
สวนอีก 15 สายพันธุที่เหลือสามารถชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยดได แตเม่ือนํ ามาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี
น้ํ าตาลซูโครส 5 กรัมตอลิตร   กลับพบวาพันธุที่น ํามาทดสอบทุกพันธุสามารถชักนํ าใหเกิดเอ็มบริ
ออยดได  แตประสิทธิภาพในการเกิดเอ็มบริออยดในแตละพันธุมีความแตกตางกันอยางมาก

6. การคัดเลือกพันธุพืชทนเค็ม
Hanning  และ  Nabors  (1984)   เพาะเลี้ยงขาวพันธุ  IR 36   โดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

แลวคัดเลือกแคลลัสที่ทนเค็มมาเลี้ยงจนเปนตน   จากนั้นปลูกทดสอบในดินเค็มพบวา ทนไดดีในที่มี
ความเค็มระดับต่ํ า   Vajrabhaya และ คณะ (1989)  ท ําการคัดเลือกขาวทนเค็มจากขาวสายพันธุ  indica   
2  สายพันธุ คือ ขาวดอกมะล ิ  105   และเหลืองประทิว    โดยคัดเลือกจากแคลลัสที่เลี้ยงบนอาหารที่
ผสมเกลือโซเดียมคลอไรด 1 และ 2 เปอรเซ็นต   พบวาขาวพันธุเหลืองประทิวสามารถทนเค็มไดดี
กวาพันธุขาวดอกมะล ิ105 ในความเค็มระดับต่ํ าเทาน้ัน   Lin และ  Kao  (1995)  พบวาผลของโซเดียม
คลอไรดทํ าใหการเจริญเติบโตของรากหยุดชะงัก  ขณะเดียวกันก็พบวามีการสะสมของปริมาณ  
proline  เพ่ิมข้ึนในรากดวย  ดังน้ันความสัมพันธระหวางการชะงักการเจริญเติบโตของรากเปนผลมา
จากการสะสมของเกลือโซเดียมคลอไรด ซึ่งไปมีความสัมพันธกับระดับของ  proline  ในรากพืชเชน
กัน  Winicov  (1995)  ศึกษาถึงลักษณะและความสามารถในการชักน ําใหเกิดตนจากเอ็มบริโอเจนิค 
แคลลัสขาวที่ทนเค็ม  พันธุ  Pokkali, L-202,  M-202,  IR 28 และ IR 42   ซึ่งเลี้ยงคัดเลือกบนอาหารมี
เกลือเขมขน  1 เปอรเซ็นต (0.171 M)  พบวาการเจริญเติบโตและความแข็งแรงของตนขาวท่ีชักนํ าได
ลดลงมาก แตยังสามารถออกดอกและติดเมล็ดได  เม่ือนํ าเมล็ดจากตนขาวพันธุ  L-202 ท่ีคดัเลือกได
มาปลูกทดสอบ   พบวารุนลูก R2 ไมทนเค็ม



Kumar  และ  Sharma (1988)  คัดเลือกแคลลัสของถั่วเขียวในสภาพทนเค็มจากเกลือโซเดียม
คลอไรดโดยเพาะเลี้ยงแคลลัสถั่วเขียวจากชิ้นสวนราก  บนอาหารสตูรดัดแปลง  PC-L2   พบวาแคล
ลัสจากสายพันธุที่คัดเลือกไดสามารถทนเค็มไดดีกวาแคลลัสจากพันธุดั้งเดิม    Gulati และ Jaiwal  
(1993) ทํ าการทดลองถั่วเขียวทนเค็มโดยใชแคลลัส   เลี้ยงในอาหารที่ม ี  proline  ผสมอยูเพื่อดูความ
สัมพันธระหวางการทนเค็มของพืชกับระดับของ proline  พบวาปริมาณ proline ภายในที่สูงขึ้นมี
ความสัมพันธกับการทนเค็มของพืช  แตยังไมอาจสรุปแนนอนได

Watad  และคณะ (1991)  ศึกษาความสามารถในการชักน ําตนของเซลลยาสูบที่ผานการคัด
เลือกทนเค็มแลว  พบวาเซลลยาสูบสามารถชักนํ าใหเปนตนได  ทั้งเซลลที่ผานการคัดเลือกทนเค็ม
และที่ไมไดผานการคัดเลือก  แตตนที่ไดจากการคัดเลือกทนเค็มมีลักษณะที่ไมแข็งแรง  คือ ขอสั้น ใบ
เล็ก และโตชา  ซึ่งตางจากตนที่ไดจากเซลลที่ไมไดคัดเลือกจะมีลักษณะปกต ิ  นอกจากนั้นยังพบวา
เมื่อปริมาณเกลือเพิ่มสูงขึ้น  มีผลท ําใหนํ ้าหนักสดและแหงของเซลลยาสูบลดลง  50 เปอรเซ็นต

Garcia-Agustin  และ  Primo-Millo  (1995)  คัดเลือกสมที่สามารถทนนํ ้าที่มีเกลือโซเดียม
คลอไรดในปริมาณมากกวาปกติได   โดยใช  nucellar  cell มาเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือใหได embryo    จาก
น้ันจึงนํ า embryo ท่ีไดไปคัดเลือก   พบวา embryo ที่คัดเลือกสามารถทนเกลือโซเดียมคลอไรดไดใน
ระดับหนึ่ง  ซึ่งตนสมจะมีกลไกการสะสมเกลือโซเดียมคลอไรดไวที่ยอดและราก

Chaudhary และคณะ (1996)  เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากชิ้นสวนใบของพืชอาหารสัตว lucerne
(หรือ alfalfa )  ในอาหารท่ีมีความเค็มของเกลือในระดับตางๆ กัน   และ subculture ทุกครั้งในอาหาร
ที่มีความเค็มสูงขึ้น  เพื่อคัดเลือกสายพันธุทนเค็ม  พบวาไดพืชอาหารสัตวที่มีความสามารถทนเค็มได
มากวาพืชสายพันธุดั้งเดิม

อังคณา ศีตะโกเศศ (2528)  ทดลองทนเค็มในขาวโพดโดยใชเน้ือเย่ือของสวนปลายราก  สวน 
mesocotyl   สวนขอ  ใบออนของตนกลา  และคัพภะของขาวโพดพันธุสุวรรณ 1  มาเลี้ยงบนอาหาร
MS ดัดแปลงท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดต้ังแต  0 ถึง 2.0 เปอรเซ็นต  พบวาชิ้นสวนตางๆสามารถ
เจริญเปนแคลลัสไดในอาหารทุกความเขมขน  แตสามารถชักนํ าใหเปนตนไดเฉพาะสวนคัพภะและ
ความเขมขนเกลือ 0.5 ถึง 1.0 เปอรเซ็นตเทาน้ัน

สุภัทรา ศุภเมธ ี (2533)  ท ําการชักนํ าใหกลวยหอมพันธุ  Williams เกิดการกลายพันธุเพื่อให
ทนเค็มได  โดยนํ าเนื้อเยื่อไปฉายรังสีแกมมา 2  กิโลแรด  2 คร้ังกอนนํ าไปคัดเลือกทนเค็ม  พบวา
เกลือโซเดียมคลอไรดมีผลท ําใหกลวยชะงักการเจริญเติบโต  เม่ือเพ่ิมความเขมขนเกลือข้ึน   พบวา
กลวยที่คัดเลือกไดสามารถทนเค็มไดที่ระดับ  0.4  เปอรเซ็นต

เยาวพา จิระเกียรติกุล (2536)  ทดลองใชตาขางของหมอนนอยและหมอนคุณไพมาฉายรังสี
แกมมา  ในปริมาณ  0 และ 80 เกรยกอนนํ าไปคัดเลือกทนเค็ม  โดยเพ่ิมความเขมขนเกลือข้ึนทุกเดือน  
พบวาทั้งหมอนนอยและหมอนคุณไพสามารถทนเค็มไดถึง  2.0 เปอรเซ็นต



สิรนุช  ลามศรีจันทร และคณะ (2540)  ศึกษาผลของรังสีตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบเลี้ยงออน
ของถั่วเหลือง  โดยนํ าฝกออนถั่วเหลืองพันธุดอยค ํา  มาฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆกัน  5  ระดับ  
พบวาการฉายรังสีชวยใหอัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงขึ้นกวาพวกที่ไมไดฉายรังสี  แตพบวา
สามารถชักนํ าใหเกิดตนที่สมบูรณ  ออกดอก และติดฝกไดเพียง 1 ตนเทาน้ัน



 บทที ่3
วัสด ุ อุปกรณ  และวิธีการ

1.!  วัสดุ  อุปกรณ
1.1 การเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลืองเพื่อชักนํ าใหเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ  โดยใชถั่ว

เหลือง 12  พันธุ  คือ  พันธุ สจ 2,   สจ 4,    สจ 5,   เชียงใหม 60,  ดอยคํ า,  นครสวรรค 1,   สุโขทัย 2,  
ราชมงคล,  KUSL 20004, AGS 292,  Jack และ Prolina  โดยเลือกเมล็ดที่มีเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 2 มิลลิเมตร  หรือเมล็ดขนาดโตประมาณ 1/3 ของชองวางในฝก

1.2  สารเคมีที่ใชสํ าหรับเตรียมอาหารสังเคราะหสูตรตางๆ  เพ่ือการชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอ 
คือ MS (Murashige and Skoog, 1962)  โดยใชวิตามิน SBIII ของ Gamborg และ Finer’s growth 
medium   อาหารส ําหรับการคัดเลือก  คือ FG ที่ใสเกลือ NaCl ในระดับความเขมขนตางๆ   ต้ังแต 0,   
0.5,  1.0,  1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต    อาหารสํ าหรับชักนํ าใหเกิดตน  คือ  FRCG  และ FRSC (ตาราง
ภาคผนวกที่1)

1.3   สารเคมีที่ใชส ําหรับฟอกท ําความสะอาดเน้ือเย่ือกอนท่ีจะนํ ามาเพาะเลี้ยง  ไดแก เอทธิล
แอลกอฮอล 95 %   คลอรอกซ  20 %  และสารจับใบ ทวีน-20

1.4 สารควบคุมการเจริญเติบโตที่จํ าเปนเพื่อชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ คือ 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid  (2,4-D)

1.5  เคร่ืองมือสํ าหรับการเตรียมอาหารสงัเคราะหชนิดตางๆ  เชน เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 
ตํ าแหนง  ขวดแกวส ําหรับใส stock สารละลายความเขมขนตางๆ  เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง  เตาไฟ
ฟา  เคร่ืองไมโครเวฟ  หมอน่ึงความดัน  เคร่ืองแกวสํ าหรับช่ังตวงสารเคมี

1.6  เคร่ืองมือสํ าหรับตัดและถายยายเนื้อเยื่อ  เชน  ใบมีดผาตัดเบอร 11 พรอมดาม  ปากคีบ
ขนาดตางๆ  ตะเกียงแอลกอฮอล  ตูปลอดเช้ือ

1.7 หองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได 25±2 องศาเซลเซียส ความชื้น
สัมพัทธ 60 เปอรเซ็นต  แสงสลัว 23-24 ช่ัวโมง/วัน  และ ตูเพาะเลี้ยง

1.8   อุปกรณถายภาพและนับปริมาณ  เชน กลองถายรูป  และกลองจุลทรรศน



2.  วิธีการทดลอง  แบงเปน 3 ขั้นตอน
2.1 ข้ันตอนการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากใบเลี้ยงของถั่วเหลืองใชวิธีของ Finer และ

Nagasawa (1988)   โดยนํ าถ่ัวเหลืองฝกออน มีขนาดเมล็ดภายในฝกประมาณ 1/3 ของชองวางในฝก    
(อารีย วรัญูวัฒก, 2540) มาลางใหสะอาดโดยใชน้ํ าไหลผาน  แชฝกถั่วเหลืองลงในเอทธิล
แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต นาน 30 วินาท ี  แลวนํ าฝกถั่วเหลืองลงฟอกฆาเชื้ออีกครั้งในสารละลายที่มี
สวนผสมของโซเดียมไฮโปคลอไรตเขมขน 1 เปอรเซ็นต (ใชคลอรอกซ  หรือไฮเตอร 20 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร/ปริมาตร  หยด Tween-20  ปริมาณ  1-2 หยด  ตอสารฟอก 100 มิลลิลิตร)   ตั้งกวนไวบน
เคร่ืองกวนนาน 15 นาท ี  ยกภาชนะใสฝกถั่วเขาไปลางนํ้ ากล่ันตออีก 2 คร้ังในตูปลอดเช้ือ  ใชปากคีบ
ฝกลงในจานแกวสะอาดท่ีอบฆาเช้ือแลว  ตัดตามรอยตะเข็บดวยมีดผาตัดเบอร 11  แลวคีบเอาเมล็ดที่
อยูภายในฝกใสจานแกวใบใหม  ท ําการตัดเอาสวนเอ็มบริโอ (embryo axis) ทิ้งไป ใชปลายมีดและ
ปากคีบเขี่ยเอาเยื่อหุมเมล็ด (seed coat) ออก  นํ าปลายมีดชอนเอาใบเลี้ยงแตละซีกลงวางหงาย  โดยให
ดานที่มีลักษณะโคงสัมผัสกับอาหาร MS ซึ่งเปนสูตรที่ใชในการชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอ  วางเลี้ยง 25 
ช้ินตอ 1 จานแกวจํ านวน 50-150 ชิ้นตอพันธุ  นํ าโซมาติกเอ็มบริโอที่ไดจากแตละพันธุ  โดยเลือก
พันธุที่ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอมากพอจํ านวน  5 พันธุ   นํ าลงเลี้ยงในอาหารเหลว FG บนเคร่ือง
เขยาตลอดเวลา   ดวยความเร็ว 120  รอบตอนาที ประมาณอีก 4 สัปดาหเพื่อเพิ่มปริมาณใหเพียงพอ
สํ าหรับการคัดเลือกทนเค็ม

2.2 ข้ันตอนการคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอใหทนเค็ม  โดยใชโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไดจากการ
ชักน ําของถัว่เหลือง  5 พันธุ  คือ Prolina,   Jack,   KUSL 20004,   สจ 5 และ  เชียงใหม 60   โดยช่ังน้ํ า
หนักสดประมาณ 0.25 กรัม  ตอขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร 1 ใบ  นํ าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไดลง
เลี้ยงคัดเลือกในอาหารเหลว FG ที่มีเกลือ NaCl  ผสมอยู 0,  0.5,  1.0,  1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต  โดย
แตละพันธุม ี 5 ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl   และในแตละความเขมขนเกลือท ําการทดลอง 3 
ซํ ้า/ซํ ้าละ 1 ขวด   sub culture และชั่งน้ํ าหนักสดสงัเกตการเจริญเติบโตของโซมาติกเอ็มบริโอทุก 7  
14 และ 21 วัน   จากนั้นยายเนื้อเยื่อที่ผานการคัดเลือกแลวไปขยายเพิ่มปริมาณตอ  ในอาหาร FG ที่
ปราศจากเกลือ NaCl  ประมาณ 3-4 สัปดาห   ยายลงชักน ําตนตอไป  ตลอดระยะเวลาคัดเลือกใน
อาหารเหลวตองวางภาชนะบนเครื่องเขยาตลอดเวลา   ดวยความเร็วประมาณ  120  รอบตอนาที

2.3 ขั้นตอนการชักนํ าใหเกิดตน  โดยยายโซมาติกเอ็มบริโอจากอาหารเหลว FG ท่ีปราศจาก
เกลือลงเลี้ยงบนอาหารแข็ง FRCG (คืออาหาร FG ที่ใสนํ ้าตาลมอลโทส แทนซูโครส และวุน Gelrite 
+ activated  charcoal)   เลี้ยงอยูนานประมาณ 4-6 สัปดาห  โซมาติกเอ็มบริโอจะมีขนาดใหญและยดื
ยาวขึ้น ยายโซมาติกเอ็มบริโอลงบนจานแกวเปลาที่ฆาเชื้อแลว  เพ่ือเรงอายุของโซมาติกเอ็มบริโอ 
โดยวางจานแกวลงในกลองที่มีสารละลาย NaCl อ่ิมตัวนาน 2-3 วัน   เม่ือโซมาติกเอ็มบริโอเร่ิมเปล่ียน
จากสีเขียวอมเหลืองเปนสีขาวซีด  แสดงวาพรอมที่จะนํ าไปชักนํ าใหเกิดรากบนอาหาร FRSG 
(เหมือนอาหาร FRCG แตใสน้ํ าตาลซูโครส แทนมอลโทส)   ยายตนออนถั่วเหลืองที่ไดมาเลี้ยงชักนํ า



ใหเกิดรากบน FRSG ในหลอดทดลองขนาดใหญ   เพื่อใหระบบรากสมบูรณ  เม่ือไดตนถ่ัวเหลืองท่ีมี
ทั้งยอดและรากสมบูรณแลว  นํ ายายลงปลูกในดินอบ  วางเลี้ยงอนุบาลไวในตูเพาะเลี้ยง ที่ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 25±2 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธประมาณ 75±5 เปอรเซ็นต  ไดรับแสงสวาง
ประมาณ 14 ช่ัวโมง/วัน  ความเขมแสง 180 µE จนกระทั่งตนถั่วแข็งแรงพอที่จะยายออกเลี้ยงใน
สภาพภายนอกได

3.  วิธีการบันทึกผลการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง   โดยแบงเปน 2 การทดลองยอยดังน้ี
3.1 การทดลองเพื่อชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 12 สายพันธุ   เพื่อหาสายพันธุที่มี

ศักยภาพในการใหโซมาติกเอ็มบริโอจํ านวนมากที่สุด  โดยคิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอของแตละสายพันธุ  และระยะเวลาในการชักนํ า   บันทึกลักษณะของการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอโดยใหเปนระดับคะแนน  ซึ่งมีเกณฑการใหคะแนนดังนี้

ระดับคะแนน  0  หมายถึง  ไมพบวาเกิดเปนโซมาติกเอ็มบริโอและไมพบแคลลัส  พบเพียง
การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพเล็กนอยเทานั้น  เชน  เกิดเปนสีน้ํ าตาลบริเวณรอยตัด  หรือบน
แผนใบเลี้ยงมีรอยแตกปริเพียงเล็กนอย

ระดับคะแนน  1  หมายถึง  เกดิโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณนอยมาก  (ต่ํ ากวา 10 เปอรเซ็นต 
ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  2  หมายถึง  เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเพียงเล็กนอย (10-20 เปอรเซ็นต  ของ
จํ านวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  3  หมายถึง  เกดิโซมาติกเอ็มบริโอปานกลาง (21-30 เปอรเซ็นต ของจํ านวน
ชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  4  หมายถึง  เกิดโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากแตไมหนาแนน (31-50 
เปอรเซ็นต  ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  5  หมายถึง  เกิดโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากและหนาแนนท่ีสุด (51 
เปอรเซ็นตขึ้นไปของจ ํานวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

การคิดสัดสวนเปอรเซ็นตจากจํ านวนช้ินสวนเร่ิมตนในการชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอ

              จํ านวนช้ินท่ีเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
อัตราการเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ(%)    =       x     100                                      

จํ านวนช้ินท้ังหมดท่ีเร่ิมตนเพาะ



3.2 การคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 พันธุ   ไดแก Jack,  Prolina,   KUSL 
20004,  สจ 5  และ เชียงใหม 60  เพ่ือใหทนตอเกลือ NaCl ที่ความเขมขน 5 ระดับ  คือ 0,  0.5,  1.0,  
1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต  โดยบันทึกผลการทดลองจากนํ้ าหนักสดต้ังแตเร่ิมตนคัดเลือก  ชั่งทุก ๆ 7 วัน  
14 วัน  และ 21 วัน  ซ่ึงเปนการเสร็จส้ินการคัดเลือก  จากน้ันนํ าผลที่ไดมาวิเคราะหหาความแตกตาง
ทางสถิติและหาความสัมพันธ  โดยใชโปรแกรม  IRRI STAT Version 3/39  วางแผนการทดลองแบบ 
Split-Split Plot Designs  มีแบบจ ําลองทางคณิตศาสตร (ไพศาล  เหลาสวุรรณ, 2540) ดังน้ี

Xijkl          =  µ  +  Bi + αj + δij+ βk+  αβjk+ ρijk+ γl+ αγjl+ βγkl+  αβγjkl+ εijkl

โดยกํ าหนดให
i =  1,2…..a
j =  1,2…..b
k =  1,2….,c
µ! คือ  คาเฉลี่ยทั้งหมดในการทดลอง

Bi คือ  ผลของบลอก

αj คือ  ผลของเมนพลอต

δij คือ  ความคลาดเคล่ือนในเมนพลอต

βk คือ  ผลของซับพลอต

αβjk คือ  ปฏิกิริยาระหวางเมนพลอตและซับพลอต

ρijk คือ  ความคลาดเคลื่อนในซับพลอต

γl คือ  ผลของซับ-ซับพลอต

αγjl คือ  ปฏิกิริยาระหวางเมนพลอตและซับ-ซับพลอต

βγkl คือ  ปฏิกิริยาระหวางซับพลอตและซับ-ซับพลอต

αβγjkl คือ  ปฏิกิริยาระหวางเมนพลอต  ซับพลอตและซับ-ซับพลอต

εijkl คือ  ความคลาดเคลื่อนในซับ-ซับพลอต



 บทที ่ 4
ผลและวิจารณ

1.  การทดลองท่ี 1  การทดสอบศักยภาพในการใหโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 12 สายพันธุ
จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลือง 12 พันธุ  ดังตารางท่ี 1 พบวา  ถั่วเหลืองพันธุที่มี

ศักยภาพในการใหโซมาติกเอ็มบริโอมากที่สุด  คือ  พันธุ Jack ใชเวลาในการชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอ
28 วัน  คิดเปน 87.1 เปอรเซ็นต  ลักษณะการเกิดพบวาเกิดโดยตรงจากเนื้อใบ  ซึ่งจะคอย ๆ นูนข้ึนบน
แผนใบ   พันธุที่มีศักยภาพรองลงมา  คือ  Prolina ใชเวลา 28 วันในการชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอ  คิด
เปน 85.7 เปอรเซ็นต  ลักษณะการเกิดเชนเดียวกับพันธุ Jack  เมื่อเปรียบเทียบกับถั่วเหลืองสายพันธุ
ของประเทศไทย  พบวาพันธุ Prolina และ Jack มีความสามารถในการใหโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณ
มากกวาหลายเทา  สวนพันธุที่มีอันดับรองลงมาแตนอยกวา 2 พันธุแรกเกือบ 3 เทา  คือ AGS 292
และ KUSL 20004 ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอคิดเปน 28.8 และ 28.0 เปอรเซ็นต ตามล ําดับ แตพันธุ
AGS 292 ใชเวลาในการชักน ํามากกวา  คือ 41 วัน  สวน KUSL 20004 ใชเวลาเพียง 36 วัน

สวนกลุมถั่วเหลืองพันธุไทยมีอันดับรองลงมา ไดแก สจ 5, เชียงใหม 60, ดอยคํ า,
นครสวรรค 1,  สจ 4,  สุโขทัย 2,  ราชมงคล และ สจ 2  มีเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเทากับ
28.0,  21.4,  21.1,  18.7,  18.7,  12.5,  10.7  และ 1.6  เปอรเซ็นตตามลํ าดับ  โดยพันธุนครสวรรค 1
และ สจ 4  ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอเทากัน  พันธุที่ใชเวลาในการชักน ําใหเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ
36 วัน ไดแก  สจ 5  และเชียงใหม 60  สวนพันธุดอยค ํา,  นครสวรรค 1,  สจ 4,  สุโขทัย 2,  ราชมงคล
และ สจ 2  ใชเวลาในการชักน ํา 41 วัน  ลักษณะการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของพันธุ AGS 292,  ราช
มงคล,  สุโขทัย 2  และ สจ 2  พบวาเกิดบนเนื้อใบเลี้ยง  โดยใบเลี้ยงจะคอย ๆ นูนขึ้นมาเชนเดียวกับใน
พันธุ Prolina และ Jack  สวนพันธุนครสวรรค 1,  ดอยคํ า,  เชียงใหม 60 และ สจ 4  เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอทั้งบนเนื้อใบเลี้ยงโดยตรงและบนแคลลัส  พันธุ สจ 5 และ KUSL 20004 มีการเกิดบนแคล-
ลัสเทานั้น  จากการสังเกตพบวาทั้ง 2 พันธุน้ีเน้ือเย่ือจะมีการพัฒนาไปเปนแคลลัสกอนจึงจะเกิดโซ-
มาติกเอ็มบริโอบนแคลลัส  ดังแสดงใวในรูปที ่ 1.1 ถึง 1.9



ตารางท่ี 1 แสดงผลการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากใบเลี้ยงออนถั่วเหลือง และลักษณะ
การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของถั่วเหลือง 12  พันธุ
1/

พันธุ จ ํานวนชิ้น จ ํานวนช้ิน เปอรเซ็นต จ ํานวนวัน คะแนน ลักษณะการเกิด SE
ใบทั้งหมด ที่เกิด SE เกิด SE 2/ ชักนํ า SE บนช้ินสวนใบเล้ียง

ราชมงคล 56 6 10.7 41 2 เกิดจากเนื้อใบนูนขึ้นมา
สุโขทัย 2 80 10 12.5 41 2 เกิดจากเนื้อใบนูนขึ้นมา
นครสวรรค 1 80 15 18.7 41 2 เกิดบนแคลลัสและเน้ือใบ
ดอยคํ า 52 11 21.1 41 3 เกิดบนแคลลัสและเน้ือใบ
เชียงใหม 60 70 15 21.4 36 3 เกิดบนแคลลัสและเน้ือใบ
สจ 2 60 1 1.6 41 1 เกิดจากเนื้อใบนูนขึ้นมา
สจ 4 80 15 18.7 41 2 เกิดบนแคลลัสและเน้ือใบ
สจ 5 50 14 28.0 36 3 เกิดบนแคลลัส
KUSL 20004 126 59 48.8 36 4 เกิดบนแคลลัส
AGS 292 59 17 28.8 41 3 เกิดจากเนื้อใบนูนขึ้นมา
Prolina 70 60 85.7 28 5 เกิดจากเนื้อใบนูนขึ้นมา
Jack 70 61 87.1 28 5 เกิดจากเนื้อใบนูนขึ้นมา

1/  เกณฑการใหคะแนนปริมาณการเกิด somatic embryo
2/  SE  หมายถึง  somatic  embryo
0  หมายถึง ไมเกิดแคลลัสและไมพบ SE  มีเพียงการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพเล็กนอย

เชน เกิดสีน้ํ าตาลตรงรอยแผลตัด  หรือบนช้ินสวนใบมีรอยแตกแยกเพียงเล็กนอย
1  หมายถึง เกิด SE  ปริมาณนอยมาก  (ต่ํ ากวา 10% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
2  หมายถึง เกิด SE  เลก็นอย  (10-20% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
3  หมายถึง เกิด SE ปานกลาง  (21-30% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
4  หมายถึง เกิด SE ปริมาณมากแตไมหนาแนน (31-50% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
5  หมายถึง เกิด SE ปริมาณมากและหนาแนนที่สุด (51% ข้ึนไปของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)



2.   ผลการทดลองท่ี 2  การคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอถั่วเหลือง  เพ่ือใหทนเกลือ NaCl
จากผลการทดลองที่ 1   จึงไดคัดเลือกถั่วเหลือง 5 พันธุที่มีศักยภาพในการใหโซมาติก-

เอ็มบริโอสูงในระยะเวลาสั้น      มาท ําการคัดเลือกใหทนเค็ม    โดยเลือกพันธุ Prolina,  KUSL 20004,
 Jack,  สจ 5  และเชียงใหม 60  ท ําการคัดเลือกในอาหารเหลวที่ผสมเกลือ NaCl 5 ระดับความเขมขน
คือ 0,  0.5,  1.0,  1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต  คัดเลือกนาน 21 วัน  โดยทํ าการ sub  culture ทุก ๆ 7 วัน
และทํ าการชั่งน้ํ าหนักสดของโซมาติกเอ็มบริโอ  เพ่ือบันทึกการเจริญเติบโตและสังเกตการเปล่ียน
แปลงของโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลืองพันธุตาง ๆ

จากการทดลองดังแสดงใวในตารางที ่2 พบวา  นับจากวันคัดเลือกจนครบวันท่ี 7  น้ํ าหนักสด
เฉลี่ยของถั่วเหลืองทั้ง 5 พันธุมีอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนจาก 0.25 กรัม  เปนน้ํ าหนักสดต้ังแต 4
กรัมถึง 8 กรัม  โดยพันธุ KUSL 20004 มีนํ้ าหนักสดเฉลี่ยเมื่อครบ 7 วันสูงสุดคือ 8.53 กรัม  และพันธุ
เชียงใหม 60 มีการเพ่ิมของน้ํ าหนักนอยที่สุดคือ 4.65 กรัม  เม่ือคัดเลือกครบ 14 วันพบวานํ้ าหนักสด
เริ่มมีความแตกตางทางสถิติกับพันธุไทย 2 พันธุ  คือ สจ 5 และเชียงใหม 60  โดยพบวามีความแตก
ตางทางสถิติกับพันธุ Prolina,  KUSL 20004  และ Jack  อยางมีนัยส ําคัญท่ีระดับ 0.05  โดยวิธ ีDMRT
ซึ่งพบวานํ้ าหนักสดของถั่วเหลืองทั้ง 5 พันธุ  มีน้ํ าหนักเพิ่มขึ้นจาก 7 วัน  โดยพันธุ Prolina มีนํ ้าหนัก
สดเฉลี่ยสูงสุดคือ 18.49 กรัม  ซึ่งใกลเคียงกันกับ KUSL 20004  คือ 18.01 กรัม  พันธุเชียงใหม 60  มี
น้ํ าหนักสดนอยท่ีสุดคือ 9.77 กรัม  และเมื่อเลี้ยงคัดเลือกในอาหารที่มีเกลือเปนเวลา 21 วันกอนท่ีจะ
ยายเนื้อเยื่อลงขยายปริมาณในอาหารที่ปราศจากเกลือพบวาถั่วเหลืองพันธุ Prolina มีนํ ้าหนักสดสูงสุด
คือ 31.52 กรัม  และมีความแตกตางทางสถิติกับพันธุอื่น ๆ อีก 4 พันธุอยางเห็นไดชัด  รองลงมาคือ
พันธุ KUSL 20004 และ Jack มีนํ ้าหนักสดเทากับ 27.22 และ 24.97 กรัมตามล ําดับ  ซึ่งทั้ง 2 พันธุไมมี
ความแตกตางทางสถิติ  แตมีความแตกตางจากพันธุ Prolina   ส ําหรับพันธุ สจ 5  และพันธุเชียงใหม
60   มีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย 17.88 กรัม  และ 14.86 กรัม ตามล ําดับ โดยพบวาพันธุเชียงใหม 60  มีน้ํ าหนัก
สดเฉลี่ยตํ ่าที่สุด

 จากการชั่งนํ ้าหนักสดเฉลี่ยของโซ-มาติกเอ็มบริโอถ่ัวเหลืองท้ัง 5 พันธุ  ตลอดระยะเวลาที่ใช
คัดเลือกเปนระยะ ๆ โดยแบงเปน 3 ชวง ๆ ละ 7 วัน  พบวาโดยเฉลี่ยแลวทุกพันธุมีนํ ้าหนักสดเพิ่มขึ้น
นับจากเร่ิมตนคัดเลือก (จากนํ ้าหนัก 0.25 กรัม)  เม่ือครบ 21 วัน  พบวามีนํ้ าหนักสูงสุดประมาณ 31
กรัม  และตํ่ าสุดประมาณ 14 กรัม  แตพันธุ สจ 5  และเชียงใหม 60  มีน้ํ าหนักเพิ่มขึ้นนอยกวาพันธุ
Prolina,   KUSL 20004  และ Jack ซึ่งอาจเปนเพราะวาความเค็มยับยั้งการเจริญเติบโตในแตละพันธุ
แตกตางกัน

จากตารางที ่3 เม่ือพิจารณาคาเฉล่ียน้ํ าหนักสดของโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองท้ัง 5 พันธุ
กับความเค็มในระดับตาง ๆ 5 ระดับ ที่ระดับความเค็ม 0 เปอรเซ็นต  (คืออาหารท่ีปราศจากเกลือ  ซึ่ง
เปนอาหารสูตรเปรียบเทียบ)  พบวาพันธุ KUSL 20004 มีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดโดยมีน้ํ าหนัก 38.67
กรัม  พันธุ  Prolina  มีการเจริญเติบโตต่ํ าที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับถั่วเหลืองอีก 4 พันธุ  (โดยมีน้ํ าหนัก



เฉลี่ย 26.38 กรัม)  เม่ือความเขมขนเกลือ 0.5 เปอรเซ็นต  พันธุ  Prolina  มีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุด
โดยมีนํ้ าหนักสดเฉลี่ยเทากับ 19.83 กรัม  สวนพันธุเชียงใหม 60 มีการเจริญเติบโตต่ํ าที่สุด (0.61 กรัม)
ที่ระดับความเค็มเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต  ถั่วเหลืองทั้ง 5 พันธุเร่ิมมีการเจริญเติบโตนอยลงมากเม่ือ
เทียบกับ control  โดยพบวาพันธุ Prolina มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดดีกวาพันธุอ่ืน ๆ คือมี
น้ํ าหนักสดเฉล่ีย 5.78 กรัม  พันธุเชียงใหม 60 มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดนอยท่ีสุดมีน้ํ า-
หนักสดเฉลี่ยเพียง 0.38 กรัม   เม่ือความเขมเกลือสูงข้ึนอีกเปน 1.5 เปอรเซ็นต  พบวาพันธุ KUSL
20004 มีนํ้ าหนักสดเฉลี่ยสูงกวาพันธุอื่น ๆ อีก 4 พันธุ  คือ 4.20 กรัม  พันธุเชียงใหม 60 ก็ยังเจริญเติบ
โตไดไมดีเทากับพันธุอื่น  คือมีน้ํ าหนักสดเฉลี่ยเพียง 0.41 กรัม  ที่ความเขมขนเกลือเปน 2.0
เปอรเซ็นต  (ซึ่งเปนความเขมขนที่สูงที่สุดของการทดลอง) พบวา  พันธุ Jack มีนํ ้าหนักสดเฉลี่ยสูงที่
สุด (3.12 กรัม)  ซึ่งสูงกวาพันธุ  Prolina (มีน้ํ าหนัก 2.64 กรัม)  และพันธุ KUSL 20004 (มีน้ํ าหนัก
2.43 กรัม)  พันธุ สจ 5 เปนพันธุที่มีนํ ้าหนักสดเฉลี่ยนอยที่สุด  คือ 0.35 กรัม  ดังแสดงไวในรูปที ่2.1
ถึง 2.19

จากรูปที่ 3 และตารางที ่3 เม่ือพิจารณาถึงความสามารถในการเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีเกลือ
ของถั่วเหลืองแตละพันธุ  พันธุ Prolina  ที่ความเขมขน 0 เปอรเซ็นต  มีความสามารถในการเจริญเติบ
โตนอยกวาพันธุอื่น ๆ คือมีน้ํ าหนักสด 26.38 กรัม  ซึ่งนอยที่สุด  แตเม่ือเล้ียงคัดเลือกในอาหารท่ีมี
เกลือ  พบวา  มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดดีใกลเคียงกับพันธุ KUSL 20004 และพันธุ Jack
โดยเฉพาะที่ความเขมขนเกลือ 0.5 เปอรเซ็นต  พบวามีการเจริญเติบโตสูงสุดและแตกตางจากอีก 4
พันธุอยางมาก  คือมีน้ํ าหนักถึง 19.83 กรัม  โดยที่พันธุอื่นๆมีนํ ้าหนักประมาณ 0.6 - 5 กรัมเทาน้ัน  ที่
ความเขมขนเกลือ 1.0 เปอรเซ็นต  ก็ยังพบวามีนํ ้าหนักสดมากกวาพันธุอื่น ๆ คือ  5.78 กรัม พันธุอื่น ๆ
อีก 4 พันธุมีนํ้ าหนักระหวาง 0.38 - 2.59 กรัม  เม่ือความเขมขนเกลือ 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต  การ
เจริญเติบโต ไมมีความแตกตางทางสถิติคือมีนํ ้าหนักเฉลี่ยประมาณ 2 กรัม

พันธุ KUSL 20004 ท่ีเล้ียงในอาหารไมมีเกลือมีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดคือ 38.67 กรัม  เม่ือมี
เกลือ 0.5 เปอรเซ็นต  การเจริญเติบโตเปนอันดับท่ีสองรองจากพันธุ Prolina  คือมีนํ้ าหนัก 5.86 กรัม
อยางไรก็ตามการเจริญเติบโตของพันธุ KUSL 20004 ที่เลี้ยงในอาหารมีเกลือ 0.5 - 2.0  เปอรเซ็นตไม
มีความแตกตางกัน

พันธุ Jack มีการเจริญเติบโตเปนอันดับสองรองจากพันธุ KUSL 20004 คือมีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย
36.13 กรัมเมื่อเลี้ยงในอาหารไมมีเกลือ  แตมีความแตกตางทางสถิติเมื่อท ําการเลี้ยงคัดเลือกในอาหาร
ที่มีความเขมขนเกลือตางกัน   ในระดับความเขมขนเกลือ 0.5 - 2.0 เปอรเซ็นต  มีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย
ประมาณ 2 - 4 กรัม  แตท่ี 2.0 เปอรเซ็นต  ซึ่งมีเกลือเขมขนสูงที่สุด  พันธุ Jack มีการเจริญเติบโตดีท่ี
สุดเมื่อเปรียบเทียบกับพันธุอื่น ๆ  คือมีน้ํ าหนักเทากับ 3.12 กรัม

พันธุ สจ 5 (SJ5) ในสภาพที่ไมมีเกลือ  มีการเจริญเติบโตอยูอันดับสามรองจาก KUSL 20004
และ Jack โดยมีนํ ้าหนักเทากับ 31.37 กรัมเม่ือ  ซึ่งแตกตางทางสถิติกับเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเกลือ
เมื่อมีเกลือ 0.5 - 2.0 เปอรเซ็นต  มีน้ํ าหนักสดระหวาง 0.35 - 1.39 กรัม ซึ่งไมแตกตางทางสถิติ



พันธุเชียงใหม 60 (CM 60) ที่เลี้ยงในอาหารไมมีเกลือ  มีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย 27.44 กรัม  และ
แตกตางจากพวกที่เลี้ยงในอาหารมีเกลือ  โดยมีน้ํ าหนักสดระหวาง 0.38 - 0.61 กรัม  ซึ่งกลุมหลังนี้ไม
มีความแตกตางกันทางสถิติ

หลังจากการเล้ียงโซมาติกเอ็มบริโอในอาหารคัดเลือกท่ีมีเกลือระดับตางกันเปนเวลา 21 วัน
จึงทํ าการยายเนื้อเยื่อมาเลี้ยงขยายปริมาณในอาหารเหลว FG ที่ปราศจากเกลือเปนเวลา 60 วัน  จากนั้น
นํ ามาชักนํ าใหไดตนถ่ัวท่ีสมบูรณบนอาหารสูตรชักนํ ายอดและราก  จากตารางที ่ 4 พบวา พันธุ
Prolina และ Jack ซึ่งมีปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอเจริญเติบโตไดดี  หลังการคัดเลือกคือ ที ่ 0
เปอรเซ็นตไดเนื้อเยื่อที่รอดจากการคัดเลือกจ ํานวน 10 และ 12 ชิ้น ที ่0.5 เปอรเซ็นต ไดเน้ือเย่ือจํ านวน
13 และ 6 ชิ้นตามล ําดับ  ที ่1.0 เปอรเซ็นตไดเน้ือเย่ือ 4 และ 3 ชิ้น  ที ่1.5 เปอรเซ็นตไดเน้ือเย่ือ 2 และ
5 ชิ้น สวนท่ีระดับ 2.0 เปอรเซ็นตไดเน้ือเย่ือจํ านวน 2 และ 7 ชิ้นตามลํ าดับ  แตไมสามารถชักน ําให
เปนตนถั่วเหลืองที่สมบูรณได   ยกเวน control ไดตนถั่วเพียงพันธุละ 1 ตนเทาน้ัน    สวนพันธุ สจ 5
และเชียงใหม 60  ไมไดเน้ือเย่ือเหลือจากการคัดเลือกเลย  จึงไมสามารถชักน ําใหเกิดตนได   ยกเวนที่
0  เปอรเซ็นตพบวามีเนื้อเยื่อรอดชีวิตเพียง 2  และ 3 ชิ้นสวน  แตก็ไมสามารถชักน ําใหเปนตนไดเชน
กัน  พันธุ KUSL 20004  ที่ความเขมขนเกลือ 1.0,  1.5 และ 2.0  เปอรเซ็นตซึ่งมีชิ้นสวนรอดชีวิต
จํ านวน  4,  7 และ1 ชิ้นตามล ําดับความเขมขนของเกลือแตไมสามารถชักนํ าใหเกิดตนได  แตโซมาติก
เอ็มบริโอที่รอดจากการคัดเลือกที่ 0.5 เปอรเซ็นตเทาน้ันท่ีสามารถชักนํ าใหเกิดตนไดจํ านวน 1 ตน
จาก 11 ชิ้นที่พัฒนาใหเห็นเฉพาะรากแตไมสามารถเกิดเปนยอดได  จากนั้นยายตนที่ไดจํ านวน 1 ตน
ของพันธุ KUSL20004  ซึ่งมีลักษณะอาการอวบนํ ้าผิดปกติ   ลงปลูกในดินที่ผานการอบฆาเชื้อแลว
ปลูกอนุบาลในตูเพาะเลี้ยง  ประมาณ 2 อาทิตย  ตนพืชเริ่มแสดงอาการเหี่ยวจากปลายยอดลงมาจนถึง
โคนตน  และตายในที่สุด  จึงยังไมสามารถกลาวไดวาตนที่ไดนั้นมีความทนเกลือจริง(ดังแสดงใวใน
รูปท่ี 2.18 และ 2.20)



ตารางท่ี 2    แสดงผลการวิเคราะหวาเรียนซน้ํ าหนักสดของโซมาติกเอมบริโอในถั่วเหลือง 5 พันธุ

Sources of Variation df Mean Squares
Replication (R) 2 0.59
Main Plot (M = พันธุ) 4 29.04**
Error (a) 8 1.67
Sub Plot (S = ระยะเวลาชั่งนํ ้าหนัก) 2 199.53**
M x S 8 3.77**
Error (b) 20 0.04
Sub Sub Plot (B = ความเขมขน NaCl) 4 848.63**
M x B 16 17.23**
S x B 8 89.94**
M x S x B 32 2.82**
Error (c) 120 0.58
CV (a) = 43.4%      CV (b) = 6.3%       CV (c) = 25.6%
**  =  ความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.01



ตารางท่ี 3 แสดงคาเฉลี่ยนํ ้าหนักสด (กรัม) ของโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 สายพันธุ
ในอาหารท่ีมีเกลือ NaCl   ความเขมขน 5 ระดับ  ท่ีระยะเวลา 7   14 และ 21 วัน
 ขณะคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอทนเค็ม

พันธุ
ระดับความเขมขน PROLINA KUSL 20004 JACK SJ 5 CM 60
ของ NaCl

(%) (กรัม)
น้ํ าหนักสด 7 วัน

     0  2/ 3.66 a        6.13a      5.17 a 4.68 a 4.13 a1/
                         0.5 2.59 a        0.98 b      0.98 b 0.29 b 0.17 b
                         1.0 0.84 b        0.39 b       0.35 b 0.22 b 0.12 b
                         1.5 0.32 b        0.54 b      0.47 b 0.19 b 0.11 b

2.0 0.50 b        0.50 b      0.62 b 0.12 b 0.12 b
น้ํ าหนักสด 14 วัน

     0  2/ 8.90 a        12.84 a      12.08 a 10.14 a 9.11 a
                         0.5 5.35 b         1.99 b      1.42 b 0.55 b 0.22 b
                         1.0 2.20 c        0.84 b      0.81 b 0.39 b 0.13 b
                         1.5 0.98 c        1.50 b      0.93 b 0.29 b 0.15 b

2.0 1.06 c        0.84 b      1.04 b 0.14 b 0.16 b
น้ํ าหนักสด 21 วัน

     0  2/ 13.83 a        19.70 a      18.88 a 16.55 a 14.20 a
                         0.5 11.89 b        2.90 b      2.15 b 0.55 b 0.22 b
                         1.0 2.74 c        1.36 c      1.28 b 0.40 b 0.13 b
                         1.5 0.99 d        2.17 bc      1.21 b 0.29 b 0.15 b

2.0 1.07 d        1.09 c      1.46 b 0.10 b 0.16 b
คาเฉลี่ย 3.8 3.58 3.24 2.33 1.95

1/  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิตที่ระดับ 0.05  จากการเปรียบเทียบ
    โดยวิธ ีDMRT (Duncan 's New  Multiple Range Test)
2/   ความเขมขน 0 %  NaCl  เปนทรีตเมนทเปรียบเทียบ



ตารางท่ี  4 แสดงคาเฉลี่ยนํ ้าหนักสดของโซมาติกเอ็มบริโอของถั่วเหลือง  5  พันธุโดยชั่งนํ้ าหนัก
ทุก  7, 14 และ 21 วัน  ขณะคัดเลือกทนเค็ม

วัน
พันธุ 7 วัน 14 วัน 21 วัน               เฉลี่ย

(กรัม)
Prolina    7.91 a1/ 18.49 a 31.52 a 19.31
KUSL 20004    8.54 a 18.01 a 27.22 b 17.92
Jack    7.31 a 16.29 a 24.97 b 16.19
SJ 5    5.49 a 11.51 b 17.88 c 11.63
CM 60    4.65 a   9.77 b 14.86 c 9.76

เฉล่ีย     6.78 14.81 23.29 14.96

1/  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่มีตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ0.05
    จากการเปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  (Duncan's  New  Multiple Range Test)

ตารางท่ี  5 แสดงคาเฉลี่ยของนํ ้าหนักสดโซมาติกเอ็มบริโอถั่วเหลือง  5  พันธุซึ่งเลี้ยงคัดเลือก
ในอาหารท่ีเติมเกลือ NaCl ระดับตาง ๆ

พันธุ
NaCl Prolina KUSL 20004    Jack SJ 5 CM 60 เฉลี่ย
 (%) (กรัม)
0.00 26.38 a1/ 38.67 a 36.13 a 31.37 a 27.44 a 32.00
0.50 19.83 b   5.86 b   4.27 b   1.39 b   0.61 b 6.39
1.00   5.78 c   2.60 b   2.44 b   1.01 b   0.38 b 2.44
1.50   2.29 c   4.20 b   2.61 b   0.76 b   0.41 b 2.05
2.00   2.64 c   2.43 b   3.12 b   0.35 b   0.44 b 1.80
เฉลี่ย 11.39 10.75 9.71 6.98 5.85 8.94

1/  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่มีตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ0.05
    จากการเปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  (Duncan's  New  Multiple Range Test)



ตารางท่ี  6 แสดงจํ านวนชิ้นสวนโซมาติกเอ็มบริโอที่รอดชีวิตของถั่วเหลือง 5  พันธุ
ที่ความ
เขมขนเกลือระดับตาง ๆ และจํ านวนท่ีสามารถชักนํ าใหเปนตน
ได

ความเขมขนเกลือ(เปอรเซ็นต)
พันธุ 0 0.5 1.0 1.5 2.0

จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน จํ านวน
ชิ้น ตน ช้ิน ตน ช้ิน ตน ช้ิน ตน ช้ิน ตน

Prolina 10 1 13  - 4  - 2  - 2  -

KUSL20004 15 3 11 1 4  - 7  - 1  -

Jack 12 1 6  - 3  - 5  - 7  -

SJ 5 2  -  -  -  -  -  -  -  -  -

CM 60 3  -  -  -  -  -  -  -  -  -



      บทที ่5
สรุป

1. พันธุถั่วเหลืองที่มีศักยภาพสูงในการใหโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากไดแกพันธุ Jack ให
เปอรเซ็นตการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดคือ 87.1 เปอรเซ็นตในเวลา 28 วัน  โดยลักษณะการเกิด
ของโซมาติกเอ็มบริโอจะเกิดจากเน้ือใบโดยตรง  อันดับสองคือพันธุ Prolina เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ  
85.7 เปอรเซ็นตในเวลา 28 วัน ซึ่งทั้ง 2 พันธุเปนพันธุที่น ํามาจากสหรัฐอเมริกา  สวนพันธุไทยพบวา
สายพันธุ KUSL20004 ใหเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดเพียง 48.8 เปอรเซ็นตและใช
เวลาชักนํ าถึง 36 วัน  พันธุที่ใหโซมาติกเอ็มบริโอนอยที่สุดคือพันธุ สจ 2 ซึ่งเกิดเพียง 1.6 เปอรเซ็นต
และใชเวลาในการชักนํ านานถึง 41 วัน

2. การคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 พันธุเพื่อใหทนเค็ม  พบวาเมื่อมีเกลือ NaCl  
0.5-1.0 เปอรเซ็นต  พันธุ Prolina เจริญเติบโตดีที่สุด อาหารที่มีเกลือ 1.5 เปอรเซ็นตพันธุ KUSL
20004  เจริญเติบโตไดดีที่สุดและเมื่อมีเกลือ 2.0 เปอรเซ็นตพันธุ Jack  เจริญเติบโตไดดีท่ีสุด

3. การชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอซ่ึงผานการคัดเลือกทนเค็มแลวใหเปนตน  พบวา  ที่ความเขม
ขนต่ํ า 0.5 เปอรเซ็นต  สามารถชักน ําตนถั่วเหลืองพันธุ  KUSL 20004 ได 1 ตนจาก 11 ชิ้นสวน  ซึ่ง
ชิ้นสวนที่เหลือมีการพัฒนาเฉพาะสวนรากไมมีการพัฒนาเปนยอด สวนพันธุอ่ืน ๆ ที่โซมาติก
เอ็มบริโอสามารถทนเค็มไดถึงระดับ 2.0 เปอรเซ็นตแตไมสามารถชักนํ าใหเกดิเปนตนได  สวนพันธุ 
สจ 5 และ เชียงใหม 60 ไมสามารถทนเค็มได

4. ตนถั่วเหลืองพันธุ KUSL 20004 ที่ไดจากการคัดเลือกทนเค็มที่ระดับ 0.5 เปอรเซ็นตมี
ลักษณะตนผิดปกติ  ระบบรากไมคอยพัฒนา  เมื่อยายปลูกลงดินและเพาะเลี้ยงอนุบาลในตูเพาะเลี้ยง
จนใบจริงใบที ่  2 เร่ิมคล่ี  ตนถั่วมีอาการเหี่ยวเฉาจากยอดลงมาและตายในที่สุด นับเวลาจากยายปลูก
ลงดินจนเห่ียวตายรวมประมาณ 20 วัน  จึงไมสามารถสรุปไดวาตนที่ไดนี้มีความทนเค็ม  เพราะจะ
ตองทดสอบตออีก   



ภาคผนวก



รูปท่ี  1.1  แสดงใบเล้ียงออนถ่ัวเหลืองหลังจ
ได  1  สัปดาห

รูปท่ี  1.2 – 1.4  แสดงลักษณะการเกิดโซมาต
พันธุ AGS 292   Prolina และ Ja
1.1
ากวางเล้ียงบนอาหารชักนํ าโซมาติกเอ็มบ

ิกเอ็มบริโอโดยตรงจากแผนใบ  ของถัว่เห
ck  ตามลํ าดับ
1.2
1.3
 1.4
ริโอ

ลือง



รูปท่ี  1.5  แสดงลักษณะการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพัน
รูปท่ี  1.6  แสดงระยะ heart  shape (รูปหัวใจ) ของถ่ัวเหลืองพันธุ J
1.5
1.6
ธุ Jack
ack



รูปท่ี 1.7  แสดงการเกิดโซมาติกเอ็มบ
รูปท่ี 1.8  แสดงการเกิดโซมาติกเอ็มบ

โซมาติกนอยท่ีสุด
รูปท่ี 1.9   แสดงการเกิดโซมาติกเอ็ม

เอ็มบริโอจะเกิดท้ังบนแคล
1.7
ริโอจากแผนใบโดยตรงของพันธุ Proli
ริโอของพันธุ  สจ 2 ซ่ึงเปนพันธุท่ีเกิด

บริโอของพันธุ KUSL 20004   โซมาติก
ลัสและบนแผนใบ
1.8
1.9
na



รูปท่ี 2.1  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอขณะคดัเลือกทนเค็มเม่ือคัดเลือ
รูปท่ี 2.2  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพันธุ  สจ 5 เม่ือค

1 สัปดาห  โซมาติกเอ็มบริโอมีสีเหลืองมากและพบบา
สีนํ้ าตาล

รูปท่ี 2.3  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพันธุ Prolina เม
ได 1 สัปดาห  พบวาท่ีความเขมขน 0.50 เปอรเซ็นตม
กวาพันธุอ่ืน
2.2
2.3
2.0
กได  3  วัน
ัดเลือกทนเค็มได
งสวนเร่ิมตายเปน

ือ่คัดเลือกทนเค็ม
กีารเจริญเติบโตดี



รูปท่ี 2.4  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพันธุ KUSL 20004
ท่ีไมมีเกลือ  หลังจากคัดเลือกทนเค็มได 2 สัปดาห

รูปท่ี 2.5ก  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพันธุ KUSL 2000
อาหารคัดเลือกท่ีมีเกลือ 0.50 เปอรเซ็นต  หลังจากคัดเลือกทนเค
สัปดาห
2.4
2.5ก
ในอาหาร

4ใน
็มได 2



รูปท่ี 2.5ข และ 2.6  แสดงลักษณะการถกูทํ าลายของเนื้อเยื่อโดยเก
อยูในอาหาร  จะสังเกตพบวาชิ้นเนื้อเยื่อสวนที่ตายจะเป
ซีด  แตในชิ้นเดียวกันบางสวนอาจรอดชีวิตคือยังมีสีเข
พัฒนาตอไปเปนกลุมเซลลท่ีทนเค็มได

ข

2.5
ลือ NaCl ท่ีผสม
ลี่ยนเปนสีขาว
ียวอยู  ซ่ึงอาจ
2.5
2.6



รูปท่ี 2.7  แสดงลักษณะการถกูทํ าลายของเน้ือเย่ือถ่ัวเหลืองโ
ซ่ึงจะสังเกตพบไดอยางชัดเจนเม่ือเปอรเซ็นตเกล

รูปท่ี 2.8  แสดงภาพขยายรอยท่ีเกิดจากการถกูทํ าลายโดยเก
2.7
2.8
ดยเกลือ NaCl
อืสูงข้ึน
ลือ NaCl



รูปท่ี 2.9   แสดงลักษณะช้ินเน้ือ
ขน 2.00 เปอรเซ็นต

รูปท่ี 2.10  แสดงลักษณะช้ินเน้ือ
ชักนํ าใหเกิดเปนตน

รูปท่ี 2.11  แสดงช้ินเน้ือเย่ือท่ีรอ
ชักนํ าใหเปนตนได
2.9
เย่ือท่ีถูกทํ าลายโดยเกลือ NaCl ในคว

เย่ือท่ีรอดจากการคัดเลือกทนเค็มแลว

ดจากการคัดเลือกทนเค็ม  แตไมสาม
2.10
2.11
ามเขม

นํ ามา

ารถ



รูปท่ี 2.12  แสดงก
ชักนํ า

รูปท่ี 2.13 และ2.1
และส
2.12
ารพัฒนาของโซมาตกิเอ็มบริโอหลังจากชักนํ าบนอาห
ตน
4  แสดงใหเห็นถึงสวนที่จะพัฒนาไปเปนยอดทางดาน
วนที่จะไปเปนรากทางดานลาง
2.13
2.14
า

บน



รูปท่ี 2.15  2.16 และ 2.17   แสดงตนถ่ัวเหลืองพันธุ KUSL 20004
สามารถชักนํ าเปนตนไดจากการคัดเลือกทนเค็มที่ระดับ
เปอรเซ็นต  ซึ่งชิ้นสวนอื่นๆมีการพัฒนาเปนเฉพาะราก
2.15
7
2.16
 2.1
 ท่ี
 0.50



รูปท่ี 2.18 และ 2.19  แสดงตนถ่ัวเหลืองพันธุ KUSL 20004 ท
จากความเขมขน 0.50 เปอรเซ็นต  แตพบวามีลักษ
ผิดปกติ

9

2.18
2.1
ีค่ดัเลือกได
ณะตนอวบน้ํ า



รูปท่ี 3  แสดงนํ ้าหนักสดเฉล่ียโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 สายพันธุ
ขณะคัดเลือกทนเค็มท่ีความเค็มเกลือNaCl  5 ระดับ

หมายเหตุ   ขอมูลจากตารางที ่ 5

ความเขมขน NaCl ระดบัตางๆ

"#""$ "#%"$ &#""$ &#%"$ '#""$

นํ้าห
นกั
สด
เฉลี่
ยโซ
มาต
กิเอ็
มบ
ริโอ

 (ก
รัม

)

"

&"

'"

("

)"

%"
Prolina 
KUSL 20004
Jack 
SJ5 
CM60 



ตารางผนวกที ่1  แสดงสูตรการเตรียม  stock อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วเหลือง
1.! Macronutrient  (ปริมาณเปนกรัมตอลิตร)

MS I B5II
NH4NO3 16.50 6.00
KNO3 19.00 19.00
CaCl2 . 2H2O 4.40 6.00
MgSO4.7H2O 3.70 3.00
KH2PO4 1.70 1.70
KCI - 3.00

2.! Micronutrient (ปริมาณเปนกรัมตอลิตร) ใหปรับปริมาตรใน volumetric  flask

MS I B5II
H3BO3 0.6200 0.3000
MnSO4.H2O 1.6900 1.0000
ZnSO4 .7H2O 0.8600 0.2000
KI 0.0830 0.0750
Na2MoO4 .2H2O 0.0250 0.0250
CuSO4 .5H2O 0.0025 0.0025
CoCl2 .6H2O 0.0025 0.0025



ตารางผนวกท่ี 1  (ตอ)   แสดงสูตรการเตรียม  stock อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วเหลือง

3. Vitamin  stock  (ปริมาณเปนกรัมตอลิตร) ใหปรับปริมาตรใน volumetric  flask

MS I SBIII
Glycine 0.2000 -
Thiamine. HCl 0.0100 1.0000
Nicotinic acid 0.0500 0.1000
Pyridoxine.HCl 0.0500 0.1000
Myo-inositol 10.0000 10.0000

ตารางผนวกท่ี 2  แสดงสูตรอาหารสํ าหรับเพาะเลี้ยงถั่วเหลืองที่เกิดจาก embryogenesis
และ organogenesis (ปริมาณเปนกรัมหรือมิลลิลิตรตอลิตร)

MX20 FG FRCG FRSG
Sucrose 30 60 - 30
Maltose - - 60 -
Glutamine - 2.192 - -
MSI 100 100 100 100
MSII 10 10 10 10
SBIII 10 10 10 10
NaFeEDTA 1 1 1 1
2,4-D 200 ml.1/ 50ml. 1/ - -
Agar 22/ - 22/ 22/

pH 7 5.7 5.7 5.7

หมายเหตุ   1/    ใช  2,4-D  stock เขมขน 0.1 mg /ml จํ านวน 200 ml ตออาหาร 1 ลิตร
     2/     ใช Gelrite  2  กรัมตออาหาร 1 ลิตร 
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