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ทํ าการเพาะเล้ียงใบออนถ่ัวเหลือง 12 พันธุ  บนอาหารสูตร MS ที่ม ี2,4-D อัตรา 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร  วิตามิน B5 ของ Gamborg เพื่อศึกษาความสามารถในการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ  พบวาถั่ว
เหลือง 5 พันธุที่ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอสูงเรียงตามล ําดับคือ Jack,  Prolina,  KUSL 20004,  สจ 
5,  และเชียงใหม 60  มีอัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเปน 87.1, 85.7, 48.8, 28.0 และ21.4  
เปอรเซ็นต ใชเวลาในการชักน ํา 28, 28, 36, 36 และ36 วันตามล ําดับ  นํ าโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัว
เหลืองทั้ง 5 พันธุ  เลี้ยงคัดเลือกในอาหารเหลวที่มีเกลือ NaCl  5 ระดับความเขมขนคือ 0, 0.5, 1.0,  1.5 
และ 2.0 เปอรเซ็นต  พบวา  เม่ือมีเกลือ NaCl  0.5 ถึง 1.0 เปอรเซ็นต  พันธุ Prolina เจริญเติบโตไดดีท่ี
สุด  อาหารที่มีเกลือ 1.5 เปอรเซ็นต  พันธุ KUSL 20004 เจริญเติบโตไดดีที่สุด  และเมื่อมีเกลือ 2.0 
เปอรเซ็นต  พันธุ Jack เจริญเติบโตไดดีที่สุด  จากน้ันนํ าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีผานการคัดเลือกทนเค็ม
แลวมาชักนํ าใหเกิดตน  ไดตนจํ านวน 1 ตนจากเน้ือเย่ือโซมาติกเอ็มบริโอพันธุ KUSL 20004 จากการ
คัดเลือกบนอาหารที่มีเกลือ 0.5 เปอรเซ็นตแตพบวามีลักษณะผิดปกติและระบบรากไมคอยพัฒนา  
สวนโซมาติกเอ็มบริโออีก 11 ชิ้นมีการพัฒนาเฉพาะระบบราก  พันธุอ่ืนท่ีโซมาติกเอ็มบริโอสามารถ
ทนเค็มไดถึง 2.0 เปอรเซ็นตแตไมสามารถชักนํ าใหเกดิเปนตนได  สวนพันธุ สจ 5 และเชียงใหม 60 
ไมสามารถทนเค็มไดเลยในทุกระดับ  อยางไรก็ตามการทดลองน้ีมีแนวโนมวาจะไดตนถ่ัวเหลืองทน
เค็มแตไมสามารถยืนยันผลไดเนื่องจากตนที่ไดตายไปกอน
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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)   เปนพืชเศรษฐกิจที่ส ําคัญชนิดหน่ึง  เน่ืองจากใหน้ํ า
มันและโปรตีนในปริมาณสูง ใชเปนวัตถุดิบส ําคัญส ําหรับอุตสาหกรรมตาง ๆ หลายชนิด  เชน อุต-
สาหกรรมน้ํ ามันพืช  อุตสาหกรรมอาหารสตัว  และอุตสาหกรรมแปรรูปจากถัว่เหลืองมากมาย เชน 
น้ํ านมถ่ัวเหลือง ซีอ๊ิว เตาหู เตาเจ้ียว และซอสปรุงรส   เปนตน   ถึงแมวาปจจุบันจะมีการใชเทคโนโลยี
ในการผลิตที่ทันสมัย  ท ําใหผลผลิตเฉลี่ยโดยรวมเพิ่มขึ้นถึง 224 กิโลกรัมตอไร  แตก็ยังไมเพียงพอตอ
ความตองการในประเทศ  จากตัวเลขสถิติการนํ าเขาป 2540 – 2541 ส ํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ พบวา ประเทศไทยน ําเขาถั่วเหลืองมีมูลคาถึง 16,049 ลานบาท (กรมวิชา
การเกษตร, 2543)  ถั่วเหลืองจึงเปนพืชที่รัฐบาลใหความส ําคัญมาก  แหลงผลิตถั่วเหลืองที่ส ําคัญของ
ประเทศอยูในภาคเหนือตอนลางเปนสวนใหญและภาคตะวันออกเฉียงเหนือบางพ้ืนท่ี

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปนภาคท่ีครอบคลุมพ้ืนท่ี 17 จังหวัดของประเทศ มีเนื้อที่รวมกัน
ประมาณ 106 ลานไรหรือหนึ่งในสามของพื้นที่ทั้งประเทศ (321 ลานไร ) ปจจุบันภาคตะวันออกเฉียง
เหนือมีพื้นที่ดินเค็ม 17.8 ลานไรและพื้นที่มีศักยภาพในการแพรกระจายเกลืออีก 19.4 ลานไร รวมพ้ืน
ที่มีปญหาดินเค็มถึง 37.2 ลานไรหรือประมาณ 30 เปอรเซ็นตของพ้ืนท่ีท้ังหมดของภาค ซึ่งมีผล
กระทบโดยตรงตอสภาพเศรษฐกิจและสังคม ดินเค็มระดับเค็มนอย 12.6 ลานไรแมจะไมสามารถ
สังเกตเห็นคราบเกลือบนผิวดิน  แตก็ท ําใหการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชลดลง  พ้ืนท่ีดินเค็ม
ปานกลาง 3.7 ลานไรสามารถสังเกตเห็นคราบเกลือขึ้นประปรายบนผิวดิน  ท ําใหผลผลิตพืชลดลงกวา
คร่ึงหน่ึง ไมคุมการลงทุนของเกษตรกร  ดินเค็มจัด 1.5 ลานไรไมสามารถนํ าไปใชประโยชนในทาง
การเกษตรได  ประชากรจะอพยพไปท ํามาหากินในพื้นที่อื่น  สวนพื้นที่มีศักยภาพในการแพรกระจาย
เกลือ 19.4 ลานไร พบบริเวณเนินผิวดินซ่ึงไมมีปญหาดินเค็ม แตมีแหลงเกลืออยูไมลึกจากชั้นดินบน 
พรอมจะกลายเปนดินเค็มไดทุกเมื่อ ถาหากการจัดการพื้นที่ทํ าไมถูกวิธี (สมศรี อรุณินท, 2532)  
อุปสรรคของการปลูกถั่วเหลืองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่สํ าคัญประการหน่ึงคือ การปลูกถั่ว
เหลืองในสภาพดินเค็มสงผลใหถั่วเหลืองมีการเจริญเติบโตชา เกิดอาการเห่ียวแหง  บนใบ ลํ าตนเห่ียว
เฉา ผลผลิตลดตํ ่าลงหรือเก็บเกี่ยวผลผลิตไมไดเลย ทั้งนี้เพราะในสภาพพื้นที่ดินเค็ม จะมีทั้งความเปน
กรดและเปนดางสูง ซึ่งมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณธาตุอาหารในดิน มีรายงานวาถั่วเหลืองที่
ปลกูในดินเค็มชุดท่ีเปนดาง (calcareous soil) แสดงอาการขาดธาตุเหล็ก (Chen and Barak, 1982 อาง
โดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) ถั่วเหลืองจะมีอาการตอบสนองตอดินเค็มไมเทากนั และคุณสมบัติดัง
กลาวเปนลักษณะประจํ าของแตละพันธุ  การปรับปรุงดินเพื่อลดความเค็มลงปฏิบัติไดยากและตองใช



เงินทุนสูง เพราะดินชั้นลางของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีวัตถุตนก ําเนิดเกลืออยูในปริมาณมาก ดัง
นั้นการปรับปรุงพันธุพืชใหมีความสามารถทนทานตอสภาพดินเค็มจึงเปนวิธีการแกปญหาที่ยั่งยืน ซึ่ง
จะชวยใหเกษตรกรสามารถนํ าถั่วเหลืองทนเค็มไปปลูกในบริเวณที่เปนดินเค็มได

จุดประสงคของการวิจัยเร่ืองน้ี คือการนํ าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมาใชในการคัดเลือก
เพื่อสรางสายพันธุถั่วเหลืองที่สามารถเจริญเติบโตและใหผลผลิตไดในดินที่เปนดินเค็ม

วัตถุประสงค
1.! เพื่อคัดเลือกพันธุถั่วเหลืองที่มีศักยภาพสูงในการใหโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากใน
ระยะเวลาสั้น เพ่ือนํ าไปใชเปนวัตถุดิบในการคัดเลือกสายพันธุถั่วเหลืองทนเค็ม หรือเพ่ือ
การทดลองอ่ืน ๆ ตอไป

2.! เพื่อคัดเลือกสายพันธุถั่วเหลืองที่สามารถทนเค็มได  ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ



     บทที ่2
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

1.  ความหมายของดินเค็ม
ดินเค็ม  หมายถึง ดินที่มีเกลือซึ่งละลายนํ ้าไดดีอยูหลายชนิด เชน  แคลเซียม  โซเดียมคลอ-

ไรด  ซัลเฟตและไบคารบอเนต  เปนตน ในปริมาณมากจนเปนอันตรายตอพืชปลูก โดยใชมาตรฐาน
วามีเกลือมากพอที่จะท ําใหผลผลิตลดลง 50 เปอรเซ็นต (อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  และ
กํ าหนดปริมาณประจุบวกของเกลือโซเดียม (exchangeable  Na) ท่ีเกาะรอบเม็ดดินเปนหลัก  คือถา
มากกวา  15  เปอรเซ็นต  เปนดินเค็ม (saline soil)  เมื่อเทียบกับ cation  exchange  capacity  (CEC)  
จะพบวาดินพวกนี้ม ี  pH  คอนขางสูง  คือประมาณ 7.1 - 8.5  (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2527 อางโดย ชาญ
วิทย มวงมิตร, 2537)  วิธีการตรวจสอบความเค็มของดินที่เร็วที่สุดคือ  การวัดคาการนํ าไฟฟา 
(electrical conductivity, EC) ของสารละลายที่สกัดจากดินที่อิ่มตัวในนํ ้า  (saturation  extract) ถามีคา
สูงกวา 2  มิลลโิมหตอเซ็นติเมตร (ยงยุทธ โอสถสภา, 2524)  หรือมีคาการนํ าไฟฟามากกวา 4  มิลล-ิ
โมหตอเซ็นติเมตร (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2527 อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส  จัดวาเปนดินเค็ม

2.  การเกิดดินเค็ม
สาเหตุของการเกิดดินเค็มเกิดจาก 2 สาเหตุใหญ  คือ
1. ธรรมชาติ ไดแก หินหรือแรสลายตัวผุพงั และเปลี่ยนคุณสมบัติไปโดยกระบวนการทาง

เคมีและกายภาพ  ทํ าใหมีเกลือข้ึนมาดวย  หรือบางพ้ืนท่ีเปนท่ีต่ํ า  เปนเหตุใหน้ํ าไหลไปรวมกัน  น้ํ า
แหลงนี้สวนมากจะมีเกลือละลายอยูดวย  เม่ือน้ํ าระเหยไปก็จะมีเกลือสะสมอยู

2. มนุษย  ไดแก  การท ํานาเกลือ   การสรางอางเก็บนํ ้าบนดินเค็ม หรือมีน้ํ าใตดินเค็ม จะท ําให
อางเก็บน้ํ าและพ้ืนท่ีรอบ ๆ อางกลายเปนดินเค็ม  เน่ืองจากยกระดับของน้ํ าใตดินที่เค็มขึ้นมาใกลเคียง
กับระดับนํ ้าในอาง หรือใกลผิวดิน  การตัดไมท ําลายปา  และการใชนํ้ าชลประทานซึ่งนํ ้าชลประทาน
จากแหลงตางๆ ยอมมีเกลือละลายอยูเปนจํ านวนมากนอยตางกัน (อรุณ ีวงศปยะสถิตย, 2534 อางโดย
ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  การจัดการพ้ืนท่ีดินเค็มมีหลายมาตรการคือ

2.1 การปองกันไมใหเกิดดินเค็มแพรกระจายมากขึ้น ซึ่งอาจจะรวมทั้งวิธีการทางชีว-
วิทยาโดยการปลูกพืชเพื่อใชลดระดับความเค็มของนํ้ าใตดิน

2.2 การปรับพื้นที่เพื่อลดระดับความเค็มลงจนปลูกพืชได วิธีการนี้ตองลงทุนสูง  รัฐ
บาลตองชวยสนับสนุนเร่ืองเงินทุน  แตมาตรการหน่ึงท่ีนํ ามาใชเพื่อท ําใหพ้ืนท่ีดินเค็มเกิดประโยชน



สูงสุดคือ  การปลูกพืชทนเค็ม (สมศร ีอรุณินท, 2531 อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  ซึ่งเปนวิธี
การที่ไมตองจัดการมาก  ลงทุนนอย  เกษตรกรสามารถนํ าไปปฏิบัติได

3.  ความสามารถในการทนเค็มของพืช
ความเค็มมีผลกระทบตอกระบวนการเมตาโบลิซึมของพืชในหลายๆลักษณะ และยังมีผลให

พืชมีการเปลี่ยนแปลงทั้งทางกายวิภาคและลักษณะทางสัญฐานวิทยา อยางไรก็ตามพืชชนิดตางๆมี
ความสามารถในการทนเค็มแตกตางกนัไป  แมแตพืชชนิดเดียวกันแตตางพันธุกันรวมถึงในพันธุเดียว
กันก็มีความทนเค็มแตกตางกันไปตามระยะการเจริญเติบโต  จากความสามารถทนเค็มของพืชจึงอาจ
แบงพืชเปน 2 กลุม  (Flowers  และคณะ, 1997  อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  ดังน้ี

1. พืชทนเค็ม  (halophyte)   หมายถึง  พืชท่ีสามารถเจริญเติบโตไดดีในท่ีท่ีมีเกลือในปริมาณ
สูง พืชเหลาน้ีสามารถปรับตัวไดอยางรวดเร็วตลอดชวงการเจริญเติบโต

2. พืชไมทนเค็ม  (glycophyte  หรือ  non - halophyte)  หมายถึง  พืชท่ีเจริญเติบโตไดดีใน
แหลงที่อยูที่ไมมีเกลือ (non saline habitat)   แตสามารถปรับตัวไดบางในบางสภาพดินเค็ม

การที่พืชดํ ารงชีวิตอยูจนครบวงจรในสภาพความเค็มไดน้ัน (สมศร ีอรุณินท, 2531; สมศร ีอรุ
ณินท, 2534 อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) เชื่อวาพืชมีกลไกในการบรรเทาความเปนพิษของเกลือ
ในลักษณะตางๆ  เชน กลไกการหลีกเลี่ยง (avoidance mechanism)  โดยหลีกเลี่ยงการสะสมเกลือใน
ไซโตพลาสซึมจนถึงระดับที่เปนพิษ  พืชจะมีตอมเกลือ  (salt  gland)  หรือ  vesiculated  hair  เปน
แหลงสะสมเกลือ หรือโดยการที่พืชเคลื่อนยายเกลือไปสะสมในแวคคิวโอล (Mozafar และ  Gooding, 
1970; Thompson, 1975  อางโดย  ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) กลไกการทนทาน (tolerance mechanism)  
ซึ่งเปนไปไดวาพืชที่ทนเค็มสามารถปองกัน หรือสรางระบบเอนไซมตาง ๆ ที่มีความสามารถในการ
ทนตอความเขมขนของเกลือสูง โดยการที่เอนไซมบางชนิดยังคงมีกิจกรรมไดเปนปกต ิ แมจะไดรับ
อิทธิพลจากความเค็ม  (Greenway  และ Osmond, 1972; Flowers, 1972; Hall  และ Flowers, 1973;  
Ahand  และคณะ,  1979  อางโดย ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  การดูดซึมและการเคลื่อนยาย 
(absorption  and  translocation)  โดยดูดเกลือเขามาสะสมในบริเวณราก หรือลํ าตนเพ่ือปองกันไมให
เกลือไปสะสมท่ีใบหรือยอด  (Nassery  และ  Baker, 1794  อางโดย  ชาญวิทย มงมิตร, 2537)

กลไกการอวบนํ ้า  (succulence)   โดยการเพ่ิมปริมาณน้ํ าภายในเซลล ท ําใหความเขมขนของ
เกลือภายในเซลลลดลง  (Jennings, 1968;  Greenway  และ Osmond, 1972  อางโดย  ชาญวิทย มวง
มิตร, 2537) เพิ่มประสิทธิภาพการใชนํ้ าโดยการที่พืชลดความตานทานของเซลลชั้น mesophyll ตอ 
คารบอนไดออกไซดหรือเพิ่มความตานทานของปากใบ  อยางไรก็ตามในพืชทนเค็มบางชนิด  เชน   
Atriplex  halimus  ไมปรากฏวามีการเพิ่มประสิทธิภาพการใชนํ ้าในตัวเอง  (Gale  และ  Poljakoff - 
Mayber, 1970 อางโดย  ชาญวิทย มวงมิตร, 2537)  พบวามีการเปลี่ยนแปลงเซลลชนิดตาง ๆ ภายใน
พืช  เพื่อปรับตัวใหเหมาะสมกับแหลงที่อยูที่มีเกลือ  (ชาญวิทย มวงมิตร, 2537) โดยรากพืชสามารถ



ดูดเฉพาะสวนท่ีเปนน้ํ า ไปใชไดโดยไมดูด (exclude) สวนที่เปนเกลือ  หรือสรางสารเคลือบใบ  โดย
สรางใบใหหนาข้ึนเพ่ือเก็บน้ํ าไว (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2527 อางโดยชาญวิทย มงมิตร, 2537)
4.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วเหลืองเพื่อชักน ําใหเกิดตน

การพัฒนาของเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อเกิดเปนตนพืช  มี 2 กระบวนการ  คือ
1. ออรแกนโนเจเนซิส (organogenesis) การพัฒนาเพื่อเกิดเปนตนพืชที่สมบูรณ  มีการพัฒนา

ของตนและรากที่เปนอิสระจากกัน  โดยเม่ือเล้ียงในอาหารชักนํ าใหเกิดยอดแลว  ตองนํ ายอดมาเลี้ยง
ในอาหารเพื่อชักน ําใหเกิดรากอีกดวย  จึงจะไดตนที่สมบูรณ

2. เอ็มบริโอเจเนซิส (embryogenesis)  มีการพัฒนาคลายกับการพัฒนาของเอ็มบริโอที่เกิด
จากการผสมระหวางแกมมีทในขบวนการปฏิสนธ ิ (zygotic embryo) แตการเกิดเอ็มบริโอน้ีเกิดมาจาก
การพัฒนาของเซลลรางกาย โดยสวนที่เปนตนและรากมีการพัฒนาพรอมกัน เกิดเปนตนพืชท่ีสมบูรณ  
เรียกเอ็มบริโอที่เกิดจากเซลลรางกายนี้วา somatic embryo หรือเอ็มบริออยด (embryoids)

Bawale และคณะ (1986) ชักน ําแคลลัสของถั่วเหลืองพันธุ Williams 82 ท่ีไดจากเอ็มบริโอท่ี
ยังเจริญไมเต็มท่ีใหเกิดตน  พบวาสามารถท ําใหเกดิผานกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส  หรือออรแกน
โนเจเนซิสได  ข้ึนอยูกับองคประกอบของอาหาร  ถาอาหารมีสาร NAA จะเกดิกระบวนการเอ็มบริโอ
เจเนซิส  และถาเติม thiamine HCl หรือ nicotinic acid จะชวยใหเกิดเอ็มบริออยดเพ่ิมข้ึน  สวน
กระบวนการออรแกนโนเจเนซิสเกิดข้ึนเม่ือเติม BAP กับ NAA  และเพิ่มความเขมขนของธาตุอาหาร
รองเปน 4 เทา  Christianson และคณะ (1983) เลี้ยง embryonic axis ของถั่วเหลืองพันธุ Michell ที่ยัง
เจริญไมเต็มที ่ในอาหารสูตร MS และม ี2,4-D เปนสารชักน ําใหเกิดการแบงเซลล ไดกลาวถึงลักษณะ
ของเซลลที่มีประสิทธิภาพวา เซลลนั้นตองเปนพวก friable และมีลักษณะคลายเอ็มบริโอ  นอกจากน้ี
ถาใช  ammonium nitrate 20 mM เปนแหลงไนโตรเจนจะทํ าใหเอ็มบริออยดพัฒนาเปนตนท่ีสมบูรณ
ลักษณะน้ีเปนกระบวนการ embryogenesis ที่พัฒนาผานแคลลัส หรือ indirect embryogenesis  
Lippmann และ Lippmann (1984) เลี้ยงเนื้อเยื่อใบเลี้ยงถั่วเหลืองที่ยังเจริญไมเต็มที่ในอาหารที่มีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก 2,4-D,  MCPA,   2,4,5–T,   NAA,  IAA และ IBA  พบวา
การเกิดแคลลัสมีความสัมพันธกับชนิดและความเขมขนของออกซินในอาหาร  โดยที ่ 2,4-D และ
MCPA ชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยด  สวน 2,4,5-T,  NAA และ IBA ชักน ําใหเกิดเฉพาะแคลลัสเทานั้น  
เมื่อเติมสารไซโตไคนินรวมกับ 2,4-D  หรือเพิ่มความเขมขนของน้ํ าตาลจะเกิดการยับยั้งการสราง
เน้ือเย่ือเจริญและเอ็มบริออยด

Li และคณะ (1985) นํ าฝกถั่วเหลืองพันธุ TGM 119 แชในไนโตรเจนเหลวนาน 20 นาท ี แลว
ตัดเอาเอ็มบริโอที่ยังเจริญไมเต็มที่เลี้ยงในอาหารเหลว  จากน้ันนํ าเซลลเด่ียวที่ไดไปเลี้ยงโดยวิธ ี 
hanging  drop  technique เปนเวลา 1 เดือน  เซลลที่เลี้ยงนี้จะอยูในสภาพ  proembryoid   ซึ่งเมื่อยายลง
ในอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ที่เติมสารออกซิน 2,4-D,  NAA,  IAA และสารไซโตไคนิน BA   จะสังเกต
เห็นเซลลรูปราง globular และรูปหัวใจในอาหารท่ีเติม BA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตรและ IAA 0.1



มิลลิกรัมตอลิตร  เอ็มบริออยดท่ีไดสามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนไดในอาหารเหลวโดยเล้ียงในสภาพ
ความเขมแสงตํ ่าในเวลา  6  เดือน

Lazzeri และคณะ (1985) ไดศึกษาและเสนอขั้นตอนการชักนํ าใหเกิดตนจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อใบเลี้ยงออนของถั่วเหลือง ในอาหาร MS ที่มีวิตามินตามสูตร B5 น้ํ าตาล 3 เปอรเซ็นตและวุน 
0.65 เปอรเซ็นต  pH 5.9  เติม 2,4-D  5  มิลลิกรัมตอลิตรหรือ NAA 10 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวา
สัปดาหแรกจะเกิดรอยบวมของเน้ือเย่ือเจริญบนผิวของใบเล้ียง และพัฒนาเปนเอ็มบริออยดใน 2 ถึง 3 
สัปดาห  แลวยายเอ็มบริออยดลงในอาหารสูตรเดิมท่ีเติม NAA 0.15 มิลลิกรัมตอลิตร  และเติม BAP  
kinetin และ zeatin อยางละ 0.33 มิลลิกรัมตอลิตร  นาน 3 ถึง 4 สัปดาหจะสังเกตเห็นยอดของตนออน  
จึงยายลงในอาหารครึ่งสูตร MS ท่ีเติม IBA 0.005 มิลลิกรัมตอลิตร   จะไดตนออนท่ีสมบูรณ  Ghazi 
และคณะ (1986) ศึกษาการเกิดเอ็มบริออยดและการชักน ําใหเกิดตนจาก embryogenic callus สามารถ
แบง embryogenic  callus ไดเปน 2 ชนิดคือ  smooth  shiny และ rough  โดยพบวา แคลลัสชนิด 
smooth  shiny เทานั้น  ที่สามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนท่ีสมบูรณได   

Lazzeri และคณะ (1987) ศึกษาผลของธาตุอาหาร  คุณสมบัติทางฟสิกสและเคมีที่มีผลตอการ
เกดิ somatic  embryogenesis ของถั่วเหลือง  จากการนํ าเอ็มบริโอออนหรือใบเล้ียงออนท่ีแยกเอาสวน
ของเอ็มบริโอออกไปแลว  เล้ียงในอาหารสูตรดัดแปลง MS เติมวิตามินสูตร B5 และ NAA  50 µM  
สามารถชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดได  และพบวาประสิทธิภาพของการเกิดเอ็มบริออยดเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของน้ํ าตาลลดลงจาก  12 เปอรเซ็นตเปน 1.5 เปอรเซ็นต   การใชนํ ้าตาลกลูโคสและ
ซูโครสเปนแหลงคารบอนใหผลใกลเคียงกัน  และ pH ในชวง 5.0 ถึง 7.0 ใหผลคลายคลึงกัน  แต
อัตราการเกิดเอ็มบริโอท่ีปกติจะสูงเม่ืออยูในชวง pH ต่ํ า  สวนฮอรโมนในอาหารมีอิทธพิลเพียงเลก็
นอยตอการเกดิเอ็มบริออยด  ในการทดสอบสูตรอาหารตาง ๆ ท่ีจํ าเปนในการเกิดเอ็มบริโอประกอบ
ดวยอาหาร MS    สารสกัดจากยีสต  และวุน Difco-bacto พบวาการเจริญของตนดีมาก      

Parrot และคณะ (1988) ท ําการทดลองชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดพบวาใชเวลาสั้นที่สุดเพียง 3 
วัน  และการเกิดเอ็มบริออยดจะไมเพิ่มขึ้นเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี NAA นานกวา 1 สัปดาห  สวนการ
งอกของเอ็มบริออยดมีความสัมพนัธกับออกซิน  กลาวคือ  ถาไดรับออกซินมากเกินไป  ความงอกจะ
ลดลง  ซี่งอาหารสูตรพื้นฐานที่ใชในปจจุบัน  คือสูตร MS ประกอบดวยเกลืออนินทรียตามสตูร MS
วิตามินตามสูตร B5 น้ํ าตาล 1.5 เปอรเซ็นต  และวุน gelrite  0.2 เปอรเซ็นต     ปรับอาหารใหได pH 
5.8 เติมฮอรโมนตามข้ันตอน   Finer (1988) เพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลืองบนอาหารที่ประกอบ
ดวยเกลืออนินทรียจากสูตร MS วิตามินจากสูตร B5 น้ํ าตาล 6 เปอรเซ็นต 2,4-D  40 มิลลิกรัมตอลิตร  
และวุน 0.8 เปอรเซ็นต   หลังจากการเพาะเลี้ยงประมาณ 4 สัปดาห  เร่ิมเห็นเอ็มบริออยดและจากการ
สองดูดวยกลองจุลทรรศน  พบวาเอ็มบริออยดที่เกิดมีจุดกํ าเนิดจากสวนผิวดานบน  และผิวดานลางที่
สัมผัสกับอาหาร

สิรนุช ลามศรีจันทร และวราภรณ โรจนศิริวงศ (2532)   นํ าใบเลี้ยงออนของถั่วเหลืองพันธุ
ดอยคํ าและพันธุเชียงใหม 60    มาเลี้ยงในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเขมขน 5 และ 10 



มิลลิกรัมตอลิตร   พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดไดภายใน 3 ถึง 4 สัปดาห   เม่ือนํ าเอ็มบริ-
ออยดมาเลี้ยงตอในสูตร MS เติมน้ํ าตาล 1 เปอรเซ็นตเปนเวลา 2 สัปดาห    เอ็มบริออยดมีขนาดใหญ
ขึ้น  แลวยายเลี้ยงตอในอาหารสูตร MS เติมน้ํ าตาล 10 เปอรเซ็นต  และถาน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 
สัปดาหเพื่อชวยในการสุกแกของเอ็มบริออยด  จากนั้นยายลงเลี้ยงตอในอาหารสูตร SH เพื่อใหเอ็มบริ
ออยดไดพัฒนาเปนตนพืชที่สมบูรณ   ซึ่งสามารถพัฒนาเปนตนไดเฉพาะพันธุดอยค ําเทาน้ัน

5.  ผลของ genotype ท่ีมีตอการชักนํ าใหเกิดตนถั่วเหลือง
Ranch และคณะ (1985) ท ําการทดสอบความแตกตางของ genotype ท่ีมีผลตอการเกิดเอ็มบริ-

ออยด  โดยการเพาะเลี้ยงใบออนของถั่วเหลือง 14 สายพันธุ   พบวาขนาดของใบเลี้ยงยาว 0.5 ถึง 4.0 
มิลลิเมตรสามารถชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยดไดมาก ไมพบสหสัมพันธระหวางความสามารถในการเกิด
เอ็มบริออยดกับ maturity group และพบวาเปอรเซ็นตของการเกิดเอ็มบริออยดของแตละพันธุไมเทา
กัน  และระยะเวลาในการชักน ําก็ตางกันดวย    Komatsuda และ Ohyama (1988)  เพาะเลี้ยงใบเลี้ยง
ออนของถั่วเหลือง 26 พันธุ  บนอาหารสังเคราะหที่ประกอบดวยเกลืออนินทรียตามสูตร MS วิตามิน
ตามสูตร B5 น้ํ าตาล 3 เปอรเซ็นต  และสารเรงการเจริญเติบโตกลุมออกซิน  ไดแก NAA,  2,4-D,  
IBA  และ BA   พบวาเอ็มบริออยดเกิดไดดีเม่ือใช NAA หรือ 2,4-D ในระดับสูง ๆ   และพบวา 
genotype มีอิทธิพลอยางมากตอความสามารถในการเกิด  และการงอกของเอ็มบริออยด  สวนการชัก
นํ าใหเอ็มบริออยดงอก  จะตองยายลงเลี้ยงในอาหารอีก 3 สูตร คือ สูตรชักน ําใหเกิดตาและราก  สูตรที่
เล้ียงเพ่ือใหเอ็มบริออยดพัฒนา  และสูตรที่ท ําใหเอ็มบริออยดงอก  ตามล ําดับ

Buchheium และคณะ (1989) เลีย้งเอ็มบริออยดในอาหารสตูร MS ท่ีเติม activated charcoal 
และนํ้ าตาลซูโครส 0.28 M ประมาณ 8 สัปดาห   เอ็มบริออยดจะสุกแกและมีลักษณะที่เห็นไดคือ  มี
ความแข็งแรงและความสามารถในการพัฒนาเปนตนไดสูง   นอกจากนี้ยังพบวาระยะการสุกแกมีผล
ตอการงอกของเอ็มบริออยด  และการพัฒนาเปนตน  การชักนํ าใหเกิดตนไมจํ าเปนตองใสสารเรงการ
เจริญเติบโตในอาหาร ความผิดปกติทางสรีระของเอ็มบริออยดมีผลกระทบนอย ตอระยะเวลาการชัก
นํ าใหเกิดตน  genotype มีผลนอยตออัตราการเกิดหรือความเร็วในการชักนํ าใหเกิดตน

Parrot และคณะ (1989) ศึกษาอิทธิพลของ genotype ที่มีผลตอการชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยด  
จากการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือใบออนของถ่ัวเหลือง  พบวา genotype มีผลตอความสามารถในการชักน ําให
เกดิเอ็มบริออยดอยางมาก  จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลือง 33 สายพันธุ  สามารถชักน ํา
ใหเกิดเอ็มบริออยดไดดีบนอาหารสูตร N10 (เกลืออนินทรียสูตร MS วิตามินสูตร B5  น้ํ าตาล 1.5 
เปอรเซ็นต)   และเมื่อศึกษาถึง pedigree ของสายพันธุเหลานี ้   พบวามีบรรพบุรุษที่สามารถชักนํ าให
เกิดเอ็มบริออยดไดดี  คือพันธุ Manchu หรือพันธุ A.K. Harrow  และเมื่อผสมขามพันธุ Manchu กับ
พันธุ Shiro ซึ่งเปนพันธุที่ชักนํ าใหเกิดเอ็มบริออยดไดนอย   พบวาลูกผสมชั่วที่ 1 มีความสามารถชัก
นํ าใหเกิดเอ็มบริออยดอยูกึ่งกลางระหวางพันธุทั้งสอง  แสดงใหเห็นเบ้ืองตนวา  ยีนแบบผลบวกมี
ความสํ าคัญในการควบคุมความสามารถในการเกิดเอ็มบริออยด   



 พีรนุช  การีรส (2536) ไดศึกษาพันธุกรรมของการถายทอดลักษณะการเกิดเอ็มบริออยดใน
ถั่วเหลือง   ซึ่งเปนพันธุแนะนํ าของไทย 3 พันธุ  คือ เชียงใหม 60,  สุโขทัย 1 และ นครสวรรค 1  นํ า
มาผสมพันธุกันได 4 คูผสม  แลวทดสอบการเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ  พบวาลักษณะการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอในถั่วเหลืองชุดน้ีเปนลักษณะปริมาณถูกควบคุมดวยยีนหลายคู  และปฏิกิริยาของยีนแบบ
บวกมีความสํ าคัญที่สุดในการควบคุมความแปรปรวนทางพันธุกรรมของลักษณะนี้

Sellars และคณะ  (1990)  ศึกษาการเกิดเอ็มบริออยดจากเซลลเนื้อเยื่อของ zygotic embryo ที่
ยังเจริญไมเต็มท่ี  ในถั่วลิสงและถั่วเหลืองเปรียบเทียบกัน   พบวาเมื่อครบระยะเวลาในการทดลอง 
(150วันหลังการเพาะเลี้ยง)   ถั่วลิสงสามารถชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยดไดเฉล่ีย 29 เอ็มบริออยดตอ 
explant และในถั่วเหลืองเฉลี่ย 16 เอ็มบริออยดตอ explant ซึ่งแสดงใหเห็นวาถั่วเหลืองชักน ําใหเกิด
เอ็มบริออยดไดยากกวา     Komatsuda และ Ko (1990)  ท ําการทดลองในถั่วเหลือง 36 สายพันธุ  โดย
นํ ามาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีนํ ้าตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร  พบวา 21 สายพันธุไมเกิดเอ็มบริออยดเลย    
สวนอีก 15 สายพันธุที่เหลือสามารถชักน ําใหเกิดเอ็มบริออยดได แตเม่ือนํ ามาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี
น้ํ าตาลซูโครส 5 กรัมตอลิตร   กลับพบวาพันธุที่น ํามาทดสอบทุกพันธุสามารถชักนํ าใหเกิดเอ็มบริ
ออยดได  แตประสิทธิภาพในการเกิดเอ็มบริออยดในแตละพันธุมีความแตกตางกันอยางมาก

6. การคัดเลือกพันธุพืชทนเค็ม
Hanning  และ  Nabors  (1984)   เพาะเลี้ยงขาวพันธุ  IR 36   โดยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

แลวคัดเลือกแคลลัสที่ทนเค็มมาเลี้ยงจนเปนตน   จากนั้นปลูกทดสอบในดินเค็มพบวา ทนไดดีในที่มี
ความเค็มระดับต่ํ า   Vajrabhaya และ คณะ (1989)  ท ําการคัดเลือกขาวทนเค็มจากขาวสายพันธุ  indica   
2  สายพันธุ คือ ขาวดอกมะล ิ  105   และเหลืองประทิว    โดยคัดเลือกจากแคลลัสที่เลี้ยงบนอาหารที่
ผสมเกลือโซเดียมคลอไรด 1 และ 2 เปอรเซ็นต   พบวาขาวพันธุเหลืองประทิวสามารถทนเค็มไดดี
กวาพันธุขาวดอกมะล ิ105 ในความเค็มระดับต่ํ าเทาน้ัน   Lin และ  Kao  (1995)  พบวาผลของโซเดียม
คลอไรดทํ าใหการเจริญเติบโตของรากหยุดชะงัก  ขณะเดียวกันก็พบวามีการสะสมของปริมาณ  
proline  เพ่ิมข้ึนในรากดวย  ดังน้ันความสัมพันธระหวางการชะงักการเจริญเติบโตของรากเปนผลมา
จากการสะสมของเกลือโซเดียมคลอไรด ซึ่งไปมีความสัมพันธกับระดับของ  proline  ในรากพืชเชน
กัน  Winicov  (1995)  ศึกษาถึงลักษณะและความสามารถในการชักน ําใหเกิดตนจากเอ็มบริโอเจนิค 
แคลลัสขาวที่ทนเค็ม  พันธุ  Pokkali, L-202,  M-202,  IR 28 และ IR 42   ซึ่งเลี้ยงคัดเลือกบนอาหารมี
เกลือเขมขน  1 เปอรเซ็นต (0.171 M)  พบวาการเจริญเติบโตและความแข็งแรงของตนขาวท่ีชักนํ าได
ลดลงมาก แตยังสามารถออกดอกและติดเมล็ดได  เม่ือนํ าเมล็ดจากตนขาวพันธุ  L-202 ท่ีคดัเลือกได
มาปลูกทดสอบ   พบวารุนลูก R2 ไมทนเค็ม



Kumar  และ  Sharma (1988)  คัดเลือกแคลลัสของถั่วเขียวในสภาพทนเค็มจากเกลือโซเดียม
คลอไรดโดยเพาะเลี้ยงแคลลัสถั่วเขียวจากชิ้นสวนราก  บนอาหารสตูรดัดแปลง  PC-L2   พบวาแคล
ลัสจากสายพันธุที่คัดเลือกไดสามารถทนเค็มไดดีกวาแคลลัสจากพันธุดั้งเดิม    Gulati และ Jaiwal  
(1993) ทํ าการทดลองถั่วเขียวทนเค็มโดยใชแคลลัส   เลี้ยงในอาหารที่ม ี  proline  ผสมอยูเพื่อดูความ
สัมพันธระหวางการทนเค็มของพืชกับระดับของ proline  พบวาปริมาณ proline ภายในที่สูงขึ้นมี
ความสัมพันธกับการทนเค็มของพืช  แตยังไมอาจสรุปแนนอนได

Watad  และคณะ (1991)  ศึกษาความสามารถในการชักน ําตนของเซลลยาสูบที่ผานการคัด
เลือกทนเค็มแลว  พบวาเซลลยาสูบสามารถชักนํ าใหเปนตนได  ทั้งเซลลที่ผานการคัดเลือกทนเค็ม
และที่ไมไดผานการคัดเลือก  แตตนที่ไดจากการคัดเลือกทนเค็มมีลักษณะที่ไมแข็งแรง  คือ ขอสั้น ใบ
เล็ก และโตชา  ซึ่งตางจากตนที่ไดจากเซลลที่ไมไดคัดเลือกจะมีลักษณะปกต ิ  นอกจากนั้นยังพบวา
เมื่อปริมาณเกลือเพิ่มสูงขึ้น  มีผลท ําใหนํ ้าหนักสดและแหงของเซลลยาสูบลดลง  50 เปอรเซ็นต

Garcia-Agustin  และ  Primo-Millo  (1995)  คัดเลือกสมที่สามารถทนนํ ้าที่มีเกลือโซเดียม
คลอไรดในปริมาณมากกวาปกติได   โดยใช  nucellar  cell มาเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือใหได embryo    จาก
น้ันจึงนํ า embryo ท่ีไดไปคัดเลือก   พบวา embryo ที่คัดเลือกสามารถทนเกลือโซเดียมคลอไรดไดใน
ระดับหนึ่ง  ซึ่งตนสมจะมีกลไกการสะสมเกลือโซเดียมคลอไรดไวที่ยอดและราก

Chaudhary และคณะ (1996)  เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากชิ้นสวนใบของพืชอาหารสัตว lucerne
(หรือ alfalfa )  ในอาหารท่ีมีความเค็มของเกลือในระดับตางๆ กัน   และ subculture ทุกครั้งในอาหาร
ที่มีความเค็มสูงขึ้น  เพื่อคัดเลือกสายพันธุทนเค็ม  พบวาไดพืชอาหารสัตวที่มีความสามารถทนเค็มได
มากวาพืชสายพันธุดั้งเดิม

อังคณา ศีตะโกเศศ (2528)  ทดลองทนเค็มในขาวโพดโดยใชเน้ือเย่ือของสวนปลายราก  สวน 
mesocotyl   สวนขอ  ใบออนของตนกลา  และคัพภะของขาวโพดพันธุสุวรรณ 1  มาเลี้ยงบนอาหาร
MS ดัดแปลงท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดต้ังแต  0 ถึง 2.0 เปอรเซ็นต  พบวาชิ้นสวนตางๆสามารถ
เจริญเปนแคลลัสไดในอาหารทุกความเขมขน  แตสามารถชักนํ าใหเปนตนไดเฉพาะสวนคัพภะและ
ความเขมขนเกลือ 0.5 ถึง 1.0 เปอรเซ็นตเทาน้ัน

สุภัทรา ศุภเมธ ี (2533)  ท ําการชักนํ าใหกลวยหอมพันธุ  Williams เกิดการกลายพันธุเพื่อให
ทนเค็มได  โดยนํ าเนื้อเยื่อไปฉายรังสีแกมมา 2  กิโลแรด  2 คร้ังกอนนํ าไปคัดเลือกทนเค็ม  พบวา
เกลือโซเดียมคลอไรดมีผลท ําใหกลวยชะงักการเจริญเติบโต  เม่ือเพ่ิมความเขมขนเกลือข้ึน   พบวา
กลวยที่คัดเลือกไดสามารถทนเค็มไดที่ระดับ  0.4  เปอรเซ็นต

เยาวพา จิระเกียรติกุล (2536)  ทดลองใชตาขางของหมอนนอยและหมอนคุณไพมาฉายรังสี
แกมมา  ในปริมาณ  0 และ 80 เกรยกอนนํ าไปคัดเลือกทนเค็ม  โดยเพ่ิมความเขมขนเกลือข้ึนทุกเดือน  
พบวาทั้งหมอนนอยและหมอนคุณไพสามารถทนเค็มไดถึง  2.0 เปอรเซ็นต



สิรนุช  ลามศรีจันทร และคณะ (2540)  ศึกษาผลของรังสีตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบเลี้ยงออน
ของถั่วเหลือง  โดยนํ าฝกออนถั่วเหลืองพันธุดอยค ํา  มาฉายรังสีแกมมาปริมาณตางๆกัน  5  ระดับ  
พบวาการฉายรังสีชวยใหอัตราการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงขึ้นกวาพวกที่ไมไดฉายรังสี  แตพบวา
สามารถชักนํ าใหเกิดตนที่สมบูรณ  ออกดอก และติดฝกไดเพียง 1 ตนเทาน้ัน



 บทที ่3
วัสด ุ อุปกรณ  และวิธีการ

1.!  วัสดุ  อุปกรณ
1.1 การเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลืองเพื่อชักนํ าใหเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ  โดยใชถั่ว

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  โดยเลือกเมล็ดที่มีเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 2 มิลลิเมตร  หรือเมล็ดขนาดโตประมาณ 1/3 ของชองวางในฝก

1.2  สารเคมีที่ใชสํ าหรับเตรียมอาหารสังเคราะหสูตรตางๆ  เพ่ือการชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอ 
คือ MS (Murashige and Skoog, 1962)  โดยใชวิตามิน SBIII ของ Gamborg และ Finer’s growth 
medium   อาหารส ําหรับการคัดเลือก  คือ FG ที่ใสเกลือ NaCl ในระดับความเขมขนตางๆ   ต้ังแต 0,   
0.5,  1.0,  1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต    อาหารสํ าหรับชักนํ าใหเกิดตน  คือ  FRCG  และ FRSC (ตาราง
ภาคผนวกที่1)

1.3   สารเคมีที่ใชส ําหรับฟอกท ําความสะอาดเน้ือเย่ือกอนท่ีจะนํ ามาเพาะเลี้ยง  ไดแก เอทธิล
แอลกอฮอล 95 %   คลอรอกซ  20 %  และสารจับใบ ทวีน-20

1.4 สารควบคุมการเจริญเติบโตที่จํ าเปนเพื่อชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ คือ 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid  (2,4-D)

1.5  เคร่ืองมือสํ าหรับการเตรียมอาหารสงัเคราะหชนิดตางๆ  เชน เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 
ตํ าแหนง  ขวดแกวส ําหรับใส stock สารละลายความเขมขนตางๆ  เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง  เตาไฟ
ฟา  เคร่ืองไมโครเวฟ  หมอน่ึงความดัน  เคร่ืองแกวสํ าหรับช่ังตวงสารเคมี

1.6  เคร่ืองมือสํ าหรับตัดและถายยายเนื้อเยื่อ  เชน  ใบมีดผาตัดเบอร 11 พรอมดาม  ปากคีบ
ขนาดตางๆ  ตะเกียงแอลกอฮอล  ตูปลอดเช้ือ

1.7 หองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได 25±2 องศาเซลเซียส ความชื้น
สัมพัทธ 60 เปอรเซ็นต  แสงสลัว 23-24 ช่ัวโมง/วัน  และ ตูเพาะเลี้ยง

1.8   อุปกรณถายภาพและนับปริมาณ  เชน กลองถายรูป  และกลองจุลทรรศน



2.  วิธีการทดลอง  แบงเปน 3 ขั้นตอน
2.1 ข้ันตอนการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากใบเลี้ยงของถั่วเหลืองใชวิธีของ Finer และ

Nagasawa (1988)   โดยนํ าถ่ัวเหลืองฝกออน มีขนาดเมล็ดภายในฝกประมาณ 1/3 ของชองวางในฝก    
(อารีย วรัญูวัฒก, 2540) มาลางใหสะอาดโดยใชน้ํ าไหลผาน  แชฝกถั่วเหลืองลงในเอทธิล
แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต นาน 30 วินาท ี  แลวนํ าฝกถั่วเหลืองลงฟอกฆาเชื้ออีกครั้งในสารละลายที่มี
สวนผสมของโซเดียมไฮโปคลอไรตเขมขน 1 เปอรเซ็นต (ใชคลอรอกซ  หรือไฮเตอร 20 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร/ปริมาตร  หยด Tween-20  ปริมาณ  1-2 หยด  ตอสารฟอก 100 มิลลิลิตร)   ตั้งกวนไวบน
เคร่ืองกวนนาน 15 นาท ี  ยกภาชนะใสฝกถั่วเขาไปลางนํ้ ากล่ันตออีก 2 คร้ังในตูปลอดเช้ือ  ใชปากคีบ
ฝกลงในจานแกวสะอาดท่ีอบฆาเช้ือแลว  ตัดตามรอยตะเข็บดวยมีดผาตัดเบอร 11  แลวคีบเอาเมล็ดที่
อยูภายในฝกใสจานแกวใบใหม  ท ําการตัดเอาสวนเอ็มบริโอ (embryo axis) ทิ้งไป ใชปลายมีดและ
ปากคีบเขี่ยเอาเยื่อหุมเมล็ด (seed coat) ออก  นํ าปลายมีดชอนเอาใบเลี้ยงแตละซีกลงวางหงาย  โดยให
ดานที่มีลักษณะโคงสัมผัสกับอาหาร MS ซึ่งเปนสูตรที่ใชในการชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอ  วางเลี้ยง 25 
ช้ินตอ 1 จานแกวจํ านวน 50-150 ชิ้นตอพันธุ  นํ าโซมาติกเอ็มบริโอที่ไดจากแตละพันธุ  โดยเลือก
พันธุที่ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอมากพอจํ านวน  5 พันธุ   นํ าลงเลี้ยงในอาหารเหลว FG บนเคร่ือง
เขยาตลอดเวลา   ดวยความเร็ว 120  รอบตอนาที ประมาณอีก 4 สัปดาหเพื่อเพิ่มปริมาณใหเพียงพอ
สํ าหรับการคัดเลือกทนเค็ม

2.2 ข้ันตอนการคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอใหทนเค็ม  โดยใชโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไดจากการ
ชักน ําของถัว่เหลือง  5 พันธุ  คือ Prolina,   Jack,   KUSL 20004,   สจ 5 และ  เชียงใหม 60   โดยช่ังน้ํ า
หนักสดประมาณ 0.25 กรัม  ตอขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร 1 ใบ  นํ าโซมาติกเอ็มบริโอท่ีไดลง
เลี้ยงคัดเลือกในอาหารเหลว FG ที่มีเกลือ NaCl  ผสมอยู 0,  0.5,  1.0,  1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต  โดย
แตละพันธุม ี 5 ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl   และในแตละความเขมขนเกลือท ําการทดลอง 3 
ซํ ้า/ซํ ้าละ 1 ขวด   sub culture และชั่งน้ํ าหนักสดสงัเกตการเจริญเติบโตของโซมาติกเอ็มบริโอทุก 7  
14 และ 21 วัน   จากนั้นยายเนื้อเยื่อที่ผานการคัดเลือกแลวไปขยายเพิ่มปริมาณตอ  ในอาหาร FG ที่
ปราศจากเกลือ NaCl  ประมาณ 3-4 สัปดาห   ยายลงชักน ําตนตอไป  ตลอดระยะเวลาคัดเลือกใน
อาหารเหลวตองวางภาชนะบนเครื่องเขยาตลอดเวลา   ดวยความเร็วประมาณ  120  รอบตอนาที

2.3 ขั้นตอนการชักนํ าใหเกิดตน  โดยยายโซมาติกเอ็มบริโอจากอาหารเหลว FG ท่ีปราศจาก
เกลือลงเลี้ยงบนอาหารแข็ง FRCG (คืออาหาร FG ที่ใสนํ ้าตาลมอลโทส แทนซูโครส และวุน Gelrite 
+ activated  charcoal)   เลี้ยงอยูนานประมาณ 4-6 สัปดาห  โซมาติกเอ็มบริโอจะมีขนาดใหญและยดื
ยาวขึ้น ยายโซมาติกเอ็มบริโอลงบนจานแกวเปลาที่ฆาเชื้อแลว  เพ่ือเรงอายุของโซมาติกเอ็มบริโอ 
โดยวางจานแกวลงในกลองที่มีสารละลาย NaCl อ่ิมตัวนาน 2-3 วัน   เม่ือโซมาติกเอ็มบริโอเร่ิมเปล่ียน
จากสีเขียวอมเหลืองเปนสีขาวซีด  แสดงวาพรอมที่จะนํ าไปชักนํ าใหเกิดรากบนอาหาร FRSG 
(เหมือนอาหาร FRCG แตใสน้ํ าตาลซูโครส แทนมอลโทส)   ยายตนออนถั่วเหลืองที่ไดมาเลี้ยงชักนํ า



ใหเกิดรากบน FRSG ในหลอดทดลองขนาดใหญ   เพื่อใหระบบรากสมบูรณ  เม่ือไดตนถ่ัวเหลืองท่ีมี
ทั้งยอดและรากสมบูรณแลว  นํ ายายลงปลูกในดินอบ  วางเลี้ยงอนุบาลไวในตูเพาะเลี้ยง ที่ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 25±2 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธประมาณ 75±5 เปอรเซ็นต  ไดรับแสงสวาง
ประมาณ 14 ช่ัวโมง/วัน  ความเขมแสง 180 µE จนกระทั่งตนถั่วแข็งแรงพอที่จะยายออกเลี้ยงใน
สภาพภายนอกได

3.  วิธีการบันทึกผลการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง   โดยแบงเปน 2 การทดลองยอยดังน้ี
3.1 การทดลองเพื่อชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 12 สายพันธุ   เพื่อหาสายพันธุที่มี

ศักยภาพในการใหโซมาติกเอ็มบริโอจํ านวนมากที่สุด  โดยคิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอของแตละสายพันธุ  และระยะเวลาในการชักนํ า   บันทึกลักษณะของการเกิดโซมาติก
เอ็มบริโอโดยใหเปนระดับคะแนน  ซึ่งมีเกณฑการใหคะแนนดังนี้

ระดับคะแนน  0  หมายถึง  ไมพบวาเกิดเปนโซมาติกเอ็มบริโอและไมพบแคลลัส  พบเพียง
การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพเล็กนอยเทานั้น  เชน  เกิดเปนสีน้ํ าตาลบริเวณรอยตัด  หรือบน
แผนใบเลี้ยงมีรอยแตกปริเพียงเล็กนอย

ระดับคะแนน  1  หมายถึง  เกดิโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณนอยมาก  (ต่ํ ากวา 10 เปอรเซ็นต 
ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  2  หมายถึง  เกิดโซมาติกเอ็มบริโอเพียงเล็กนอย (10-20 เปอรเซ็นต  ของ
จํ านวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  3  หมายถึง  เกดิโซมาติกเอ็มบริโอปานกลาง (21-30 เปอรเซ็นต ของจํ านวน
ชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  4  หมายถึง  เกิดโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากแตไมหนาแนน (31-50 
เปอรเซ็นต  ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

ระดับคะแนน  5  หมายถึง  เกิดโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากและหนาแนนท่ีสุด (51 
เปอรเซ็นตขึ้นไปของจ ํานวนชิ้นสวนทั้งหมดที่น ํามาชักนํ า)

การคิดสัดสวนเปอรเซ็นตจากจํ านวนช้ินสวนเร่ิมตนในการชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอ

              จํ านวนช้ินท่ีเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ
อัตราการเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ(%)    =       x     100                                      

จํ านวนช้ินท้ังหมดท่ีเร่ิมตนเพาะ



3.2 การคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 พันธุ   ไดแก Jack,  Prolina,   KUSL 
20004,  สจ 5  และ เชียงใหม 60  เพ่ือใหทนตอเกลือ NaCl ที่ความเขมขน 5 ระดับ  คือ 0,  0.5,  1.0,  
1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต  โดยบันทึกผลการทดลองจากนํ้ าหนักสดต้ังแตเร่ิมตนคัดเลือก  ชั่งทุก ๆ 7 วัน  
14 วัน  และ 21 วัน  ซ่ึงเปนการเสร็จส้ินการคัดเลือก  จากน้ันนํ าผลที่ไดมาวิเคราะหหาความแตกตาง
ทางสถิติและหาความสัมพันธ  โดยใชโปรแกรม  IRRI STAT Version 3/39  วางแผนการทดลองแบบ 
Split-Split Plot Designs  มีแบบจ ําลองทางคณิตศาสตร (ไพศาล  เหลาสวุรรณ, 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  คาเฉลี่ยทั้งหมดในการทดลอง

Bi คือ  ผลของบลอก

αj คือ  ผลของเมนพลอต

δij คือ  ความคลาดเคล่ือนในเมนพลอต

βk คือ  ผลของซับพลอต

αβjk คือ  ปฏิกิริยาระหวางเมนพลอตและซับพลอต

ρijk คือ  ความคลาดเคลื่อนในซับพลอต

γl คือ  ผลของซับ-ซับพลอต

αγjl คือ  ปฏิกิริยาระหวางเมนพลอตและซับ-ซับพลอต

βγkl คือ  ปฏิกิริยาระหวางซับพลอตและซับ-ซับพลอต

αβγjkl คือ  ปฏิกิริยาระหวางเมนพลอต  ซับพลอตและซับ-ซับพลอต

εijkl คือ  ความคลาดเคลื่อนในซับ-ซับพลอต



 บทที ่ 4
ผลและวิจารณ

1.  การทดลองท่ี 1  การทดสอบศักยภาพในการใหโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 12 สายพันธุ
จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงออนของถั่วเหลือง 12 พันธุ  ดังตารางท่ี 1 พบวา  ถั่วเหลืองพันธุที่มี

ศักยภาพในการใหโซมาติกเอ็มบริโอมากที่สุด  คือ  พันธุ Jack ใชเวลาในการชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอ
28 วัน  คิดเปน 87.1 เปอรเซ็นต  ลักษณะการเกิดพบวาเกิดโดยตรงจากเนื้อใบ  ซึ่งจะคอย ๆ นูนข้ึนบน
แผนใบ   พันธุที่มีศักยภาพรองลงมา  คือ  Prolina ใชเวลา 28 วันในการชักน ําโซมาติกเอ็มบริโอ  คิด
เปน 85.7 เปอรเซ็นต  ลักษณะการเกิดเชนเดียวกับพันธุ Jack  เมื่อเปรียบเทียบกับถั่วเหลืองสายพันธุ
ของประเทศไทย  พบวาพันธุ Prolina และ Jack มีความสามารถในการใหโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณ
มากกวาหลายเทา  สวนพันธุที่มีอันดับรองลงมาแตนอยกวา 2 พันธุแรกเกือบ 3 เทา  คือ AGS 292
และ KUSL 20004 ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอคิดเปน 28.8 และ 28.0 เปอรเซ็นต ตามล ําดับ แตพันธุ
AGS 292 ใชเวลาในการชักน ํามากกวา  คือ 41 วัน  สวน KUSL 20004 ใชเวลาเพียง 36 วัน

สวนกลุมถั่วเหลืองพันธุไทยมีอันดับรองลงมา ไดแก สจ 5, เชียงใหม 60, ดอยคํ า,
นครสวรรค 1,  สจ 4,  สุโขทัย 2,  ราชมงคล และ สจ 2  มีเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเทากับ
28.0,  21.4,  21.1,  18.7,  18.7,  12.5,  10.7  และ 1.6  เปอรเซ็นตตามลํ าดับ  โดยพันธุนครสวรรค 1
และ สจ 4  ใหปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอเทากัน  พันธุที่ใชเวลาในการชักน ําใหเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ
36 วัน ไดแก  สจ 5  และเชียงใหม 60  สวนพันธุดอยค ํา,  นครสวรรค 1,  สจ 4,  สุโขทัย 2,  ราชมงคล
และ สจ 2  ใชเวลาในการชักน ํา 41 วัน  ลักษณะการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของพันธุ AGS 292,  ราช
มงคล,  สุโขทัย 2  และ สจ 2  พบวาเกิดบนเนื้อใบเลี้ยง  โดยใบเลี้ยงจะคอย ๆ นูนขึ้นมาเชนเดียวกับใน
พันธุ Prolina และ Jack  สวนพันธุนครสวรรค 1,  ดอยคํ า,  เชียงใหม 60 และ สจ 4  เกิดโซมาติก
เอ็มบริโอทั้งบนเนื้อใบเลี้ยงโดยตรงและบนแคลลัส  พันธุ สจ 5 และ KUSL 20004 มีการเกิดบนแคล-
ลัสเทานั้น  จากการสังเกตพบวาทั้ง 2 พันธุน้ีเน้ือเย่ือจะมีการพัฒนาไปเปนแคลลัสกอนจึงจะเกิดโซ-
มาติกเอ็มบริโอบนแคลลัส  ดังแสดงใวในรูปที ่ 1.1 ถึง 1.9



ตารางท่ี 1 แสดงผลการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอจากใบเลี้ยงออนถั่วเหลือง และลักษณะ
การเกิดโซมาติกเอ็มบริโอของถั่วเหลือง 12  พันธุ
1/

พันธุ จ ํานวนชิ้น จ ํานวนช้ิน เปอรเซ็นต จ ํานวนวัน คะแนน ลักษณะการเกิด SE
ใบทั้งหมด ที่เกิด SE เกิด SE 2/ ชักนํ า SE บนช้ินสวนใบเล้ียง

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/  เกณฑการใหคะแนนปริมาณการเกิด somatic embryo
2/  SE  หมายถึง  somatic  embryo
0  หมายถึง ไมเกิดแคลลัสและไมพบ SE  มีเพียงการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพเล็กนอย

เชน เกิดสีน้ํ าตาลตรงรอยแผลตัด  หรือบนช้ินสวนใบมีรอยแตกแยกเพียงเล็กนอย
1  หมายถึง เกิด SE  ปริมาณนอยมาก  (ต่ํ ากวา 10% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
2  หมายถึง เกิด SE  เลก็นอย  (10-20% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
3  หมายถึง เกิด SE ปานกลาง  (21-30% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
4  หมายถึง เกิด SE ปริมาณมากแตไมหนาแนน (31-50% ของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)
5  หมายถึง เกิด SE ปริมาณมากและหนาแนนที่สุด (51% ข้ึนไปของจํ านวนชิ้นสวนทั้งหมด)



2.   ผลการทดลองท่ี 2  การคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอถั่วเหลือง  เพ่ือใหทนเกลือ NaCl
จากผลการทดลองที่ 1   จึงไดคัดเลือกถั่วเหลือง 5 พันธุที่มีศักยภาพในการใหโซมาติก-

เอ็มบริโอสูงในระยะเวลาสั้น      มาท ําการคัดเลือกใหทนเค็ม    โดยเลือกพันธุ Prolina,  KUSL 20004,
 Jack,  สจ 5  และเชียงใหม 60  ท ําการคัดเลือกในอาหารเหลวที่ผสมเกลือ NaCl 5 ระดับความเขมขน
คือ 0,  0.5,  1.0,  1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต  คัดเลือกนาน 21 วัน  โดยทํ าการ sub  culture ทุก ๆ 7 วัน
และทํ าการชั่งน้ํ าหนักสดของโซมาติกเอ็มบริโอ  เพ่ือบันทึกการเจริญเติบโตและสังเกตการเปล่ียน
แปลงของโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลืองพันธุตาง ๆ

จากการทดลองดังแสดงใวในตารางที ่2 พบวา  นับจากวันคัดเลือกจนครบวันท่ี 7  น้ํ าหนักสด
เฉลี่ยของถั่วเหลืองทั้ง 5 พันธุมีอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนจาก 0.25 กรัม  เปนน้ํ าหนักสดต้ังแต 4
กรัมถึง 8 กรัม  โดยพันธุ KUSL 20004 มีนํ้ าหนักสดเฉลี่ยเมื่อครบ 7 วันสูงสุดคือ 8.53 กรัม  และพันธุ
เชียงใหม 60 มีการเพ่ิมของน้ํ าหนักนอยที่สุดคือ 4.65 กรัม  เม่ือคัดเลือกครบ 14 วันพบวานํ้ าหนักสด
เริ่มมีความแตกตางทางสถิติกับพันธุไทย 2 พันธุ  คือ สจ 5 และเชียงใหม 60  โดยพบวามีความแตก
ตางทางสถิติกับพันธุ Prolina,  KUSL 20004  และ Jack  อยางมีนัยส ําคัญท่ีระดับ 0.05  โดยวิธ ีDMRT
ซึ่งพบวานํ้ าหนักสดของถั่วเหลืองทั้ง 5 พันธุ  มีน้ํ าหนักเพิ่มขึ้นจาก 7 วัน  โดยพันธุ Prolina มีนํ ้าหนัก
สดเฉลี่ยสูงสุดคือ 18.49 กรัม  ซึ่งใกลเคียงกันกับ KUSL 20004  คือ 18.01 กรัม  พันธุเชียงใหม 60  มี
น้ํ าหนักสดนอยท่ีสุดคือ 9.77 กรัม  และเมื่อเลี้ยงคัดเลือกในอาหารที่มีเกลือเปนเวลา 21 วันกอนท่ีจะ
ยายเนื้อเยื่อลงขยายปริมาณในอาหารที่ปราศจากเกลือพบวาถั่วเหลืองพันธุ Prolina มีนํ ้าหนักสดสูงสุด
คือ 31.52 กรัม  และมีความแตกตางทางสถิติกับพันธุอื่น ๆ อีก 4 พันธุอยางเห็นไดชัด  รองลงมาคือ
พันธุ KUSL 20004 และ Jack มีนํ ้าหนักสดเทากับ 27.22 และ 24.97 กรัมตามล ําดับ  ซึ่งทั้ง 2 พันธุไมมี
ความแตกตางทางสถิติ  แตมีความแตกตางจากพันธุ Prolina   ส ําหรับพันธุ สจ 5  และพันธุเชียงใหม
60   มีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย 17.88 กรัม  และ 14.86 กรัม ตามล ําดับ โดยพบวาพันธุเชียงใหม 60  มีน้ํ าหนัก
สดเฉลี่ยตํ ่าที่สุด

 จากการชั่งนํ ้าหนักสดเฉลี่ยของโซ-มาติกเอ็มบริโอถ่ัวเหลืองท้ัง 5 พันธุ  ตลอดระยะเวลาที่ใช
คัดเลือกเปนระยะ ๆ โดยแบงเปน 3 ชวง ๆ ละ 7 วัน  พบวาโดยเฉลี่ยแลวทุกพันธุมีนํ ้าหนักสดเพิ่มขึ้น
นับจากเร่ิมตนคัดเลือก (จากนํ ้าหนัก 0.25 กรัม)  เม่ือครบ 21 วัน  พบวามีนํ้ าหนักสูงสุดประมาณ 31
กรัม  และตํ่ าสุดประมาณ 14 กรัม  แตพันธุ สจ 5  และเชียงใหม 60  มีน้ํ าหนักเพิ่มขึ้นนอยกวาพันธุ
Prolina,   KUSL 20004  และ Jack ซึ่งอาจเปนเพราะวาความเค็มยับยั้งการเจริญเติบโตในแตละพันธุ
แตกตางกัน

จากตารางที ่3 เม่ือพิจารณาคาเฉล่ียน้ํ าหนักสดของโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองท้ัง 5 พันธุ
กับความเค็มในระดับตาง ๆ 5 ระดับ ที่ระดับความเค็ม 0 เปอรเซ็นต  (คืออาหารท่ีปราศจากเกลือ  ซึ่ง
เปนอาหารสูตรเปรียบเทียบ)  พบวาพันธุ KUSL 20004 มีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดโดยมีน้ํ าหนัก 38.67
กรัม  พันธุ  Prolina  มีการเจริญเติบโตต่ํ าที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับถั่วเหลืองอีก 4 พันธุ  (โดยมีน้ํ าหนัก



เฉลี่ย 26.38 กรัม)  เม่ือความเขมขนเกลือ 0.5 เปอรเซ็นต  พันธุ  Prolina  มีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุด
โดยมีนํ้ าหนักสดเฉลี่ยเทากับ 19.83 กรัม  สวนพันธุเชียงใหม 60 มีการเจริญเติบโตต่ํ าที่สุด (0.61 กรัม)
ที่ระดับความเค็มเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต  ถั่วเหลืองทั้ง 5 พันธุเร่ิมมีการเจริญเติบโตนอยลงมากเม่ือ
เทียบกับ control  โดยพบวาพันธุ Prolina มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดดีกวาพันธุอ่ืน ๆ คือมี
น้ํ าหนักสดเฉล่ีย 5.78 กรัม  พันธุเชียงใหม 60 มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดนอยท่ีสุดมีน้ํ า-
หนักสดเฉลี่ยเพียง 0.38 กรัม   เม่ือความเขมเกลือสูงข้ึนอีกเปน 1.5 เปอรเซ็นต  พบวาพันธุ KUSL
20004 มีนํ้ าหนักสดเฉลี่ยสูงกวาพันธุอื่น ๆ อีก 4 พันธุ  คือ 4.20 กรัม  พันธุเชียงใหม 60 ก็ยังเจริญเติบ
โตไดไมดีเทากับพันธุอื่น  คือมีน้ํ าหนักสดเฉลี่ยเพียง 0.41 กรัม  ที่ความเขมขนเกลือเปน 2.0
เปอรเซ็นต  (ซึ่งเปนความเขมขนที่สูงที่สุดของการทดลอง) พบวา  พันธุ Jack มีนํ ้าหนักสดเฉลี่ยสูงที่
สุด (3.12 กรัม)  ซึ่งสูงกวาพันธุ  Prolina (มีน้ํ าหนัก 2.64 กรัม)  และพันธุ KUSL 20004 (มีน้ํ าหนัก
2.43 กรัม)  พันธุ สจ 5 เปนพันธุที่มีนํ ้าหนักสดเฉลี่ยนอยที่สุด  คือ 0.35 กรัม  ดังแสดงไวในรูปที ่2.1
ถึง 2.19

จากรูปที่ 3 และตารางที ่3 เม่ือพิจารณาถึงความสามารถในการเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีเกลือ
ของถั่วเหลืองแตละพันธุ  พันธุ Prolina  ที่ความเขมขน 0 เปอรเซ็นต  มีความสามารถในการเจริญเติบ
โตนอยกวาพันธุอื่น ๆ คือมีน้ํ าหนักสด 26.38 กรัม  ซึ่งนอยที่สุด  แตเม่ือเล้ียงคัดเลือกในอาหารท่ีมี
เกลือ  พบวา  มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดดีใกลเคียงกับพันธุ KUSL 20004 และพันธุ Jack
โดยเฉพาะที่ความเขมขนเกลือ 0.5 เปอรเซ็นต  พบวามีการเจริญเติบโตสูงสุดและแตกตางจากอีก 4
พันธุอยางมาก  คือมีน้ํ าหนักถึง 19.83 กรัม  โดยที่พันธุอื่นๆมีนํ ้าหนักประมาณ 0.6 - 5 กรัมเทาน้ัน  ที่
ความเขมขนเกลือ 1.0 เปอรเซ็นต  ก็ยังพบวามีนํ ้าหนักสดมากกวาพันธุอื่น ๆ คือ  5.78 กรัม พันธุอื่น ๆ
อีก 4 พันธุมีนํ้ าหนักระหวาง 0.38 - 2.59 กรัม  เม่ือความเขมขนเกลือ 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต  การ
เจริญเติบโต ไมมีความแตกตางทางสถิติคือมีนํ ้าหนักเฉลี่ยประมาณ 2 กรัม

พันธุ KUSL 20004 ท่ีเล้ียงในอาหารไมมีเกลือมีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดคือ 38.67 กรัม  เม่ือมี
เกลือ 0.5 เปอรเซ็นต  การเจริญเติบโตเปนอันดับท่ีสองรองจากพันธุ Prolina  คือมีนํ้ าหนัก 5.86 กรัม
อยางไรก็ตามการเจริญเติบโตของพันธุ KUSL 20004 ที่เลี้ยงในอาหารมีเกลือ 0.5 - 2.0  เปอรเซ็นตไม
มีความแตกตางกัน

พันธุ Jack มีการเจริญเติบโตเปนอันดับสองรองจากพันธุ KUSL 20004 คือมีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย
36.13 กรัมเมื่อเลี้ยงในอาหารไมมีเกลือ  แตมีความแตกตางทางสถิติเมื่อท ําการเลี้ยงคัดเลือกในอาหาร
ที่มีความเขมขนเกลือตางกัน   ในระดับความเขมขนเกลือ 0.5 - 2.0 เปอรเซ็นต  มีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย
ประมาณ 2 - 4 กรัม  แตท่ี 2.0 เปอรเซ็นต  ซึ่งมีเกลือเขมขนสูงที่สุด  พันธุ Jack มีการเจริญเติบโตดีท่ี
สุดเมื่อเปรียบเทียบกับพันธุอื่น ๆ  คือมีน้ํ าหนักเทากับ 3.12 กรัม

พันธุ สจ 5 (SJ5) ในสภาพที่ไมมีเกลือ  มีการเจริญเติบโตอยูอันดับสามรองจาก KUSL 20004
และ Jack โดยมีนํ ้าหนักเทากับ 31.37 กรัมเม่ือ  ซึ่งแตกตางทางสถิติกับเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเกลือ
เมื่อมีเกลือ 0.5 - 2.0 เปอรเซ็นต  มีน้ํ าหนักสดระหวาง 0.35 - 1.39 กรัม ซึ่งไมแตกตางทางสถิติ



พันธุเชียงใหม 60 (CM 60) ที่เลี้ยงในอาหารไมมีเกลือ  มีน้ํ าหนักสดเฉลี่ย 27.44 กรัม  และ
แตกตางจากพวกที่เลี้ยงในอาหารมีเกลือ  โดยมีน้ํ าหนักสดระหวาง 0.38 - 0.61 กรัม  ซึ่งกลุมหลังนี้ไม
มีความแตกตางกันทางสถิติ

หลังจากการเล้ียงโซมาติกเอ็มบริโอในอาหารคัดเลือกท่ีมีเกลือระดับตางกันเปนเวลา 21 วัน
จึงทํ าการยายเนื้อเยื่อมาเลี้ยงขยายปริมาณในอาหารเหลว FG ที่ปราศจากเกลือเปนเวลา 60 วัน  จากนั้น
นํ ามาชักนํ าใหไดตนถ่ัวท่ีสมบูรณบนอาหารสูตรชักนํ ายอดและราก  จากตารางที ่ 4 พบวา พันธุ
Prolina และ Jack ซึ่งมีปริมาณโซมาติกเอ็มบริโอเจริญเติบโตไดดี  หลังการคัดเลือกคือ ที ่ 0
เปอรเซ็นตไดเนื้อเยื่อที่รอดจากการคัดเลือกจ ํานวน 10 และ 12 ชิ้น ที ่0.5 เปอรเซ็นต ไดเน้ือเย่ือจํ านวน
13 และ 6 ชิ้นตามล ําดับ  ที ่1.0 เปอรเซ็นตไดเน้ือเย่ือ 4 และ 3 ชิ้น  ที ่1.5 เปอรเซ็นตไดเน้ือเย่ือ 2 และ
5 ชิ้น สวนท่ีระดับ 2.0 เปอรเซ็นตไดเน้ือเย่ือจํ านวน 2 และ 7 ชิ้นตามลํ าดับ  แตไมสามารถชักน ําให
เปนตนถั่วเหลืองที่สมบูรณได   ยกเวน control ไดตนถั่วเพียงพันธุละ 1 ตนเทาน้ัน    สวนพันธุ สจ 5
และเชียงใหม 60  ไมไดเน้ือเย่ือเหลือจากการคัดเลือกเลย  จึงไมสามารถชักน ําใหเกิดตนได   ยกเวนที่
0  เปอรเซ็นตพบวามีเนื้อเยื่อรอดชีวิตเพียง 2  และ 3 ชิ้นสวน  แตก็ไมสามารถชักน ําใหเปนตนไดเชน
กัน  พันธุ KUSL 20004  ที่ความเขมขนเกลือ 1.0,  1.5 และ 2.0  เปอรเซ็นตซึ่งมีชิ้นสวนรอดชีวิต
จํ านวน  4,  7 และ1 ชิ้นตามล ําดับความเขมขนของเกลือแตไมสามารถชักนํ าใหเกิดตนได  แตโซมาติก
เอ็มบริโอที่รอดจากการคัดเลือกที่ 0.5 เปอรเซ็นตเทาน้ันท่ีสามารถชักนํ าใหเกิดตนไดจํ านวน 1 ตน
จาก 11 ชิ้นที่พัฒนาใหเห็นเฉพาะรากแตไมสามารถเกิดเปนยอดได  จากนั้นยายตนที่ไดจํ านวน 1 ตน
ของพันธุ KUSL20004  ซึ่งมีลักษณะอาการอวบนํ ้าผิดปกติ   ลงปลูกในดินที่ผานการอบฆาเชื้อแลว
ปลูกอนุบาลในตูเพาะเลี้ยง  ประมาณ 2 อาทิตย  ตนพืชเริ่มแสดงอาการเหี่ยวจากปลายยอดลงมาจนถึง
โคนตน  และตายในที่สุด  จึงยังไมสามารถกลาวไดวาตนที่ไดนั้นมีความทนเกลือจริง(ดังแสดงใวใน
รูปท่ี 2.18 และ 2.20)



ตารางท่ี 2    แสดงผลการวิเคราะหวาเรียนซน้ํ 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 = ความเขมขน 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%
**  =  ความแตกตางทางสถิติในระดับ 0.01



ตารางท่ี 3 แสดงคาเฉลี่ยนํ ้าหนักสด (กรัม) ของโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 สายพันธุ
ในอาหารท่ีมีเกลือ NaCl   ความเขมขน 5 ระดับ  ท่ีระยะเวลา 7   14 และ 21 วัน
 ขณะคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอทนเค็ม

พันธุ
ระดับความเขมขน 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
คาเฉลี่ย 3.8 3.58 3.24 2.33 1.95

1/  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิตที่ระดับ 0.05  จากการเปรียบเทียบ
    โดยวิธ ีDMRT (Duncan 's New  Multiple Range Test)
2/   ความเขมขน 0 %  NaCl  เปนทรีตเมนทเปรียบเทียบ



ตารางท่ี  4 แสดงคาเฉลี่ยนํ ้าหนักสดของโซมาติกเอ็มบริโอของถั่วเหลือง  5  พันธุโดยชั่งนํ้ 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/  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่มีตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ0.05
    จากการเปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  (Duncan's  New  Multiple Range Test)

ตารางท่ี  5 แสดงคาเฉลี่ยของนํ ้าหนักสดโซมาติกเอ็มบริโอถั่วเหลือง  5  พันธุซึ่งเลี้ยงคัดเลือก
ในอาหารท่ีเติมเกลือ NaCl ระดับตาง 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/  คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่มีตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ0.05
    จากการเปรียบเทียบโดยวิธ ีDMRT  (Duncan's  New  Multiple Range Test)



ตารางท่ี  6 แสดงจํ านวนชิ้นสวนโซมาติกเอ็มบริโอที่รอดชีวิตของถั่วเหลือง 5  พันธุ
ที่ความ
เขมขนเกลือระดับตาง ๆ และจํ านวนท่ีสามารถชักนํ าใหเปนตน
ได

ความเขมขนเกลือ(เปอรเซ็นต)
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 ตน ช้ิน ตน ช้ิน ตน ช้ิน ตน ช้ิน ตน

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. พันธุถั่วเหลืองที่มีศักยภาพสูงในการใหโซมาติกเอ็มบริโอปริมาณมากไดแกพันธุ Jack ให
เปอรเซ็นตการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดคือ 87.1 เปอรเซ็นตในเวลา 28 วัน  โดยลักษณะการเกิด
ของโซมาติกเอ็มบริโอจะเกิดจากเน้ือใบโดยตรง  อันดับสองคือพันธุ Prolina เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ  
85.7 เปอรเซ็นตในเวลา 28 วัน ซึ่งทั้ง 2 พันธุเปนพันธุที่น ํามาจากสหรัฐอเมริกา  สวนพันธุไทยพบวา
สายพันธุ KUSL20004 ใหเปอรเซ็นตการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอสูงสุดเพียง 48.8 เปอรเซ็นตและใช
เวลาชักนํ าถึง 36 วัน  พันธุที่ใหโซมาติกเอ็มบริโอนอยที่สุดคือพันธุ สจ 2 ซึ่งเกิดเพียง 1.6 เปอรเซ็นต
และใชเวลาในการชักนํ านานถึง 41 วัน

2. การคัดเลือกโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 พันธุเพื่อใหทนเค็ม  พบวาเมื่อมีเกลือ NaCl  
0.5-1.0 เปอรเซ็นต  พันธุ Prolina เจริญเติบโตดีที่สุด อาหารที่มีเกลือ 1.5 เปอรเซ็นตพันธุ KUSL
20004  เจริญเติบโตไดดีที่สุดและเมื่อมีเกลือ 2.0 เปอรเซ็นตพันธุ Jack  เจริญเติบโตไดดีท่ีสุด

3. การชักนํ าโซมาติกเอ็มบริโอซ่ึงผานการคัดเลือกทนเค็มแลวใหเปนตน  พบวา  ที่ความเขม
ขนต่ํ า 0.5 เปอรเซ็นต  สามารถชักน ําตนถั่วเหลืองพันธุ  KUSL 20004 ได 1 ตนจาก 11 ชิ้นสวน  ซึ่ง
ชิ้นสวนที่เหลือมีการพัฒนาเฉพาะสวนรากไมมีการพัฒนาเปนยอด สวนพันธุอ่ืน ๆ ที่โซมาติก
เอ็มบริโอสามารถทนเค็มไดถึงระดับ 2.0 เปอรเซ็นตแตไมสามารถชักนํ าใหเกดิเปนตนได  สวนพันธุ 
สจ 5 และ เชียงใหม 60 ไมสามารถทนเค็มได

4. ตนถั่วเหลืองพันธุ KUSL 20004 ที่ไดจากการคัดเลือกทนเค็มที่ระดับ 0.5 เปอรเซ็นตมี
ลักษณะตนผิดปกติ  ระบบรากไมคอยพัฒนา  เมื่อยายปลูกลงดินและเพาะเลี้ยงอนุบาลในตูเพาะเลี้ยง
จนใบจริงใบที ่  2 เร่ิมคล่ี  ตนถั่วมีอาการเหี่ยวเฉาจากยอดลงมาและตายในที่สุด นับเวลาจากยายปลูก
ลงดินจนเห่ียวตายรวมประมาณ 20 วัน  จึงไมสามารถสรุปไดวาตนที่ไดนี้มีความทนเค็ม  เพราะจะ
ตองทดสอบตออีก   



ภาคผนวก



รูปท่ี  1.1  แสดงใบเล้ียงออนถ่ัวเหลืองหลังจ
ได  1  สัปดาห

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

ิกเอ็มบริโอโดยตรงจากแผนใบ  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

โซมาติกนอยท่ีสุด
รูปท่ี 1.9   แสดงการเกิดโซมาติกเอ็ม

เอ็มบริโอจะเกิดท้ังบนแคล
1.7
ริโอจากแผนใบโดยตรงของพันธุ Proli
ริโอของพันธุ  สจ 2 ซ่ึงเปนพันธุท่ีเกิด

บริโอของพันธุ KUSL 20004   โซมาติก
ลัสและบนแผนใบ
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  พบวาท่ีความเขมขน 0.50 เปอรเซ็นตม
กวาพันธุอ่ืน
2.2
2.3
2.0
กได  3  วัน
ัดเลือกทนเค็มได
งสวนเร่ิมตายเปน

ือ่คัดเลือกทนเค็ม
กีารเจริญเติบโตดี



รูปท่ี 2.4  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพันธุ KUSL 20004
ท่ีไมมีเกลือ  หลังจากคัดเลือกทนเค็มได 2 สัปดาห

รูปท่ี 2.5ก  แสดงโซมาติกเอ็มบริโอของถัว่เหลืองพันธุ KUSL 2000
อาหารคัดเลือกท่ีมีเกลือ 0.50 เปอรเซ็นต  หลังจากคัดเลือกทนเค
สัปดาห
2.4
2.5ก
ในอาหาร

4ใน
็มได 2



รูปท่ี 2.5ข และ 2.6  แสดงลักษณะการถกูทํ าลายของเนื้อเยื่อโดยเก
อยูในอาหาร  จะสังเกตพบวาชิ้นเนื้อเยื่อสวนที่ตายจะเป
ซีด  แตในชิ้นเดียวกันบางสวนอาจรอดชีวิตคือยังมีสีเข
พัฒนาตอไปเปนกลุมเซลลท่ีทนเค็มได

ข

2.5
ลือ NaCl ท่ีผสม
ลี่ยนเปนสีขาว
ียวอยู  ซ่ึงอาจ
2.5
2.6



รูปท่ี 2.7  แสดงลักษณะการถกูทํ าลายของเน้ือเย่ือถ่ัวเหลืองโ
ซ่ึงจะสังเกตพบไดอยางชัดเจนเม่ือเปอรเซ็นตเกล

รูปท่ี 2.8  แสดงภาพขยายรอยท่ีเกิดจากการถกูทํ าลายโดยเก
2.7
2.8
ดยเกลือ NaCl
อืสูงข้ึน
ลือ NaCl



รูปท่ี 2.9   แสดงลักษณะช้ินเน้ือ
ขน 2.00 เปอรเซ็นต

รูปท่ี 2.10  แสดงลักษณะช้ินเน้ือ
ชักนํ าใหเกิดเปนตน

รูปท่ี 2.11  แสดงช้ินเน้ือเย่ือท่ีรอ
ชักนํ าใหเปนตนได
2.9
เย่ือท่ีถูกทํ าลายโดยเกลือ NaCl ในคว

เย่ือท่ีรอดจากการคัดเลือกทนเค็มแลว

ดจากการคัดเลือกทนเค็ม  แตไมสาม
2.10
2.11
ามเขม

นํ ามา

ารถ



รูปท่ี 2.12  แสดงก
ชักนํ า

รูปท่ี 2.13 และ2.1
และส
2.12
ารพัฒนาของโซมาตกิเอ็มบริโอหลังจากชักนํ าบนอาห
ตน
4  แสดงใหเห็นถึงสวนที่จะพัฒนาไปเปนยอดทางดาน
วนที่จะไปเปนรากทางดานลาง
2.13
2.14
า

บน



รูปท่ี 2.15  2.16 และ 2.17   แสดงตนถ่ัวเหลืองพันธุ KUSL 20004
สามารถชักนํ าเปนตนไดจากการคัดเลือกทนเค็มที่ระดับ
เปอรเซ็นต  ซึ่งชิ้นสวนอื่นๆมีการพัฒนาเปนเฉพาะราก
2.15
7
2.16
 2.1
 ท่ี
 0.50



รูปท่ี 2.18 และ 2.19  แสดงตนถ่ัวเหลืองพันธุ KUSL 20004 ท
จากความเขมขน 0.50 เปอรเซ็นต  แตพบวามีลักษ
ผิดปกติ

9

2.18
2.1
ีค่ดัเลือกได
ณะตนอวบน้ํ า



รูปท่ี 3  แสดงนํ ้าหนักสดเฉล่ียโซมาติกเอ็มบริโอของถ่ัวเหลือง 5 สายพันธุ
ขณะคัดเลือกทนเค็มท่ีความเค็มเกลือNaCl  5 ระดับ

หมายเหตุ   ขอมูลจากตารางที ่ 5

ความเขมขน NaCl ระดบัตางๆ

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

นํ้าห
นกั
สด
เฉลี่
ยโซ
มาต
กิเอ็
มบ
ริโอ

 (ก
รัม

)

"

&"

'"

("

)"

%"
Prolina 
KUSL 20004
Jack 
SJ5 
CM60 



ตารางผนวกที ่1  แสดงสูตรการเตรียม  stock อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วเหลือง
1.! Macronutrient  (ปริมาณเปนกรัมตอลิตร)

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 (ปริมาณเปนกรัมตอลิตร) ใหปรับปริมาตรใน 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  (ตอ)   แสดงสูตรการเตรียม  stock อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อถั่วเหลือง

3. Vitamin  stock  (ปริมาณเปนกรัมตอลิตร) ใหปรับปริมาตรใน 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 (ปริมาณเปนกรัมหรือมิลลิลิตรตอลิตร)

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 เขมขน 0.1 mg /ml จํ านวน 200 ml ตออาหาร 1 ลิตร
     2/     ใช Gelrite  2  กรัมตออาหาร 1 ลิตร 
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