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การประเมินความแปรปรวนของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน�้ามัน 
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวโดยเทคนิค RAPD และ SSR

Verification of somaclonal variation of oil palm embryogenic callus 
on solid and liquid medium by RAPD and SSR techniques
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บทคัดย่อ: การศึกษาผลของอาหารแข็ง และอาหารเหลวต่อความแปรปรวนของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์ม

น�้ามันเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารแข็ง หรือในอาหารเหลวสูตร MS ซึ่งเติมไดแคมบาที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน  

โดยย้ายเลี้ยงทุกๆ เดือน เป็นเวลา 3 เดือน พบว่า อาหารเติมไดแคมบาเข้มข้น 0.1 มก./ล. ให้น�้าหนักสดของ

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารแข็งเฉลี่ยสูงสุด 0.333 กรัม และในอาหารเหลว 1.191 กรัม  เมื่อน�าเอ็มโอเจนิค 

แคลลสัทีเ่พาะเลีย้งในอาหารทัง้สองชนดิมาประเมนิความแปรปรวนทางพนัธกุรรมโดยใช้เทคนคิ RAPD และ SSR  

จากการใช้ไพรเมอร์ RAPD ทัง้หมด 8 ไพรเมอร์ พบว่า ม ี6 ไพรเมอร์ คอื OPA-03  OPAB-01  OPAB-09  OPAB-14  

OPR-11  และ OPT-06 ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจน ไม่พบความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอ ส่วนไพรเมอร์ SSR ทั้ง 9 

ไพรเมอร์ กใ็ห้แถบดเีอน็เอชดัเจน และไม่มคีวามแตกต่างของรปูแบบดเีอน็เอ   จากการตรวจสอบรปูแบบดเีอน็เอ

ของเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัด้วยเทคนคิทางชวีโมเลกลุทัง้สองวธิ ีท�าให้ทราบว่าการเพาะเลีย้งบนอาหารทัง้สองแบบ

ไม่เหนี่ยวน�าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้น

ค�ำส�ำคัญ: ปาล์มน�้ามัน, เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส, RAPD, SSR

ABSTRACT: Effects of types of medium on somaclonal variation of the embryogenic callus of oil palm were  
investigated.  The calli were cultured either on solidified or in liquidified MS medium supplemented with dicamba 
at different concentrations and subcultured at monthly intervals for 3 months. The results showed that the maximum  
growth of the callus at 0.333 gram fresh weight (gFW) and 1.191 gFW were obtained from the solidified and  
liquidified medium containing 0.1 mg/l dicamba, respectively. Verification of somaclonal variation in embryogenic 
callus raised on both types of culture media was detected by RAPD and SSR techniques. The RAPD technique re-
vealed that 6 primers namely OPA-03, OPAB-01, OPAB-09, OPAB-14, OPR-11 and OPT-06 gave clear DNA patterns 
with monomorphic bands. In the case of SSR primers, all of them provided clear DNA patterns and high uniformity 
without somaclonal variation of embryogenic callus. The results obtained from this study suggest that there are no 
somaclonal variations in cultured calli using both solidified and liquidified media. 
Keywords: Oil palm, embryogenic callus, RAPD, SSR
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ค�ำน�ำ

 ปาล์มน�้ามันมีถิ่นก�าเนิดในทวีปแอฟริกาจัด
เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส�าคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย  
มพีืน้ทีป่ลกูส่วนใหญ่ทางตอนใต้ทีจ่งัหวดัสรุาษฎร์ธานี 
กระบี ่และ ชมุพร โดยกลุม่หรอืแบบเทเนอรานยิมปลกู
เป็นการค้าเกิดจากการผสมข้ามระหว่างปาล์มน�้ามัน
แบบดูรากับพิสิเฟอรา มีเปลือกผลส�าหรับอัดน�้ามัน
มาก กะลาบาง พบปริมาณน�้ามันประมาณ 22-25 
เปอร์เซน็ต์ของน�้าหนกัทะลายสด และมจี�านวนทะลาย
มากกว่าแบบดูรา (ศักด์ศิลป์ และคณะ, 2541) น�้ามัน
ปาล์มมีคุณภาพสูงได้ประโยชน์ทั้งในแง่อุปโภคและ
บริโภค รวมทั้งการผลิตเป็นน�้ามันไบโอดีเซล โดย
ทั่วไปปาล์มน�้ามันขยายพันธุ์โดยใช้เมล็ดพันธุ์ ท�าให้
ต้องผลิตเมล็ดพันธุ์เทเนอราตลอดเวลา หากปลูกโดย
ใช้เมล็ดพันธุ์ที่เก็บจากโคนต้นจะส่งผลให้ผลผลิตต�า่ 
ต้นกล้าที่ได้มีความหลากหลาย กระจายตัวสูง และ 
ที่ส�าคัญเมล็ดพันธุ์ปาล์มน�้ามันเมื่อสุกแก่มีการพักตัว      
การเพาะเมล็ดต้องใช้เวลานานจนกว่าเมล็ดจะงอก 
และต้องผ่านกระบวนการเตรียมหลายขั้นตอนในการ
เพาะเมล็ด (Te-chato,1998) จึงจ�าเป็นต้องหาวิธีการ
ขยายพันธุ์และเพิ่มจ�านวนปาล์มน�้ามันอย่างต่อเนื่อง 
ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงเป็นวิธีการหนึ่งเพื่อ
เพิ่มจ�านวนต้นกล้าปาล์มน�้ามันให้เพียงพอกับความ
ต้องการของเกษตรกร อย่างไรก็ตามในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อปาล์มน�้ามันนั้นต้องค�านึงถึงปัจจัยที่ส่งผลต่อ
การพฒันาเป็นพชืต้นใหม่ เช่น พนัธกุรรมหรอืสายพนัธุ์  
ชิ้นส่วน อายุพืช วัตถุประสงค์ของการเพาะเลี้ยง และ
สภาพของอาหารที่เพาะเลี้ยง (นิตย์ศรี, 2541) ทั้งนี้
อาจชักน�าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมที ่
เรียกว่า somaclonal variation ได้ (Matsumoto  
et al., 2006) การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาล์มน�้ามันที ่
ผ่านมาประสบผลส�าเรจ็ สามารถชกัน�าเป็นพชืต้นใหม่
ได้ แต่พบลกัษณะผดิปกตต่ิางๆ ทีเ่ป็นผลมาจากความ
แปรปรวนทางพันธุกรรม เช่น ผลผิดปกติแบบแมน
เทลิ การแตกกอ การพฒันาของดอกทีย่อด เกดิเฉพาะ 
ดอกตัวผู้ หรือดอกกระเทย (สมปอง, 2544) ลักษณะ 
ผิดปกตินี้เป็นการสังเกตทางสัณฐานวิทยาในแปลง

ปลูก หลังปลูกประมาณ 2-5 ปี  ในปัจจุบันจึงมี
การน�าเอาเทคนิคทางด้านชีวโมเลกุลหรือดีเอ็นเอ  
มาตรวจสอบความแปรปรวนของปาล์มน�้ามนัจากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ซึง่สามารถตรวจสอบได้ตัง้แต่ระดบั
เนื้อเยื่อ โดยไม่ต้องรอให้มีการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ 
นบัว่าช่วยร่นระยะเวลาในการคดัเลอืกพนัธุไ์ด้ (Jaligot 
et al., 2000) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพื่อใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อเพิ่มปริมาณ
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล 
แบบ random amplified polymorphic DNA (RAPD) 
และ simple sequence repeat (SSR)  ส�าหรับตรวจ
สอบความแปรปรวน เพื่อยืนยันว่าการใช้ระบบเพาะ
เลี้ยงเนื้อเยื่อจะไม่ก่อให้เกิดความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมในปาล์มน�้ามันต่อไป

วิธีกำรศึกษำ

วัสดุพืช
 แคลลัสซึ่งชักน�าจากการเพาะเลี้ยงคัพภะของ
ปาล์มน�า้มนัลกูผสมเทเนอราทีใ่ห้ผลลติสงูถกูใช้ในการ
ศกึษาครัง้นีโ้ดยแคลลสัทีช่กัน�าได้เพาะเลีย้งบนอาหาร
แข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962)  เติม 
ไดแคมบาเข้มข้น 1.0 มก./ล. กรดแอสคอร์บิคเข้มข้น  
200 มก./ล. ซโูครส 3 เปอร์เซน็ต์ และผงวุน้ 0.75 เปอร์เซน็ต์ 
ปรับ pH เป็น 5.7  ให้แสงความเข้ม 15 ไมโครโมล 
ต่อตารางเมตรต่อวินาที 14 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ  
28±2 °ซ  และดูแลโดยการย้ายเลี้ยงทุกเดือนเป็น
เวลา 4 ปี ในห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพของ
พืชปลูก ภาควิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
อ�าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา ระยะเวลาท�าการศกึษา 
เดอืนมถินุายน พ.ศ. 2552 ถงึ เดอืนตลุาคม พ.ศ. 2554 

ศึกษำควำมเข้มข้นของไดแคมบำในอำหำรแข็ง
และอำหำรเหลว ต่อกำรเพิ่มปริมำณแคลลัส/ 
เซลล์ซัสเพนชั่น
 ย้ายแคลลัสหนัก 0.1 และ 0.25 กรัม ไปเพาะ
เลีย้งบนอาหารแขง็ และอาหารเหลวตามล�าดบั โดยใช้
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อาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS เติมกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น  

200 มก./ล.  ไดแคมบาเข้มข้น 0-1.0 มก./ล. ซูโครส 

3 เปอร์เซ็นต์ ปรับ pH เป็น 5.7 อาหารแข็งเติมผงวุ้น 

0.75  เปอร์เซ็นต์ การวางเลี้ยงบนอาหารแข็งใช้หลอด

ทดลองขนาด 25 x 150 มม. บรรจุอาหารปริมาตร 10 

มลิลลิติรต่อหลอด วางเลีย้งทีอ่ณุหภมู ิ28±2 °ซ ให้แสง  

15 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวนิาท ี14 ชัว่โมงต่อวนั  

ท�าการทดลองทรีตเมนต์ละ 4 ซ�้า ซ�้าละ 5 หลอด  และ

วางเลี้ยงในอาหารเหลวใช้ฟลาสก์ขนาด 125  มล.  

บรรจุอาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตรต่อฟลาสก์ เขย่าที่

ความเรว็ 110 รอบต่อนาท ีสภาพการวางเลีย้งเช่นเดยีว

กับอาหารแข็ง ท�าการทดลองทรีตเมนต์ละ 4 ซ�้า ซ�้าละ 

5 ฟลาสก์   เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 เดือน โดยย้ายเลี้ยง

ทุกๆ เดือน  จากนั้นชั่งน�้าหนักสดที่เพิ่มขึ้นในอาหาร

ที่แตกต่างกันทั้ง 2 แบบ และตรวจสอบลักษณะของ

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสเปรียบเทียบกันโดยใช้แผนการ

ทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) 

และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี 

Duncan’s multiple range test (DMRT)

กำรประเมินควำมแปรปรวนทำงพันธุกรรมของ

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัส

 กำรสกัดดีเอ็นเอ

 สกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ Te-chato (2000) 

โดยเกบ็ตวัอย่างเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัทีเ่พาะเลีย้งจาก

อาหารแข็งและอาหารเหลว ตัวอย่างละ 50 มิลลิกรัม

น�้าหนักสด ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มล. 

เติม TE บัฟเฟอร์ (Tris-HCl  20 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 

และ EDTA 0.1 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 

และโซเดียมโดดิซิลซัลเฟตเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  

20 ไมโครลิตร บดให้ละเอียดด้วยแท่งแก้ว แล้วบ่มที่

อณุหภมู ิ70 °ซ  นาน 15 นาท ีเตมิแอมโมเนยีมอะซเิตต

เข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 110 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า

กนับ่มทีอ่ณุหภมู ิ-20 °ซ  นาน 30 นาท ีน�าไปป่ันเหวีย่ง

ทีค่วามเรว็รอบ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาที 

ดดูสารละลายส่วนใสใส่หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ์หลอด

ใหม่  เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

กลับหลอดไปมา เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ เมื่อเห็นสาย

ดีเอ็นเอแล้ว เทไอโซโพรพานอลทิ้ง ล้างด้วยเอธานอล 

70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 2 ครั้ง เทเอธา

นอลทิง้ ผึง่ให้แห้ง จากนัน้เตมิ TE บฟัเฟอร์ ปรมิาตร 20 

ไมโครลติร เกบ็ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ -30 °ซ จนกว่าจะน�ามาใช้

 กำรตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอ

 น�าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน (ชิน้ส่วนของดเีอน็เอทีท่ราบขนาดทีแ่น่นอน) 

ด้วยการท�าอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสความเข้มข้น  

0.75 เปอร์เซ็นต์ ผ่านกระแสไฟ 100 โวลต์ ในสาร 

ละลาย TAE บัฟเฟอร์ ประมาณ 20 นาที ย้อมแถบ

ดเีอน็เอด้วยเอธเิดยีมโบรไมด์  จากนัน้น�าไปตรวจสอบ

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลต 

ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง gel 

documentation

 กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ

 เครื่องหมายโมเลกุล RAPD เป็นการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสตาม 

วธิกีารของ  สายชล (2548) โดยใช้เทคนคิ polymerase 

chain reaction (PCR) จากปรมิาตรรวม 25 ไมโครลติร 

ที่มีองค์ประกอบ ดังนี้ ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 60 นาโนกรัม  

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ จ�านวน 8 ไพรเมอร์  

ได้แก่ OPA-03 OPA-19 OPAB-01 OPAB-09  

OPAB-14 OPB-08 OPR-11 และ OPT-06 ความเข้มข้น 

ของแต่ละไพรเมอร์ 0.3 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.5 

ไมโครลิตร  10X บัฟเฟอร์ร่วมกับแมกนีเซียมคลอไรด์  

2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ดีออกซ ี

นิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต (dNTP) เข้มข้นชนิดละ 2.5  

มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เอนไซม์ Taq 

polymerase 1.5 ยูนิต ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร และ

น�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 17.75 ไมโครลิตร  ส�าหรับ

ปฏิกิริยา PCR ที่ใช้มีดังนี้  ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น   95 °ซ  

เป็นเวลา 1 นาที  ตามด้วยขั้นตอน Denaturation  

ใช้อุณหภูมิ 92 °ซ เป็นเวลา 30 วินาที  ต่อมาขั้นตอน 

Annealing ใช้อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 1 นาที  และ

ขั้นตอน Extention ใช้อุณหภูมิ 72 °ซ เป็นเวลา 2 นาที 

ทัง้ 3 ขัน้ตอนนีท้�าซ�า้ทัง้สิน้ 39 รอบ  ในขัน้ตอนสดุท้าย
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ใช้อุณหภูมิ 95 °ซ เป็นเวลา 1 นาที  ตามด้วยอุณหภูมิ 

37 °ซ เป็นเวลา 1 นาที และ 72 °ซ เป็นเวลา 10 นาที  

อีก 1 รอบ

 เครื่องหมายโมเลกุล SSR ด�าเนินการตรวจสอบ

ตามรายงานของ Thawaro and Te-chato (2009) และ

สกุลรัตน์ (2553) จ�านวน 9 ไพรเมอร์ คือ EgCIR0008  

EgCIR0243  EgCIR0337  EgCIR0409  EgCIR0446  

EgCIR0465 EgCIR0781 EgCIR0905 และ  

EgCIR1772  จากปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร  มีองค์

ประกอบ ดงันี ้ดเีอน็เอแม่พมิพ์    20 นาโนกรมั ปรมิาตร  

1.8 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิดเข้มข้น 2.5  

มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร  10X บัพเฟอร์

ร่วมกับแมกนีเซียมคลอไรด์เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เอ็นไซม์ Taq polymerase 

เข้มข้น 0.5 ยูนิต ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ดีออกซี

นิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต (dNTP) เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และน�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 

4.1 ไมโครลิตร ส�าหรับปฏิกิริยา PCR ที่ใช้มีดังนี้   

ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น 95 °ซ เป็นเวลา 1 นาที   ตามด้วย

ขั้นตอน Denaturation ใช้อุณหภูมิ 94 °ซ เป็นเวลา  

30 วนิาท ีต่อมา Annealing ทีอ่ณุหภมู ิ52 °ซ เป็นเวลา  

1 นาท ีและ Extention ทีอ่ณุหภมู ิ72 °ซ เป็นเวลา 2 นาที  

ทั้ง 3 ขั้นตอนนี้ท�าซ�้าทั้งสิ้น 35 รอบ  และในขั้นตอน

สุดท้ายใช้อุณหภูมิ 72 °ซ เป็นเวลา 8 นาที 

 กำรประเมินด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RAPD

 น�าผลผลิต PCR มาแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยการ

ท�าอเิลก็โตรโฟรซีสิบนแผ่นเจลอะกาโรสทีค่วามเข้มข้น  

1.5 เปอร์เซ็นต์  ในสารละลาย TBE บัฟเฟอร์ ผ่าน

กระแสไฟ 100 โวลต์  ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียม

โบรไมด์เข้มข้น  40 เปอร์เซ็นต์ น�าแผ่นเจลตรวจสอบ

ภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 260  

นาโนเมตร ด้วยเครือ่ง gel documentation  บนัทกึภาพ

และเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เพื่อประเมิน

ความแปรปรวนทางพันธุกรรม

 กำรประเมินด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล SSR

 หลังจากท�า PCR น�าดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณมา

ตรวจสอบขนาดของชิน้ดเีอน็เอ โดยน�าตวัอย่างดเีอน็เอ

มาท�าให้เสียสภาพก่อน เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหาการเสีย

สภาพธรรมชาติในเวลาต่างกันเมื่ออยู่ในเจล โดยผสม

กับฟอร์มาไมด์ 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นส่วนประกอบใน 

loading dry น�าไปท�าให้เสียสภาพที่อุณหภูมิ 95 °ซ   

แล้วน�าไปแช่น�้าแข็งทันที จากนั้นน�ามาแยกความ

แตกต่างของแถบดีเอ็นเอโดยอะคริลาไมด ์ เจล 

อิเล็กโตรโฟรีซิสแนวดิ่งเจลเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ และ

ย้อมแถบดเีอน็เอโดยใช้สารละลายซลิเวอร์ไนเตรท โดย

น�าแผ่นเจลมาแช่ในสารละลาย fixative (acetic acid 

10 เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลา 20 นาที เขย่าเบาๆ  ล้างใน

น�้ากลั่น 20 นาที เปลี่ยนน�้าล้างใหม่แล้วล้างต่ออีก 10 

นาที น�าแผ่นเจลมาย้อมในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท

เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที เขย่าอย่าง

สม�่าเสมอ หลังจากนั้นน�าแผ่นเจลจุ่มน�้ากลั่นอย่าง

รวดเร็ว (5 วินาที) แล้วน�าแผ่นเจลใส่ในสารละลาย  

developer [sodium carbonate 25 เปอร์เซ็นต์  

(แช่เยน็ทีอ่ณุหภมู ิ4 °ซ)  formaldehyde 40 เปอร์เซน็ต์  

sodium thiosulfate 50 มก./ล.] เขย่าด้วยความเร็ว

สม�่าเสมอจนกว่าจะเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน หยุด

ปฏิกิริยาโดยการแช่สารละลายกรดอะซิติก (stop  

solution) นาน 30 นาที แล้วน�าแผ่นเจลมาล้างด้วย 

น�้ากลั่นเป็นเวลา 10 นาที ผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง  

จากนั้นเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏระหว่าง

ดีเอ็นเอที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส

บนอาหารแข็งและในอาหารเหลวเพื่อประเมินความ

แปรปรวนทางพันธุกรรม

ผลกำรศึกษำ

ผลของควำมเข้มข้นของไดแคมบำในอำหำรแข็ง

และอำหำรเหลว ต่อกำรเพิ่มปริมำณแคลลัส/ 

เซลล์ซัสเพนชั่น

น�า้หนกัสดของเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัเพิม่ขึน้ตามระยะ

เวลาการเพาะเลี้ยงที่เพิ่มขึ้น หลังจากการวางเลี้ยงบน 

อาหารแขง็สตูร MS ทีไ่ม่เตมิหรอืเตมิไดแคมบาทีร่ะดบั 

ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 3 เดอืน พบว่า หลงัจากวาง

เลี้ยงในเดือนแรกการเจริญของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 
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ทุกหน่วยการทดลองใกล้เคียงกัน เริ่มมีความแตกต่าง

กนัหลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 เดอืนขึน้ไป (Figure 1)  

เมื่อย้ายเลี้ยงนาน 3 เดือน บนอาหารเติมไดแคมบา 

เข้มข้น 0.1 มก./ล. ให้การตอบสนองต่อการเพิ่ม 

น�า้หนกัสดของเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัเฉลีย่สงูสดุ 0.333 

กรัม แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส�าคัญ (P<0.05)  

(Table 1) แคลลสัมลีกัษณะเป็นปมขนาดเลก็ เกาะกนั 

หลวมๆ สีเหลืองถึงเหลืองเข้ม (Figure 2) ในขณะที่ 

การวางเลีย้งในอาหารเหลวสตูรเดยีวกนัเตมิไดแคมบา 

เข้มข้น 0.1 มก./ล. ให้น�้าหนักสดของเอ็มบริโอเจนิค 

แคลลัสเฉลี่ยสูงสุด 1.191 กรัม แต่ไม่มีความแตกต่าง 

กนัทางสถติ ิ(P>0.05) (Table 1 และ Figure 1) แคลลสั 

มีลักษณะเป็นก้อนขนาดเล็ก เกาะกันแน่น แต่การ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่ไม่เติมไดแคมบาเป็นเวลา 

2 เดอืน เอม็บรโิอเจนคิแคลลสับางส่วนเกดิอาการตาย  

เนื้อเยื่อเปลี่ยนเป็นสีน�้าตาล หรือสีด�า และไม่สามารถ

เจริญ และเพิ่มปริมาณต่อไปได้ (Figure 3) และเกิด

ลักษณะเช่นนี้กับเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสที่วางเลี้ยงบน

อาหารแข็งที่ไม่เติมไดแคมบาเป็นเวลา 3 เดือนขึ้นไป

Table 1 Growth rate of embryogenic callus cultured on the two difference types of culture media with dicamba 
for 3 months.

Dicamba (mg/l)
Fresh weight (g)

Solidified medium1/ Liquidified medium
0 0.279ab 0.718

0.1 0.333a 1.191
0.3 0.295ab 0.946
0.5 0.303ab 0.885
0.7 0.258b 0.848
0.9 0.261b 0.776
1.0 0.262b 0.764

F-test * ns
C.V. (%) 10.53 36.17

1/  Means sharing letter in common within column are not significant  difference by DMRT.
ns = not significant difference at P>0.05   
*  Significant difference at P < 0.05

Figure 1 Fresh weight of embryogenic callus on two different types of culture media with dicamba. A: solidified 
medium,  B: liquidified medium
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Figure 3 Characteristics of embryogenic cell suspension in liquid MS medium after 3 months of culture.  
A: PGR-free MS medium, B: 0.1 mg/l dicamba containing medium. (bar = 1.0 cm)

Figure 2 Characteristics of embryogenic callus on solidified MS medium with various concentrations of dicamba. 
(A: PGR-free MS medium, B: 0.1 mg/l, C: 0.3 mg/l, D: 0.5 mg/l, E: 0.7 mg/l, F: 1.0 mg/l dicamba  
containing MS medium) after 3 months of culture.  (bar = 0.5 cm)

ผลของกำรสกัดดีเอ็นเอ

 การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างเอ็มบริโอเจนิคที่ได้จาก

การทดลองข้างต้น ตามวิธีของ Te-chato (2000)  

พบว่า สามารถสกดัดเีอน็เอได้ครัง้ละประมาณ 80-160 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (Figure 4) น�าดีเอ็นเอที่สกัด

มาเพิ่มปริมาณด้วยด้วยปฏิกิริยา PCR ต่อไป

กำรประเมินควำมแปรปรวนด้วยเครื่องหมำย

โมเลกุล RAPD

 การใช้ไพรเมอร์ขนาด 10 เบส จ�านวน 8 ไพรเมอร์  

ดงันี ้OPA-03 OPA-19 OPAB-01 OPAB-09 OPAB-14   

OPB-08 OPR-11 และ OPT-06 พบว่า มี 6 ไพรเมอร์ 

คอื OPA-03 OPAB-01 OPAB-09 OPAB-14 OPR-11  

และOPT-06 ที่ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจน สามารถน�าไป

ใช้ในการประเมินความแปรปรวนของเอ็มบริโอเจนิค 

แคลลัสปาล์มน�้ามันที่ได้จากการเพาะเลี้ยงบนอาหาร

แขง็และในอาหารเหลว  โดยทีแ่ถบดเีอน็เอของเอม็บรโิอ 

เจนคิแคลลสัจากการเพาะเลีย้งโดยใช้อาหารสองชนดิ 

มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกัน (monomorphism) 

(Figure 5) 

กำรประเมินควำมแปรปรวนด้วยเครื่องหมำย

โมเลกุล SSR

 การประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมด้วย

เทคนิค SSR จ�านวน 9 ไพรเมอร์ คือ EgClR0008 

EgClR0409 EgClR0446  EgClR0905  EgClR0243  

EgClR0781  EgClR0337  EgClR1172  EgClR0465  

หลังจากเพิ่มปริมาณ    ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR แล้ว

น�ามาตรวจสอบบนอะคริละไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  

พบว่า  ไพรเมอร์สามารถให้แถบดีเอ็นเออย่างชัดเจน 

Figure 4 Genomic DNA from oil palm embryogenic callus cultured on two different types of culture media, 
solidified media (lane 1-6) and liquidified media (lane 7-12)
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สามารถใช้ประเมินวิธีการในการตรวจสอบแปรปรวน

ของเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสปาล์มน�้ามันจากการเพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อได้  โดยที่ไพรเมอร์ EgClR0008 ให้แถบ

ดีเอ็นเอจ�าเพาะขนาด 500-600 คู่เบส (Figure 6) 

จากการตรวจสอบความแปรปรวนของเอ็มบริโอเจ

นิคแคลลัสที่ได้จากการเพิ่มปริมาณทั้งบนอาหารแข็ง  

และในอาหารเหลว ไม่มคีวามแปรปรวนทางพนัธกุรรม

เกิดขึ้น

Figure 5 RAPD patterns of oil palm embryogenic callus cultured on solidified (lane 1-8) and liquidified MS  
medium (lane 9-16) amplified by primer OPA-03(A)  OPAB-01(B)  OPAB-09(C)  OPAB-14(D)  
OPR-11(E) and OPT-06(F)

Figure 6 SSR patterns of oil palm embryogenic callus cultured on solidified culture medium (A) and liquidified 
media (B) obtained with primer EgClR0008.
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วิจำรณ์

 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชโดยใช้ชนิดอาหาร และ

ความเข้มข้นของสารควบคมุการเจรญิเตบิโตทีต่่างกนั  

ท�าให้เนื้อเยื่อพืชเกิดการตอบสนองที่แตกต่างกัน  

จากการศึกษาครั้งนี้ได ้รับผลส�าเร็จสามารถเพิ่ม

ปรมิาณเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัของปาล์มน�า้มนัลกูผสม

เทเนอรา ให้การตอบสนองต่อการเพิ่มน�า้หนักสดได้ดี

ที่ไดแคมบาเข้มข้น 0.1 มก./ล. ทั้งบนอาหารแข็งและ 

ในอาหารเหลว โดยที่อาหารแข็งสูตร MS สามารถ

เพิ่มน�้าหนักสดได้ 3.33 เท่า สอดคล้องกับรายงานของ

เพ็ญติมาส (2552) ที่สามารถเพิ่มปริมาณแคลลัสของ

ปาล์มน�้ามันบนอาหารแข็งสูตร MS เติมไดแคมบา 

เข้มข้น 0.1 มก./ล. ได้สูงสุด 336 มิลลิกรัมน�้าหนักสด 

และสามารถพัฒนาเป็นโซมาติกเอ็มบริโอระยะสร้าง

จาวได้ 6 เอ็มบริโอต่อหลอดทดลอง ในขณะที่การ

วางเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดียวกันสามารถเพิ่มได้  

4.764 เท่า ในสภาพที่มีการเขย่าตลอดเวลาเพื่อให้ 

แลกเปลี่ยนอากาศหรือเป็นการเพิ่มออกซิเจนแก่

เนื้อเยื่อพืชช่วยกระตุ้นให้เนื้อเยื่อดูดซึมสารอาหาร

และฮอร์โมนที่ใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีกว่า เมื่อวาง 

เลี้ยงได้ระยะหนึ่งจ�าเป็นต้องมีการย้ายเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

เนื่องจากสารอาหารลดน ้อยลง อีกทั้ งยังมีการ 

ปลดปล่อยของเสียจากเนื้อเยื่อพืชออกมาด้วย ซึ่งอาจ

ส่งผลให้เนื้อเยื่อนั้นตายได้ นอกจากนี้พบว่า ออกซิน

ชนิดไดแคมบาที่ความเข้มข้นต�า่ 0.1 มก./ล. ส่งเสริม

การเพิ่มปริมาณแคลลัสได้ดีเมื่อเปรียบเทียบกับความ

เข้มข้นอืน่ๆ ส�าหรบัการใช้ไดแคมบาทีค่วามเข้มข้น 0.3 

และ 0.5 มก./ล. ส่งเสรมิการเพิม่ปรมิาณเอม็บรโิอเจนคิ 

แคลลสัได้ดเีช่นเดยีวกนัเมือ่อายกุารเพาะเลีย้งนานขึน้ 

อาจเป็นเพราะว่าไดแคมบาที่ความเข้มข้นต�่า 0.1-0.5 

มก./ล. เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ และ

การลดความเข้มข้นของไดแคมบาลง ช่วยส่งเสริม

กระบวนการโซมาตกิเอม็บรโิอเจเนซสิในการเพาะเลีย้ง

แคลลัสของ Areca catechu (Wang et al., 2006) 

ทั้งนี้ในอาหารที่เติมไดแคมบา 0.1 มก./ล. ชักน�าให้

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสของปาล์มน�้ามันเข้าสู ่ระยะ 

สกุแก่ได้เรว็ (Te-chato, 1998)  จากการศกึษาเนือ้เยือ่

วิทยา พบว่า ไดแคมบาส่งเสริมกิจกรรมการแบ่งเซลล์

สูงในชั้น epidermis และ subepidermis (Te-chato 

et al., 2003) นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิค 

แคลลัสบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวสูตร MS  

ทีป่ราศจากสารควบคมุการเจรญิเตบิโต เป็นเวลานาน 

3 เดือน ส่งผลให้เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบางส่วนเกิด

อาการตาย  เนือ้เยือ่เปลีย่นเป็นสนี�า้ตาลหรอืสดี�า หยดุ

การพัฒนาไม่สามารถเพิ่มปริมาณต่อไปได้ ในขณะที่

การเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมไดแคมบานั้นเอ็มบริโอ

เจนคิแคลลสัเพิม่ปรมิาณได้ด ีมคีณุภาพอยูใ่นเกณฑ์ดี 

สอดคล้องกบัการศกึษาของซไูฮมนิ (2551)  ซึง่รายงาน

ว่าออกซินชนิดไดแคมบาส่งเสริมการชักน�าแคลลัสได้

ดีเมื่อเปรียบเทียบกับ 2,4-D และ NAA อย่างไรก็ตาม 

การเพาะเลี้ยงคัพภะของปาล์มน�้ามันจากคู ่ผสม 

D174xP206 ที่อายุ 5 เดือนหลังการผสม พบว่า 2,4-D  

ให้การตอบสนองต่อการชักน�าแคลลัสได้สูงกว่า 

ไดแคมบา แต่เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 3 เดือน 

แคลลัสมีการสร้างสารประกอบฟีนอลออกมามาก  

ส่งผลให้แคลลัสเปลี่ยนเป็นสีน�้าตาล หยุดการพัฒนา

หรือหยุดการเจริญเติบโต ในการศึกษานี้เพาะเลี้ยง

เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสบนอาหารที่เติมไดแคมบา 

แคลลสัสามารถเพิม่ปรมิาณ และไม่มกีารเกดิสนี�า้ตาล

ขึ้นกับเนื้อเยื่อ ดังนั้นไดแคมบาจึงเป็นออกซินที่มี

ศักยภาพสูงในการส่งเสริมการชักน�าแคลลัส การเพิ่ม

น�า้หนกัสดของแคลลสั และพฒันาการของปาล์มน�า้มนั 

 จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธกุรรม

ของเอม็บรโิอเจนคิแคลลสัด้วยเทคนคิ RAPD และ  SSR   

จากการใช้  8 ไพรเมอร์ส�าหรับ RAPD มีประสิทธิภาพ 

เนื่องจาก ไพรเมอร์  OPA-03 OPAB-01 OPAB-09  

OPAB-14 OPR-11 และ OPT-06 ให้ผลชัดเจน แถบ

ดีเอ็นเอที่ปรากฏสม�่าเสมอ และไม่มีความแตกต่าง 

ของแถบดีเอ็นเอ  แสดงให้เห็นว่าจากการใช้อาหาร

แข็งและอาหารเหลวเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเจนิคแคลลัส 

ปาล์มน�า้มนัลกูผสมเทเนอราไม่มผีลต่อการเปลีย่นแปลง

ทางพนัธกุรรม  และไม่มกีารกลายพนัธุเ์กดิขึน้ในระดบั

ดเีอน็เอ  อย่างไรกต็ามในการทดลองครัง้นีใ้ช้ไพรเมอร์ 
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เพียง 8 ไพรเมอร์ อาจยังไม่เพียงพอ เนื่องจากเทคนิค 

RAPD เป็นการจับกันของดีเอ็นเอแบบสุ่ม ซึ่งต�าแหน่ง

ของดเีอน็เอทีไ่พรเมอร์ไปจบัอาจแตกต่างกนั  จากการ 

ศึกษาของสายชล (2547)  ถึงความแปรปรวนทาง

พนัธกุรรมของประชากรปาล์มน�้ามนัทัง้ 3 แบบในพืน้ที่

ภาคใต้ของประเทศไทย คือ ดูรา พิสิเฟอรา และเทเนอ

รา ด้วยเทคนคิ RAPD  โดยใช้ 7 ไพรเมอร์  ได้แก่ OPAB-

01 OPAB-09 OPAB-14 OPB-08 OPR-11 OPT-06 

และ OPT-19  ให้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างระหว่าง

พันธุ์  โดยให้แถบดีเอ็นเอทั้งสิ้น  209  แถบ  เฉลี่ย   

29.85  แถบต่อไพรเมอร์  และเมือ่น�ามาสร้างเดนโดรแกรม

เพื่อหาความสัมพันธ์ และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม

โดยใช้วธิ ีUPGMA (Unweighted Pair-Group Method 

Using Arithmetic Average) จากโปรแกรม SPSS  

พบว่าปาล์มน�า้มนัทีป่ลกูในแถบภาคใต้ของประเทศไทย 

มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมค่อนข้างน้อย ธนวดี  

และคณะ (2552) ได้ตรวจสอบความแปรปรวนทาง

พันธุกรรมของต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ปาล์มน�้ามันโดยใช้เทคนิค RAPD พบว่า ไพรเมอร์  

OPAB-01 และ OPAB-09 ให้ความสม�่าเสมอของ

แถบดีเอ็นเอสูง และแถบดีเอ็นเอที่ได้มีลักษณะเป็น  

monomorphism และไม่มคีวามแปรปรวนทางพนัธกุรรม

เกิดขึ้น ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถผลิตต้น

กล้าปาล์มน�า้มนัทีม่ลีกัษณะตรงตามพนัธุไ์ด้ Thawaro 

and Te-chato (2009) ใช้เทคนิคดังกล่าวตรวจสอบ

ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของโซมาติกเอ็มโอ

ระยะรปูกลมของปาล์มน�า้มนั พบว่า ไพรเมอร์ OPT-06  

ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุด ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทาง

พนัธกุรรมเกดิขึน้   จากการใช้เทคนคิ RAPD ทีก่ล่าวมา

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของเนื้อเยื่อ

ปาล์มน�้ามันในระยะต่างๆ ยังไม่พบความแปรปรวน

เกดิขึน้ แต่หากเพาะเลีย้งชิน้ส่วนหรอืแคลลสัในอาหาร

เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตความเข้มข้นสูงเป็น

เวลานานอาจส่งเสริมให้เกิดความแปรปรวนขึ้นได้ 

อย่างไรก็ตามเพื่อความมั่นใจและยืนยันผลดังกล่าว 

จึงท�าการประเมินด้วยเทคนิค SSR โดยใช้ตัวอย่าง

ดีเอ็นเอจากแหล่งเดียวกัน ตรวจสอบด้วย 9 ไพรเมอร์ 

และจากการศึกษา SSR ไม่พบความแปรปรวนทาง

พันธุกรรมเช่นเดียวกัน ทั้ง 9 ไพรเมอร์ให้แถบดีเอ็นเอ

ชัดเจน ไม่มีความแตกต่างของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ โดยที่

ไพรเมอร์ EgCIR0008  มีลักษณะแถบดีเอ็นเอเป็น

แบบ monomorphism สอดคล้องกบั สกลุรตัน์ (2553) 

รายงานการเพาะเลีย้งคพัภะอ่อน การตรวจสอบความ

แปรปรวนทางพนัธกุรรมของปาล์มน�า้มนัลกูผสมในระยะ

แคลลสัด้วยเทคนคิ SSR พบว่า ไพรเมอร์ EgClR0008  

ให้แถบดเีอน็เอชดัเจน เป็นชนดิ monomorphism  และ

ไม่เกดิความแปรปรวนทางพนัธกุรรม แสดงว่าแคลลสั

ตรงตามพันธุ์ สามารถใช้ขยายพันธุ์เพิ่มจ�านวนโดย

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไปได้ Singh et al. (2007) 

รายงานว่า เทคนิค SSR สามารถแยกต้น ramet  

ที่ปะปนหรือเป็นพันธุ์ปลอมได้ เมื่อน�าต้น ramet มา

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แล้วประเมินความแปรปรวนทาง

พนัธกุรรม พบว่า ให้รปูแบบดเีอน็เอเหมอืนเดมิ บ่งบอก

ได้ว่าต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไม่เกิดความ

แปรปรวนทางพันธุกรรม

สรุป

 อาหารสูตร MS เติมไดแคมบาเข้มข้น 0.1 มก./ล.  

น�า้ตาลซโูครส 3 เปอร์เซน็ต์ กรดแอสคอร์บคิ 200 มก./ล. 

สามารถเพิ่มปริมาณน�้าหนักสดของเอ็มบริโอเจนิค

แคลลัสเฉลี่ยสูงสุด 0.333 กรัม ในอาหารแข็ง และ 

1.191  กรัม ในอาหารเหลว หลังจากวางเลี้ยง 3 เดือน  

อาหารทั้งสองชนิดให้ลักษณะแคลลัสเป็นกลุ่มค่อน

ข้างกลม เป็นปมเกาะกนัหลวมๆ สเีหลอืงถงึเหลอืงเข้ม

 การประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรมใน

ระยะเอ็มบริโอเจนิคแคลลัสของปาล์มน�้ามันที่ชักน�า

จากการเพาะเลี้ยงคัพภะลูกผสมเทเนอรา ที่ผ่านการ

ย้ายเลี้ยงมาเป็นเวลานาน 4 ปี แล้วน�ามาเพิ่มปริมาณ

ในอาหารเพาะเลี้ยงแตกต่างกันสองชนิดไม่พบความ

แปรวนทางพันธุกรรมเกิดขึ้นจากระบบการเพาะเลี้ยง

เมื่อประเมินด้วยเทคนิค RAPD และ SSR 
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