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ผลของ 2,4-D ต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนต่างๆ ของยางพาราในสภาพ
ปลอดเชื้อ

Effect of 2,4-D on explants of Hevea brasiliensis in vitro
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บทคัดย่อ: ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจหลักและมีการปลูกกระจายทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย พันธุ์ที่นิยมปลูกได้แก่ 
RRIM 600 การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาถึงผลของ 2,4-D ต่อการพัฒนาชิ้นส่วนต่างๆของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 	
ในสภาพปลอดเชือ้ ส�ำหรบัพฒันาให้เกดิแคลลสัและต้นอ่อนโดยกระบวนการ embryogenesis เนือ่งจากวธิกีารนีส้ามารถ
ชักน�ำให้เกิดต้นเป็นจ�ำนวนมากและมีต้นที่แข็งแรงเสมือนกับต้นที่ได้จากการเพาะเมล็ด โดยที่มีลักษณะของส่วนยอด
และรากเชื่อมติดกันเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ การศึกษานี้ได้น�ำชิ้นส่วนของยางพารา 4 ชนิดได้แก่ ล�ำต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยง,ใบ
เลี้ยง, ใบอ่อน และเมล็ดอ่อน มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MB ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0, 1, 3, 5, 7 และ 9 มก./ล. 	
ในสภาพที่มีแสงและที่ไม่มีแสง วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Complely Randomized Design, CRD) แต่ละ
กรรมวิธีมี 12 ซ�้ำ ผลการทดลองพบว่า ชิ้นส่วนที่เกิดแคลลัสได้ดีในสภาพมีแสงคือ ล�ำต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยงที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสตูร MB ทีเ่ตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. มกีารแคลลสั 87.50% และชิน้ส่วนทีเ่กดิแคลลสัได้ดใีนสภาพไม่มแีสง
คือ เมล็ดอ่อนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MB ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 7 มก./ล. มีการเกิดแคลลัส 100% 
ค�ำส�ำคัญ: ยางพารา, แคลลัส, 2,4-D, ในสภาพปลอดเชื้อ 

ABSTRACT: Hevea brasiliensis is the main cash crops plants and cultivation general distribution all regions of 
Thailand. Popular variety plant was RRIM 600. This present study was conducted to investigate the effects of 2,4-D 
on the explants of H. brasiliensis variety RRIM 600 in vitro for development to callus and plantlet by embryogenesis. 
Embryogenesis was regenerated a large numbers of plantlet which induced a strong plant as a seedling which shoot 
and root were connected and become complete plantlet. Four types of explant were used for this experiment such as 
epicotyl, cotyledon, immature leaf, and immature seed. These explant were cultured on MB medium supplemented 
with 2,4-D at concentration of 0, 1, 3, 5, 7 and 9 mg/L both in light and dark conditions. The experimental design 
was Completely Randomized Design treatment are 12 replications. The results showed that the epicotyl explant was 
induced 87.50 % of callus in light condition which was cultured on MB medium added with 2,4-D 3 mg/L and the 
immature seed was cultured on MB medium added with 2,4-D 7 mg/L induced callus optimum 100% in dark condition.
Keywords: Hevea brasiliensis, callus, 2,4-D, in vitro
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บทน�ำ

ยางพารา (Para rubber) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า 

Hevea brasiliensis มีพื้นที่ปลูกหนาแน่นในภูมิภาค

เขตร้อนของโลกโดยเฉพาะในเอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต้ 

ซึ่งประเทศไทยเป็นประเทศผู ้ผลิตและส่งออกยาง

อันดับ 1 ของโลก (พสุธา และคณะ, 2554) จึงถือได้ว่า

ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจหลักของประเทศ ยางพารา

ที่นิยมปลูกมีหลายพันธุ์ได้แก่ พันธุ์ RRIM 600 ซึ่งมี

ผลผลิตน�้ำยางสูงและสามารถปรับตัวได้ดีในเกือบทุก

พืน้ที ่(กรมวชิาการเกษตร, 2547) เหมาะแก่น�ำมาขยาย

พันธุ์และส่งเสริมการปลูก ในปี 2554-2556 รัฐบาลได้

ด�ำเนนิโครงการขยายพืน้ทีป่ลกูยางพาราแห่งใหม่ระยะ

ที่ 3 ประกอบกับราคายางพาราที่มีราคาดี ส่งผลให้

เกษตรกรและผู้สนใจทั่วไปหันมาปลูกยางพาราเป็น

จ�ำนวนมากขึ้น (ฐานเศรษฐกิจ, 2554)  แต่การด�ำเนิน

โครงการคาดว่าจะมปัีญหาเกีย่วการกบัการหาต้นกล้า

พันธุ์คุณภาพมาตรฐานและการขาดแคลนกล้าพันธุ์

ยาง (พนม, 2555) ซึ่งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นวิธี

ขยายพันธุ์พืชที่มีประสิทธิภาพสูง สามารถผลิตพืชได้

จ�ำนวนมากในเวลาอนัรวดเรว็ ต้นพชืมคีวามสม�ำ่เสมอ 

สมบูรณ์แข็งแรงและปลอดโรค ซึ่งการชักน�ำชิ้นส่วน

ของพชืทีเ่พาะเลีย้งให้เกดิแคลลสัแล้วชกัน�ำให้เกดิการ

พฒันาไปเป็นพชืต้นใหม่ผ่านแคลลสัจะสามารถท�ำให้

ได้พชืต้นใหม่เป็นจ�ำนวนมาก โดยชิน้ส่วนของพชืเกอืบ

ทุกชนิดสามารถชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้ (ศิวพงศ์, 

2546) โดยทั่วไปนิยมเลือกเนื้อเยื่อเจริญ เช่น ปลาย

ยอด ข้อ ใบอ่อน เอ็มบริโอ ซึ่งเนื้อเยื่อหรือชิ้นส่วนเหล่า

นี้ประกอบด้วยเซลล์ที่ก�ำลังเจริญเติบโตดี (บุญยืน, 

2547) การกระตุ้นให้เกิดแคลลัสจะมีการเติมออกซิน

ลงในอาหาร โดยออกซนิจะไปช่วยกระตุน้และส่งเสรมิ

ในช่วงการชักน�ำการแบ่งเซลล์ท�ำให้เกิดการแบ่งเซลล์

และเจริญเป็นแคลลัส ที่นิยมใช้คือ 2,4-D ซึ่งเป็นออก

ซนิทีม่ฤีทธิค่์อนข้างแรงและยงัสามารถท�ำหน้าทีเ่ป็นได้

ทั้งออกซินและไซโตไคนิน (ค�ำนูณ, 2542) ซึ่งพบว่า 

2,4-D มีการชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้ดีกว่าออกซินชนิด

อื่นๆ คือ IBA และ NAA ในการเพาะเลี้ยงกาบใบของ

อ้อย (Gopitha et al., 2010) และในการเพาะเลี้ยงชิ้น

ส่วนต่างๆ ของยางพาราได้แก่ การเพาะเลีย้งอบัละออง

เกสรยางพาราพันธุ์ PR 300 (Tahardi, 1998) อับ

ละอองเกสรอ่อนของยางพารา (Venkatachalam  

et al., 2007) รังไข่ยางพาราพันธุ์ PB 260 (Kouassi  

et al., 2008) และชิ้นส่วนของรากยางพาราพันธุ ์ 

Reyan 87-6-62 (Quan et al., 2010) มีการใช้ 2,4-D 

ความเข้มข้นแตกต่างกันในอาหารเพาะเลี้ยงและชิ้น

ส่วนมกีารพฒันาไปเป็นแคลลสัได้ดแีละสามารถน�ำไป

ชักน�ำให้เกิดต้นอ่อนได้ แต่ในชิ้นส่วนอื่นๆ เช่น ล�ำต้น

อ่อนเหนอืใบเลีย้ง, ใบเลีย้ง, ใบอ่อน และเมลด็อ่อน ซึง่

เป็นชิ้นส่วนที่ก�ำลังเจริญ มีคุณสมบัติที่จะสามารถน�ำ

มาเพาะเลี้ยงให้เกิดแคลลัสได้เช่นกัน ยังไม่พบว่าการ

ศึกษาในชิ้นส ่วนดังกล ่าว ดังนั้นการศึกษานี้มี

วัตถุประสงค์เพื่อที่จะศึกษาถึงผลของ 2,4-D ความ 

เข้มข้นต่างๆ ต่อการพัฒนาและชักน�ำชิ้นส่วนล�ำต้น

อ่อนเหนือใบเลี้ยง, ใบเลี้ยง, ใบอ่อน และเมล็ดอ่อน 

ของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 ให้เกิดแคลลัส เพื่อที่จะ

น�ำไปชักน�ำให้เกิดต้นอ่อนโดยผ่านกระบวนการ  

embryogenesis ส�ำหรบัเป็นแนวทางในการขยายพนัธุ์

ยางพาราส�ำหรับใช้เป็นต้นพันธุ์หรือเป็นต้นตอส�ำหรับ

ติดตาต่อไป

วิธีการศึกษา

พืชที่ใช้ทดลอง: ชิ้นส่วนยางพาราพันธุ์ RRIM 

600 ที่น�ำมาศึกษา 4 ชนิด ได้แก่ ล�ำต้นอ่อนเหนือใบ

เลี้ยง (epicotyl), ใบเลี้ยง (cotyledon), ใบอ่อน (im-

mature leaf) และเมล็ดอ่อน (immature seed) โดย

เก็บชิ้นส่วนต่างๆ จากแปลงปลูกยางพารา หมวดพืช

ผกั สาขาวชิาพชืสวน ภาควชิาพชืศาสตร์และทรพัยากร

การเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น

การเตรยีมอาหารสงัเคราะห์: อาหารสงัเคราะห์

ที่ใช้คือสูตร MB โดยเติม 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น

ต่างๆ ตามแผนการทดลอง โดยแต่ละกรรมวิธีเติม

น�ำ้ตาล (sucrose) 30 กรมัต่อลติร, Phytagel 2.4 กรมั

ต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้ได้ 5.6-5.8 ด้วย 
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NaOH หรือ HCl แล้วน�ำอาหารใส่ขวดขนาด 4 ออนซ์ 

ในปรมิาตร 20 มลิลลิติรต่อขวด นึง่ฆ่าเชือ้ด้วยอณุหภมูิ 

121๐C ความดัน 15 ปอนด์ต่อนิ้วเป็นเวลา 15 นาที

การฟอกฆ่าเชือ้และเพาะเลีย้ง: น�ำเมลด็แก่  ใบ

อ่อนและผลอ่อน (อาย ุ4 สปัดาห์หลงัผสมตดิ) มาฟอก

ฆ่าเชือ้ทีผ่วิด้วยสารโซเดยีมไฮโปคลอไรด์ในชือ่การค้า 

Clorox® โดยเมลด็แก่  ใบอ่อนและผลอ่อนใช้ความเข้ม

ข้น 15% ใบอ่อนใช้ความเข้มข้น 5% เติมสารจับใบ 

(tween-20) จ�ำนวน 1 หยดต่อ 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 

5-10 นาที แล้วล้างด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง น�ำมา

ตัดแต่งและเพาะเลี้ยงบนอาหาร ส�ำหรับเมล็ดแก่ที่

ฟอกฆ่าเชื้อแล้วน�ำมาเลี้ยงบนอาหารสูตร MB ในห้อง

ที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 

ชัว่โมงต่อวนั ความเข้มแสง 1,000 ลกัซ์ ความชืน้สมัพทัธ์ 

80% เป็นเวลา 4 สปัดาห์ แล้วน�ำเมลด็แก่ทีง่อกเป็นต้น

อ่อนมาตดัแต่งเอาชิน้ส่วนล�ำต้นอ่อนเหนอืใบเลีย้งและ

ใบเลี้ยงไปเพาะเลี้ยงต่อไป

การศกึษาผลของ 2,4-D ต่อการเพาะเลีย้งชิน้

ส่วนต่างๆ ของยางพาราในสภาพที่มีแสง: น�ำต้น

อ่อนมาตัดเอาเฉพาะส่วนของล�ำต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยง

ขนาดความยาว 0.5 ซม. และส่วนของใบเลี้ยงขนาด 

0.5x0.5 ซม. น�ำใบอ่อนที่ฟอกฆ่าเชื้อแล้วตัดให้ได้

ขนาด 0.5x0.5 ซม. และน�ำผลอ่อนของยางพาราตัด

เอาเฉพาะส่วนของเมล็ดอ่อน แล้วผ่าออกเป็น 4 ส่วน 

น�ำชิ้นส่วนต่างๆทั้ง 4 ชนิด มาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร 

MB ที่เติม 2,4-D ระดับความเข้มข้น 0, 1, 3, 5, 7 และ 

9 มก./ล. เป็นเวลา 8 สัปดาห์  ให้แสงโดยหลอด 

ฟลอูอเรสเซนต์ความเข้มแสง 1,000 ลกัซ์ 16 ชัว่โมงต่อ

วัน อุณหภูมิห้องเพาะเลี้ยง 25±2 องศาเซลเซียส 

วางแผนการทดลองแบบสุ ่มสมบูรณ์ (Complely  

Randomized Design, CRD) แต่ละกรรมวิธีมี 12 ซ�้ำ 

บันทึกเปอร์เซนต์การเกิดแคลลัส น�้ำหนักสดแคลลัส 

และการเปลี่ยนแปลงอื่นๆ เช่น สี ลักษณะของแคลลัส 

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติและวิเคราะห์ข้อมูลค่าเฉลี่ย

±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

การศกึษาผลของ 2,4-D ต่อการเพาะเลีย้งชิน้

ส่วนต่างๆ ของยางพาราในสภาพที่ไม่มีแสง: น�ำ

ส่วนต่างๆ ของยางพาราทั้ง 4 ส่วนเช่นเดียวกับข้างต้น

มาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MB ที่เติม   2,4-D ที่ระดับ

ความเข้มข้น 0, 1, 3, 5, 7 และ 9 มก./ล. เป็นเวลา 8 

สัปดาห์ และน�ำไปเลี้ยงไว้ในที่ไม่มีแสง อุณหภูมิห้อง

เพาะเลี้ยง 25±2 องศาเซลเซียส วางแผนการทดลอง 

เก็บข้อมูลและ วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติเช่นเดียวกับ

การทดลองในสภาพที่มีแสง

ผลการทดลอง

การศกึษาผลของ 2,4-D ต่อการเพาะเลีย้งชิน้ส่วน

ต่างๆ ของยางพาราในสภาพที่มีแสง

เมื่อน�ำชิ้นส่วนทั้ง 4 ชนิดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MB ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1, 3, 5, 7 และ 9 

มก./ล. หลังการเพาะเลี้ยงได้ 8 สัปดาห์พบว่าชิ้นส่วน

ของยางพาราที่เพาะเลี้ยงมีการตอบสนองแตกต่างกัน

โดยชิ้นส่วนล�ำต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยง ใบอ่อนและเมล็ด

อ่อนมีการพัฒนาเนื้อเยื่อไปเป็นแคลลัส ส่วนใบเลี้ยง

ไม่มีการเกิดแคลลัส ส�ำหรบัลักษณะของแคลลัสที่เกิด

ขึ้นพบว่าล�ำต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยงและเมล็ดอ่อน

แคลลัสจะมีลักษณะแบบ compact ซึ่งเป็นก้อนกลม

เล็กๆ สีเขียวเกาะกันแน่น แคลลัสที่เกิดจากใบอ่อนจะ

มีทั้งลักษณะแบบ compact และ friable สีขาวและ

ครีม ส่วนใบเลี้ยงมีการพัฒนาเป็นเนื้อเยื่อที่มีลักษณะ

ฟู ฟ่ามและอวบน�้ำ สีน�้ำตาลเข้มหรือด�ำและมีรากเกิด

ขึ้นเล็กน้อย (Figure 1) ซึ่งชิ้นส่วนล�ำต้นอ่อนเหนือใบ

เลีย้งมเีปอร์เซนต์การเกดิแคลลสัสงูสดุบนอาหารทีเ่ตมิ 

2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. 87.50% ชิ้นส่วนใบอ่อน

มีการเกิดสูงสุด 70% ที่ความเข้มข้น 3 มก./ล. และ

เมล็ดอ่อนมีการเกิดสูงสุด 12.50% ที่ความเข้มข้น 5 

มก./ล. ส�ำหรบัน�ำ้หนกัสดของแคลลสัพบว่า ล�ำต้นอ่อน

เหนอืใบเลีย้งมนี�้ำหนกัสดของแคลลสัสงูสดุ 0.29 กรมั

ต่อชิน้ทีค่วามเข้มข้น 3 มก./ล. ใบอ่อน 0.36 กรมัต่อชิน้

ที่ความเข้มข้น  3 และ 5 มก./ล. และเมล็ดอ่อน 0.07 

กรัมต่อชิ้นที่ความเข้มข้น 3 มก./ล. (Table 1) 
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การศกึษาผลของ 2,4-D ต่อการเพาะเลีย้งชิน้ส่วน

ต่างๆ ของยางพาราในสภาพที่ไม่มีแสง

จากการศึกษาพบว่าเมื่อน�ำชิ้นส่วนทั้ง 4 ชนิดมา

เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MB ที่เติม 2,4-D ความเข้ม

ข้น 1, 3, 5, 7 และ 9 มก./ล. หลังการเพาะเลี้ยงได้ 8 

สปัดาห์ มกีารตอบสนองของชิน้ส่วนต่างกนัโดยชิน้ส่วน

ล�ำต้นอ่อนเหนือใบเลี้ยง ใบอ่อน และเมล็ดอ่อนมีการ

พัฒนาเนื้อเยื่อไปเป็นแคลลัสเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MB ที่เติม 2,4-D ทุกความเข้มข้นและชิ้นส่วนใบ

เลี้ยงไม่มีการเกิดแคลลัส โดยลักษณะของแคลลัสที่

เกดิจากชิน้ส่วนล�ำต้นอ่อนเหนอืใบเลีย้งและเมลด็อ่อน

จะมีลักษณะแบบ compact สีขาวและครีมเกาะกัน

แน่น แคลลัสที่เกิดจากใบอ่อนจะมีทั้งลักษณะแบบ 

compact และ friable สีขาวและครีม ส่วนใบเลี้ยงจะ

มีการพัฒนาเป็นเนื้อเยื่อที่มีลักษณะสีด�ำหรือน�้ำตาล

เข้มฟู ฟ่ามและอวบน�้ำ (Figure 2) ซึ่งชิ้นส่วนล�ำต้น

อ่อนเหนือใบเลี้ยงมีการเกิดแคลลัสสูงสุด 95.83% ที่

ความเข้มข้น 3 มก./ล. ใบอ่อน 87.50% ทีค่วามเข้มข้น 

3 และ 5 มก./ล. และเมล็ดอ่อน 100% ที่ความเข้มข้น 

7 มก./ล. ส�ำหรับน�้ำหนักสดของแคลลัสพบว่า ล�ำต้น

อ่อนเหนือใบเลี้ยงมีน�้ำหนักสดสูงสุดคือ 0.51 กรัมต่อ

ชิ้นที่ความเข้มข้น 7 มก./ล. ใบอ่อน มีน�้ำหนักสดสูงสุด 

0.54 กรมัต่อชิน้ที ่3 มก./ล. และเมลด็อ่อนมนี�้ำหนกัสด

สูงสุด 0.75 กรัมต่อชิ้นที่ความเข้มข้น 7 มก./ล.  

(Table 2) 

สรุปและวิจารณ์

การศึกษาผลของ 2,4-D ต่อชิ้นส่วนต่างๆ ของ

ยางพาราในสภาพปลอดเชื้อพบว่า 2,4-D มีผลต่อการ

ชักน�ำให้เกิดแคลลัสจากชิ้นส่วนล�ำต้นอ่อนเหนือใบ

เลี้ยง ใบอ่อนและเมล็ดอ่อนของยางพาราเกิดเป็น

แคลลัส และยังพบว่า 2,4-D ความเข้มข้นต่างๆ มีผล

ต่อการชกัน�ำชิน้ส่วนแต่ละชนดิแตกต่างกนั โดยในการ

เพาะเลี้ยงในสภาพมีแสงชิ้นส่วนล�ำต้นอ่อนเหนือใบ

เลีย้งเกดิแคลลสัสงูสดุ 87.50% บนอาหารทีเ่ตมิ   2,4-D 

3 มก./ล. ส่วนการเพาะเลี้ยงในสภาพที่ไม่มีแสงพบว่า

เมล็ดอ่อนที่ เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ เติม 2,4-D 7  

มก./ล. มีการเกิดแคลลัสสูงสุด 100% ซึ่งคล้ายกับการ

ศึกษาของ Kouassi et al. (2008) พบว่ารังไข่ของ

ยางพาราสายพันธุ์ PB 260 มีการเกิดแคลลัส 100% 

เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MB และ DKW ที่เติม 

2,4-D 9 มก./ล. ร่วมกับไคนีตินและน�้ำตาลความเข้มข้น

ระดับต่างๆ ทุกความเข้มข้น ส่วนอับละอองเรณูของ

ยางพาราสายพันธุ์ PR 300 พบว่ามีการเกิดแคลลัส 

51.5% บนอาหารสูตร MB ที่เติม 2,4-D ร่วมกับ BA 

และไคนีตินชนิดละ 5 มก./ล. (Tahardi, 1998) 

นอกจากนีใ้นพชืชนดิอืน่เช่น การเพาะเลีย้งกาบใบของ

อ้อย (Gopitha et al., 2010) ในอาหารสูตร MS ที่เติม 

2,4-D มีการชักน�ำให้เกิดแคลลัสได้โดยอาหารสูตรที่

เตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. มีการเกิดแคลลัสสูง

ทีส่ดุคอื 85% ซึง่แคลลสัทีเ่กดิขึน้เมือ่น�ำไปส่องภายใต้

กล้องจลุทรรศน์พบว่ามลีกัษณะเป็นก้อนกลมเลก็ๆ ซึง่

มีลักษณะคล้ายกับระยะ Globalular shape ใน

กระบวนการ embryogenesis (Figure 3) ที่จะมีการ

พฒันาต่อไปเป็นต้นอ่อน ซึง่จะสามารถน�ำไปศกึษาการ

ชักน�ำให้เกิดเป็นต้นอ่อนจากแคลลัสโดยผ่านกระบวนการ 

embryogenesis ต่อไป



395KHON KAEN AGR. J. 42 SUPPL. 3 : (2014).

การศึกษาผลของ 2,4-D ต่อการเพาะเลี �ยงชิ �นส่วนต่างๆ ของยางพาราในสภาพที�ไม่มีแสง 

จากการศกึษาพบว่าเมื�อนําชิ �นสว่นทั �ง 4 ชนิดมาเพาะเลี �ยงบนอาหารสตูร MB ที�เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1, 3, 5, 

7 และ 9 มก./ล. หลงัการเพาะเลี �ยงได้ 8 สปัดาห์ มีการตอบสนองของชิ �นส่วนต่างกันโดยชิ �นส่วนลําต้นอ่อนเหนือใบเลี �ยง 

ใบอ่อน และเมลด็อ่อนมีการพฒันาเนื �อเยื�อไปเป็นแคลลสัเมื�อเพาะเลี �ยงบนอาหารสตูร MB ที�เติม 2,4-D ทุกความเข้มข้น

และชิ �นสว่นใบเลี �ยงไม่มีการเกิดแคลลสั โดยลกัษณะของแคลลสัที�เกิดจากชิ �นส่วนลําต้นอ่อนเหนือใบเลี �ยงและเมล็ดอ่อน

จะมีลกัษณะแบบ compact สีขาวและครีมเกาะกันแน่น แคลลสัที�เกิดจากใบอ่อนจะมีทั �งลกัษณะแบบ compact และ 

friable สขีาวและครีม สว่นใบเลี �ยงจะมีการพฒันาเป็นเนื �อเยื�อที�มีลกัษณะสดํีาหรือนํ �าตาลเข้มฟู ฟ่ามและอวบนํ �า (Figure 

2) ซึ�งชิ �นสว่นลาํต้นอ่อนเหนือใบเลี �ยงมีการเกิดแคลลสัสงูสดุ 95.83% ที�ความเข้มข้น 3 มก./ล. ใบอ่อน 87.50% ที�ความ

เข้มข้น 3 และ 5 มก./ล. และเมล็ดอ่อน 100% ที�ความเข้มข้น 7 มก./ล. สําหรับนํ �าหนักสดของแคลลสัพบว่า ลําต้นอ่อน

เหนือใบเลี �ยงมีนํ �าหนกัสดสงูสดุคือ 0.51 กรัมต่อชิ �นที�ความเข้มข้น 7 มก./ล. ใบอ่อน มีนํ �าหนักสดสงูสดุ 0.54 กรัมต่อชิ �นที� 

3 มก./ล. และเมลด็อ่อนมีนํ �าหนกัสดสงูสดุ 0.75 กรัมต่อชิ �นที�ความเข้มข้น 7 มก./ล. (Table 2)  

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การศกึษาผลของ 2,4-D ต่อชิ �นสว่นต่างๆ ของยางพาราในสภาพปลอดเชื �อพบว่า 2,4-D มีผลต่อการชักนําให้เกิด

แคลลสัจากชิ �นสว่นลาํต้นอ่อนเหนือใบเลี �ยง ใบอ่อนและเมลด็อ่อนของยางพาราเกิดเป็นแคลลสั และยังพบว่า 2,4-D ความ

เข้มข้นต่างๆ มีผลต่อการชกันําชิ �นสว่นแต่ละชนิดแตกต่างกนั โดยในการเพาะเลี �ยงในสภาพมีแสงชิ �นส่วนลําต้นอ่อนเหนือ

ใบเลี �ยงเกิดแคลลสัสงูสดุ 87.50% บนอาหารที�เติม   2,4-D 3 มก./ล. ส่วนการเพาะเลี �ยงในสภาพที�ไม่มีแสงพบว่าเมล็ด

อ่อนที�เพาะเลี �ยงบนอาหารที�เติม 2,4-D 7 มก./ล. มีการเกิดแคลลสัสงูสดุ 100% ซึ�งคล้ายกับการศึกษาของ Kouassi et 

al., (2008) พบว่ารังไข่ของยางพาราสายพันธุ์  PB 260 มีการเกิดแคลลสั 100% เมื�อเพาะเลี �ยงบนอาหารสตูร MB และ 

DKW ที�เติม 2,4-D 9 มก./ล. ร่วมกบัไคนีตินและนํ �าตาลความเข้มข้นระดับต่างๆ ทุกความเข้มข้น ส่วนอับละอองเรณูของ

ยางพาราสายพนัธุ์ PR 300 พบว่ามีการเกิดแคลลสั 51.5% บนอาหารสตูร MB ที�เติม 2,4-D ร่วมกับ BA และไคนีตินชนิด

ละ 5 มก./ล. (Tahardi, 1998) นอกจากนี �ในพืชชนิดอื�นเช่น การเพาะเลี �ยงกาบใบของอ้อย (Gopitha et al., 2010) ใน

อาหารสตูร MS ที�เติม 2,4-D มีการชักนําให้เกิดแคลลสัได้โดยอาหารสตูรที�เติม 2,4-D ความเข้มข้น 3 มก./ล. มีการเกิด

แคลลสัสงูที�สดุคือ 85% ซึ�งแคลลสัที�เกิดขึ �นเมื�อนําไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่ามีลกัษณะเป็นก้อนกลมเล็กๆ ซึ�งมี

ลกัษณะคล้ายกับระยะ Globalular shape ในกระบวนการ embryogenesis (Figure 3) ที�จะมีการพัฒนาต่อไปเป็นต้น

อ่อน ซึ�งจะสามารถนําไปศกึษาการชกันําให้เกิดเป็นต้นอ่อนจากแคลลสัโดยผ่านกระบวนการ embryogenesis ต่อไป 

Table 1 Percent of callus induction and fresh weight of callus from 4 type of explants (epicotyl, cotyledon,  

immature leaf and immature seed) of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with 

various concentrations of  2,4-D after cultured 60 day under light condition. 

concentrations 

of 2,4-D 

(mg./L.) 

epicotyl cotyledon immature leaf immature seed 

%1 FW2 %1 FW2 %1 FW2 %1 FW2 

0 0D -3 0 - 0C - 0B - 

1 50.00B 0.11 + 0.05B 0 - 2.50C 0.27 + 0.05A 0B - 

3 87.50A 0.29 + 0.05A 0 - 70.00 A 0.36 + 0.03A 8.33AB 0.07 + 0.01 A 

5 50.00B 0.23 + 0.05AB 0 - 60.00AB 0.36 + 0.04A 12.50A 0.05 + 0.01 A 
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7 33.33BC 0.16 + 0.06AB 0 - 67.50 A 0.33 + 0.03A 4.17AB 0.03 + 0.02 A 

9 16.67CD 0.27 + 0.06AB 0 - 38.89 B 0.12 + 0.04B 4.17AB 0.03 + 0.02 A 

* Means + standard error followed by the same letter are not significant at P<0.05 by LSD.  

1/ explants with callus induction (%), 2/ fresh weight of callus (g/piece), 3/ no callus induction. 
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Figure 1 Explants 4 type of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with various concentrations  

of 2,4-D after cultured 60 day under light condition. (A) epicotly at 5 mg/L, (B) cotyledon at 7 mg/L, 

(C) immature leaf at 3 mg/L, (D) immature seed at 5 mg/L 
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3 95.83A 0.37 + 0.00B 0 - 87.50 A 0.54 + 0.04A 37.50CD 0.27 + 0.06C 

5 91.67A 0.50 + 0.00A 0 - 87.50 A 0.48 + 0.04A 54.17C 0.52 + 0.07B 

7 89.29A 0.51 + 0.00A 0 - 80.00 A 0.51 + 0.06A 100.00A 0.75 + 0.05A 

9 92.86A 0.46 + 0.00A 0 - 83.33 A 0.48 + 0.04A 25.00D 0.19 + 0.09C 

* Means + standard error followed by the same letter are not significant at P<0.05 by LSD. 
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Figure 1 Explants 4 type of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with various concentrations  

of 2,4-D after cultured 60 day under light condition. (A) epicotly at 5 mg/L, (B) cotyledon at 7 mg/L, 

(C) immature leaf at 3 mg/L, (D) immature seed at 5 mg/L 
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various concentrations of  2,4-D after cultured 60 day under dark condition. 

concentrations 

of 2,4-D 

(mg./L.) 

epicotyl cotyledon immature leaf immature seed 

%1 FW2 %1 FW2 %1 FW2 %1 FW2 

0 0B -3 0 - 0 C - 0E - 

1 79.17A 0.23 + 0.00B 0 - 40.63 B 0.25 + 0.05B 79.17B 0.51 + 0.07B 

3 95.83A 0.37 + 0.00B 0 - 87.50 A 0.54 + 0.04A 37.50CD 0.27 + 0.06C 

5 91.67A 0.50 + 0.00A 0 - 87.50 A 0.48 + 0.04A 54.17C 0.52 + 0.07B 

7 89.29A 0.51 + 0.00A 0 - 80.00 A 0.51 + 0.06A 100.00A 0.75 + 0.05A 

9 92.86A 0.46 + 0.00A 0 - 83.33 A 0.48 + 0.04A 25.00D 0.19 + 0.09C 

* Means + standard error followed by the same letter are not significant at P<0.05 by LSD. 

1/ explants with embryogenic callus induction (%), 2/ fresh weight of embryogenic callus (g/piece), 3/ no callus induction 
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Figure 2 Explants 4 type of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with various concentrations  
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7 33.33BC 0.16 + 0.06AB 0 - 67.50 A 0.33 + 0.03A 4.17AB 0.03 + 0.02 A 

9 16.67CD 0.27 + 0.06AB 0 - 38.89 B 0.12 + 0.04B 4.17AB 0.03 + 0.02 A 

* Means + standard error followed by the same letter are not significant at P<0.05 by LSD.  

1/ explants with callus induction (%), 2/ fresh weight of callus (g/piece), 3/ no callus induction. 

    
(A) (B) (C) (D) 

Figure 1 Explants 4 type of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with various concentrations  

of 2,4-D after cultured 60 day under light condition. (A) epicotly at 5 mg/L, (B) cotyledon at 7 mg/L, 

(C) immature leaf at 3 mg/L, (D) immature seed at 5 mg/L 

 

Table 2 Percent of callus induction and fresh weight of callus from 4 type of explants (epicotyl, cotyledon,  

immature leaf and immature seed) of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with 

various concentrations of  2,4-D after cultured 60 day under dark condition. 

concentrations 

of 2,4-D 

(mg./L.) 

epicotyl cotyledon immature leaf immature seed 

%1 FW2 %1 FW2 %1 FW2 %1 FW2 

0 0B -3 0 - 0 C - 0E - 

1 79.17A 0.23 + 0.00B 0 - 40.63 B 0.25 + 0.05B 79.17B 0.51 + 0.07B 

3 95.83A 0.37 + 0.00B 0 - 87.50 A 0.54 + 0.04A 37.50CD 0.27 + 0.06C 

5 91.67A 0.50 + 0.00A 0 - 87.50 A 0.48 + 0.04A 54.17C 0.52 + 0.07B 

7 89.29A 0.51 + 0.00A 0 - 80.00 A 0.51 + 0.06A 100.00A 0.75 + 0.05A 

9 92.86A 0.46 + 0.00A 0 - 83.33 A 0.48 + 0.04A 25.00D 0.19 + 0.09C 

* Means + standard error followed by the same letter are not significant at P<0.05 by LSD. 

1/ explants with embryogenic callus induction (%), 2/ fresh weight of embryogenic callus (g/piece), 3/ no callus induction 
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Figure 2 Explants 4 type of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with various concentrations  
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of 2,4-D after cultured 60 day under dark condition. (A) epicotly at 3 mg/L, (B) cotyledon at 5 mg/L, 

(C) immature leaf at 5 mg/L, (D) immature seed at 7 mg/L 

 

  
(A) (B) 

Figure 3 Callus from immature seed of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with 2,4-D   

7 mg/L after cultured 60 day by microscope. (A) under dark condition (B) under light condition 
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of 2,4-D after cultured 60 day under dark condition. (A) epicotly at 3 mg/L, (B) cotyledon at 5 mg/L, 

(C) immature leaf at 5 mg/L, (D) immature seed at 7 mg/L 

 

  
(A) (B) 

Figure 3 Callus from immature seed of H. brasiliensis cultured on MB medium supplemented with 2,4-D   

7 mg/L after cultured 60 day by microscope. (A) under dark condition (B) under light condition 
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