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บทคัดยอ 

การวิจัยนี้ไดศึกษาชนิดตัวทำละลายในสารสกัดจากสาหรายสไปรูลนิา (Spirulina maxima) ที่เหมาะสมตอการชกันำการเกดิ

โซมาติกเอ็มบริโอ (somatic embryo, SE) ของกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 โดยนำใบกาแฟมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร Murashige and Skoog (MS) ที ่เติม 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ N6-

benzyladenine (BA) ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหรายสไปรูลนิา (spirulina extract, SPE) ดวยตัวทำละลาย

น้ำหรือเฮกเซนความเขมขน 3% (V/V) (SPE/น้ำ 3% หรือ SPE/เฮกเซน 3% ตามลำดับ) ในสภาวะที่ไมมีแสงและมีอุณหภูมิเทากับ 

25±2 องศาเซลเซียส ผลการวิจัยพบวา ชิ้นสวนใบกาแฟมีการพัฒนาเปนแคลลัสที่มีลักษณะจับตัวกันแบบหลวม (friable callus) ไดดี

ในระยะเวลา 1 เดือน เมื่อระยะเวลาผานไป 3 เดือน แคลลัสบางสวนสามารถพัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดดีบนอาหารสูตร ½MS ที่มี

การเติม 2,4-D ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร รวมกับ SPE/น้ำ 3% หรือ SPE/เฮกเซน 3% โดยมี

ประสิทธิภาพการชักนำ SE เทากับ 76.67% และ 73.33% มีจำนวนโซมาติกเอ็มบริโอตอชิ้นใบเทากับ 4.35±3.33 และ 4.00±2.18 

ตามลำดับ การทดลองนี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากสาหรายสไปรูลินาดวยตัวทำละลายน้ำมีอิทธิพลรวมกับ 2,4-D และ BA ทำให

แคลลัสของกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 พัฒนาเปนโซมาติกเอ็มบริโอไดมากสุด 
 

ABSTRACT 

The optimization of solvents of spirulina extract (Spirulina maxima) for inducing somatic embryo of Coffea 

arabica cv. Catimor CIFC 7963 was studied. The leaf explants were cultured on Murashige and Skoog (MS) medium 

supplemented with 1 µM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 5 µM N6–benzyladenine (BA) and the spirulina 

extract using distilled water (SPE/distilled water 3%) or hexane solvents at 3% (SPE/hexane 3%) (V/V) concentration. 

The cultures were maintained in dark condition at 25±2 ºC. The results showed that leaves developed into friable 

callus within one month. Some of the obtained calli developed into somatic embryos within 3 months. The 

percentages for somatic embryo induction were 76.67% (4.35±3.33 somatic embryo per explant) and 73.33% 

(4.00±2.18 somatic embryo per explant) which were obtained from the friable calli cultured on ½MS medium, 1 
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µM 2,4-D, and 5 µM BA supplemented with SPE/distilled water 3% and SPE/hexane 3%, respectively. This 

experiment revealed that the spirulina distilled water extract with 2,4-D and BA had influenced on C. arabica cv. 

Catimor CIFC 7963 somatic embryo development. 
 

คำสำคัญ: กาแฟอาราบิกา  แคลลัส  ชิ้นสวนใบ  สารสกัดจากสาหรายสไปรลิูนา 

Keywords: Coffea arabica, Callus, Leaf explant, Spirulina extract 
 

บทนำ 

กาแฟอาราบ ิก  า (Coffea arabica L.) อย ู  ในวงศ  

Rubiaceae เปนพืชเศรษฐกิจที่นิยมนำมาแปรรูปเปนเครื่องดื่ม

อยางแพรหลายทั ่วโลก เพราะมีความหอม รสชาติดี และมี

ปริมาณคาเฟอีนนอย (Lashermes et al., 1999; Ibrahim et 

al., 2013) อีกทั้งมีการเจริญเติบโตไดดีในเขตพื้นที่สูง เหนือ

ระดับน้ำทะเลปานกลางประมาณ 700 เมตรขึ้นไป และมีอากาศ

คอนขางหนาว ดังนั้นกาแฟอาราบิกาจึงเปนหนึ่งในพืชเศรษฐกิจ

สำคัญที่ชวยสรางโอกาสทางอาชีพและรายได ใหแกเกษตรกรใน

ภาคเหนือของประเทศไทย (มานพและคณะ, 2551) โดยทั่วไป

เกษตรกรนิยมขยายพันธุดวยเมล็ดซึ ่งเปนการขยายพันธุแบบ

อาศัยเพศ แตมีขอเสียคือทำใหเกิดความแปรปรวนของลักษณะใน

ลูกผสมสูง ในขณะที่การขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศสามารถผลิต

ตนกลากาแฟที่มีลักษณะพันธุกรรมคงเดิมเหมือนตนแมพันธุได 

แตจำนวนที่ผลิตมีไมมากพอกับความตองการของเกษตรกร อีก

ทั้งตองใชพื้นที่ในการเก็บตนแมพันธุ และตองอาศัยแรงงานใน

การขยายพนัธุจำนวนมาก ปจจุบันมีการขยายพันธุพืชดวยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อผานกระบวนการออแกนอเจเนซิส (organo-

genesis) หรือเอ็มบริโอเจเนซิส (embryogenesis) สามารถเพ่ิม

ปริมาณพันธุพืชหลายชนิดอยางรวดเร็ว และไดตนท่ีตรงตามพันธุ 

ด ังน ั ้นจ ึงเป นว ิธ ีที ่ม ีโอกาสในการเพิ ่มปริมาณตนกาแฟได 

(Ibrahim et al., 2013) ปจจุบันกระบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส 

นิยมเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใหเกิดเปนแคลลัส โดยบางสวนของ

แคลลัสมีการพัฒนาคลายคัพภะที่กำเนิดมาจากเซลลรางกาย 

เรียกวา โซมาติกเอ็มบริโอ (somatic embryo, SE) ซึ่งแคลลัสที่

สามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอโดยผานการเปลี่ยนแปลงลักษณะนี้

เรียกวาเอ็มบริโอเจนิกแคลลัส (embryogenic callus) (สมพร, 

2552) จากงานวิจัยไดมีการศึกษาการชักนำ SE ของใบกาแฟบน

อาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) ที่เติม 2,4 dichloro-

phenoxy acetic acid (2,4-D) ร วมก ับ thidiazuron ผลการ

ทดลองพบวาใบกาแฟอาราบิกาที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 

2,4-D ความเขมขน 2.26 ไมโครโมลาร รวมกับ thidiazuron 

ความเขมขน 4.54 หรือ 9.08 ไมโครโมลาร สามารถชักนำ SE ได

โดยตรงจากชิ ้นสวนใบกาแฟ สวนอาหาร MS ที ่เติม 2,4-D  

ความเขมขน 4.52 หรือ 9.04 ไมโครโมลาร รวมกับ thidiazuron 

ความเขมขน 9.08 ไมโครโมลาร นั้นมีการชักนำ SE แบบทางออม

โดยพัฒนามาจากแคลลัส (Ibrahim et al., 2013) เนื่องจากการ

นำชิ ้นสวนใบมาเพาะเลี ้ยง สามารถชักนำ SE ไดจำนวนมาก 

ดังนั้นปจจุบันการใชใบมาชักนำใหเกิด SE จึงมีความสำคัญ โดยมี

งานวิจัยที่ไดศึกษาสารสกัดจากสาหรายทะเลเพื่อชักนำการเกิด 

SE จากชิ้นสวนใบของ Lycopersicon esculentum L. โดยใช

สารควบคุมการเจริญเติบโตรวมกับสารสกัดจากสาหรายทะเล 

เพื่อชักนำชิ้นสวนใบพืชใหพัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสที่มี

ล ักษณะจับตัวกันแบบหลวม (friable embryogenic callus) 

และ SE ผลการทดลองพบวาอาหารที่มีการเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตรวมกับสารสกัดจาก Caulerpa scalpelliformis 

หรือ Gracilaria corticata ความเขมขน 0-25% สงผลตอการ

พัฒนาของ SE เพิ่มขึ้นเปนสองเทาเทียบกับอาหารที่เติมเฉพาะ

สารควบคุมการเจริญเติบโต (Vinoth et al., 2014) แสดงวาสาร

ที่ไดจากสาหรายมผีลตอการเกิดและการเจริญเติบโตของ SE 

ปจจุบันสาหรายสไปรูลินา (Spirulina platensis) หรือ

สาหรายเกลียวทอง เปนสาหรายหลายเซลลสีเขียวแกมน้ำเงิน 

(blue-green algae) ไดรับความสนใจในการนำมาเปนอาหาร

เสร ิมเน ื ่องจากมีโปรต ีน และว ิตาม ิน รวมถ ึงสารฟโนลิก 

(phenolics) ต  า ง ๆ  ( Belay, 1997; Colla et al., 2007) 

นอกจากนี้ยังมีการผลิตสารกลุมฮอรโมนพืช (phytohormones) 

เ ช  น  indole-3 - acetic acid (IAA), benzyl adenine (BA), 

giberric acid (GA), abscisic acid (ABA), jasmonic acid (JA) 

และ methyl jasmonate (meJA) (Amin et al., 2009) โดย

สาหรายสไปรูลินาเปนจุลินทรียในกลุมของไซยาโนแบคทีเรีย 

(cyanobacteria) ที่สามารถสังเคราะหแสงได และผลิตสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย ดังนั้นจึงมีงานวิจัยที่ใชสารสกัด



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร มข. ปที่ 47 เลมที่ 4 665 

 

จากไซยาโนแบคทีเรียในงานดานเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชเพ่ือชวยให

มีการเจริญเติบโตดีข้ึน เชน การชักนำการเกิดรากจากแคลลสัของ

ข าว และการเก ิดแคลล ัสของ Sisymbrium irio (Whitton, 

1992; Manickavelu et al., 2006; Amin et al., 2009) โ ด ย

การนำสารสกัดจากไซยาโนแบคทีเรีย (Tolypothrix tenuis) มา

ศึกษาการชักนำแคลลัสในขาว (Oryza sativa L. cv. Yerua PA) 

โดยเติมสารสกัดจากไซยาโนแบคทีเรียลงในอาหารเพาะเลี ้ยง

เนื้อเยื่อ พบวาแคลลัสมีการพัฒนาเปนจุดกำเนิดของรากเปน

จำนวนมาก โดยผานกระบวนการออแกนอเจเนซิส (Storni de 

Cano et al., 2003) ซึ ่งแคลลัสที ่ไดร ับสารสกัดจากไซยาโน-

แบคทีเรียมกีารพัฒนาที่เก่ียวของกับการสรางรากซึ่งเปนลักษณะ

เดนของสารกลุมออกซิน ดังนั้นสามารถนำสารสกัดจากสิ่งมีชีวติที่

อยูในกลุมของไซยาโนแบคทีเรียมาประยุกตเพ่ือกระตุนใหแคลลัส

พืชพัฒนาตอไปได งานวิจ ัยนี ้จ ึงนำสารสกัดสาหร ายจาก  

S. maxima ดวยตัวทำละลายน้ำและเฮกเซน มาประยุกตใช

ทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกาแฟอาราบิกา เพ่ือศึกษาอิทธิพล

ของสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายดังกลาวตอการชักนำ 

SE จากแคลลัสของกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 
 

วิธีการดำเนินการวิจัย 

การเตรียมอาหารสังเคราะหสูตร MS เตรียมอาหาร

สังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ปริมาตร 1 

ลิตร เติมวุน 10 g/L และน้ำตาลซูโครส 30 g/L ปรับคาความเปน

กรด-ดาง (pH) ใหอยูในชวง 5.6 ± 0.01 ดวยสารละลาย sodium 

hydroxide (NaOH) ค ว าม เ ข  ม ข  น  1 N ห ร ื อ ส าร ล ะล าย 

hydrochloric acid (HCl) ความเขมขน 1 N จากนั ้นนึ ่งฆาเช้ือ

ดวยหมอนึ่งความดันไอน้ำที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดัน 15 ปอนตตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

การสกัดสารจากสาหรายสไปรูลินา วิธีการสกัดสาร

จากสาหรายดวยตัวทำละลายเฮกเซนและน้ำดัดแปลงมาจาก 

Sornchai et al. (2014) โดยนำสาหรายสไปรลูินา (S. maxima) 

แหง 3.5 กร ัม ละลายในสารละลายเฮกเซน ปร ิมาตร 150 

มิลลิลิตร ทำใหเซลลแยกดวยเครื ่อง homogenizer ที ่ 2000 

rpm นาน 30 นาที นำไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 

2 ชั่วโมง และบมไวท่ีอุณหภูมหิองนานขามคืน กรองสารสกัดจาก

สาหรายดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 ตามดวยกระดาษ

กรองเมมเบรน สวนการสกัดสารจากสาหรายดวยตัวทำละลายน้ำ 

ใชวิธีเหมือนกับการสกัดดวยเฮกเซน แตนำสารสกัดจากสาหราย

ไปนึ ่งฆ าเช ื ้อโดยใชหม อนึ ่งความดันไอน้ำที ่อ ุณหภูมิ 121  

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

แทนการผานดวยกระดาษกรองเมมเบรน จากนั้นนำสารสกัดจาก

สาหรายดังกลาวมาเตรียมใหมีความเขมขน 3% (V/V)  

การเตรียมอาหารสูตร callus induction medium 

(CIM) อาหารสูตร MS1 คืออาหารสูตร MS ที่มีการเติมเฮกเซน

ความเขมขน 3% (V/V) อาหารสูตร MS2 คืออาหารสูตร MS ที่

เติมสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายน้ำความเขมขน 3% 

(SPE/น้ำ 3%) อาหารสูตร MS3 คืออาหารสูตร MS ที ่เติมสาร

สกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายเฮกเซนความเขมขน 3% 

(SPE/เฮกเซน 3%) อาหารสูตร MS4 คืออาหารสูตร MS ที่มีการ

เติม 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ความเขมขน 1 

ไมโครโมลาร และ N6-benzylaminopurine (BA) ความเขมขน 

5 ไมโครโมลาร อาหารสูตร MS5 คืออาหารสูตร MS ที่มีการเติม 

2,4-D ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5  

ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายน้ำ

ความเขมขน 3% (SPE/น้ำ 3%) อาหารสูตร MS6 คืออาหารสูตร 

MS ที ่ม ีการเติม 2,4-D ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA 

ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหรายดวยตัว

ทำละลายเฮกเซนความเขมขน 3% (SPE/เฮกเซน 3%) 

การฟอกฆาเชื้อที่ผิวของใบกาแฟอาราบิกาสายพันธุ

คาติมอร CIFC 7963 อายุ 2 ป นำโคนใบกาแฟขอที่ 2 (นับจาก

ปลายยอดลงมา) มาลางดวยน้ำสะอาด จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย

สารละลาย NaOCl ความเขมขน 15% (V/V) ที ่ม ี tween 80 

ประมาณ 1-2 หยด นาน 10 นาที จากนั้นลางดวยน้ำกลั่นท่ีผาน

การนึ่งฆาเช้ือ 3 ครั้งๆ ละ 5 นาท ี

การวางชิ้นสวนใบกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร 

CIFC 7963 ลงบนอาหาร นำใบที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวมาตัดใหมี

ขนาด 1x1 ตารางเซนติเมตร โดยไมใหมีสวนของเสนกลางใบและ

ขอบใบ มาเลี ้ยงบนอาหาร CIM สูตรตางๆ โดยใหสวนผิวใบ

ดานลาง (lower epidermis) สัมผัสกับอาหาร โดยวางช้ินสวนใบ

กาแฟจำนวน 5 ชิ้นใบ ลงบนอาหาร สูตรละ 6 ซ้ำ นำไปเพาะเลี้ยง

ในสภาวะไมมีแสง ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 

การยายแคลลัสลงบนอาหารสูตร embryogenic 

callus induction medium (ECIM) ย  ายแคลล ัสท ั ้ งชนิด 

compact callus และ  friable callus อาย ุ  1 เด ื อน ลงบน



666 KKU Science Journal Volume 47 Number 4 Research 

 

อาหาร  ECIM ค ื อ  half strength ขอ ง  MS (½MS)  ท ี ่ เ ติ ม 

thymine ความเข มข น 20 mg/L, glycine ความเข มข น 20 

mg/L niacin ความเขมขน 1 mg/L mysinositol ความเขมขน 

200 mg/L L-cysteine ค ว า ม เ ข  ม ข  น  40 mg/L casein 

hydrolysate ความเข มข น  200 mg/L malt extract ความ

เขมขน 800 mg/L adenine sulfate ความเขมขน 60 mg/L 

sucrose ความเขมขน 30 mg/L และวุนความเขมขน 8 mg/L 

จากนั ้นเติม 2,4-D, BA และสารสกัดจากสาหราย ดวยความ

เขมขนเทาเดิมเหมือนอาหาร CIM 

บันทึกผลการทดลอง บันทึกจำนวนชิ้นใบที่พัฒนาเปน

แคลลัส และลักษณะของแคลลัสที่มีอายุ 1 เดือน หลังจากนั้นตัด

และแยก SE ที ่ม ีอายุ 3 เดือนออกจากชิ ้นใบ ผานใตกลอง

จุลทรรศนแบบสเตอริโอกำลังขยาย 3.5X เพื่อบันทึกจำนวน SE 

รวมทั้งบันทึกจำนวนรากที่สรางมาจากแคลลัส 

การวิเคราะหขอมูล นำขอมูลจำนวนของ SE และราก 

มาวิเคราะหความแตกตางของชุดการทดลองดวยคาทางสถิติจาก

โปรแกรม SPSS ซึ่งใช one-way ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 

P<0.05 (Frund and Wilson, 2003) 
 

ผลการวิจัย 

การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนำแคลลัส 

สูตรอาหารที่สามารถชักนำแคลลัสไดดีที ่สุด คือ อาหารสูตร 

MS4, MS5 และ MS6 โดยมีประสิทธิภาพการชักนำแคลลัสสูงสดุ 

100% (ตารางที่ 1) พบลักษณะและจำนวนของแคลลัส มีความ

แตกตางกันใน 3 สูตรอาหาร โดยอาหารสูตร MS5 และ MS6 มี 

friable callus สีเหลือง มากกวา compact callus สีขาว อยาง

ชัดเจน ซึ ่งจำนวนและชนิดของแคลลัส จากอาหารสูตร MS4  

MS5 และ MS6 พบวาม ี  127, 158 และ 53 friable calli 

ตามลำดับ และ 31, 35 และ 10 compact calli ตามลำดับ 

(ตารางที่ 1) คิดเปนอัตราสวน friable callus:compact callus 

เทากับ 4.1:1, 4.5:1 และ 5.3:1 ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบตัว

ทำละลายของสารสกัดจากสาหราย พบจำนวนของ friable 

callus มีสูง เมื่อเติมสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายน้ำ 

ในขณะที่การเติมสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายเฮกเซน 

สงผลใหจำนวนของ friable callus ลดลง (ตารางที่ 1) เนื่องจาก

สารละลายเฮกเซนมีผลตอเซลลพืช เพราะชิ ้นสวนใบบนสูตร

อาหารที่มีการเติมเฮกเซนความเขมขน 3% (MS1) ตายภายใน 2 

เดือน โดยการเกิดแคลลัสท่ีทดสอบอาหาร 6 สูตร ไดแกอาหาร

สูตร MS1-MS6 นั้นพบชิ้นสวนใบมีการพัฒนาเปนแคลลัสไดใน

อาหารสูตร MS4, MS5 และ MS6 เทากับ 100% หลังจากการ

เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 1 เดือน ซึ่งแคลลัสเกิดจากบริเวณรอย

แผลหรือผิวใบ มีลักษณะเปนสีเหลืองและสีขาว สามารถแบงเปน 

2 ลักษณะ คือ แคลลัสที ่มีลักษณะจับตัวกันแนน (compact 

callus) และแคลลัสที่มีลักษณะจับตัวกันหลวม (friable callus) 

(รูปที่ 1) ในขณะที่อาหารสูตร MS1, MS2 และ MS3 พบชิ้นสวน

ใบไมสามารถพัฒนาเปนแคลลัสได และตายภายในระยะเวลา 2 

เดือน นอกจากนี้พบลักษณะสีของแคลลัสมีการเปลี่ยนแปลงจาก

เดือนที่ 1 ซึ่งแคลลัสมีลักษณะเปนสีขาวเหลือง เมื่อเขาสูเดือนที่ 

3 แคลลัสมีการเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลเหลือง (รูปที่ 2) 

 

ตารางที่ 1 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ BA รวมกับสารสกัดจากสาหรายความเขมขนระดับตางๆ ตอการชักนำการ

เกิดแคลลัสของใบกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 ระยะเวลา 1 เดือน 

สูตรอาหาร 

n = 30 ชิ้นใบ 

% การเกดิแคลลัส 
จำนวนแคลลัส 

compact callus friable callus 

MS1 0 - - 

MS2 0 - - 

MS3 0 - - 

MS4 100 31 127 

MS5 100 35 158 

MS6 100 10 53 
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รูปที่ 1 ลักษณะของแคลลัสอายุ 1 เดือน (ก) แคลลัสที่มีลักษณะจับตัวกันแนน (compact callus) (ข) แคลลัสที่มีลักษณะจับตัวกัน

หลวม (friable callus) (สเกลบาร = 0.1 มิลลิเมตร) 

 

 
 

รูปที่ 2 การเปลี่ยนแปลงสีของแคลลัสจากเดือนที ่ 1 ถึงเดือนที่ 3 (ก) อาหารสูตร MS4 และ ½MS4 (ข) อาหารสูตร MS5 และ 

½MS5 (ค) อาหารสูตร MS6 และ ½MS6 (สเกลบาร = 0.1 มิลลิเมตร) 
 

การศึกษาสูตรอาหารที ่เหมาะสมตอการชักนำ โซ

มาติกเอ็มบริโอ (SE) นำแคลลัสทั้งชนิด compact callus และ 

friable callus อายุ 1 เดือน มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร ECIM โดย

เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 3 เดือน พบแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนทุก

สูตรอาหาร มีการเจริญและพัฒนาเปน SE (รูปที่ 3) โดย SE ที่มี

รูปรางทรงกลมกอนเล็ก คือระยะ globular embryo และ SE ที่

มีรูปทรงยาวรี คือระยะ elongate embryo (รูปที ่ 4) ซึ่งสูตร

อาหารที ่สามารถชักนำ SE ไดดี คืออาหารสูตร ½MS5 และ 

½MS6 มีประส ิทธ ิภาพการชักนำ SE เทาก ับ 76.67% และ 

73.33% ตามลำดับ ในขณะที่อาหารสูตร ½MS4 มีการชักนำ SE 

เพียง 50% เทานั ้น (ตารางที ่ 2) เมื ่อเปรียบเทียบจำนวน SE 

พบวามีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของสูตรอาหาร 

โดยอาหารส ูตร ½MS4, ½MS5 และ ½MS6 ม ีปร ิมาณ SE 

เทากับ 41±2.12 (2.73±2.12/ชิ้นใบ)  100±3.33 (4.35±3.33/ 

ชิ้นใบ) และ 88±2.18 (4.00±2.18/ชิ้นใบ) ตามลำดับ และอาหาร

สูตร ½MS6 มีจำนวน SE ระยะ elongate embryo สูงขึ้นกวา

ระยะ globular embryo (ตารางท่ี 3) 
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รูปที่ 3 ผลของ 2,4-D ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหราย ตอการเกิด 

โซมาติกเอ็มบริโอ (SE) อายุ 3 เดือน (ลูกศร) (ก) อาหารสูตร ½MS4 (ข) อาหารสูตร ½MS5 (ค) อาหารสูตร ½MS6 (สเกล

บาร = 0.1 มิลลิเมตร) 

 

 
 

รูปที่ 4 ลักษณะของโซมาติกเอ็มบริโอ (SE) (ลูกศร) (g) SE ระยะ globular embryo (e) SE ระยะ elongate embryo (r) ราก 

(สเกลบาร = 0.1 มิลลิเมตร) 

 

ตารางที่ 2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ BA รวมกับสารสกัดจากสาหรายความเขมขนระดับตางๆ ตอการชักนำการ

เกิดโซมาติกเอ็มบริโอ (SE) จากแคลลัสของใบขอที่ 2 ในกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 ระยะเวลา 3 เดือน 

สูตรอาหาร จำนวนชิ้นใบที่เกิดแคลลัส (อาย ุ1 เดอืน) จำนวนชิ้นใบที่เกิด SE (อายุ 3 เดือน) % SE induction 

MS1 0 0 0 

MS2 0 0 0 

MS3 0 0 0 

½MS4 30 15 50c 

½MS5 30 23 76.67a 

½MS6 30 22 73.33b 
a, b, c คาเปรียบเทียบในแนวตั้ง โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อมั่นที่ P<0.05 
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ตารางที่ 3 โซมาติกเอ็มบริโอ (SE) ระยะ globular embryo และ elongate embryo อายุ 3 เดือน บนสูตรอาหารที่มกีารเติม 2,4-D 

ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหราย 

สูตรอาหาร 
จำนวน SE 

จำนวนรวม SE จำนวน SE/ชิ้นใบ % SE induction 
globular embryos elongate embryos 

½MS4 20±1.27b 21±1.09b 41±2.12b 2.73±2.12b 50.00c 

½MS5 50±2.41ab 50±1.65a 100±3.33a 4.35±3.33a 76.67a 

½MS6 19±0.90b 69±2.07a 88±2.18ab 4.00±2.18a 73.33b 
a, b, c, ab คาเปรียบเทียบในแนวตั้ง โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อมั่นที่ P<0.05 
 

การเกิดราก แคลลัสอายุ 3 เดือน บนอาหาร ECIM 

บางสวนมีการพัฒนาเปนราก (รูปที่ 5) จากผลการทดลอง พบ

อาหารสูตร ½MS6 มีประสิทธิภาพในการชักนำใหเกิดรากสูงสุด

เทากับ 17±1.07 ซึ่งไมมีความแตกตางกับอาหารสูตร ½MS4 

และ ½MS5 ที่มีประสิทธิภาพการชักนำรากเทากับ 7±0.63 และ 

11±0.72 ตามลำดับ (ตารางที่ 4) 
 

 
 

รูปที่ 5 การเกิดราก (ลูกศร) จากแคลลัสอายุ 3 เดือน (ก) อาหารสูตร ½MS4 (ข) อาหารสูตร ½MS5 (ค) อาหารสูตร ½MS6 (สเกล

บาร = 0.1 มิลลิเมตร) 

 

ตารางที่ 4 รากอายุ 3 เดือน ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS ที่เติม 2,4-D ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5  

ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหราย 

สูตรอาหาร จำนวนราก จำนวนราก/ชิ้นใบ 

½MS4 7±0.63a 1.40±0.63a 

½MS5 11±0.72a 1.38±0.72a 

½MS6 17±1.07a 2.13±1.07a 
a คาเปรียบเทียบในแนวตั้ง โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อมั่นที่ P<0.05 
 

วิจารณผลการวิจัย 

การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนำแคลลัส 

จากผลการทดลองพบวาอาหารสูตร MS4, MS5 และ MS6 มี

ประสิทธิภาพการชักนำแคลลัสไดดีที ่ส ุด (100%) ซึ ่งมีความ

สอดคล  อ งก ั บการ รายงานของ  Ahmed et al. (2013) ที่

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบกาแฟอาราบิกา บนอาหารสูตร MS ที่เติม 

2,4-D ความเขมขน 1.0 mg/L รวมกับ BAP ความเขมขน 2.0 

mg/L โดยสามารถชักนำใหเกิดแคลลัส บริเวณรอยตัด ดวยอัตรา 

96% ดังน้ันชิ้นสวน  ใบพืชจะพัฒนาเปนแคลลัสได จำเปนตองใช

สัดสวนของออกซินตอไซโตไคนินที่เหมาะสม นอกจากนี้การเติม

สารสกัดจากธรรมชาติยังสงผลตอพัฒนาการของเซลลพืช โดยมี

รายงานเก่ียวกับอิทธิพลของสารสกัดสาหรายจาก S. maxima ที่

มีตัวทำละลาย ไดแก น้ำ เมทานอล และเฮกเซน ตอการงอกของ

เมล็ดและการเจริญเติบโตของตนกลา ในเมล็ดถั่วเขียว (Sornchai 

et al., 2014) ดังนั ้นการวิจ ัยครั ้งนี ้ จึงไดเปรียบเทียบตัวทำ

ละลายระหว างน ้ำ และเฮกเซนในสารสก ัดสาหร ายจาก  

S. maxima วามีผลตอการพัฒนาของแคลลัสในกาแฟอาราบิกา

สายพันธุ คาติมอร CIFC 7963 หรือไม โดยพบวาสารสกัดจาก
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สาหรายดวยตัวทำละลายทั้ง 2 ชนิด สามารถกระตุนเซลลให

พัฒนาเปนแคลลัสได เมื ่อใชร วมกับ 2,4-D ความเขมขน 1  

ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร แตมีจำนวน

ที่แตกตางกัน (ตารางที่ 1) โดยเฉพาะสารสกัดจากสาหรายดวย

ตัวทำละลายน้ำสงผลรวมกับ 2,4-D และ BA และชักนำใหเกิด

แคลลัสมากกวาอาหารสูตร MS4 ที่เติมเฉพาะ 2,4-D กับ BA ซึ่ง

ตรงขามกับงานวิจัยของ Sornchai et al. (2014) ที ่รายงานวา 

สาหรายที่สกัดดวยน้ำและเมทานอล มีการยับยั ้งการงอกของ

เมล็ดถั่วเขียวไดดีกวาเฮกเซน เนื่องจากสารสกัดจากสาหรายมี

สารประกอบอัลคาลอยด (alkaloids) ที่มีขั ้วซึ่งมีผลตอการงอก

ของเมล็ด ดังนั ้นการงอกของเมล็ดถูกยับยั ้งเทากับวาพืชไม

สามารถแบงเซลลเพื่อการเจริญเติบโตได แตงานวิจัยของเราไดนำ

สารสกัดจากสาหรายดังกลาวไปนึ่งดวยความดันไอน้ำที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 

นาที ซึ่งสงผลตอสาร อัลคาลอยดที่เก่ียวของกับการยับยั ้งการ

แบงเซลล โดยถูกสลายโมเลกุลใหมีขนาดเล็กลงจนสูญเสียสภาพ

การทำงาน ซึ่งสารอัลคาลอยดแตละชนิดมีคณุสมบัติการทนความ

รอนที ่แตกตางกัน ด ังรายงานของ Mokadi et al. (2013) ท่ี

ศึกษาอุณหภูมิในการสกัดสารอัลคาลอยดจากพืช Goldenseal 

(Hydrastis canadensis) ได แก hydrastine และ berberine 

พบวาอุณหภูมิท่ีสูงมาก (160 และ 180 องศาเซลเซียส) ความดัน 

50 บาร นาน 15 นาที สงผลใหสาร hydrastine เกิดการสลายตวั

เปนโมเลกุลเล็ก สวนสาหรายที่สกัดดวยเฮกเซนไมมีผลในการ

ยับยั้งการงอกของเมล็ดถั่วเขียว เนื่องจากตัวทำละลายเฮกเซน

สกัดสารประเภทไมม ีข ั ้วที ่ ไมม ีผลตอการงอกของเมล็ดพืช 

(Sornchai et al., 2014) ดังนั้นสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำ

ละลายเฮกเซนยังคงสงผลรวมกับ 2,4-D กับ BA (MS6) ในการ

พัฒนาชิ้นสวนใบกาแฟอาราบิกาใหเปนแคลลัส แตมีจำนวน

แคลล ัสน อยกว าอาหารส ูตร MS4 และ MS5 (ตารางท ี ่  1) 

เนื่องจากเฮกเซนเปนสารที่ไมมีขั ้วจะสกัดโปรตีน ฮอรโมนพืช 

และวิตามินตางๆ ที่ไมมีขั ้วซึ่งอาจมีชนิดและปริมาณที่แตกตาง

จากการสกัดดวยน้ำ แตมีประโยชนตอการเจริญเติบโตของเซลล

พืช ผลของสารสกัดจากสาหรายนอกจากชวยชักนำการเกิด

แคลลัสแลวยังสงผลตอชนิดของแคลลัส โดยพบมีการชักนำ 

friable callus ในสัดสวนที่มากกวา compact callus เนื่องจาก

สารสกัดจากสาหรายมีองคประกอบของวิตามินซึ่งเปน โคแฟก

เตอร (cofactor) ของเอนไซมตางๆ ที่จำเปนสำหรับกระบวนการ

เมทาบอลซิึมภายในเซลลพืช ดังนั้นวติามินตางๆ ที่พบในสารสกัด

จากสาหราย (Amin et al., 2009) สงผลใหไซโตพลาสซึมของ

เซลลพืชมีความหนืดเขมขนขึ้น และผนังเซลลหนา จึงทำใหเซลล

พัฒนาเปนเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสซึ่งมีลกัษณะเปน friable callus 

ที่มีรูปทรงกลม (สมพร, 2552) ดังนั ้นเมื่อมี friable callus สูง

โอกาสจะได SE ก็สูงตาม 

การศึกษาสูตรอาหารที ่เหมาะสมตอการชักนำโซ

มาติกเอ็มบริโอ (SE) จากการทดลองพบประสิทธิภาพการชักนำ 

SE สูงสุด 76.67% เกิดบนอาหารสูตร ½MS5 โดยมีการชักนำ 

SE/ชิ้นใบ เทากับ 4.35±3.33 ซึ่งอาหารที่มีการเติมสารสกัดจาก

สาหราย สามารถชักนำ SE ไดมากกวาสูตรที่เติมเฉพาะ 2,4-D 

ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโคร- 

โมลาร (½MS4) เนื่องจากสารสกัดจากสาหราย S. maxima มี

ชนิดของฮอรโมนพืชและปริมาณที่ใกลเคียงกับสารสกัดสาหราย

จาก S. platensis ที่มี IAA ความเขมขน 53.6 µg/g, GA ความ

เขมขน 8 µg/g, BA ความเขมขน 6 µg/g, ABA ความเขมขน 0.1 

µg/g, JA ความเขมขน 0.00126 µg/g และ MeJA ความเขมขน 

0.0002 µg/g (Amin et al., 2009) จึงสงผลใหแคลลัสมีลักษณะ

เปนเอ็มบริโอเจนิกแคลลัสสูง และอาหารที่มีการเติมสารสกัดจาก

สาหรายมีปริมาณ IAA ทีม่ีบทบาทในการสงเสริมกระตุนเอ็มบรโิอ

เจนิกเซลล (embryogenic cell) สูง (Cooke et al., 1993) จาก

การยายแคลลัสอายุ 1 เดือน สูอาหาร ECIM ท่ีมีการเติมสารสกัด

จากสาหราย พบแคลลัสมีการพัฒนาเปน SE ไดดี เพราะ ABA ที่

ไดจากสารสกัดสาหรายกระตุนการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส 

(somatic embryogenesis) ในพืชไมเนื้อแข็ง (woody plant) 

(สมพร, 2552) เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของ SE ที่ไดจากการ

เพาะเลี ้ยงแคลลัสอาย ุ 3 เด ือน พบ SE 2 ระยะ คือ ระยะ 

globular embryo และ elongate embryo โดยอาหารสูตร 

½MS6 สงผลใหจำนวน SE ระยะ elongate embryo สูงขึ้น 

(ตารางที่ 3) ดังนั ้นจึงมีโอกาสที ่จะไดเอ็มบริโอระยะมีใบเลี้ยง 

(cotyledonary embryo) ในระยะเวลาสั้น เมื่อเปรียบเทียบผล

การทดลองครั้งนี้กับงานวิจัยของ Ibrahim et al. (2013) พบการ

ชักนำ SE ของกาแฟอาราบิกาจากแคลลัส ระยะ globular 

embryo หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหาร regeneration medium 

เป นระยะเวลา 4 เด ือน และระยะ torpedo embryo ที่

เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานานถึง 8 เดือน ซึ่งจากผลการทดลอง

เลี้ยงแคลลัสของกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 
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ในอาหารท่ีเติมสารสกัดจากสาหรายในงานวิจัยครั้งน้ีมีแนวโนมใน

การกระตุนการเจริญของเอ็มบริโอ (embryo development) 

ภายในระยะเวลา 3 เดือน ไดดีกวางานวิจัยท่ีผานมาดังกลาว 

การเกิดรากจากแคลลัส จากการทดลองพบแคลลัส

อายุ 3 เดือน พัฒนาเปนรากสูงสุด (17±1.07) บนอาหารสูตร 

½MS6 ดังนั้นเมื่อเติมสารสกัดจากสาหราย รวมกับ 2,4-D ความ

เขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร 

สงผลใหเกิดรากเพ่ิมมากขึ้นกวาสูตรอาหารท่ีมีเฉพาะ 2,4-D และ 

BA เนื่องจากบางแคลลัสที ่สัมผัสกับอาหารมีการสะสม 2,4-D 

และฮอร โมนพ ืชกล ุ มออกซินในสารสกัดจากสาหร ายอยู

ตลอดเวลา จึงทำใหกลุมของแคลลัสดังกลาวมีการพัฒนาเปนราก

เพิ ่มมากขึ ้น ดังงานวิจัยของ Liu et al. (2014) ไดทดสอบการ

เพาะเลี ้ยงชิ ้นใบ Arabidopsis thaliana บนอาหารสูตร B5 ที่

เติม IAA ความเขมขน 1, 0.1 และ 0.01 ไมโครโมลาร พบเซลล

รอบบาดแผลของชิ้นใบเกิดแคลลัส เกิดรากจำนวนมาก และเกิด 

1 ราก ตามลำดับ ซึ่งพบวากลไกในการชักนำใหเซลลพัฒนาเปน

แคลลัสหรือรากคลายกัน ดังนั้นควรเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบพืชบน

อาหารมีออกซินสูงเพื่อใหเกิดแคลลัส หลังจากนั้นลดระดับออก

ซินใหต่ำลง จึงสามารถลดการเกิดรากได ซึ่งจากรายงานของสาร

สกัดสาหรายจาก S. platensis ดวยตัวทำละลายเมทานอลความ

เขมขน 70% (V/V) ที่เปนสารมีขั้ว พบสารสกัดจากสาหรายมี

ฮอรโมนพืช เชน IAA, GA, BA, ABA, JA และ MeJA โดย IAA มี

ปริมาณสูงกวาชนิดอื่น (Amin et al., 2009) เมื่อมีการเติมสาร

สกัดจากสาหราย S. maxima ลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง ความ

เขมขนของ ฮอรโมนพืชแตละชนิดจึงมีผลตอการสัดสวนของ

ฮอรโมนตางๆ ในเซลลพืช ซึ่งพบวาการใชตัวทำละลายน้ำและ 

เฮกเซน ที่เปนสารท่ีมีข้ัวและไมมีข้ัวตามลำดับ สามารถชักนำการ

เกิดรากเหมือนกับอาหารท่ีมีการเติมเฉพาะ 2,4-D กับ BA โดยไม

มีความแตกตางกัน (ตารางที่ 4) แสดงวาปริมาณของฮอรโมนพืช

ในสารสกัดจากสาหราย ไมไดรบกวนสัดสวนของ 2,4-D กับ BA 

ที ่อยู ในเซลลพืช แตสงเสริมชนิดแคลลัสและการพัฒนาของ

แคลลัสเปน SE เทานั้น (ตารางท่ี 1 และ 2) เนื่องจากสารสกัด

จากสาหรายมี ฮอรโมนพืชบางชนิดที่เกี่ยวของกับกระบวนการโซ

มาติกเอ็มบริโอเจเนซิส ดังนั้นถาตองการลดจำนวนรากที่ผ าน

กระบวนการออแกนอเจเนซิส ควรยายแคลลัสลงบนอาหารท่ีไมมี 

2,4-D และลดปริมาณสารสกัดจากสาหราย 

 

สรุปผลการวิจัย 

สูตรอาหารที ่เหมาะสมในการชักนำ friable callus 

จากชิ้นสวนของใบกาแฟอาราบิกาสายพันธุคาติมอร CIFC 7963 

คือ อาหารสูตร MS ที่มีการเติม 2,4-D ความเขมขน 1 ไมโคร- 

โมลาร และ BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัด

จากสาหราย S. maxima ดวยตัวทำละลายน้ำ (MS5) สวนสูตร

อาหารที่เหมาะสมในการชักนำ SE คืออาหารสูตร ½MS ที่มีการ

เติม 2,4-D ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร และ BA ความเขมขน  

5 ไมโครโมลาร รวมกับสารสกัดจากสาหรายดวยตัวทำละลายน้ำ

และเฮกเซนความเขมขน 3% (½MS5 หรือ ½MS6 ตามลำดับ) 

โดยมีประสิทธิภาพการชักนำการเกิดโซมาติกเอ็มบริโอ (% SE 

induction) เทากับ 76.67% และ 73.33% ตามลำดับ ดังนั้นน้ำ

เปนตัวทำละลายของสารสกัดจากสาหราย ที่ทำใหแคลลัสมีการ

พัฒนาเปน SE จำนวน 100±3.33 ซึ ่งมากกวาต ัวทำละลาย 

เฮกเซน (88±2.18) นอกจากนี ้พบการเกิดรากจากแคลลัสบน

อาหารดังกลาว ดังนั้นการเพิ่มปริมาณ SE ในครั้งตอไปเพื่อใหได

จำนวนมากกวาเดิมควรยายแคลลัส  ลงบนอาหารสูตร ½MS ที่

เติม BA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร ร วมกับสารสกัดจาก

สาหรายดวยตัวทำละลายน้ำความเขมขนนอยกวา 3% เพื่อ

หลีกเลี่ยงเซลลพืชไมใหสะสมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุม

ของออกซินมากเกินไป 
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