
บทท่ี 4

บทวิจารณ

ตอนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน

1.1 การชักนํ าแคลลัส

  1.1.1 การชกันํ าแคลลัสจากลํ าตนโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2,4-D 2iP และ
Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆ

ในการชักนํ าใหลํ าตนของโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีสรางแคลลัสโดยการเพาะ
เล้ียงลํ าตนบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม 2,4 - D 2iP และ Kinetin ความเขมขน 0.0 0.5 1.0
1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร จากผลการทดลอง พบวา ช้ินสวนของลํ าตน สามารถชักนํ าใหเกิด
แคลลสัไดในทุกสูตรอาหารที่มี 2,4 - D และ 2iP โดยเมื่อทํ าการเพาะเลี้ยงลํ าตนไดประมาณ 10 – 15
วนั สังเกตเห็นแคลลัสที่เกิดขึ้นตรงบริเวณรอบๆรอยตัดของลํ าตน ลักษณะของแคลลัสที่เกิดขึ้น
เหมอืนกบัผลการทดลองของ Veisseire และคณะ (1994) กับMontoro และคณะ (1993) ที่พบวาการ
เพาะเลี้ยงชิ้นสวนลํ าตนของยางพารา (Hevea brasiliensis) แคลลสัที่เกิดขึ้นจะเปนแบบ คอมแพค
แคลลสัมลัีกษณะเปนกอนแข็ง เซลลเกาะตัวกันแนน ซ่ึงเปนลักษณะของ adventive embryo จาก
แคลลัสมีความสามารถในการเจริญเปนตนได Ferreira และคณะ (1989) รายงานเชนกันวาแคลลัสที่
เจริญมาจาก ลํ าตนของ Euphorbia characias จะมลัีกษณะแบบ คอมแพค  สีเขียว เซลลเกาะตัวกัน
แนน แคลลัสที่มีสีเขียวเกิดขึ้นนี้เพราะมีคลอโรฟลล และปริมาณของคลอโรฟลลขึ้นอยูกับชนิดของ
พชื ธาตอุาหารที่ใชเพาะเลี้ยง  และปจจัยทางสิ่งแวดลอมของการเพาะเลี้ยงโดยเฉพาะปจจัยแสง

จากการเพาะเลี้ยงลํ าตนโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีบนอาหารสูตรตางๆ พบวา
อาหารแตละสูตรสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดแตกตางกันโดยเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุดบน
อาหารสูตรที่มี 2, 4 - D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (1.87 เซนติเมตร) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก  2,4 - D จัดเปน
สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมออกซินที่เหมาะสมที่สุดตอการชักนํ าใหเนื้อเยื่อพืชในวงศ 
Euphorbiaceae เจรญิเปนแคลลัสแตความเขมขนที่ใชจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชิ้นสวนของเนื้อเยื่อ
และชนิดของพืช  (Sofiari et al., 1997)  เชน ในการเพาะเลี้ยงลํ าตนของ  Euphorbia  characias
บนอาหารแข็งสูตร MS  ที่มี 2,4 –D ระดับความเขมขน  0.0 - 2.0  มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมตอการ
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ชักน ําใหเกิดแคลลัส (Ferreira et al., 1989) ซ่ึงจากผลการทดลองนี้พบวาในอาหารสูตร MS ที่เติม
2,4 -D  1.0  มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุด แคลลัสสวนใหญเปน
แบบ คอมแพค สอดคลองกับผลการทดลองของ Souissi และคณะ  (1997)  ที่พบวาในการชักนํ า
แคลลัสจากลํ าตนของ Euphorbia  esula นัน้การใช 2 ,4 - D ที่ระดับความเขมขน 1.0  มิลลิกรัมตอ
ลิตร  สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดในอัตราสูงสุดและแคลลัสมีขนาดใหญที่สุด

สวนการชักนํ าแคลลัสจากลํ าตนในอาหารที่มี 2iP พบวาแคลลัสที่ไดจะมี
ลักษณะกอนแข็ง สีเขียวออน เซลลเกาะตัวกันแนน แตขนาดของแคลลัสจะเล็กกวาในอาหารที่มี
2,4-D ทัง้นีเ้นือ่งจาก 2iP เปนสารกลุมไซโทไคนิน ซ่ึงมีบทบาทในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดนอย
กวากลุมออกซิน (Kawiak  et al., 2003) นอกจากนี้ในอาหารที่มี Kinetin และไมมี Kinetin ลํ าตนไม
สามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสได โดยเนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด ซ่ึงสอดคลอง
กบัการทดลองของ Hadrami และ Auzac (1992) ที่รายงานวา Kinetin ทํ าใหเกิดสารสีนํ้ าตาลและไม
เหมาะสมที่จะใชในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสในยางพารา

1.1.2 การชักนํ าแคลลัสจากขอโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2,4-D 2iP และ
Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆ

 การชกันํ าแคลลัสจากขอโดยการเพาะเลี้ยงลํ าตนบนอาหารสังเคราะหสูตร MS
ที่เติม 2,4 - D  2iP และ Kinetin ความเขมขน  0.0  0.5  1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร จากผลการ
ทดลอง พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดในทุกสูตรอาหารที่มี 2,4-D  2iP และ Kinetin โดยเมื่อ
ท ําการเพาะเลี้ยงขอได 15 วัน สังเกตเห็นแคลลัสเกิดขึ้นตรงบริเวณรอบๆรอยตัดของขอ ลักษณะ
ของแคลลสัเปนกอนแข็งเซลลเกาะตัวกันแนน สีเขียว และบริเวณรอบๆแคลลัสเกิดปุยสีเขียวออนที่
มลัีกษณะออนนุม โดยที่ความเขมขน 2,4-D 1.0  มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มี
ขนาดใหญที่สุดคือ 1.95 เซนติเมตร ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Catapan และคณะ (2002)
ทีพ่บวาการใช 2,4-D สามารถชักนํ าใหขอของ Phyllanthus  urinaria  เกดิแคลลัสไดดีที่สุดและมี
ขนาดใหญที่สุด สวนในอาหารที่มี 2iP และ Kinetin แคลลัสที่ไดจะมีขนาดเล็กกวา 2,4-D ทั้งนี้เนื่อง
จากวา 2iP และ Kinetin เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโทไคนิน การกระตุนใหเกิด
แคลลสัจะเกิดไดนอยกวา (Catapan et al., 2000) นอกจากนี้จากผลการทดลองยังพบวาอัตราการ
เจรญิเติบโตของแคลลัสลดลงเมื่อจํ านวนครั้งของการยายเลี้ยงเพิ่มขึ้น ผลดังกลาวเปนไปในทํ านอง
เดยีวกนักับการชักนํ าใหเกิดเปนแคลลัสจากขอของยางพารา (Hadrami และ Auzac, 1992)
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1.1.3 การชักนํ าแคลลัสจากใบโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2,4-D 2iP และ
Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆ

ในการชักนํ าใหใบของโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีสรางแคลลัสโดยการเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม  2,4 - D  2iP และ Kinetin ความเขมขน  0.0  0.5  1.0  1.5 และ
2.0   มลิลิกรัมตอลิตร จากผลการทดลอง พบวาในอาหารที่มีและไมมี 2,4-D และ Kinetin ไม
สามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสได เนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด สวนในอาหารที่มี
2iP 2.0 มลิลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุด คือ 1.16 เซนติเมตร
โดยสวนของโคนใบ (proximal end) จะเกิดการบวมขึ้นมากอนสวนอื่นๆ ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองของ Captan และคณะ (2002) ที่รายงานวาหากตัดสวนโคนใบของตนลูกใตใบออกไม
สามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสไดเลย  และ Zaidi และคณะ (2000) ซ่ึงรายงานวาตํ าแหนงโคนใบเปน
ต ําแหนงที่สรางแคลลัสไดดีที่สุด รองลงมาคือ เสนกลางใบ นอกจากนี้แคลลัสที่สรางจากดานโคน
ใบเปนประเภท  เมอริสเต็มโนดูลแคลลัส สามารถเพิ่มปริมาณไดเมื่อยายไปเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่ม
ปริมาณ

ในการศกึษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสจาก ลํ าตน ขอ และใบของโปยเซียนใน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4 - D 2iP และ Kinetin ความเขมขน  0.0  0.5  1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวาชิ้นสวนของพืชจะมีผลตอการตอบสนองตอการสรางแคลลัสแตกตางกัน โดยช้ินสวน
ของลํ าตนสรางและเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดีที่สุดในอาหารที่เติม 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร

1.2    การชักนํ าแคลลัสใหเจริญเปนยอด

ในการชกันํ าแคลลัสใหพัฒนาเปนยอดโดยใชแคลลัสที่มีลักษณะแบบ คอมแพค ซ่ึงได
จากการเพาะเลี้ยง ลํ าตน ขอ และใบ บนอาหารสูตร MS ที่มี 2,4-D  2iP และ Kinetin  ซ่ึงใหแคลลัส
ทีม่ขีนาดที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางใหญที่สุดจากการทดลองที่ 1.1.1 1.1.2 และ 1.1.3 ไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่มี BA ความเขมขน 0.0 1.0 3.0 5.0 และ 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาในอาหาร
ทกุสตูรที่มี BA สามารถชักนํ าใหแคลลัสโปยเซียนเกิดเปนยอดรวมไดหมด ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองของ Perrin และคณะ (1997) ที่รายงานวาการใช BA สามารถชักนํ าใหยางพาราเกิดยอดได
มาก ทั้งนี้เนื่องจาก BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโทไคนิน ซ่ึงมีคุณสมบัติสงเสริม
การเจรญิและการพัฒนาของเนื้อเยื่อเจริญ (Meristematic region) และจากผลการทดลอง พบวา
แคลลัสที่มาจากขอในอาหารสูตร MS ที่มี Kinetin 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอด
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ไดมากที่สุด โดยพบวาที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดสูงสุด
เทากบั 12.10 ยอดตอแคลลัส ลักษณะยอดจะเปนยอดเล็กๆ ไมยืดยาวมาก ใบมีสีเขียวเขม และมี
ขนาดเลก็ เนื่องจากแคลลัสมีการสะสมของ Kinetin อยูกอนแลว เมื่อนํ ามาชักนํ าใหพัฒนาเปนยอด
ในอาหารที่มี BA จึงสามารถสรางยอดไดหลายๆยอดบนแคลลัสกอนเดียวกันและแคลลัสมีการตอบ
สนองตอ BA ทํ าใหมีประสิทธิภาพสูงในการสรางยอด (Catapan et al., 2002) แตก็พบวาที่ระดับ
ความเขมขน BA 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร การสรางยอดรวมลดลง ยอดที่ไดมีลักษณะผิดปกติ ทั้งนี้
เพราะ BA ที่ระดับความเขมขนสูงเกินไปสงผลใหความสามารถในการสรางยอดลดลงและยอดที่ได
จะมลัีกษณะไมสมบูรณ (Veisseire et al., 1994) นอกจากนี้จากผลการทดลองยังพบวา แคลลัสที่มา
จากใบในอาหารที่มี 2iP 2.0 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดนอยสุด และเพิ่มจํ านวน
ไดชา ซ่ึงสอดคลองกับ Zaidi และคณะ (2000) ที่รายงานวาชิ้นสวนเริ่มตนที่นํ ามาเลี้ยงและสาร
ควบคมุการเจริญเติบโตที่เติมลงไปในอาหารมีผลตอการชักนํ าใหเกิดเปนยอดรวม

สวนแคลลัสที่มาจากในอาหารที่มี 2,4-D เมื่อนํ ามาชักนํ าใหเกิดยอดในอาหารที่มี BA
พบวายอดทีไ่ดจะมีลักษณะยืดยาว ทั้งนี้เนื่องจากผลของ 2,4-D ที่สะสมในแคลลัสมีอยูกอนแลวชวย
สงเสริมการยืดยาวของยอด  นอกจากนี้ยังพบวาแคลลัสที่มาจาก ขอ และลํ าตนในอาหารที่มี 2iP
เมือ่น ํามายายเลี้ยงในอาหารที่มี BA จะแตกตาขางมากเพราะ 2iP ชวยสงเสริมการแตกตาขางไดดี

อยางไรก็ตามการชักนํ ายอดจากแคลลัสทั้ง 6 แหลง พบวามีการตอบสนองตอ BA ที่
คลายกัน โดยในอาหารสูตร MS ที่มี BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดดีที่สุด
ลักษณะยอดที่ไดมีความสมบูรณ แข็งแรง

1.3    การชักนํ ายอดใหเจริญเปนราก

ในการชกันํ ายอดใหเจริญเปนราก ไดใชยอดจากการทดลองตอนที่ 1.2 ซ่ึงเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่มี BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดรวมมากที่สุด จากนั้นนํ า
ยอดจากความเขมขนดังกลาวไปชักนํ าใหเจริญเปนราก บนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี IAA IBA และ
NAA  ทีร่ะดับความเขมขน 0.0  1.0  3.0 และ 5.0  มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 30 วัน พบวาอาหาร
สูตรที่ใหจํ านวนรากมากที่สุด คือ อาหารสูตรที่เติม NAA 3.0  มิลลิกรัมตอลิตร รากที่ชักนํ าไดมี
ลักษณะ ยาว สีนํ้ าตาล แตกแขนง และแข็งแรง ใหจํ านวนรากไดสูงสุดคือ 15.80 รากตอยอด ซ่ึง
ดกีวารากที่ชักนํ าไดจากอาหารที่เติม IAA IBA และในอาหารที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต
ของพชื ทั้งนี้เพราะออกซินจะชวยในการเจริญของรากไดดี โดยเฉพาะ NAA ใหผลดีกวาการใชสาร
ตวัอ่ืนๆ ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Catapan และคณะ (2002) ที่พบวาการใช  NAA สามารถ
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ชักน ํารากในตนลูกใตใบเกิดดีกวา IBA และ IAA นอกจากนี้ Carron และ Enjalric (1982) ยังราย
งานวาการใช NAA สามารถชักนํ าใหยอดของยางพาราเกิดรากไดดีกวา IBA นอกจากนี้ Sanya และ
คณะ (1998) ที่ทํ าการชักนํ ารากจากยอดของ Polianthes  tuberosa L. พบวาการเจริญเติบโตของราก
เกดิไดดถีาในอาหารมี NAA อยางไรก็ตามถาอาหารตางสูตรกันมีผลใหการเกิดรากแตกตางกันไป
และเนือ้เยือ่พชืตางชนิดกันจะมีผลตอบสนองตอการกระตุนใหเกิดรากจากออกซินตางกัน ดังนั้นใน
การทดลองจึงเลือกใช NAA ในการชักนํ ารากโปยเซียนเพราะชักนํ ารากไดมากที่สุด ลักษณะรากที่
ไดนั้นแข็งแรง และยาว

1.4   การอนุบาลตนโปยเซียนหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยง

เมื่อนํ าตนโปยเซียนออกจากขวดเพาะเลี้ยงมาลางวุนออกใหหมดซึ่งตองทํ าดวยความ
ระมดัระวงัเพือ่ปองกันความเสียหายที่จะเกิดขึ้น หลังจากนั้นนํ ารากไปแชในนํ้ า เปนเวลา 10 นาที
แลวน ําตนที่ไดไปอนุบาลในเวอรมิคูไลต เปนเวลา 30 วัน โดยรดนํ้ าสัปดาหละ 1 คร้ัง จากนั้นนํ าตน
โปยเซยีนออกจากเวอรมิคูไลตลงปลูกในดินที่เตรียมไวแลวในกระถาง จากนั้นนํ าไปพักไวในรม
รดนํ ้าวันเวนวัน เมื่ออนุบาลจนครบ 60 วัน ตนโปยเซียนมีอัตรารอด 100 เปอรเซ็นต ลํ าตนสมบูรณ
แขง็แรง และมีดอกเกิดขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Stamp และ Henshaw (1987) ที่รายงาน
วาการน ําตนมันสํ าปะหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยงไปอนุบาลในเวอรมิคุไลต เปนเวลา 40 วัน กอน
การนํ าไปลงในดิน สามารถทํ าใหตนมันสํ าปะหลังมีอัตรารอดเทากับ 82 เปอรเซ็นต และสอดคลอง
กบัการทดลองของ Raemakers และคณะ (1993) ซ่ึงรายงานวาการอนุบาลตนกลาของมันสํ าปะหลัง
ในเวอรมิคูไลต กอนนํ าไปลงดิน สามารถชวยเพิ่มอัตราการรอดได 40 เปอรเซ็นต ทั้งนี้เนื่องจากการ
อนบุาลตนพืชในเวอรมิคูไลตกอนนํ าไปลงในดินนั้นเพื่อตองการใหพืชมีการปรับตัว เพราะถายาย
ลงไปในดนิโดยทันทีจะทํ าใหพืชปรับตัวไมทัน ทั้งนี้เนื่องจากความชื้นสัมพัทธภายนอกตํ่ ากวา
ความชืน้ภายในเซลล ทํ าใหเซลลเกิดการคายนํ้ า ปริมาณนํ้ าในเซลลจึงลดลง ทํ าใหพืชเหี่ยวเฉา และ
ตายในที่สุด  (Shimizu et al., 1997)
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ตอนที่ 2 การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน
2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตโปยเซียน

2.1.1  ระดับออสโมลาริตี้

เมื่อตองการแยกโพรโทพลาสตจากเซลลพืช ส่ิงสํ าคัญที่ตองคํ านึงถึงคือระดับ
ความดนัภายนอกและภายในเซลลหรือที่เรียกวา ระดับออสโมลาริตี้ เนื่องจากโพรโทพลาสตที่ถูก
แยกออกมาแลวไมมีผนังเซลลทํ าใหเยื่อหุมเซลลสัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรงทํ าใหนํ้ าหรือสาร
ตางๆผานเขาออกสูโพรโทพลาสตไดงาย ซ่ึงมีผลตอแรงดันออสโมติกภายในโพรโทพลาสต ดังนั้น
แรงดันออสโมซิสของสารละลายเอนไซมที่อยูลอมรอบโพรโทพลาสตจะตองอยูในสภาพสมดุล    
มฉิะนัน้โพรโทพลาสตจะเหี่ยวหรือแตก โดยทั่วไปการปรับแรงดันออสโมซิสของสารละลาย
เอนไซมทํ าไดโดยการเตรียมออสโมติคัม ออสโมติคัมที่นิยมใชมากที่สุด คือ นํ้ าตาลแมนนิทอลและ
ซอรบิทอล เพราะนํ้ าตาล 2 ชนิดนี้ไมมีผลตอเมแทบอลิซึมของเซลล (Street, 1977) นอกจากนี้ยังมี
นํ ้าตาลอยางอื่น เชน กลูโคส หรือ ซูโครส แตก็ไมดีเทาที่ควร เพราะนํ้ าตาลกลูโคส หรือ ซูโครส นั้น
เซลลสามารถดูดไปใชและมีผลตอเมแทบอลิซึม ซ่ึงจะสงผลใหโพรโทพลาสตเกิดความไมคงที่ใน
ระหวางการเพาะเลี้ยง อีกทั้งนํ้ าตาลกลูโคส หรือ ซูโครส ทํ าใหเกิดสารสีนํ้ าตาล (browning)  ซ่ึงจะ
ไปยบัยัง้การแบงเซลลในระหวางการเพาะเลี้ยงได (Xu และ Jia , 1996)

    ในการศึกษาระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกโพรโทพลาสต
โปยเซียนไดเลือกใชนํ้ าตาลแมนนิทอลเปนสารออสโมติคัม เนื่องจากนํ้ าตาลแมนนิทอลเหมาะ
สํ าหรับการแยกโพรโทพลาสตจากเซลลมีโซฟลลของใบ (Mills และ Hammurschlag, 1994) โดยใช
นํ ้าตาลแมนนิทอลที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4  0.5  0.6  และ  0.7 โมลาร  พบวาระดับความเขมขนของ
นํ ้าตาลแมนนิทอล  0.4 โมลาร  ไดจํ านวนโพรโทพลาสตมากที่สุด โพรโทพลาสตมีลักษณะกลม
เตง และมีจํ านวนโพรโทพลาสตที่แตกนอย แสดงวาที่ระดับความเขมขนของนํ้ าตาลแมนนิทอล 0.4
โมลาร เปนระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสม ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับการทดลองของ
เสาวรัตน (2539) ซ่ึงรายงานวาที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4 โมลารของแมนนิทอลเหมาะสมที่สุด
ตอการแยกโพรโทพลาสตจากใบของหวายปอมปาดัวรและใหจํ านวนโพรโทพลาสตตอใบกลวยไม
มากที่สุด ประมาณ 1.98 x 106  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ลักษณะรูปรางของโพรโทพลาสต
กลม ไมบิดเบี้ยว นอกจากนี้กฤษณา (2541) พบวาระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสมในการแยก
โพรโทพลาสตจากกาบใบของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 คือ แมนนิทอล 0.4 โมลารเชนกัน

ในขณะที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.5 0.6 และ 0.7 โมลาร ในทุกๆชั่วโมงที่วางยอย
เพือ่แยกโพรโทพาสตใหจํ านวนโพรโทพลาสตนอย ลักษณะรูปรางของโพรโทพลาสตบิดเบี้ยว
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ไมกลม เนื่องจากความเขมขนของสารปรับระดับออสโมลาริตี้สูงเกินไปทํ าใหเกิดการสูญเสียนํ้ า
ออกนอกเซลลจากกระบวนการพลาสโมไลซีส (plasmolysis) โดยนํ้ าภายในโพรโทพลาสตจะ
เคลือ่นผานเยื่อหุมเซลลออกสูภายนอก ทํ าใหโพรโทพลาสตหดตัวลง จึงพบจํ านวนโพรโทพลาสต
ลักษณะ กลม เตง สมบูรณนอยกวาที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4 โมลาร  และมีจํ านวนโพรโทพลาสต
นอยกวาที่ระดับความเขมขนของนํ้ าตาลแมนนิทอล 0.4 โมลาร   แตแตกตางจาก Xu และ Jia (1996)
ทีพ่บวาความเขมขนของแมนนิทอล 0.65 โมลาร เหมาะสมที่สุดตอการแยกโพรโทพลาสตจาก
แคลลัสของ Artemisia sphaeerocephala Krasch ซ่ึงใหจํ านวนโพรโทพลาสตไดสูงสุดถึง1.13 x 106

โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด  ในขณะที่  Cazaux และ Auzac (1995) พบวาความเขมขนของ
แมนนทิอล  0.7  โมลาร เหมาะสมที่สุดตอการแยกโพรโทพลาสตจากลํ าตนของยางพารา ทั้งนี้ความ
เขมขนที่ใชในการรักษาระดับออสโมลาริตี้ที่แตกตางกันอาจเนื่องมาจากชนิดและแหลงของเนื้อเยื่อ
ทีน่ํ ามาแยกโพรโทพลาสต

2.1.2   ชนดิและความเขมขนของเอนไซม

 ในการยอยผนังเซลลพืชนั้น สวนมากมักใชเอนไซมอยู  3  กลุม ดวยกัน คือ
กลุมเซลลูเลส เชน เซลลูเลส ไดรซีเลส และ เซลลูไลซิน (Cellulysin) กลุมเฮมิเซลลูเลส
(Hemicellulase) เชน เฮมิเซลลูเลส และโรไซม (Rhozyme) และกลุมเพคติเนส  เชน มาเซอโรไซม
และ เพคโตไลเอส วาย 23 (Fitzsimons และ Weyers, 1985)  ซ่ึงชนิดของเอนไซม  ความเขมขน
และสดัสวนที่ใหผลของแตละเอนไซมนั้นขึ้นอยูกับ ชนิดของพืช และ เนื้อเยื่อที่นํ ามาแยกโพรโท-
พลาสต เอนไซมที่ใชอาจจะเปนชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวมกันก็ได

จากการทดลองพบวาสารละลายเอนไซมที่มี เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1
เปอรเซ็นต  ไดรซีเลส  0.5  เปอรเซ็นต และ มาเซอโรไซม  อารเทน  0.5  เปอรเซ็นต  ใหจํ านวน
โพรโทพลาสตมากที่สุด คือ 6.85 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ที่เวลา 4 ช่ัวโมง
สอดคลองกับการทดลองของ Dorion และคณะ (1990) พบวาการใชเอนไซมเซลลูเลส รวมกับ
ไดรซีเลส  และมาเซอโรไซม  แยกโพรโทพลาสตจากใบของ  Lycopersicon  cheesmanii  สามารถ
ใหจ ํานวนโพรโทพลาสตมากที่สุดเชนกัน  และสอดคลองกับการทดลองของ Xiu และคณะ (1995)
ทีพ่บวาการเติมไดรซีเลสรวมกับเซลลูเลส และ มาเซอโรไซม ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการแยก
โพรโทพลาสตจากใบเลี้ยงของ Sesbania  bispinosa  ท ําใหไดจํ านวนโพรโทพลาสตมากขึ้น และ
จากผลการทดลองยังพบวาในสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต รวม
ดวย ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต  ใหจํ านวนโพรโทพลาสตมากกวาสารละลายเอนไซมเซลลูเลส
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โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต รวมดวย มาเซอโรไซม  อารเทน  0.5 เปอรเซ็นต  ทั้งนี้เนื่องจาก
ไดรซเีลส เปนเอนไซมในกลุมเซลลูเลสที่มีกิจกรรมของเพคทิเนสดวย การมีไดรซีเลสจะชวยเพิ่ม
ประสทิธิภาพในการแยกโพรโทพลาสตไดดียิ่งขึ้น โดยใชรวมกับเซลลูเลส และมาเซอโรไซม ใน
ระดบัความเขมขนตํ่ าๆ และใชไดดีกับเซลลใบ (Koh et  al. , 1988)   สวนสารละลายเอนไซมที่มี
เซลลเูลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต พบวาใหจํ านวนโพรโทพลาสตนอยที่สุด ทั้งนี้เปนเพราะ
เซลลของพืชจะมีการสรางสารเพคทินมาพอกไวระหวางเซลลทํ าใหเอนไซมทํ างานไดยากขึ้นเพราะ
ทํ าใหการยอยสารเพคทินเพื่อแยกเซลลใหหลุดออกจากกันนั้นตองใชเวลานานและทํ าใหได       
โพรโทพลาสตจํ านวนนอย  ดังนั้นการเติมเอนไซมมาเซอโรไซม และไดรซีเลส รวมกับเซลลูเลส
ท ําใหไดจํ านวนโพรโทพลาสตเพิ่มขึ้นเปนเพราะเกิดการทํ างานของเอนไซม 2 ขั้นตอน คือ ตอน
แรก  มาเซอโรไซม และไดรซีเลสจะยอยสารเพคทินทํ าใหเซลลหลุดออกจากกัน จากนั้นขั้นตอนที่
สองเอนไซมเซลลูเลสและไดรซีเลสจะยอยผนังเซลลจนไดโพรโทพลาสตหลุดออก(Theodoropolos 
และ Roubelakis, 1990)

นอกจากนี้จะเห็นวาการทํ างานของเอนไซมเซลลูเลสอยางเดียวนั้นยอยโพรโท- 
พลาสตไดจํ านวนนอย ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะความเขมขนที่ตํ่ าเกินไป  แตอยางไรก็ดี Li และ
คณะ (1993) พบวาการใชสารละลายเอนไซมเซลลูเลสอยางเดียวในความเขมขนที่สูงเกินไปก็ไมดี
เชนกัน เพราะจะทํ าใหโครงสรางของเยื่อหุมเซลลโพรโทพลาสตเสียหายได

2.1.3 การเก็บใบไวในที่มืดกอนยอย

           ในการแยกโพรโทพลาสตใหไดจํ านวนมากนั้น พบวาสภาวะของพืชทดลอง
กอนการแยกโพรโพลาสตจะมีผลตอการแยกโพรโทพลาสตเชนกันซึ่งในการทดลองนี้ไดนํ าตน
โปยเซยีนที่เพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงวางไวในตูมืด  24  ช่ัวโมง กอนนํ ามาแยกโพรโทพลาสต พบ
วาใบทีเ่กบ็ไวในที่มืดจะใหโพรโทพลาสตจํ านวนมากกวาใบที่ไมไดเก็บไวในที่มืด โดยใบที่เก็บไว
ในทีม่ืดใหจํ านวนโพรโทพลาสตสูงสุด คือ 6.69 x 105  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ที่เวลา 4
ช่ัวโมง ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Theodoropoulos และ Roubelakis (1990) ที่พบวาการเก็บ
ใบของ Vitis  vinifera  L. ไวในทีม่ืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใหจํ านวนโพรโทพลาสตมากกวาใบที่ไม
ไดเกบ็ไวในที่มืด ทั้งนี้เนื่องจากการเก็บพืชไวในที่มืดกอนนํ ามาแยกโพรโทพลาสตที่มีผลตอแรง
ดนัออสโมติก (osmotic pressure)  ภายในเซลล คือทํ าใหนํ้ าออกจากเซลล เปนผลใหโพรโทพลาสต
หดตวัเล็กนอย เยื่อหุมเซลลที่อยูเกือบชิดหรือชิดกับผนังเซลลเร่ิมแยกออกจากผนังเซลล เมื่อนํ ามา
แยกดวยเอนไซมจึงทํ าใหเอนไซมแทรกเขาไปยอยไดงายขึ้น ซ่ึง Sandberg และ Crozier (1985) พบ
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วายิง่พืชไดรับแสงที่มีความเขมมาก จะทํ าใหพืชมีนํ้ าตาลสะสมในเซลลมากขึ้น มีผลใหนํ้ าเขาสู
เซลล โพรโทพลาสตจะขยายตัว เมื่อนํ ามาแยกดวยเอนไซมทํ าใหเอนไซมแทรกเขาไปยอยยากขึ้น

2.1.4     ระยะเวลาการอินคิวเบทตอความมีชีวิตของโพรโทพลาสต

      ในการแยกโพรโทพลาสต ระยะเวลาการอินคิวเบทก็เปนปจจัยสํ าคัญ ซ่ึงจะ
เหน็ไดจากผลการทดลองที่พบวา เวลา 4 ช่ัวโมง ใหจํ านวนโพรโทพลาสตมากที่สุด คือ 6.51 x 105

โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด แตเมื่อพิจารณาความมีชีวิตพบวา การอินคิวเบทที่เวลาดังกลาว
ใหคาเปอรเซ็นตความมีชีวิตตํ่ าที่สุด คือ 71.73 เปอรเซ็นต ในขณะที่เวลาอินคิวเบท 3 ช่ัวโมง ให
จ ํานวนโพรโทพลาสตมากรองลงมา คือ 4.62 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด แตใหความมี
ชีวติสงูสุด คือ 84.14 เปอรเซ็นต สวนที่ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง แยกโพรโทพลาสตไดจํ านวนนอยที่สุด
คือ 3.11 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด เนื่องจากเปนระยะเวลาที่นอยเกินไปจึงทํ าให
โพรโทพลาสตที่ไดมีจํ านวนนอย แตเมื่อพิจารณาความมีชีวิตพบวาที่เวลา 2 ช่ัวโมง ความมีชีวิตยัง
มากกวาที่เวลา 4 ช่ัวโมง คือ 75.09 เปอรเซ็นต ถึงแมวาที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง จะแยกโพรโทพลาสต
ไดจ ํานวนมาก แตเนื่องจากเปนระยะเวลาที่นานเกินไป ทํ าใหเยื่อหุมเซลลของโพรโทพลาสตที่แยก
ออกมาไดมีโอกาสถูกยอยสลายจากเอนไซมเซลลูเลสและมาเซอโรไซมไดนานขึ้น จึงทํ าใหโพร-
โทพลาสตแตกสลายเพิ่มขึ้น (Theodoropoulos และ Angelakis,1990) การทดสอบความมีชีวิตของ
โพรโทพลาสตทํ าไดโดยการนํ าโพรโทพลาสตไปยอมดวยสีฟลูออเรสซีนไดอะซีเตต โมเลกุลของสี
จะผานเยื่อหุมเซลลเขาไปในโพรโทพลาสต ถาเปนโพรโทพลาสตที่มีชีวิตจะมีเอนไซมเอสเทอเรส
(esterase) ไปตดัโมเลกุลของฟลูออเรสซีนไดอะซีเตต ทํ าใหเกิดสีฟลูออเรสซีน (fluorescein) ทํ าให
โพรโทพลาสตเกิดการเรืองแสงสีเหลืองเขียว เมื่อดูภายใตกลองจุลทรรศนระบบฟลูออเรสเซนซ
(Dixon, 1985) ดงันัน้สภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบโปยเซียนจึง
เลือกใชระยะเวลาที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกโพรโทพลาสตที่เวลา 3 ช่ัวโมง เพราะที่เวลาดังกลาว
สามารถใหความมีชีวิตของโพรโทพลาสตสูงสุด เมื่อโพรโทพลาสตที่แยกไดมีเปอรเซ็นตความมี
ชีวติสงู โอกาสที่โพรโทพลาสตจะเจริญแบงเซลลเปนแคลลัสยอมมีสูงเพิ่มขึ้นดวย เมื่อนํ าไปเพาะ
เล้ียงในอาหารภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอไป
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2.2  การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน
       2.2.1  วิธีการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตวิธีการเพาะเลี้ยงเพื่อใหไดผลดี และมีประสิทธิ
ภาพจงึมคีวามสํ าคัญอยางยิ่ง เนื่องจากโพรโทพลาสตมีความบอบบางแตกงาย ดังนั้นการดูแลรักษา
นัน้มคีวามจํ าเปนและมากกวาการเลี้ยงเซลล  จากการทดลองเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตทั้ง 4 วิธี พบ
วาการเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยใชวุนอะกาโรสเปนวิธีที่ดีที่สุด เนื่องจากโพรโท-
พลาสตสามารถสรางผนังเซลลใหม และมีชีวิตรอดไดนานที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากวุนอะกาโรสนั้นมี
สารปนเปอนที่เปนพิษนอยกวา นอกจากนี้ยังเพิ่มประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงไดดีกวาการใชวุน
Difco Bacto agar (Folling et al., 1995) ในขณะทีก่ารเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว  บนอาหารแข็ง  และ
วธีิ Nurse  culture โพรโทพลาสตไมมีการสรางผนังเซลลใหม ความมีชีวิตลดลงและตาย หลังจาก
การเพาะเลี้ยงเปนเวลา  1 สัปดาห  ซ่ึงสอดคลองกับ  Webb และคณะ (1994)  พบวาการเพาะเลี้ยง
โพรโทพลาสตในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวโดยใชวุนอะกาโรสเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุดตอการเพาะเลี้ยง
โพรโทพลาสตของ  Lactuca   perennis  ซ่ึงโพรโทพลาสตมีการสรางผนังเซลลใหมไดเร็วข้ึน และ
แบงตวัไดเร็วกวาการเลี้ยงในอาหารเหลว Nakano และคณะ (1995) พบวาการเพาะเลี้ยงโพรโท-
พลาสตของ Gentiana ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โพรโทพลาสตมีการแบงเซลลและเจริญเปนโคโลนี
ไดดกีวาการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารเหลว อีกทั้งยังชวยยับยั้งการรวมตัวกันเปนกลุมของ
โพรโทพลาสต โดยไมทํ าใหโพรโทพลาสตตกตะกอนที่กนจานเพาะเลี้ยง และเซลลไมเปลี่ยนเปนสี
นํ้ าตาล (cell  browning)

ในการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งพบวาโพรโทพลาสตแตกเปนสวนใหญ เนื่องจาก
โพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบนั้นมักมีเยื่อหุมเซลลที่บางและแตกงาย นอกจากนี้โมเลกุลของสาร
อาหารถกูยึดเกาะอยูกับวุนทํ าใหแพรเขาสูโพรโทพลาสตไดยาก โพรโทพลาสตจึงขาดสารอาหาร
และตายได (Reichert  และ  Liu , 1996) สวนการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโดยวิธี  Nurse  culture
เปนการอาศัยเซลลพี่เล้ียงในการทํ าใหโพรโทพลาสตที่ตองการเพาะเลี้ยงมีการเจริญเติบโตได โดย
คาดวามีการสงสารบางชนิดที่จํ าเปนตอการเจริญของเซลล (essential  metabolites) ไปยังเซลลเดี่ยว
ซ่ึงเซลลเดี่ยวในระยะเริ่มแรกยังไมสามารถผลิตเองได (Folling et al., 1995) นอกจากนี้ยังพบวาจะมี
การระเหยของนํ้ าในอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต เมื่อมีการระเหยของนํ้ าในอาหารมากทํ าให
ระดบัออสโมลาริตี้เปลี่ยนไป จึงทํ าใหโพรโทพลาสตเจริญไดไมดี (Kihara และ Funatsuki, 1995)
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2.2.2 ความหนาแนนของโพรโทพลาสตเร่ิมตนท่ีใชเพาะเลี้ยง         

ความหนาแนนของโพรโทพลาสตมีผลตอความสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยงมาก 
เนื่องจากจํ านวนเริ่มตนก็เปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการมีชีวิตรอดและการเจริญเติบโตตอไปของ            
โพรโทพลาสต  ซ่ึงความหนาแนนที่พอเหมาะอยูระหวาง  104  ถึง  105  โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
จากการทดลองพบวาการเพาะเลี้ยงที่ใชจํ านวนเริ่มตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร เหมาะสม
สํ าหรับการเพาะเลี้ยง เพราะโพรโทพลาสตยังคงกลม มีเม็ดคลอโรพลาสตสีเขียว ความมีชีวิตเทากับ
87.42 เปอรเซ็นต และยังพบการสรางผนังเซลลใหมขึ้นมา ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Folling
และคณะ (1995) ที่พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตของ Lolium   perenne  จ ํานวนโพรโทพลาสต
เร่ิมตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร ทํ าใหโพรโทพลาสตสามารถสรางผนังเซลลใหมและมี
การแบงเซลลเปนโคโลนีเล็กๆไดดีกวาการใชจํ านวนเริ่มตน 2 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
นอกจากนี้ Tian และ Meng (1999) กับ Karim และ Adachi (1997) พบวาการใชจํ านวนโพรโท-
พลาสตเร่ิมตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร ของ Moricandia  nitens และ Allium  cepa  ตาม
ลํ าดับ โพรโทพลาสตสามารถแบงเซลลและเจริญเปนแคลลัสไดดีกวาการใชโพรโทพลาสตจํ านวน
เร่ิมตน 5 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร

ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจํ านวนเริ่มตน 5x104 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
นัน้ พบวาโพรโทพลาสตไมสามารถเจริญเติบโตและแบงเซลลได ความมีชีวิตเทากับ 68.50
เปอรเซน็ต หลังจากการเพาะเลี้ยงไปแลว 1 สัปดาห เนื่องจากมีจํ านวนนอยเกินไป  ซ่ึง Reichert
และ Liu (1996) ไดรายงานวาโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงแตละโพรโทพลาสตจะปลอยสารพวก
เมแทบอไลตลงในอาหารเพาะเลี้ยงและสารนี้สนับสนุนการเจริญเติบโตของโพรโทพลาสตซ่ึงกัน
และกนั หากมีจํ านวนโพรโทพลาสตนอยเกินไปทํ าใหมีสารเหลานี้นอยไมเพียงพอตอการเจริญ
เตบิโตและการมีชีวิตรอดของโพรโทพลาสต สวนการทดลองที่ใชจํ านวนโพรโทพลาสตเร่ิมตน 5 x
105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตรนั้น โพรโทพลาสตมีความหนาแนนมากทํ าใหเกาะติดกันเปนกลุม
ใหญ หลังจากเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห โพรโทพลาสตจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล ความมีชีวิตเทากับ 76.64
เปอรเซน็ต อาจเนื่องจากโพรโทพลาสตมีความหนาแนนมากเกินไป ทํ าใหเกิดการแกงแยงอาหารซึ่ง
กนัและกัน (Xu และ Jia , 1996)
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2.2.3  ชนดิของอาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต    
                                                                               

ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต อาหารเพาะเลี้ยงมีความสํ าคัญตอการเจริญ
เตบิโต ชนิดของอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมขึ้นกับชนิดของโพรโทพลาสต จากการทดลองพบวา
โพรโทพลาสต ที่แยกไดจากใบโปยเซียนเมื่อนํ ามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ 16 สูตร โพรโท-
พลาสตสามารถสรางผนังเซลลใหมไดทุกสูตรยกเวนสูตรที่มี  2,4-D 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย
BA 2.0 มลิลิกรัมตอลิตร และเจริญแบงเซลลไดในอาหารที่มี NAA รวมกับ BA ที่ระดับความเขม
ขนตางๆ (สูตรที่ 6-สูตรที่ 10) โดยในอาหารสูตรที่มี NAA  1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA 1.0
มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดการสรางผนังเซลลใหมและการแบงเซลลไดสูงสุด ทั้งนี้อาจ
เนือ่งมาจากสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เชน ออกซิน และ ไซโทไคนิน จํ าเปนตอการเจริญ
ของพืชและมีสวนสํ าคัญในการชักนํ าการสรางผนังเซลลและการแบงเซลล โพรโทพลาสตที่เพาะ
เล้ียงมีการสรางผนังเซลลใหมเกิดขึ้นภายใน 5-6 วัน สอดคลองกับการทดลองของ Shahin และ
Shepard (1980) ทีเ่พาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบของมันสํ าปะหลัง ในอาหารสูตร MS ที่มี NAA
รวมดวย BA พบวาโพรโทพลาสตมีการสรางผนังเซลลภายใน 1 สัปดาห และมีการแบงเซลลเปน
โคโลนี และสอดคลองกับ Kim และ Lee (1996) ที่พบวาโพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบของ
Dianthus  superbus เมือ่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มี NAA รวมดวย BA สามารถสรางผนัง
เซลลใหมและแบงเซลลเกิดเปนแคลลัส นอกจากนี้ Marchant และคณะ (1997) รายงานวา NAA
และ BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีประสิทธิภาพมากตอการชักนํ าใหเกิดการแบงเซลล
และการสรางโคโลนี

สวนในสูตรอาหารที่มี 2,4-D พบวามีการสรางผนังเซลลใหมแตไมพบการแบง
เซลลเลย ถึงแมมีการสรางผนังเซลลใหมขึ้นมาแลว ทั้งนี้เนื่องจากอาหารที่ทํ าใหเกิดการสรางผนัง
เซลลใหมอาจไมเหมาะตอการชักนํ าการแบงเซลลและไมเหมาะตอการเจริญในการสรางโคโลนี 
และแคลลัสตอไป ในทางกลับกันอาหารที่เหมาะสมตอการแบงเซลลอาจไมเหมาะตอการชักนํ าการ
สรางผนังเซลลใหม เพราะสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชอาจมีผลตอเซลลเมมเบรนโดยทํ าให
เกดิการขยายตัวจนแตกได (Balestri และ Cinelli , 2001) นอกจากนี้การลดแรงดันออสโมติกอยาง
ชาๆของอาหารมีความจํ าเปนตอการรักษาอัตราการแบงเซลล ไมอยางนั้นโพรโทพลาสตของเซลลที่
เกดิใหมจะเกิดพลาสโมไลซีสขึ้นมาอีกและหดตัวผละจากผนังเซลลที่เกิดใหม การลดแรงดัน
ออสโมติกทํ าไดโดยการเจือจางสารออสโมติคัม ซ่ึงจะเติมอาหารใหมที่มีสารออสโมติคัมอยูนอย
หรือไมมีเลยลงไปในอาหารที่เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต (Katsirdakis และ Roubelakis, 1992) แต
โพรโทพลาสตโปยเซียนที่เพาะเลี้ยงไมสามารถแบงเซลลจนกลายเปนแคลลัสไดอาจเนื่องจากชนิด
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และความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใชยังไมเหมาะตอการเจริญของโพรโทพลาสต 
นอกจากนี้อาจตองยายไปยังอาหารใหมเพื่อใหเกิดการแบงเซลลเปนโคโลนีและสรางเปนแคลลัส
ตอไป
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