
บทท่ี 3

ผล

ตอนที่  1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน
  1.1 การชักนํ าแคลลัส

1.1.1 การชกันํ าแคลลัสจากลํ าตนโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี  2,4-D  2iP  และ
Kinetinในระดับความเขมขนตางๆ

เมือ่น ําลํ าตนโปยเซียนที่ผานการฟอกฆาเชื้อแลวไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโต คือ เติม 2, 4-D ความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 0.5 1.0 1.5 และ 2.0
มลิลิกรัมตอลิตรวางไวในที่มีแสง หลังจากการเพาะเลี้ยง 10 วัน สังเกตเห็นแคลลัสเริ่มเกิดขึ้นตรง
บริเวณรอบๆรอยตัดของลํ าตน  ลักษณะของแคลลัสที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเปนกอนแข็ง สีเขียว เซลล
เกาะตวักันแนนหรือที่เรียกวา คอมแพคแคลลัส (compact  callus)  จากนั้นอีก 60 วัน แคลลัสเจริญมี
ขนาดใหญขึ้น (ภาพที่ 3) จงึนบัจ ํานวนลํ าตนที่เกิดแคลลัสและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของแคลลัส
พบวาในทุกความเขมขนของการทดลองที่มี 2,4-D สามารถชักนํ าใหลํ าตนสรางแคลลัสได และ
ขนาดเสนผาศูนยกลางของแคลลัสอยูระหวาง  0.74   ถึง  1.87  เซนติเมตร  (ตารางที่ 3)   โดยการใช
2,4-D 1.0 มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหลํ าตนสรางแคลลัสมีขนาดใหญที่สุด (1.87 เซนติเมตร)
รองลงมาไดแก 2, 4-D 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร (1.18 เซนติเมตร)  2, 4-D 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร (0.90
เซนติเมตร) และ 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (0.74 เซนติเมตร)  ตามลํ าดับ

สรุปผลจากการทดลองชักนํ าแคลลัสจากลํ าตนในอาหารสูตรที่มี 2,4-D พบวาที่
ระดบัความเขมขน 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหลํ าตนเกิดแคลลัสมีขนาดใหญที่สุด
คือ 1.87 เซนติเมตร สวนในอาหารที่ไมมี  2,4-D ลํ าตนไมสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดเนื้อเยื่อจะ
เปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด

หลังจากนํ าชิ้นสวนของลํ าตนโปยเซียนมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มี 2iP ความ
เขมขน 0.0 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาในอาหารทุกสูตรที่มี 2iP สามารถชักนํ าให
ลํ าตนของโปยเซยีนเกิดเปนแคลลัสไดหมด เมื่อเพาะเลี้ยงประมาณ 15วัน พบวาจะเริ่มเกิดแคลลัส
บริเวณรอบๆรอยตัด จากนั้นอีกประมาณ 45 วัน จะเกิดแคลลัสที่มีลักษณะเปนกอนแข็ง สีเขียวออน
เซลลเกาะตัวกันแนน โดยพบวาอาหารที่มี 2iP 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหลํ าตนสราง
แคลลัสมีขนาดใหญที่สุด (1.53 เซนติเมตร) รองลงมาไดแก 2iP 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร (1.03
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เซนติเมตร) 2iP 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร (0.96 เซนติเมตร) และ 2iP 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (0.45
เซนติเมตร) ตามลํ าดับ (ภาพที่ 4 และ ตารางที่ 4) สรุปผลจากการทดลองชักนํ าแคลลัสจากลํ าตนใน
อาหารสูตรที่มี 2iP พบวาที่ระดับความเขมขน 2iP 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหลํ าตนเกิด
แคลลสัมีขนาดใหญที่สุด คือ 1.53 เซนติเมตร สวนในอาหารที่ไมมี 2iP พบวาลํ าตนไมเกิดแคลลัส
เนือ้เยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด

สวนในอาหารที่มี และไมมี Kinetin ไมสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสจากลํ าตนได
โดยพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงไปประมาณ 15 วัน เนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล และปลอยสารสีนํ้ าตาล
ลงในอาหาร หลังจากนั้นประมาณ 30 วัน เนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลดํ า และตายในที่สุด

ภาพที่ 3   การเกิดแคลลัสจากลํ าตนโปยเซียนบนอาหารสูตร MS ที่มี 2,4-D ความเขมขน 0.5 1.0
1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตรเรียงจากซายไปขวาตามลํ าดับ เปนเวลา 60 วัน

Figure 3  Callus formation from stem of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
supplemented with 0.5 1.0 1.5 and 2.0 mg/l 2,4-D (from left to right) for 60 days.
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ตารางที่ 3 การเกิดแคลลัสจากลํ าตนของโปยเซียนเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดแคลลัสสูตร
MSที่เติม  2, 4-D  ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา   60  วัน

Table 3 Callus formation from stem of E. milii Desmoulin cultured on MS medium containing
2,4-D at various levels for 60 days.

 2,4-D  concentrations
(mg/l)

Size of callus
(cm)

0.0 0.00 ± 0.00d
0.5 0.74 ± 0.50c
1.0 1.87 ± 1.18a
1.5 1.18 ± 0.78b
2.0 0.90 ± 0.78c

F-test **
C.V. (%) 24.0

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

ภาพที่ 4 การเกิดแคลลัสจากลํ าตนโปยเซียนบนอาหารสูตร MS ที่มี 2iP ความเขมขน 0.5 
 1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 60 วัน

Figure 4 Callus formation from stem of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
supplemented with  0.5 1.0 1.5 and 2.0 mg/l 2iP (from left to right) for 60 days.
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ตารางที ่ 4 การเกิดแคลลัสจากลํ าตนของโปยเซียนเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดแคลลัสสูตร
MS ทีเ่ตมิ 2iP ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา  60 วัน

Table  4      Callus formation from stem of E. milii Desmoulin cultured on MS medium containing
2iP at various levels for 60 days.

2iP concentrations
(mg/l)

Size of callus
(cm)

0.0 0.00 ± 0.00d
0.5 0.45 ± 0.38c
1.0 1.53 ± 0.48a
1.5 1.03 ± 0.51b
2.0 0.96 ± 0.48b

F-test **
C.V. (%) 14.1

หมายเหตุ ** แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note   ** Highly significant different at the 99% confidence level.

       Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

1.1.2  การชักนํ าแคลลัสจากขอโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2,4-D 2iP และ Kinetin  
          ในระดับความเขมขนตางๆ

            การชักนํ าแคลลัสจากขอโปยเซียน พบวาในอาหารทุกสูตรที่มี 2,4-D สามารถชักนํ า
ใหเกดิแคลลัสไดโดยหลังจากการเพาะเลี้ยง 15 วัน สังเกตเห็นการบวมและแคลลัสเกิดรอบๆรอยตัด
ของขอ หลังจากนั้นเมื่อเพาะเลี้ยงตอไปอีก 60 วัน แคลลัสเจริญมีขนาดใหญขึ้น ลักษณะของแคลลัส
เปนกอนแขง็ เซลลเกาะตัวกันแนน สีเขียว และบริเวณรอบๆแคลลัสเกิดปุยสีเขียวออนที่มีลักษณะ
ออนนุม (ภาพที่ 5)  โดยที่ความเขมขน 2,4 –D  1.0  มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่
มขีนาดใหญที่สุด คือ 1.95 เซนติเมตร รองลงมาคือ  2,4-D  0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (1.30 เซนติเมตร)
2, 4-D 1.5 มลิลิกรัมตอลิตร (1.10 เซนติเมตร) และ 2,4-D 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร (0.50 เซนติเมตร)
ตามล ําดับ (ตารางที่ 5) สวนในอาหารที่ไมมี 2, 4-D พบวา ขอไมสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสได
เนือ้เยือ่จะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุดเชนเดียวกับลํ าตน สรุปผลจากการทดลองชักนํ า
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แคลลัสจากขอในอาหารสูตรที่มี 2,4-D พบวาที่ระดับความเขมขน 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถชักนํ าใหขอเกิดแคลลัสมีขนาดใหญที่สุด คือ 1.95 เซนติเมตร

ภาพที่ 5   การเกิดแคลลัสจากขอโปยเซยีนบนอาหารสูตร MS ที่มี 2,4 -D ความเขมขน 0.5 1.0  1.5      
และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 60 วัน

Figure 5 Callus formation from node of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
supplemented with  0.5 1.0 1.5 and 2.0 mg/l 2,4-D (from left to right) for 60 days.

ตารางที่  5  การเกิดแคลลัสจากขอของโปยเซยีนเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดแคลลัสสูตร
MS ทีเ่ตมิ  2, 4-D  ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา   60  วัน

Table  5  Callus formation from node of E. milii Desmoulin cultured on MS medium containing
2,4-D at various levels for 60 days.

2,4-D concentrations
(mg/l)

Size of callus
(cm)

0.0 0.00 ± 0.00d
0.5 1.30 ± 0.71b
1.0 1.95 ± 0.56a
1.5 1.10 ± 0.86b
2.0 0.50 ± 0.49c

F-test **
C.V. (%) 30.0

หมายเหตุ ** แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.
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การชักนํ าแคลลัสจากขอโปยเซียนบนอาหารสูตร MS ที่มี 2iP ในระดับความเขมขน
ตางๆ พบวาสามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสไดในอาหารทุกสูตรที่มี 2iP โดยที่ความเขมขน 2iP 1.5
มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีสีเขียวเขมและมีขนาดใหญที่สุด (1.51 เซนติเมตร)
รองลงมาไดแก  2iP 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (1.00 เซนติเมตร)  2iP  2.0 มิลลิกรัมตอลิตร (0.85
เซนตเิมตร)  และ 2iP 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (0.56 เซนติเมตร) ตามลํ าดับ (ตารางที่ 6) นอกจากนี้ยัง
พบวาบนกอนแคลลัสจะเกิดเปนตุมสีแดงๆ  และเกดิยอดเดี่ยวๆประมาณ 1- 2 ยอด ตรงบริเวณรอย
ตัดของขอ   (ภาพที่ 6) สวนในอาหารที่ไมมี 2iP พบวา ขอไมสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดเนื้อเยื่อ
จะเปลีย่นเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด สรุปผลจากการทดลองชักนํ าแคลลัสจากขอในอาหารสูตรที่
ม ี 2iP พบวาที่ระดับความเขมขน 2iP 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหขอเกิดแคลลัสมีขนาด
ใหญที่สุด คือ 1.51 เซนติเมตร

ตารางที ่ 6 การเกิดแคลลัสจากขอของโปยเซียนเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดแคลลัสสูตรMS
ที่เติม  2iP  ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา   60  วัน

Table  6 Callus formation from node of E. milii Desmoulin cultured on MS medium containing
2iP at various levels for 60 days.

 2iP concentrations
(mg/l)

Size of callus
(cm)

0.0 0.00 ± 0.00d
0.5 0.56 ± 1.09c
1.0 1.00 ± 1.47b
1.5 1.51 ± 1.06a
2.0 0.85 ± 0.74b

F-test **
C.V. (%) 10.4

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.
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ภาพที่  6  การเกิดแคลลัสจากขอโปยเซยีนบนอาหารสูตร MS ที่มี 2iP  ความเขมขน 0.5  1.0 1.5
และ 2.0  มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา  60 วัน

Figure 6  Callus formation from node of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
supplemented with  0.5 1.0 1.5 and 2.0 mg/l 2iP (from left to right) for 60 days.

การชักนํ าแคลลัสจากขอบนอาหารสูตร MS ที่มี Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆ 
พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดในอาหารทุกสูตร ที่มี Kinetin โดยหลังจากการเพาะเลี้ยง 15 
วัน สังเกตเห็นบริเวณรอยตัดของขอเกิดการบวมและเห็นแคลลัสเริ่มเกิดขึ้นที่ผิวของเนื้อเยื่อตรง
รอยตัด เมื่อเพาะเลี้ยงตอไปอีก 60 วัน แคลลัสเจริญมีขนาดใหญขึ้น ลักษณะของแคลลัสเปนกอน
แข็งสีเขียว  เซลลเกาะตัวกันแนน และบริเวณรอบๆแคลลัสเกิดตุมสีแดง (ภาพที่ 7) โดยที่ความ   
เขมขน Kinetin 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุดคือ 1.81 
เซนติเมตร รองลงมาคือ Kinetin 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร (1.26 เซนติเมตร) และ Kinetin 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร (1.26  เซนติเมตร) ตามลํ าดับ (ตารางที่ 7)  สวนในอาหารที่ไมมี Kinetin พบวา ขอไม
สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดเนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายเชนเดียวกับในอาหารสูตรที่
ไมมี  2,4-D  และ  2iP

สรุปผลจากการทดลองชักนํ าแคลลัสจากขอในอาหารสูตรที่มี Kinetin พบวาที่ระดับ
ความเขมขน Kinetin 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหขอเกิดแคลลัสมีขนาดใหญที่สุด คือ 
1.81 เซนติเมตร
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ภาพที่ 7 การเกิดแคลลัสจากขอโปยเซียนบนอาหารสูตร MS ที่มี Kinetin ความเขมขน 0.5 1.0  1.5
และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 60 วัน

Figure 7 Callus formation from node of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
supplemented with  0.5 1.0 1.5 and 2.0 mg/l Kinetin (from left to right) for 60 days.

ตารางที่  7   การเกิดแคลลัสจากขอของโปยเซียนเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดแคลลัสสูตร
 MS ทีเ่ตมิ  Kinetin  ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา   60  วัน

Table  7 Callus formation from node of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
containing Kinetin at various levels for 60 days.

 Kinetin concentrations
(mg/l)

Size of callus
(mg/l)

0.0 0.00 ± 0.00d
0.5 1.26 ± 0.48c
1.0 1.26 ± 0.53c
1.5 1.30 ± 0.70b
2.0 1.81 ± 0.64a

F-test **
C.V. (%) 11.8

หมายเหตุ ** แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.
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1.1.3 การชักนํ าแคลลัสจากใบโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2,4-D  2iP และ Kinetin
ในระดับความเขมขนตางๆ

     การชักนํ าแคลลัสจากใบ  พบวาในอาหารทุกสูตรที่มี  และไมมี 2, 4-D ไมสามารถ
ชักนํ าใหเกิดแคลลัสได  โดยเมื่อเพาะเลี้ยงไป ประมาณ 30 วัน ช้ินสวนของใบจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ า
ตาลดํ าและตายในที่สุด
      การชักนํ าแคลลัสจากใบในอาหารสูตร MS ทีม่ ี 2iP พบวาสามารถเกิดแคลลัสที่มี
ขนาดใหญที่สุดในอาหารที่มี 2iP ความเขมขน 2.0 มลิลิกรัมตอลิตร (1.16 เซนติเมตร) รองลงมาได
แก 2iP 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร (0.81 เซนติเมตร) 2iP 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (0.48 เซนติเมตร) และ 2iP
0.5 มลิลิกรัมตอลิตร (0.36 เซนติเมตร) ตามลํ าดับซึ่งพบวาสวนโคนใบจะเกิดการบวมและมีแคลลัส
เกดิขึ้นกอนสวนอื่นๆ  (ภาพที่ 8 และตารางที่ 8)  สวนในอาหารที่มี Kinetin ใบไมสามารถชักนํ าให
เกดิแคลลสัได โดยพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงไปประมาณ 15 วัน เนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล และปลอย
สารสนีํ ้าตาลลงในอาหาร หลังจากนั้นประมาณ 30 วัน เนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลดํ า และตายใน
ทีสุ่ด  สรุปผลจากการทดลองชักนํ าแคลลัสจากใบในอาหารสูตรที่มี 2,4-D Kinetin และ 2iP พบวาที่
ระดบัความเขมขน 2iP 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหใบเกิดแคลลัสมีขนาดใหญที่สุดคือ
1.16 เซนตเิมตร สวนในอาหารที่ไมมี 2iP พบวาไมสามารถชักนํ าใหลํ าตนเกิดแคลลัสไดเชนเดียว
กบัในอาหารที่มีและไมมี 2,4-D และ Kinetin โดยเนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลดํ าและตายในที่สุด

ภาพที่ 8 การเกิดแคลลัสจากใบโปยเซยีนในอาหารสูตร MS ที่มี 2iP ความเขมขน 0.5 1.0  1.5
และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 60 วัน

Figure 8 Callus formation from leaf of E. milii Desmoulin cultured on MS medium
supplemented with  0.5 1.0 1.5 and 2.0 mg/l 2iP (from left to right) for 60 days.
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ตารางที่ 8 การเกิดแคลลัสจากใบของโปยเซียนเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดแคลลัสสูตร     
   MS ทีเ่ตมิ  2iP  ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา   60  วัน

Table  8 Callus formation from leaf of E. milii Desmoulin cultured on MS medium containing
2iP at various levels for 60 days.

 2iP concentrations
(mg/l)

Size of callus
(cm)

0.0 0.00 ± 0.00d
0.5 0.36 ± 0.45c
1.0 0.48 ± 0.94c
1.5 0.81 ± 0.78b
2.0 1.16 ± 0.80a

F-test **
C.V. (%) 16.2

หมายเหตุ ** แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

  1.2     การชักนํ าแคลลัสใหเจริญเปนยอด

 เมือ่น ําแคลลัสที่มีลักษณะแบบคอมแพค ซ่ึงไดจากการเพาะเลี้ยง ลํ าตน ขอ และใบ บน
อาหารสูตร MS ที่มี 2,4-D  2iP  และ Kinetin  ซ่ึงใหแคลลัสที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางใหญที่สุดจาก
ตอนที่ 1.1.1  1.1.2  และ 1.1.3 ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA ความเขมขน 0.0  1.0  3.0
5.0 และ 7.0 มลิลิกรัมตอลิตร พบวาในอาหารทุกสูตรที่มี BA สามารถชักนํ าใหแคลลัสของ
โปยเซียนเกดิเปนยอดรวมไดลักษณะที่คลายๆกัน  เชน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี BA 3.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร เปนเวลา  30 วัน พบวาแคลลสับางกอนมีจุดสีเขียวเขมเกิดขึ้นที่บริเวณผิวแคลลัส (ภาพที่ 9)
หลังจากนัน้ประมาณ 20 วัน จุดสีเขียวจะพัฒนาไปเปนยอดใหเห็นชัดเจน (ภาพที่ 10) และเมื่อเพาะ
เล้ียงไปอกีประมาณ 90 วัน พบวาจะไดยอดที่มีลักษณะยอดเปนยอดเดี่ยวๆ ที่เกิดอยูเปนกระจุก แต
สามารถแยกเปนยอดเดี่ยวๆไดงาย ใบมีสีเขียวสด ลํ าตนสีเขียวเขม ปนแดง และมีหนามสีแดงออนๆ
ยอดทีเ่กดิคอนขางสมบูรณ  สวนในอาหารที่ไมมี BA พบวาแคลลัสจะไมพัฒนาไปเปนยอดหรือจุด
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สีเขยีวแตมีการขยายขนาดโตขึ้น เซลลเกาะกันแนนสีเขียวอมขาว  บางกอนก็เปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลดํ า
และตายในที่สุด (ภาพที่ 11)

ภาพที ่ 9 ลักษณะของแคลลัสที่มีจุดสีเขียวเขมเกิดขึ้นรอบๆ ผิวแคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
MS ที่มี BA 3.0  มลิลิกรัมตอลิตร เปนเวลา  30 วัน

Figure 9 Callus with green nodule occurred on the surface when cultured on MS medium
containing 3 mg/l BA for 30 days.

ภาพที่ 10  แคลลัสที่เจริญเปนยอดใหเห็นชัดเจนหลังจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA
3  มิลลิกรัมตอลิตร  เปนเวลา  50 วัน

Figure 10  Clearly visible shoots derived from callus when cultured on MS medium containing
3.0 mg/l BA for 50 days.
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ภาพที่ 11  ลักษณะของแคลลัสที่เปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลดํ า จากการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไมมี
สารควบคุมการเจริญเติบโต

Figure 11 Dark brown callus when cultured on MS-free growth regulator medium.

1.2.1  การชักนํ ายอดจากแคลลัสท่ีมาจากลํ าตน และ ขอ ในอาหารสูตร MS ท่ีมี  2,4-D  1.0
มิลลิกรัมตอลิตร

การชกันํ ายอดรวมจากแคลลัสที่มาจากลํ าตนในอาหารสูตรที่มี 2,4-D 1.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร สามารถเกิดยอดรวมได โดยที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เกิดยอดรวมมากที่สุด
คือ 10.90 ยอดตอแคลลัส (ตารางที่ 9) ลักษณะยอดจะเปนยอดที่มีขนาดใหญ  ไมสูง  ใบมีสีเขียวเขม
และมีขนาดใหญ  (ภาพที่12)  รองลงมาคือ แคลลสัที่มาจากขอสามารถเกิดยอดรวมได โดยที่ความ
เขมขน BA  3.0  มิลลิกรัมตอลิตร   สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดสูงสุดเทากับ  6.56  ยอดตอแคลลัส
ลักษณะยอดจะเปนยอดที่มีขนาดใหญ  ไมสูง  ใบมีสีเขียวเขม และมีขนาดใหญ (ภาพที่ 13 )
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ตารางที่ 9   การเจริญของแคลลัสจากลํ าตน  ขอ และ ใบในอาหารสูตรตางๆเมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหารชักนํ าใหเกิดยอดสูตร MS ที่เติม BA ในระดับความเขมขนตางๆเปนเวลา 90 วัน

Table 9 Growth of shoots from callus derived from stem, node and leaf cultured on MS shoot
induction medium supplemented with BA at various concentrations for 90 days.

Number shoot /callus
 BA concentration (mg/l)Source of

callus 0.0 1.0 3.0 5.0 7.0
F-test CV

(%)
1. node (2.0

mg/l Kinetin)

2. node (1.0
mg/l 2,4-D)

3. node (1.5
mg/l 2iP)

4. stem (1.0
mg/l 2,4-D)

5. stem (1.0
mg/l 2iP)

6. leaf (2.0
mg/l 2iP)

0.00±0.00d

0.00±0.00d

0.00±0.00d

0.00±0.00d

0.00±0.00d

0.00±0.00d

4.50±0.45c

4.10±0.53c

4.46±0.60c

3.86±0.80c

2.33±1.09c

1.10±0.30c

12.10±1.00a

6.56±0.67a

6.33±0.87a

10.90±0.65a

5.93±0.53a

5.30±0.91a

6.63±1.37b

5.10±0.78b

5.03±0.53b

6.63±0.87b

4.20±0.90b

3.13±1.00b

6.03±1.34b

4.16±0.66c

4.16±0.48c

4.30±0.70c

2.06±0.40c

1.66±0.87c

**

**

**

**

**

**

7.0

7.7

9.6

21.7

4.1

8.2

หมายเหตุ ** แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
      คาเฉลี่ยตัวเลขในแถวเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note        ** Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in row are significantly different by DMRT.
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ภาพที ่12 การเกิดยอดรวมของแคลลัสที่มาจากลํ าตนในอาหารสูตร ที่มี 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร
เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA  ความเขมขน  1.0  3.0  5.0 และ 7.0  มิลลิกรัม
ตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 9 0 วัน

Figure 12 Multiple shoot formation from stem-derived callus induced from medium containing
1.0 mg/l 2,4-D when cultured on MS medium supplemented with 1.0 3.0 5.0 and 7.0
mg/l BA (from left to right) for 90 days.

ภาพที่ 13 การเกิดยอดรวมของแคลลัสที่มาจากขอในอาหารสูตร ที่มี 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร
เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA  ความเขมขน  1.0  3.0  5.0 และ 7.0  มิลลิกรัม
ตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 9 0 วัน

Figure 13 Multiple shoot formation from node-derived callus induced from medium containing
1.0 mg/l 2,4-D when cultured on MS medium supplemented with 1.0 3.0 5.0 and 7.0
mg/l BA (from left to right) for 90 days.



44

1.2.2 การชักนํ ายอดจากแคลลัสท่ีมาจากขอในอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin 2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร

 แคลลัสที่มาจากขอในอาหารสูตร MS ที่มี Kinetin  2.0  มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชัก
น ําใหเกดิยอดไดมากที่สุด โดยพบวาที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิด
ยอดไดสูงสุด เทากับ 12.10 ยอดตอแคลลัส (ตารางที่ 9) ลักษณะยอดจะเปนยอดเล็กๆ  ไมสูง ใบมีสี
เขยีวเขมและมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 14 ) นอกจากนี้ยังพบวาที่ระดับความเขมขนของ BA 7.0 มิลลิกรัม
ตอลิตรเมือ่เพาะเลี้ยงตอไปอีกเปนระยะเวลา 120 วัน ยอดที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเปนแผง ลํ าตนเชื่อม
ตอกนัเปนทางยาวคลายตนกํ าแพงเมืองจีน และเมือ่เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 150 วัน พบวาจะเห็น
ลักษณะยอดที่ยืดยาวชัดเจนมากขึ้น และลํ าตนสูงขึ้น (ภาพที่ 15  A และ B)

ภาพที่ 14 การเกิดยอดรวมของแคลลัสที่มาจากขอ ในอาหารสูตรที่มี Kinetin 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร
เมือ่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA ความเขมขน 1.0 3.0 5.0 และ 7.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 90 วัน

Figure 14 Multiple shoot formation from node-derived callus induced from medium containing
2.0 mg/l Kinetin when cultured on MS medium supplemented with 1.0 3.0 5.0 and 7.0
mg/l BA (from left to right) for 90 days.
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(A) (B)

ภาพที่ 15 การเกดิยอดรวมเปนแผงตอกันเปนทางยาวคลายตนกํ าแพงเมืองจีน หลังจากการเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่มี BA 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 120วัน (A) และ 150 วัน (B)

Figure 15 Multiple shoot formation from node-derived callus induced from medium containing
2.0 mg/l Kinetin when culture on MS medium supplemented with 7.0 mg/l BA for 120
days (A) and 150 days (B).

1.2.3  การชักนํ ายอดจากแคลลัสท่ีมาจาก  ลํ าตน  ขอ  และใบ ในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2iP
ในระดับความเขมขนตางๆ

    แคลลัสที่มาจากขอในอาหารสูตรที่มี 2iP 1.5 มลิลิกรัมตอลิตรสามารถชักนํ าใหเกิด
ยอดรวมไดโดยที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดรวมไดสูงสุดเทา
กบั 6.33 ยอดตอแคลลัส (ตารางที่ 9) ลักษณะยอดจะเปนยอดที่มีขนาดใหญไมสูง ใบมีสีเขียวเขม
และมีขนาดใหญ (ภาพที่ 16) รองลงมาคือแคลลัสที่มาจากลํ าตนในอาหารสูตรที่มี 2iP 1.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร โดยพบวาที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดรวมไดสูงสุด
เทากับ 5.93 ยอดตอแคลลัส (ตารางที่ 9) ลักษณะยอดจะเปนยอดที่มีขนาดใหญ ไมสูง ใบมีสีเขียว
เขม และมีขนาดใหญ (ภาพที่ 17) สวนแคลลัสที่มาจากใบในอาหารสูตรที่มี 2iP 2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดโดยที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนํ าใหเกิด
ยอดรวมไดสูงสุดเทากับ 5.30 ยอดตอแคลลัส (ตารางที่ 9) ลักษณะยอดจะเปนยอดที่มีขนาดเล็ก ไม
สูง ใบมีสีเขียวเขม และมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 18)
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ภาพที่ 16 การเกิดยอดรวมของแคลลัสที่มาจากขอในอาหารสูตร ที่มี 2iP 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA ความเขมขน  1.0  3.0  5.0 และ 7.0  มิลลิกรัมตอ
ลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 9 0 วัน

Figure 16 Multiple shoot formation from node-derived callus induced from medium containing
1.0 mg/l 2iP when cultured on MS medium supplemented with 1.0 3.0 5.0 and 7.0 mg/l
BA (from left to right) for 90 days.

ภาพที ่ 17 การเกิดยอดรวมของแคลลัสที่มาจากลํ าตนในอาหารสูตร ที่มี 2iP 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร
เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA  ความเขมขน  1.0  3.0  5.0 และ 7.0  มิลลิกรัม
ตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 9 0 วัน

Figure 17 Multiple shoot formation from stem-derived callus induced from medium containing
1.0 mg/l 2iP when cultured on MS medium supplemented with 1.0 3.0 5.0 and 7.0 mg/l
BA (from left to right) for 90 days.
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ภาพที ่18 การเกิดยอดรวมของแคลลัสที่มาจากใบในอาหารสูตร ที่มี  2iP 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA  ความเขมขน  1.0  3.0  5.0 และ 7.0  มิลลิกรัมตอ
ลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 9 0 วัน

Figure 18 Multiple shoot formation from leaf-derived callus induced in medium containing 1.0
mg/l 2iP when cultured on MS medium supplemented with 1.0 3.0 5.0 and 7.0 mg/l BA
(from left to right) for 90 days.

สรุปผลจากการทดลองชักนํ ายอดรวมทั้งหมดในอาหารสูตร MS ที่มี BA ระดับ
ความเขมขน 0.0 1.0 3.0 5.0 และ 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาทุกแคลลัสที่มาจากลํ าตน ขอ และใบ
ในอาหารสูตรที่มี  2, 4-D   2iP  และ  Kinetin  ทีร่ะดับความเขมขนตางๆที่เหมาะสมจากตอนที่ 1.1
สามารถชักนํ าใหเกิดยอดรวมได โดยที่ระดับความเขมขน BA  3.0 มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมตอ
การชกันํ ายอดรวมมากที่สุดและแคลลัสที่มาจากขอที่เล้ียงในอาหารที่มี Kinetin  2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถเกิดยอดไดมากที่สุด คอื 12.10 ยอดตอแคลลัส

1.3  การชักนํ าราก

      หลังจากนํ ายอดโปยเซียนมาชักนํ ารากในอาหารสูตร MS  ทีม่ี  IAA  IBA  และ NAA ที่
ระดบัความเขมขน 0.0  1.0  3.0 และ 5.0  มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 30 วัน พบวาในอาหารสูตรที่
เตมิ IAA  IBA และ  NAA ยอดจะเกิดรากมากกวา และแข็งแรงกวาอาหารที่ไมมีออกซิน โดยอาหาร
ทีม่ ีNAA  ความเขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํ านวนรากไดสูงสุด คือ 15.80 รากตอยอด (ภาพที่
19 และ ตารางที่ 10)
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 ในอาหารที่มี  IAA ความเขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํ านวนรากไดสูงสุด คือ
10.10 รากตอยอด ลักษณะของรากมีสีนํ้ าตาล มีขนาดยาว แตกแขนง และแข็งแรง (ภาพที่ 20 และ
ตารางที่ 11)

 ในอาหารที่มี IBA รากที่ไดมีสีนํ้ าตาล อวบใหญ มีขนาดยาว แตกแขนง และแข็งแรง
โดยที ่ IBA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใหจํ านวนรากไดสูงสุด คือ 7.93 รากตอยอด (ภาพที่
21 และ ตารางที่ 12)

   สวนในอาหารที่ไมเติม IAA IBA และ NAA รากที่ไดจะมีลักษณะสีนํ้ าตาล ส้ัน
เปราะ และไมแข็งแรง เกิดรากเฉลี่ย 2.66 -3.11 รากตอยอด (ตารางที่ 10  11  และ 12)

ภาพที่ 19 การเกดิรากจากยอด เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี NAA ความเขมขน  0.0 1.0  3.0
และ 5.0  มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 3 0 วัน

Figure 19 Root induction from isolated shoot where cultured on MS medium supplemented with
0.0 1.0 3.0 and 5.0 mg/l NAA (from left to right) for 30 days.
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ตารางที่ 10 การเจริญของราก เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ ารากสูตร MS ที่เติม NAA ในระดับความ
เขมขนตางๆ เปนเวลา 30 วัน

Table 10 Root growth where cultured on MS root induction medium containing NAA at various
levels for 30 days.

NAA concentrations
(mg/l)

Number of roots/shoot Root characteristics

0.0
1.0
3.0
5.0

2.66 ± 0.47d
8.10 ± 0.99b
15.80 ± 0.83a
3.83 ± 0.68c

        brown short fragile
        brown long branch healthy
        brown long branch healthy
        brown  long healthy

F-test
C.V.  (%)

**
9.8

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
      คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจาก

การเปรียบเทียบโดย DMRT
Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.

     Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

ภาพที่ 20 การเกดิรากจากยอด เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี IAA ความเขมขน  0.0 1.0  3.0
และ 5.0  มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 3 0 วัน

Figure 20 Root induction from isolated shoot where cultured on MS medium supplemented with
0.0 1.0 3.0 and 5.0 mg/l IAA (from left to right) for 30 days.
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ตารางที่ 11 การเจริญของราก เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดรากสูตร MS ที่เติม IAAในระดับ
ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 วัน

Table 11 Root growth where cultured on MS root induction medium containing IAA at various
levels for 30 days.

IAA concentrations
(mg/l)

Number of roots/shoot Root characteristics

0.0
1.0
3.0
5.0

3.11 ± 0.40c
3.66 ± 0.70c
10.10 ± 0.44a
5.20 ± 0.67b

        brown short fragile
        brown long branch healthy
        brown long branch healthy
        brown long branch healthy

F-test
C.V.  (%)

**
13.4

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
      คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจาก

การเปรียบเทียบโดย DMRT
Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.

       Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

ภาพที่ 21 การเกดิรากจากยอด เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี IBA ความเขมขน  0.0 1.0  3.0
และ 5.0  มิลลิกรัมตอลิตร เรียงจากซายไปขวา ตามลํ าดับ เปนเวลา 30 วัน

Figure 21 Root induction from isolated shoot where cultured on MS medium supplemented with
0.0 1.0 3.0 and 5.0 mg/l IBA (from left to right) for 30 days.
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ตารางที่ 12 การเจริญของราก เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนํ าใหเกิดรากสูตร MS ที่เติม IBA ใน
ระดับความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 วัน

Table 12    Root growth where cultured on MS root induction medium containing IBA at various
levels for 30 days.

IBA concentrations
(mg/l)

Number of roots/shoot Root characteristics

0.0
1.0
3.0
5.0

3.10 ± 0.40c
7.93 ± 0.45a
5.20 ± 0.45b
5.25 ± 0.48b

        brown short fragile
        brown long   healthy
        brown long branch healthy
        brown long branch healthy

F-test
C.V.  (%)

**
5.2

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.

       Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

1.4 การอนุบาลตนโปยเซียนหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยง

 หลังจากนํ าตนโปยเซียนที่อยูในขวดเพาะเลี้ยงมาลางวุนออกใหหมดดวยความ
ระมดัระวงัเพือ่ปองกันความเสียหายที่จะเกิดขึ้น แชรากไวในนํ้ านาน 10 นาที แลวนํ าตนที่ไดไป
อนบุาลในเวอรมิคูไลตเปนเวลา 30 วัน โดยรดนํ้ าสัปดาหละ 1 คร้ัง (ภาพที่ 22) หลังจากนั้นนํ าตน
โปยเซยีนออกจากเวอรมิคูไลตไปปลูกในดินที่เตรียมไวแลวในกระถาง หลังจากปลูกแลวนํ าไปพัก
ไวในทีร่ม เพือ่ใหตนโปยเซียนปรับตัวเขากับสิ่งแวดลอมภายนอก รดนํ้ าวันเวนวันหลังจากนั้น
ประมาณ 30 วัน ตนโปยเซียนเริ่มแตกกิ่งกานสาขา ยอดออนและใบออนขึ้นมา ในระยะนี้ตองเริ่ม
ใหปุยสูตร 15-15-15 โดยนํ ามาโรยรอบๆโคนตน จะทํ าใหใบมีขนาดใหญและตนเจริญดี เมื่อ
อนุบาลจนครบ 60 วัน พบวาตนโปยเซียนมีอัตราการรอด 100 เปอรเซ็นต ลักษณะลํ าตนที่ได
สมบูรณแข็งแรงและมีดอกเกิดขึ้น (ภาพที่ 23  และ  ตารางที่ 13)
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ภาพที ่22 การอนุบาลตนโปยเซียนในเวอรมิคูไลต เปนเวลา 30 วัน
Figure 22 Acclimatization of Euphorbia in vermiculite for 30 days.

ภาพที่ 23 ลักษณะตนโปยเซียนที่มีลํ าตนสมบูรณ แขง็แรง และมีดอกเกิดขึ้น เมื่อยายลงดิน 60 วัน
Figure 23 Complete and healthy plantlets of Euphorbia with flowers in potted soil for 60 days.
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ตารางที่ 13  การอนบุาลตนโปยเซียนหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยงเปนเวลา 60 วัน
Table    13  Acclimatization of Euphorbia plantlet after transfer from vermiculite for 30 days

Days Number of plant Survival (%) Plant characteristics
10 22 100  Normal , healthy
20 22 100  Normal , healthy
30 22 100 Healthy , branching

leaves and shoot tips
40 22 100 Healthy , branching

leaves and shoot tips
50 22 100 Tall stem with young

flowers
60 22 100 Healthy plant with

flowers

ตอนที่  2  การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน
2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตโปยเซียน
      2.1.1 ระดับออสโมลาริตี้

    เมื่อนํ าใบโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อนํ้ าหนัก 1  
กรัม มาแยกโพรโทพลาสตดวยสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ  อารเทน  1 เปอรเซ็นต  รวม
ดวยมาเซอโรไซม อารเทน 0.5 เปอรเซ็นต และไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต มีแมนนิทอลเปน 
ออสโมติคัม   โดยใชความเขมขนตางๆ  คือ   0.4     0.5    0.6   และ  0.7 โมลาร  พบวาเมื่อเวลาผาน
ไป 1 ช่ัวโมง เร่ิมมีโพรโทพลาสตหลุดออกมาตรงบริเวณรอยตัดของใบโปยเซียน แตโพรโทพลาสต
ที่ไดสวนมากผนังเซลลยังถูกยอยไมสมบูรณเพราะมีโพรโทพลาสตที่ไมกลมอยูดวย และมีจํ านวน
นอยมากจนนับไมได    แตจะเริ่มพบเห็นโพรโทพลาสตกลมเมื่อเวลาผานไปแลว   2  ช่ัวโมง   และ
เมื่อเวลาผานไปครบ  4 ช่ัวโมง  พบวา ที่ระดับออสโมลาริตี้ตางกันใหผลการแยกโพรโทพลาสต
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (p ≤ 0.01) โดยสังเกตลักษณะและนับจํ านวนโพรโท- 
พลาสต  (ตารางที่ 14) ซ่ึงปรากฏวาที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.7 โมลาร ไดโพรโทพลาสตจํ านวนนอยที่
สุดคือ 3.82 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด   โพรโทพลาสตที่ไดมีลักษณะ หด ไมกลม     
เนื่องจาก
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ตารางที่ 14 จํ านวนโพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบโปยเซียน โดยใชแมนนิทอลเปนออสโมติคัมที่
ระดับออสโมลาริตี้ตางๆเมื่อวางบมในที่มืดอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส เขยาดวย
ความเร็ว 50 รอบตอนาทีเปนเวลา 4 ช่ัวโมง1

Table   14     Yield of protoplasts when isolated from leavesand influence various concentration of
mannitol for osmotic pressure was incubate at  30 ±1 0C under dark condition for 4
hours on a gyratory shaker with an agitation speed of  50 rpm1.

Protoplast yield (x105 per g.f.wt) / Time  (h)Mannitol concentrations
(Molar)               2                3              4

0.4
0.5
0.6
0.7

3.11 ± 2.91a
2.64 ± 1.32b
2.27 ± 2.18c
1.73 ± 1.06d

4.71 ± 1.57a
4.32 ± 1.84b
3.70 ± 1.85c
2.47 ± 1.42d

         6.72 ± 1.66a
         5.43 ± 2.52b
         4.45 ± 1.35c
         3.82 ± 1.60d

F-test
C.V.  (%)

**
6.4

หมายเหตุ 1  สารละลายเอนไซมที่ใชประกอบดวย  เซลลูเลสโอโนซูกะอารเทน  1 เปอรเซ็นต  มาเซอโรไซมอาร
เทน  0.5 เปอรเซ็นต และไดรซีเลส  0.5 เปอรเซ็นต

**  แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ  (P ≤  0.01)
          คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน  มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย  DMRT.
 Note       1  1% (w/v) Cellulase Onozuka R-10 ,0.5 % (w/v) Driselase and 0.5 % (w/v) Macerozyme R-10

** Highly significant different at the 99% confidence level.
        Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

ความเขมขนของสารปรับระดับออสโมลาริตี้สูงเกินไปทํ าใหเกิดการสูญเสียนํ้ าออกนอกเซลล 
สังเกตไดจากโพรโทพลาสตมีรูปรางบิดเบี้ยว ไมกลม ที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4 โมลาร ไดจํ านวน
โพรโทพลาสตมากที่สุด คือ 6.72  x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด โพรโทพลาสตมีลักษณะ
กลม เตง และมีจํ านวนโพรโทพลาสตที่แตกนอย ที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.5 โมลาร โพรโทพลาสต
สวนใหญยังมีลักษณะกลม เตง แตเร่ิมมีการหดตัวของโพรโทพลาสต สังเกตไดจากบางโพรโท- 
พลาสตมีรูปรางบิดเบี้ยว ไมกลม สวนที่ระดับออสโมลาริตี้   0.6  โมลาร   โพรโทพลาสตมีการหด
ตวัเพิ่มมากขึ้นเชนเดียวกับโพรโทพลาสตที่แยกไดในสารละลาย ออสโมติคัม  0.7  โมลาร   จากผล
การทดลองนี้สรุปไดวา ระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกโพรโทพลาสตจากใบ
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โปยเซียนพันธุสรอยรัชนี คือ 0.4 โมลาร ดังนั้นในการศึกษาสภาวะอื่นๆที่เหมะสมสํ าหรับการแยก
โพรโทพลาสต จึงเลือกใชแมนนิทอล 0.4 โมลาร  เปนออสโมติคัม
   โพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบโปยเซียนนั้นมีขนาดแตกตางกัน ลักษณะกลม เตง
สวนใหญมีเม็ดคลอโรพลาสตสีเขียวอยูภายใน มีการกระจายของเม็ดคลอโรพลาสตหลายแบบ เชน
คลอโรพลาสตกระจายอยูทั่วเซลลหรือรวมตัวเปนกลุมอยูกลางเซลล (ภาพที่ 24 A B C และ D)
คลอโรพลาสตรวมกลุมอยูดานใดดานหนึ่งของเซลล บางโพรโทพลาสตกลมใสไมมีคลอโรพลาสต
นอกจากนีภ้ายในโพรโทพลาสตบางอันจะเห็นเปนสีชมพู ซ่ึงเปนผลมาจากการที่มีรงควัตถุอยูนั่น
เอง

ภาพที ่ 24 โพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบโปยเซียน (A)โพรโทพลาสตที่มีคลอโรพลาสตรวมกลุม
อยูกลางเซลล (B)โพรโทพลาสตที่มีคลอโรพลาสตรวมกลุมอยูดานใดดานหนึ่งของเซลล
(C)โพรโทพลาสตที่มีลักษณะกลม ใส ไมมีคลอโรพลาสต (D)โพรโทพลาสตที่มีรงค
วตัถุอยูภายใน

Figure 24 Protoplasts isolated from old leaves of E. milii  Desmoulin. Protoplast aggregated
chloroplasts at the center (A). Protoplast aggregated chloroplasts at one side
(B).Translucent protoplast without chloroplasts (C). Protoplast with pink pigment (D).
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2.1.2 ชนดิและความเขมขนของเอนไซม

เมือ่น ําใบโปยเซียนมาทํ าการแยกโพรโทพลาสตดวยสารละลายเอนไซม 4 ชนิด คือ
   E1= เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต
   E2= เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต + มาเซอโรไซมอารเทน
           0.5  เปอรเซ็นต 
   E3= เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต + ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต

                           E4= เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต + มาเซอโรไซม อารเทน 0.5
เปอรเซ็นต + ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต

สารละลายเอนไซมทั้ง 4 ชนิดมีนํ้ าตาลแมนนิทอล 0.4 โมลาร เปนออสโมติคัมวาง
บมในที่มืดอุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 50 รอบตอนาที เมื่อทํ าการบมครบ
4 ช่ัวโมง (ตารางที่ 15) ซ่ึงปรากฏวาแยกโพรโทพลาสตดวยสารละลายเอนไซม E4 ไดโพรโท-
พลาสตจํ านวนมากกวาสารละลายเอนไซม E1 E2 และ E3 โดยสารละลายเอนไซม E4 แยกโพรโท-
พลาสตได  6.58 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ที่เวลา 4 ช่ัวโมง สวนเอนไซม  E1 ให
จ ํานวนโพรโทพลาสตนอยที่สุด คือ   2.71 x 105  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด  รองลงมาคือ
สารละลายเอนไซม  E2  และ  E3  ซ่ึงใหจํ านวนโพรโทพลาสต  2.75 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัม
นํ ้าหนักสด และ  4.19 x 105  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ตามลํ าดับ  และจากผลการทดลอง
ยงัพบวาสารละลายเอนไซม E3 ทํ างานไดดีกวาสารละลายเอนไซม E2 แสดงวาไดรซีเลสทํ างานดี
กวามาเซอโรไซม ทํ าใหผลรวมของทั้งไดรซีเลส และมาเซอโรไซม สงผลในสารละลายเอนไซม
E4  ดวย เมื่อพิจารณาลักษณะของโพรโทพลาสต   พบวาโพรโทพลาสตที่แยกไดจากสารละลาย
เอนไซมทั้ง  4  ชนิด  มคีวามแตกตางกันโดยโพรโทพลาสตที่แยกไดโดยสารละลายเอนไซม   E4
มขีนาดใหญ   มีคลอโรพลาสต  และ ไซโทพลาสซึมหนาแนนกวาโพรโทพลาสตที่แยกไดโดยสาร
ละลายเอนไซม  E1 E2 และ E3 ซ่ึงสวนใหญจะมีขนาดเล็ก มีคลอโรพลาสต และไซโทพลาสซึมไม
หนาแนน จากผลการทดลองจึงสรุปไดวาโดยสารละลายเอนไซม  E4  เหมาะสํ าหรับใชในการแยก
โพรโทพลาสตจากใบโปยเซียนเพราะไดโพรโทพลาสตจํ านวนมาก และโพรโทพลาสตมีลักษณะดี
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ตารางที่ 15   จ ํานวนโพรโทพลาสตที่แยกไดเมื่อใชเอนไซมและความเขมขนชนิดตางๆ โดยวางบม
       ในที่มืดอุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 50 รอบตอนาที เปนเวลา 4
        ช่ัวโมง

Table    15     Yield of protoplasts from various concentration of enzyme solution was incubate at
30 ±1 0C under dark condition for 4 hours on a gyratory shaker with an agitation
speed of  50 rpm.

Protoplast yield (x105 per g.f.wt.)/ Time (h)Type and enzyme concentration
2 3 4

E1
E2
E3
E4

1.32 ± 0.41c
1.42 ± 0.36c
2.52 ± 1.18b
3.31 ± 1.08a

1.76 ± 0.56d
1.93 ± 1.03c
3.22 ± 1.12b
4.84 ± 1.63a

2.71 ± 0.46c
2.75 ± 1.52c
4.19 ± 1.89b
6.58 ± 1.74a

F-test
C.V.  (%)

**
5.9

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
     *คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.

     * Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

2.1.3   การเก็บใบไวในที่มืดกอนยอย

เมื่อนํ าใบโปยเซียนที่ผานการเก็บไวในที่มืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ไปทํ าการแยก               
โพรโทพลาสตในสารละลายเอนไซมผสมที่ประกอบดวย เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 
เปอรเซ็นต  ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต  และมาเซอโรไซม อารเทน  0.5 เปอรเซ็นต ที่อยูในสาร
ละลายแมนนิทอลเขมขน 0.4 โมลาร เปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวาใบที่เก็บไวในที่มืดจะใหโพรโท- 
พลาสตจํ านวนมากกวาใบที่เก็บไวในที่สวาง โดยใบที่เก็บในที่มืดใหจํ านวนโพรโทพลาสตสูงสุด 
คือ 6.69 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด สวนใบที่เก็บไวในที่สวาง ใหจํ านวนโพรโท- 
พลาสตสูงสุด คือ 6.24 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ที่เวลา 4 ช่ัวโมง (ตารางที่ 16)
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ตารางที่ 16  เปรยีบเทยีบจํ านวนโพรโทพลาสตที่ไดจากใบที่เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมงกับ
      ใบที่เก็บไวในที่สวาง1

Table  16  Effect of dark pretreatment of in vitro Euphorbia on yield of protoplasts from leaf
tissue.

Protoplasts yield  (x105 per g.f.wt.) T-test C.V.Incubation time
(h) Dark condition Light  condition (%)
2
3
4

3.27 ± 1.82a
4.77 ± 1.79a
6.69 ± 2.02a

2.99 ± 0.80b
4.34 ± 2.32b
6.24 ± 2.25b

**
**
**

4.1
5.9
8.0

หมายเหตุ 1 สารละลายเอนไซมที่ใชประกอบดวย  เซลลูเลสโอโนซูกะอารเทน  1 เปอรเซ็นต  มาเซอโรไซมอาร
เทน  0.5 เปอรเซ็นต และไดรซีเลส  0.5 เปอรเซ็นต

**  แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ  (P  ≤  0.01)
      คาเฉลี่ยตัวเลขในแถวเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน  มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย  DMRT
 Note        1 Solution of enzyme was 1% (w/v) Cellulase Onozuka R-10 ,0.5 % (w/v) Driselase and 0.5 % (w/v)

Macerozyme R-10.
** Highly significant different at the 99% confidence level.

      Means followed by different letters in row are significantly different by DMRT.

2.1.4 ระยะเวลาการอินคิวเบทตอความมีชีวิตของโพรโทพลาสต

 เมือ่ใชเอนไซมเซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต รวมดวยมาเซอโรไซม   
0.5 เปอรเซ็นต  และ   ไดรซีเลส   0.5  เปอรเซ็นต แยกโพรโทพลาสตของใบโปยเซียน  สังเกตที่
เวลา  2    3  และ   4  ช่ัวโมง  โดยบนัทึกจํ านวนโพรโทพลาสตที่แยกได และตรวจสอบความมีชีวิต
ของโพรโทพลาสตโดยยอมดวยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต ถาเปนโพรโทพลาสตที่มีชีวิตจะเรือง
แสงเปนสีเขียวเหลือง (ภาพที่ 25)  สวนโพรโทพลาสตที่ไมมีชีวิตจะไมเรืองแสง

จากการทดลองพบวาชวงเวลาตางๆ ใหผลการแยกโพรโตพลาสตแตกตางกันอยาง
มีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01) (ตารางที่ 17)  การใชเวลา 4 ช่ัวโมง  ใหจํ านวนโพรโทพลาสต
มากสุด  คือ  6.51 x 105  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด      อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาความมี
ชีวิต พบวาการอินคิวเบทที่เวลาดังกลาวใหคาเปอรเซ็นตความมีชีวิตตํ่ าที่สุด  คือ  71.73  เปอรเซ็นต
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                                          (A)                                               (B)

ภาพที ่25 โพรโทพลาสตที่มีชีวิต (A) เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (B) เมื่อยอมดวยสีฟลู-
ออเรสซีนไดอะซีเตตแลวดูภายใตกลองจุลทรรศนระบบฟลูออเรสเซนซ เห็นการเรือง
แสงสีเขียวเหลือง

Figure 25 Viability of protoplasts (A) viewed with light microscope , (B) FDA staining as viewed
by fluorescence optic.

ตารางที่  17  ผลของระยะเวลาการอินคิวเบทตอจํ านวนและความมีชีวิตโพรโทพลาสต 1

Table     17   Effect of incubation time on yield of protoplasts and viability1.
Incubation time

 (h)
Protoplast yield

(x105 per g.f.wt.)
Viability

(%)
2
3
4

3.11 ± 0.01b
4.62 ± 0.04b
6.51 ± 0.02a

75.09 ± 2.22b
84.14 ± 1.48a
71.73 ± 2.25c

F-test
C.V.  (%)

**
0.30

**
2.80

หมายเหตุ 1  สารละลายเอนไซมที่ใชประกอบดวย  เซลลูเลสโอโนซูกะอารเทน  1 เปอรเซ็นต  มาเซอโรไซมอาร
เทน  0.5 เปอรเซ็นต และไดรซีเลส  0.5 เปอรเซ็นต

**   แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ  (P  ≤  0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน  มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย  DMRT
 Note        1  1% (w/v) Cellulase Onozuka R-10 ,0.5 % (w/v) Driselase and 0.5 % (w/v) Macerozyme R-10.

**  Highly significant different at the 99% confidence level.
  Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.
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เวลาอินคิวเบท 3  ช่ัวโมง จ ํานวนโพรโทพลาสตมากรองลงมา คือ 4.62  x 105  โพรโทพลาสตตอ
กรัมนํ ้าหนกัสด  แตใหความมีชีวิตสูงสุด คือ 84.14 เปอรเซ็นต สวนการอินคิวเบทใบโปยเซียนรวม
กบัสารละลายเอนไซมขางตนเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ใหคาเฉลี่ยของจํ านวนโพรโทพลาสตตํ่ าสุด คือ
3.11 x 105           โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสดและความมีชีวิต 75.09  เปอรเซ็นต

ดังนั้นในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบ
โปยเซียนจึงเลือกใชระยะเวลาที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกโพรโทพลาสตที่ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง 
เพราะที่เวลาดังกลาวสามารถใหความมีชีวิตของโพรโทพลาสตสูงสุด

จากการศึกษาเรื่องสภาวะตางๆที่เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตจากใบ
โปยเซียนนั้นสรุปไดวา การเก็บใบไวในที่มืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมงกอนทํ าการแยกจะใหจํ านวน     
โพรโทพลาสตมากกวาการเก็บใบในที่สวาง และการแยกโพรโทพลาสตโดยใชสารละลายเอนไซม
ผสมที่ประกอบดวย เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต มาเซอโรไซม อารเทน 0.5 
เปอรเซ็นต  และไดรซีเลส  0.5  เปอรเซ็นต  มีแมนนิทอลที่ระดับออสโมลาริตี้   0.4  โมลาร เปน 
ออสโมติคัม โดยวางบมในสภาพมืดที่อุณหภูมิ   30  ±  1  องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 50 รอบ
ตอนาที ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง เปนวิธีการที่เหมาะสมที่สุดเพราะใหความมีชีวิตสูงสุดคือ 84.14  
เปอรเซ็นต และใหโพรโทพลาสตที่มีลักษณะดี และมีจํ านวนมากพอที่จะนํ าไปศึกษาในเรื่องการ
เพาะเลี้ยงตอไป

2.2   การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

2.2.1 วิธีการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

       น ําโพรโทพลาสตจํ านวนเริ่มตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร นํ ามาเพาะ
เล้ียงในอาหารสูตร MS เติม NAA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร และสารละลายแมนนิทอล 0.4 โมลารโดยวิธีตางๆวางเลี้ยงในที่มืดใหผลดังนี้
             1. การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารเหลว หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา
1 วนั โพรโทพลาสตมีลักษณะกลม เตง ตกตะกอนที่กนจานเพาะเลี้ยงหรือลอยเดี่ยวในอาหาร เม็ด
คลอโรพลาสตมีสีเขียว ไซโทพลาสซึมเขมขน เมือ่วางเลี้ยงตอไปเปนเวลา  5 วัน โพรโทพลาสต
แตก เมด็คลอโรพลาสตสีเขียวตกตะกอนที่กนจานเพาะเลี้ยงในปริมาณมาก โพรโทพลาสตไมมีการ
แบงเซลล ความมีชีวิต ลดลงและตายหมดในที่สุดหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 สัปดาห
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   2. การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตบนอาหารแข็ง พบวาหลังการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1 วั นโพรโทพลาสตมีลักษณะเหมือนวิธีที่  1  เมือ่วางเลี้ยงตอไปเปนเวลา  1 สัปดาห โพรโท- 
พลาสตไมมีเยื่อหุมเซลลเหลืออยูเลย เปนโพรโทพลาสตที่แตกทั้งหมด เห็นเม็ดคลอโรพลาสต
กระจายเต็มอาหารวุนและไมพบการแบงเซลลใดๆ

3. การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโดยวิธี Nurse culture หลังการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 1วัน  โพรโทพลาสตยังคงมีลักษณะกลม เตง เหมือนการเพาะเลี้ยงในวิธีที่  1  แตเมื่อเพาะเลี้ยง
ตอไปเปนเวลา  1  สัปดาห  โพรโทพลาสตเร่ิมเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล และไมพบการสรางผนังเซลล
ใหมเชนกัน

  4. การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยใชวุนอะกาโรส
เขมขน 0.3 เปอรเซ็นต หลังจากการเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห โพรโทพลาสตมีลักษณะกลม เตง  
ไซโทพลาสซึมเขมขน เม็ดคลอโรพลาสตสีเขียวเต็มเซลล โดยบางเซลลเร่ิมมีลักษณะรี เมื่อนํ าไป
ตรวจสอบการสรางผนังเซลลพบวาจะมีการสรางผนังเซลลใหมขึ้นมา

จากผลการทดลองนี้สรุปไดวา การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารกึ่งแข็งกึ่ง
เหลวเปนวิธีที่ดีที่สุด ดังนั้นในการศึกษาเรื่องความหนาแนนในการเลี้ยงและชนิดของอาหารเพาะ
เล้ียงโพรโทพลาสตที่เหมาะสมจึงเลือกใชวิธีการเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว

2.2.2    ความหนาแนนของโพรโทพลาสตเร่ิมตนท่ีใชเพาะเลี้ยง

   เมือ่นํ าโพรโทพลาสตที่แขวนลอยในอาหารสูตร MS ที่มี NAA เขมขน 1.0 
มลิลิกรัมตอลิตรรวมดวย BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร และแมนนิทอล 0.4 โมลาร  เพาะเลี้ยงใน
จานเลีย้งเชื้อ เสนผาศูนยกลาง 5 เซนติเมตร ที่มีอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว 2 มิลลิลิตร โดยใชจํ านวน
โพรโทพลาสตเร่ิมตนในการเพาะเลี้ยงคือ  5 x 104  1 x 105   และ  5  x 105 โพรโทพลาสตตอ
มลิลิลิตร นํ าไปเพาะเลี้ยงในที่มืดเปนเวลา  7  วนั  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงได  1 วัน   นํ ามา
สังเกตลักษณะของโพรโทพลาสตทั้ง  3 ความหนาแนน ซ่ึงกพ็บวา โพรโทพลาสตยังมีชีวิตและยังมี
เยือ่หุมเซลลอยู หลังจากเพาะเลี้ยงได 1 สัปดาห โพรโทพลาสตที่มีจํ านวนเริ่มตน 5 x 104 โพรโท- 
พลาสตอมิลลิลิตร เร่ิมแตก ไมมีเยื่อหุมเซลล เม็ดคลอโรพลาสตเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล เมื่อนํ าไปตรวจ
สอบความมีชีวิตปรากฏวามีโพรโทพลาสตที่มีชีวิต 68.50 เปอรเซ็นต  (ตารางที่ 18)

การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตที่ใชจํ านวนเริ่มตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอ
มิลลิลิตรนั้น พบวา 7 วนั หลังจากการเพาะเลี้ยงลักษณะที่สังเกตเห็นคือ โพรโทพลาสตยังคงกลม มี
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ตารางที่  18 ผลของจํ านวนโพรโทพลาสตเร่ิมตนที่ใชในการเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร
MS  ที่มี NAA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  หลัง
จากการเพาะเลี้ยง   7   วัน

Table    18  Effect of cell density on protoplast culture in semisolid MS medium with 1.0 mg/l
NAA and 1.0 mg/l BA after culture for 7 days.

Density
(protoplast/ml)

Viability
(%)

  5    x   104

  1    x   105

  5    x   105

68.50 ± 1.62c
87.42 ± 1.04a
76.64 ± 1.38b

F-test
C.V.  (%)

**
3.4

หมายเหตุ **แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งทางสถิติ (P ≤ 0.01)
       คาเฉลี่ยตัวเลขในคอลัมนเดียวกันที่กํ ากับดวยตัวอักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติจากการ

เปรียบเทียบโดย DMRT
Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.

Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.

เม็ดคลอโรพลาสตสีเขียวและมีชีวิต เพราะเมื่อนํ าไปตรวจสอบความมีชีวิตปรากฏวามีโพรโท- 
พลาสตที่มีชีวิต 87.42 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาบางโพรโทพลาสตเร่ิมมีลักษณะรี เมื่อนํ าไป
ตรวจสอบการสรางผนังเซลลพบวามีการสรางผนังเซลลใหมขึ้นมา

สวนการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตที่ใชจํ านวนเริ่มตน 5 x 105 โพรโทพลาสตตอ
มลิลิลิตร ปรากฏวาโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงมีความหนาแนนมากเกาะติดกันเปนกลุมใหญๆ เห็น
เปนแถบสีเขียว 1 สัปดาหตอมาพบวาโพรโทพลาสตที่เกาะกันเปนกลุมเห็นเปนแถบสีเขียวนั้น
เปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล เมื่อนํ ามาตรวจสอบความมีชีวิตพบวามี โพรโทพลาสตที่มีชีวิต 76.64 
เปอรเซ็นต ดังนั้นการศึกษาสภาวะตางๆในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตเร่ืองตอๆไปจึงไดเลือก
จ ํานวนโพรโทพลาสตเร่ิมตนที่ใชในการเพาะเลี้ยง คือ 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
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2.2.3  ชนดิของอาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

     จากการนํ าโพรโทพลาสตจํ านวน   1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร มาเพาะ
เล้ียงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตตางๆ  (ตารางที่ 19) พบวา
โพรโทพลาสตมีการสรางผนังเซลลใหมภายใน 5-6 วัน เมื่อตรวจสอบโดยการยอมดวยสี           
แคลคอฟลอไวทแลวดูดวยกลองจุลทรรศระบบฟลูออเรสเซนซ จะเห็นการเรืองแสงของผนังเซลล
เปนวงรอบนอกเยื่อหุมเซลล (ภาพที่ 26 A B) โพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว
สูตร ที่ 6 (MS เติม  NAA  1.0   มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร และแมนนิทอล 
0.4 โมลาร)  สามารถสรางผนังเซลลไดสูงสุดคือ 58.30  เปอรเซ็นต  ในขณะที่อาหารสูตรที่  1 (MS 
เติม 2, 4-D  0.5   มิลลิกรัมตอลิตรรวมดวย  BA  0.5  มลิลิกรัมตอลิตรและแมนนิทอล  0.4  โมลาร)  
สรางผนังเซลลไดนอยที่สุด คือ 1.30  เปอรเซ็นต สวนในอาหารสูตรที่ 4  (MS เติม 2, 4-D  2.0 
มิลลิกรัมตอลิตรรวมดวย  BA  2.0  มลิลิกรัมตอลิตรและแมนนิทอล  0.4 โมลาร) โพรโทพลาสตไม
มีการสรางผนังเซลลเลย

โพรโทพลาสตเร่ิมแบงเซลลหลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 7 วัน โดยจะสังเกตเห็น
รอยคอดเวาคลายเลขแปด เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (ภาพที่ 27 A) แตเมื่อยอมดวยสี
แคลคอฟลอไวทจะสังเกตเห็นการเรืองแสงของเซลลเพลท (cell plate)  ทีก่ัน้ระหวางเซลล  2  เซลล
อยางชัดเจน (ภาพที่ 27 B)    ซ่ึงโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่ 6 สามารถเจริญแบง
เซลลไดสูงสุดคือ  42.85  เปอรเซ็นต  รองลงมาคือ อาหารสูตรที่  7  9   10   และ  8   สามารถแบง
เซลลไดคือ  28.64   12.50   9.09  และ  8.37    เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ สวนในอาหารสูตรอื่นๆ พบวา
ไมมีการแบงเซลลเกิดขึ้นเลยเพราะหลังจากที่โพรโทพลาสตสรางผนังเซลลใหมแลว เมื่อทํ าการ
เพาะเลีย้งตอไปอีก 7 วัน โพรโทพลาสตจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตกตะกอนอยูที่กนจานเพาะเลี้ยง
เชื้อ เมื่อตรวจสอบความมีชีวิต โดยการยอมดวยสีฟลูออเรสซีนไดอะซิเตต ไมพบการเรืองแสง
แสดงวาเปนโพรโทพลาสตที่ไมมีชีวิต สวนโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่ 6 – 10 
สามารถเจริญแบงเซลลไดเปน 2  เซลลเทานั้น ไมพบการแบงเซลลเพิ่มขึ้นแตโพรโทพลาสต
สามารถมีชีวิตอยูไดนานถึง  15 วัน เมือ่ท ําการเพาะเลี้ยงตอไปโพรโทพลาสตจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล
และเซลลเมมเบรนเกิดการขยายตัวจนแตกทํ าใหแทงออกมาภายนอกเซลล ซ่ึงสังเกตไดจากโพร-
โทพลาสตจะมีเสนสายรอบๆเซลล  นอกจากนี้พบวาโพรโทพลาสตจะตายหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 
20 วัน
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ตารางที่  19   ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอพัฒนาของโพรโทพลาสตหลังจากการ
         เพาะเลีย้งในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร MS เปนระยะเวลา 7 วัน
Table     19   Effect of some growth regulators on the development of protoplasts in semisolid MS

medium for 7 days.
Growth regulators Development of protoplasts  (%)

Cell wall formation Cell division
1.  0.5D1+0.5B2

2.  1.0D+1.0B
3.  1.5D+1.5B
4.  2.0D+2.0B
5.  0.5N3+0.5B
6.  1.0N+1.0B
7.  1.5N+1.5B
8.  2.0N+2.0B
9.  1.0N+2.0B
10.  1.0N+3.0B
11.  1.0N+4.0B
12.  1.0N+5.0B

          13.  1.0N+1.0B+0.5D
          14.  1.0N+1.0B+1.0D
          15.  1.0N+1.0B+1.5D
          16.  1.0N+1.0B+2.0D

1.30
17.30
11.60

-
33.00
58.30
33.30
12.50
25.00
25.00
11.11
2.40
7.10
13.50
5.30
2.90

-
-
-
-
-

42.58
28.64
8.37
12.50
9.09

-
-
-
-
-
-

หมายเหตุ 1D =  2, 4-D หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร
 2B =  BA หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร

3N = NAA หนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร
Note         1D = NAA (mg/l)

2B = BA (mg/l)
3N = NAA (mg/l)
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(A) (B)

ภาพที่ 26 โพรโทพลาสตโปยเซียนที่สรางผนังเซลล (A) เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (B)
เมือ่ยอมดวยสีแคลคอฟลอไวท แลวดูภายใตกลองจุลทรรศนระบบฟลูออเรสเซนซ เห็น
การเรืองแสงของผนังเซลลเปนวงรอบเยื่อหุมเซลล

Figure 26 Cell wall formation (A) viewed with light microscope , (B) CFW staining as viewed by
fluorescence optic.

(A) (B)

ภาพที่ 27 โพรโทพลาสตโปยเซียนที่แบงเซลล จาก 1 เปน 2 เซลล  (A) ดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ
ธรรมดา  (B) เมื่อยอมดวยสีแคลคอฟลอไวทจะสังเกตเห็นการเรืองแสงของเซลลแบงเปน
2 เซลล

Figure 27  First cell division of cultured protoplasts (A) viewed with light microscope , (B) CFW
staining as viewed by fluorescence optic.


	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.
	Note   ** Highly significant different at the 99% confidence level.
	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.
	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.
	Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.
	ÀÒ¾·Õè 8 ¡ÒÃà¡Ô´á¤ÅÅÑÊ¨Ò¡ãºâ»êÂ�
	
	Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.


	Figure 10  Clearly visible shoots derived from callus when cultured on MS medium containing 3.0 mg/l BA for 50 days.
	Table 9 Growth of shoots from callus derived from stem, node and leaf cultured on MS shoot induction medium supplemented with BA at various concentrations for 90 days.
	
	
	
	
	Source of callus





	Root characteristics
	
	
	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.



	Root characteristics
	
	
	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.
	
	Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.





	Root characteristics
	
	
	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.
	
	Means followed by different letters in column are significantly different by DMRT.
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	Figure 22 Acclimatization of Euphorbia in vermiculite for 30 days.
	
	
	
	
	µÍ¹·Õè  2  ¡ÒÃáÂ¡áÅÐà¾ÒÐàÅÕéÂ§â¾�

	** Highly significant different at the 99% confidence level.


	µÒÃÒ§·Õè15   ¨Ó¹Ç¹â¾Ãâ·¾ÅÒÊµì·Õè�
	ªÑèÇâÁ§
	Note    **Highly significant different at the 99% confidence level.


	Table  16  Effect of dark pretreatment of in vitro Euphorbia on yield of protoplasts from leaf  tissue.
	
	** Highly significant different at the 99% confidence level.


	(A)                                               (B)
	
	**  Highly significant different at the 99% confidence level.
	Note    ** Highly significant different at the 99% confidence level.


	Table     19   Effect of some growth regulators on the development of protoplasts in semisolid MS medium for 7 days.





