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บทท่ี 2
วิธีการทดลอง

วัสดุ
พืชทดลอง

   พชืที่ใชในการทดลอง คือโปยเซียน (Euphorbia  milii  Desmoulin) พนัธุสรอยรัชนี
สารเคมี

  1. สารเคมีที่ใชในการฟอกฆาเชื้อ
     - เอธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต
     - คลอรอกซ และสารจับใบทวีน 20 (tween 20)
 2. สารเคมีที่เปนองคประกอบในสูตรอาหาร Murashige และ Skoog (MS) (ภาคผนวก ข)
 3. สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชไดแก 2,4-D  BA  NAA  IBA  IAA 2iP และ

Kinetin
  4. สารเคมีที่ใชในการแยกโพรโทพลาสต

    เอนไซมไดแก Cellulase ‘‘Onozuka R-10’’ (Yakult Honsha Co., Ltd.  Lot # 201050)
Driselase (Kyowa Hakko Co., Ltd.  Lot # 4111) และ Macerozyme R-10 (Yakult Honsha Co., Ltd.
Lot # 202018)

 5. สารเคมีที่ใชปรับแรงดันออสโมติก คือ นํ ้าตาลแมนนิทอล
 6. สารเคมีที่ใชในการเตรียมวอชชิ่งโซลูช่ัน หรือ CPW (cell protoplast washing solution)

(ภาคผนวก ค)
 7. สารเคมีสํ าหรับยอมตรวจสอบความมีชีวิตและการสรางผนังเซลลของโพรโทพลาสต

ไดแก ฟลูออเรสซีนไดอะซีเตด (Fluorescein diacetate, FDA) และสารแคลคอฟลอไวท (Calcoflour
white, CFW) ตามลํ าดับ

 8. เครื่องแกวและพลาสติก ไดแก บกิเกอร ฟลาสก ขวดแกวพรอมฝาปด ขวดพลาสติก
จานเลี้ยงเชื้อ  ตะแกรงกรองขนาด 141 และ 43 ไมโครเมตร  กระบอกตวง  ปเปต  พาสเจอรปเปต
ไมโครปเปต  หลอดเซนตริฟวจ  สไลด  กระจกปดสไลด  และ สไลดนับเม็ดเลือด (Hemacytometer
slide)
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อุปกรณ
1. อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร

- เครือ่งชั่งไฟฟาทศนิยม 2 และ 4 ตํ าแหนง (ยี่หอ METTLER รุน PJ 100 และ 400
ตามลํ าดับ)

- เตาแมเหล็กไฟฟา (stirring hot plate) (ยี่หอ Heidolph รุน MR 300)
- เครื่องวัดความเปนดาง (pH meter) (ยี่หอ Horiba รุน pH – METER F-13)
- เตาอบไมโครเวฟ (microwave oven) (ยี่หอ SHARP รุน  R- 245)
- หมอนึ่งอัดไอ (autoclave) (ยี่หอ EYELA รุน MAC-601)

2.  ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow carbinet)
3. เครือ่งมอืที่ใชในการยายเลี้ยงเนื้อเยื่อและโพรโทพลาสส ไดแก ปากคีบ มีดผาตัด จาน

เล้ียงเชื้อ  พาราฟลม  ลูกยาง  หลอดหยด  ตะแกรงวางหลอดทดลอง
4.  เครื่องเขยาที่ปรับอุณหภูมิได (incubator shaker) (ยี่หอ BENCH-TOP ORBITAL รุน 01

2116)
5.  อุปกรณที่ใชในการเตรียมเอนไซม

- เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) (ยี่หอ EC รุน HN-S II)
- เครือ่งกรองจุลินทรีย (Milipore filter set)
- กระดาษกรอง (Millipore paper) ขนาด  0.45  ไมโครเมตร

6.  กลองจุลทรรศแบบอินเวอรเตด (Olympus inverted research microscope model IMT-2)
ทีม่อุีปกรณระบบ fluorescence, phase contrast และ differential interference contrast (DIC) ที่ใช
Mercury lamp OSRAM HBO 100 W เปนแหลงกํ าเนิดแสง
             7.โทรทัศนพรอมเครื่องวีดีโอบันทึกภาพ

8.  เครือ่งพิมพภาพจากวีดีโอ (video printer)
9. กระดาษอัดรูปจาก Sony UPC -1010
10. ฟลมสี Kodak color ASA 200
11.ช้ันส ําหรับวางขวดเพาะเลี้ยงติดหลอดไฟโกรลักซความเขมแสง 1,500-2,000 ลักซ เปน

เวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน ในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส
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วิธีการ
           การทดลองแบงออกเปน 2 ตอน คือ

1. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน
2. การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

ตอนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน

1.1 การชักนํ าแคลลัสจากลํ าตน ขอ และ ใบ โปยเซียน
             - ลํ าตน

        น ําลํ าตนโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีโดยวัดจากสวนยอดลงมา 5-6 เซนติเมตร ตัดหนาม
ทิง้ แลวนํ าลํ าตนมาฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกซความเขมขน 25 เปอรเซ็นต ที่ผสม
สารจบัใบทวีน 20 จํ านวน 3-4 หยด นาน 10 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง นํ า ลํ าตนที่
ฟอกฆาเชือ้แลวมาตัดตามขวางใหมีความยาวประมาณ 3-5 มิลลิเมตร หลังจากนั้น นํ าไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี 2,4-D 2iP และ Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 0.5 1.0 1.5
และ  2.0 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที่ 1)

     - ขอ
      สวนขอของโปยเซียนจะใชขอที่ 3-5 วัดจากสวนปลายยอดลงมา ตัดหนามทิ้ง และทํ า

การทดลองเชนเดียวกับการเพาะเลี้ยงลํ าตน (ภาพที่ 1)
   -ใบ

      น ําใบมาฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกซความเขมขน 25 เปอรเซ็นต ที่ผสม
สารจบัใบทวีน 20 จํ านวน 3-4 หยด นาน 10 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง จากนั้นนํ า
ใบทีฟ่อกฆาเชื้อแลวมาตัดเสนขอบใบออก ตัดใบลักษณะตามขวางใหเปนรูปสี่เหล่ียมจัตุรัส ขนาด
0.5 x 0.5 เซนตเิมตรโดยใหติดเสนกลางใบ จากนั้นนํ าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง เชนเดียวกับการ
เพาะเลี้ยงลํ าตน (ภาพที่ 1)

   บนัทกึผลการทดลอง หลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 60 วัน โดยการนับจํ านวนลํ าตน ขอ
และ ใบ ที่เกิดแคลลัส สังเกตลักษณะ สี และวัดขนาดของแคลลัส
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Stem Node Leaf

ภาพที่ 1 การชักนํ าแคลลัสจาก ลํ าตน ขอ และใบโปยเซียน
Figure 1 Callus induction from stem  node and leaf of E. 

 Rin

Recorded

 60 da
 Sterilized with clorox 25 % , 10 min
sed thoroughly in sterile distilled water
 Cultured on MS + 2,4-D, 2iP, Kinetin
(0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l)
milii  Desmoulin.

ys
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1.2  การชักนํ าใหแคลลัสเจริญเปนยอด

                    น ําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงลํ าตน ขอ และใบ บนอาหารสูตรที่เหมาะสมจากการ
ทดลองที่ 1.1 ตดัใหเปนรูปสีเหล่ียมจตุรัสขนาด 1 x 1 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
ม ีBA ในระดับความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 1.0   3.0  5.0 และ 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร

บนัทกึผลการทดลองหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 90 วันโดยนับจํ านวนแคลลัสที่พัฒนาเปน
ยอด สังเกตขนาดและลักษณะของสีใบ และนับจํ านวนยอดที่เกิดขึ้นในแตละแคลลัส

1.3  การชักนํ ายอดใหเจริญเปนราก

                   น ํายอดที่ไดจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตรที่เหมาะจากการทดลองที่ 1.2 มา
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม NAA IBA และ IAA ในระดับความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 1.0
3.0  และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร

  บนัทกึผลการทดลองหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 30 วัน โดยการสังเกตลักษณะสีและขนาด
ของราก และนับจํ านวนรากที่เกิดตอยอด

สภาวะการเพาะเลี้ยงและการวิเคราะหผลการทดลอง

ทกุการทดลองในหัวขอที่ 1.1 1.2 และ 1.3 เกบ็รักษาขวดเพาะเลี้ยงภายในหอง
เพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่โดยวางเลี้ยงภายใตสภาพแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส
โดยทํ าการทดลองสูตรอาหารละ 3 ซ้ํ า ซ้ํ าละ 10 ขวด และเปรียบเทียบกันโดยใชแผนการทดลอง
แบบ CRD (Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยวิธี
DMRT (Duncan  , s  Multiple  Range  Test) วเิคราะหโดยใชโปรมแกรม IERI  STAT

1.4  การอนุบาลตนโปยเซียนหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยง

                    นํ าตนโปยเซยีนมาลางวุนออกใหหมด แชในนํ้ านาน 10 นาที แลวนํ าตนที่ไดไปอนุบาล
ในเวอรมิคูไลตนาน 30 วัน ภายใตอุณหภูมิหอง 25 ± 2 องศาเซลเซียส โดยรดนํ้ าสัปดาหละครั้ง
หลังจากนัน้น ําไปปลูกในดินที่ผสมไวและรดนํ้ าบริเวณโคนตนวันเวนวัน และตองคอยดูแลการให
นํ ้าและแสงใหเพียงพอ หลังจากนั้นประมาณ 30 วัน ใหเร่ิมใสปุยสูตร 15-15-15  จนออกดอก
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บนัทึกผลการทดลอง ลักษณะของลํ าตน ใบ และเปอรเซ็นตการรอดตลอดระยะเวลาที่
อนุบาลจนกระทั่งออกดอก

ตอนท่ี 2 การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

ใชใบจากตนโปยเซียนทีเ่พาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อายุประมาณ 30 วัน โดยใชใบนํ้ า
หนัก 1 กรัม ตอสารละลายเอนไซม 10 มิลลิลิตร

วิธีเตรียมสารละลายเอนไซม

1. เตรียมวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1 ลิตร ปรับพีเอช 5.7
2.ละลายเอนไซม และเติมนํ้ าตาลแมนนิทอล ความเขมขน 0.4 โมลาร ตามปริมาตรที่

ตองการในวอชชิ่งโซลูช่ัน
3.นํ าสารละลายเอนไซมไปปนแยกสวนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงโดยใชความเร็วที่ระดับ 

4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เกบ็เอาเฉพาะสวนใสของสารละลายเอนไซม ทิ้งตะกอนไป
4.ทํ าสารละลายเอนไซมใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องกรองจุลินทรียโดยกรองผานกระดาษ

กรองจุลินทรีย ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  เกบ็เอนไซมไวในตูเย็นที่ชองแชแข็ง

วิธีการแยกโพรโทพลาสต

1. น ําใบโปยเซียนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อายุประมาณ 30 วัน ช่ังใบ
หนัก  1 กรัม   หั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ  ตามขวางของใบขนาดประมาณ  0.5 – 2.0  มิลลิเมตร ใสในจาน
เล้ียงเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง  5  เซนติเมตร (ภาพที่ 1)

2. ดดูสารละลายเอนไซมปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อที่มีช้ินสวนของใบอยู
3. น ําไปวางบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 50 รอบตอนาที ในสภาพมืด อุณหภูมิ 30 ± 1   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง
4.เมือ่ครบเวลาที่กํ าหนดใชพาสเจอรปเปตดูดสารละลายเอนไซมซ่ึงมีโพรโทพลาสตอยู นํ า

ไปกรองดวยตะแกรงกรองขนาด 141 ไมโครเมตร และ 43 ไมโครเมตร ตามลํ าดับ
5.น ําสารแขวนลอยของโพรโทพลาสตไปปนแยกสวนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที

เปนเวลา  10   นาที
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             6.ใชพาสเจอรปเปตดูดสารละลายเอนไซมออก นํ าโพรโทพลาสตมาทํ าใหสะอาดโดยวิธี
การลอยตัว (floatation method) ดวยสารละลายซูโครส 0.6 โมลาร โดยดูดสารละลายซูโครส
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอดเซนตริฟวจ แลวใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตซ่ึงแขวนลอย
อยูในวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร คอยๆปลอยโพรโทพลาสตลงบนผิวหนาของสารละลาย
ซูโครส  นํ าไปปนแยกที่ความเร็ว  1000 รอบตอนาที  เปนเวลา  5 นาที
            7.หลังจากปนแยกสารละลายจะแบงเปน 2 ช้ัน โพรโทพลาสตจะแขวนลอยอยูสวนบน
ของสารละลายซูโครส ใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตที่ลอยอยูขางบนมาลางดวยวอชชิ่ง
โซลูช่ัน 1 คร้ัง ปนแยกดวยความเร็ว และเวลาเทาเดิม
          8.แขวนลอยโพรโทพลาสตไวในวอชชิ่งโซลูช่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร

วิธีการเก็บผลการศึกษา

                   ใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตที่แขวนลอยอยูในวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1
มิลลิลิตร มาใสในสไลดสํ าหรับนับเม็ดเลือด ซ่ึงมีปริมาตรขางละ 0.1 ลูกบาศกมิลลิลิตร สุมนับ
จ ํานวนโพรโทพลาสตภายใตกลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย  100  เทา ทํ า  3  ซ้ํ า  แตละซํ้ านับจํ านวน
โพรโทพลาสต   10  คร้ัง  หาคาเฉลี่ย และบันทึกผล
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ภาพที่  2 วธีิแยกโพรโทพลาสต
Figure 2 Protoplast isolation procedure.

2.1   การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตโปยเซียน

        2.1.1   ระดับออสโมลาริตี้

          ใชสารละลายเอนไซมที่ประกอบดวย เซลลูเลส
เปอรเซ็นต  ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต  มาเซอโรไซม อารเทน  0.5 เ
ความเขมขนตางๆ  คือ  0.4  0.5  0.6  และ 0.7  โมลาร  เปนออสโมติคัม
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ปอรเซ็นต และมีแมนนิทอล
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2.1.2   ชนดิและความเขมขนของเอนไซม

            -ทํ าการศึกษาของชนิดและความเขมขนของเอนไซมโดยทดลองในสาร
ละลายเอนไซม 4 ชนิด ทีร่ะดับความเขมขนตางๆกัน (ตารางที่ 1)

            - สารละลายเอนไซมทั้ง 4 ชนิด มี แมนนิทอล  0.4 โมลาร(จากการศึกษาใน
ขอ 2.1.1) เปนออสโมติคัม

ตารางที่  1  ชนดิและความเขมขนของเอนไซม
Table  1     Types and concentrations of enzymes

Concentration
Enzyme Cellulase  R-10

 (%)
Driselase

 (%)
Macerozyme R-10

(%)
E1
E2
E3
E4

1
1
1
1

-
-

0.5
0.5

-
0.5
-

0.5

2.1.3   การเก็บใบไวในที่มืด

-น ําใบโปยเซียนเก็บไวในตูมดื เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํ าใบ ไป
แยกโพรโทพลาสตในสารละลายเอนไซม  E4   (จากการศึกษาในขอ 2.1.2)

-ตรวจนับจํ านวนโพรโทพลาสตเปรียบเทียบระหวางตนที่เก็บใบไวในที่มืด
กบัตนที่ไมไดเก็บใบไวในที่มืด

2.1.4   ระยะเวลาการอินคิวเบทตอความมีชีวิตของโพรโทพลาสต
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   -น ําใบโปยเซียนที่เก็บไวในที่มืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มาแยกโพรโทพลาสต
ในสารละลายเอนไซม E4 โดยบมในสภาวะเดิมเก็บผลการศึกษาที่เวลา  2  3  และ 4  ช่ัวโมง

-นบัจํ านวนโพรโทพลาสต  และตรวจสอบความมีชีวิต

สภาวะการแยกโพรโทพลาสตและการวิเคราะหผลการทดลอง

การทดลองในหัวขอ 2.1.1 2.1.2 2.1.3 และ 2.1.4 การแยกโพรโทพลาสต
วางยอยบนเครื่องเขยาความเร็ว 50 รอบตอนาที ในสภาพมืด อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส เก็บผล
การศกึษาที่เวลา 4 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกันโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD ทํ าการทดลอง 3 ซ้ํ า แต
ละซํ้ านับจํ านวนโพรโทพลาสต 10 คร้ัง  และเปรยีบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยใช  DRMT
วเิคราะหโดยใชโปรแกรม IERI STAT

2.2   การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

      วิธีเตรียมโพรโทพลาสตสํ าหรับการเพาะเลี้ยง

1.น ําโพรโทพลาสตมาทํ าใหสะอาดโดยวิธีการลอยตัว (floatation method) ดวย
สารละลายซูโครส 0.6 โมลาร โดยดูดสารละลายซูโครสปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอด
เซนตริฟวจ แลวใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตซ่ึงแขวนลอยอยูในวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1
มลิลิลิตร คอยๆปลอยโพรโทพลาสตลงบนผิวหนาของสารละลายซูโครส นํ าไปปนแยกที่ความเร็ว
1000  รอบตอนาที   เปนเวลา   5  นาที

2.หลังจากปนแยกสารละลายจะแบงเปน 2 ช้ัน โพรโทพลาสตจะแขวนลอยอยู
สวนบนของวอชชิ่งโซลูช่ันใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตที่ลอยอยูขางบนมาลางดวยอาหาร
เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต 1 คร้ัง  ปนแยกดวยความเร็ว และเวลาเทาเดิม

3.ปรับความหนาแนนของโพรโทพลาสตตามตองการในอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 
1 มลิลิลิตร แลวนํ าไปเพาะเลี้ยง
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วิธีตรวจสอบความมีชีวิตของโพรโทพลาสต

1. เตรียมสารละลายสีฟลูออเรสซีนไดอะซีเตตใหมีความเข มข น0.5
เปอรเซ็นต (โดยชั่งฟลูออเรสซีนไดอะซีเตต 0.25 มิลลิกรัม ละลายในอะซีโตนปริมาตร 50
มลิลิลิตร) จากนั้นหยดสารละลายฟลูออเรสซีนไดอะซีเตตลงในแมนนิทอล 0.4 โมลาร ทีละหยดจน
กระทัง่สารละลายเปลี่ยนจากลักษณะใสเปนขุน  และมีความขุนคงที่

2.หยดสารละลาย สีฟลูออเรสซีนไดอะซีเตตจากขอ 1 จํ านวน 1 หยด ลงบน
ตวัอยางโพรโทพลาสตที่อยูบนแผนสไลด  ปดดวยกระจกปดสไลด

3.หลังจากทิ้งไว ประมาณ 2 - 5 นาที นํ าไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน
ระบบอนิเวอรเตด โพรโทพลาสตที่มีชีวิตจะเรืองแสงสีเหลืองเขียว สุมนับจํ านวนโพรโทพลาสตที่มี
ชีวติโดยคิดเปนเปอรเซ็นตดังสูตร

เปอรเซ็นตโพรโทพลาสต ที่มีชีวิต   =    จ ํานวนโพรโทพลาสตที่เรืองแสง   x 100
           จ ํานวนโพรโทพลาสตทั้งหมด

วิธีตรวจสอบการสรางผนังเซลลของโพรโทพลาสต

      1.เตรียมสารละลายสีแคลคอฟลอรไวท ความเขมขน 0.1 ปอรเซ็นต ในสาร
ละลายแมนนิทอล 0.4 โมลาร (โดยชั่งแคลคอฟลอรไวท 0.02 กรัม ละลายในสารละลาย
แมนนิทอล   ปริมาตร 20 มิลลิลิตร)
        2.หยดสารละลายสีแคลคอฟลอรไวท จํ านวน 1 หยด ลงบนตัวอยางโพรโท-
พลาสตที่อยูบนแผนสไลด  ปดดวยกระจกปดสไลด

    3.น ําไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนระบบอินเวอรเตด โพรโทพลาสต
ทีม่ผีนังเซลลจะเห็นการเรืองแสงของผนังเซลลเปนวงรอบนอกเยื่อหุมเซลล
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วิธีการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

2.2.1  วิธีการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

น ําโพรโทพลาสตความหนาแนน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร เพาะ
เล้ียงในอาหารสูตร MS เติม NAA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร แมนนิทอลเขมขน 0.4 โมลาร โดยวิธีการตางๆ   ดังนี้คือ

        วิธีท่ี 1 เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารเหลว โดยเล้ียงในจานเลี้ยงเชื้อ
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 เซนติเมตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร พันรอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม นํ าไป
เล้ียง

           วิธีท่ี 2 เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารแข็ง โดยการเติมโพรโทพลาสต
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเติมวุนอะกาโรส เขมขน 0.6 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร
นึง่ฆาเชื้อทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลงที่ 26 – 28 องศาเซลเซียส ผสมลงในจานเลี้ยงเชื้อจนเขากันดี พัน
รอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม  นํ าไปเลี้ยง

            วิธีท่ี 3 เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตแบบวิธี  Nurse  culture โดยการใชแคลลัส
ของโปยเซียนที่มีขนาด 1 เซนติเมตร เปนเนื้อเยื่อพยาบาล วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง หลังจากนั้นนํ า
กระดาษกรอง whatman  filter  paper  No.1 ทีต่ดัใหมีขนาด 1.5 x 1.5 เซนติเมตร ซ่ึงผานการฆาเชื้อ
แลวนํ าไปวางบนกอนแคลลัส ดูดโพรโทพลาสต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมลงไปบนกระดาษกรอง
พนัรอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม  นํ าไปเลี้ยง

       วิธีท่ี 4 เพาะเล้ียงโพรโทพลาสตในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยการเติมโพร-
โทพลาสต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเติมวุนอะกาโรส เขมขน 0.3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2
มลิลิลิตร เขยาเบาๆใหโพรโทพลาสตฝงตัวอยูในอาหารวุน  พันรอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม นํ า
ไปเลี้ยง

          น ําโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 วิธี ไปเลี้ยงในที่มืด ที่
อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของโพรโทพลาสตภายใตกลอง
จุลทรรศนอินเวอรเตต โดยสังเกตลักษณะ และการเจริญของโพรโทพลาสตทุกวันหลังจากการเพาะ
เล้ียง  ตรวจสอบความมีชีวิต และการสรางผนังเซลลใหมของโพรโทพลาสต บันทึกผลแตละวิธีการ
เล้ียงเปรียบเทียบกันหลังจากเพาะเลี้ยง   2   สัปดาห
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2.2.2 ความหนาแนนของโพรโทพลาสต เร่ิมตนท่ีใชเพาะเลี้ยง

                                        นํ าโพรโทพลาสตที่แยกจากใบมาเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร
MS เติม NAA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร แมนนิทอล
0.4 โมลาร วุนอะกาโรส  0.3 เปอรเซ็นต  เพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงฆาเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 5
เซนติเมตร  ความหนาแนนของโพรโทพลาสตเร่ิมตนที่เพาะเลี้ยง  คือ  5 x 104   1 x 105  และ          
5 x 105  โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร นํ าไปเพาะเลี้ยงในที่มืด ทีอุ่ณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโพรโทพลาสตภายใตกลองจุลทรรศนอินเวอรเตด  ตรวจสอบความมี
ชีวติ และการสรางผนังเซลลใหมของโพรโทพลาสต เปรียบเทียบกันในแตละความหนาแนน หลัง
เพาะเลีย้งเปนเวลา 7 วัน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ย
โดยใชวิธี   DMRT   วเิคราะหโดยใชโปรมแกรม IERI STAT

2.2.3 ชนดิของอาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

            นํ าโพรโทพลาสต จํ านวน 1 x 105  โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยง
ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร MS ที่เติมแมนนิทอล 0.4 โมลาร และมีสารควบคุมการเจริญเติบโต
ตางๆ (ตารางที่ 2)

บันทึกผลโดยเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของโพรโทพลาสตในอาหารแตละสูตร
โดยสังเกตลักษณะของโพรโทพลาสต ตรวจสอบความมีชีวิต การสรางผนังเซลลใหม และการแบง
เซลลของโพรโทพลาสตภายใตกลองจุลทรรศนแบบอินเวอรเตด หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3
สัปดาห
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ตารางที่ 2 ชนิดของอาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต
Table 2 Types of medium for protoplast culture.

Growth regulators (mg/l)
Type of medium 2,4-D BA NAA

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

0.5
1.0
1.5
2.0
-
-
-
-
-
-
-
-

0.5
1.0
1.5
2.0

0.5
1.0
1.5
2.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.0
3.0
4.0
5.0
1.0
1.0
1.0
1.0

-
-
-
-

0.5
1.0
1.5
2.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
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