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บทท่ี 1

บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

โปยเซียนนับเปนไมดอกที่ไดรับความนิยมและเปนที่ตองการของตลาดไมดอกไม
ประดับในปจจุบัน เนือ่งจากโปยเซียนเปนไมกระถางที่มีดอกงดงามมาก อยางไรก็ตามการปลูกเลี้ยง
โปยเซียนใหมีตนที่สมบูรณ แข็งแรง มดีอกทีส่วยงามตามตองการนั้นขึ้นกับปจจัยหลายอยาง
ปจจบุนัจงึมีการนํ าเทคโนโลยีทางชีวภาพมาใชในการปลูกเลี้ยงโปยเซียน (อุไร, 2540)การผสมพันธุ
โปยเซยีนเพื่อใหไดพันธุลูกผสมใหมๆ ที่รวมลักษณะที่ดีตางๆเอาไว เชน ดอกใหญ สีสวย สด และ
บานทนนัน้ ปกตจิะใชวิธีการขยายพันธุโดยการเสียบยอด ปกชํ า และเพาะเมล็ด แตก็พบวาตองใช
เวลานาน ลักษณะดอกที่ไดจะมีขนาดเล็ก และมีดอกหลายชั้นซึ่งไมเปนที่นิยม นอกจากนี้ปญหา
โรคของโปยเซียนที่ถูกทํ าลายจากเชื้อตางๆ เชน เชื้อรา แบคทีเรีย และแมลงที่เปนภัย คือ หนอน
เจาะสมอฝาย เพล้ียไฟ แมลงหวี่ขาว ก็เปนปญหาที่สํ าคัญ (ไชยา-ลาวัลย, 2534)  เพื่อใหสอดคลอง
กบัความตองการของตลาด การขยายพันธุและการปรับปรุงพันธุโปยเซียนจึงเปนสิ่งจํ าเปน

จากความกาวหนาทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถนํ ามาใชในการขยายพันธุ
และการปรบัปรุงพันธุไดเปนอยางดีและรวดเร็วข้ึนดวย โดยเฉพาะอยางยิ่งทางดานการชักนํ าให
โปยเซยีนเกิดเปนตนโดยผานแคลลัสในอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมซึ่งประกอบไปดวย ออกซิน
และไซโทไคนินที่ระดับความเขมขนตางๆ นอกจากนี้วิธีการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตก็เปนวิธีที่ดี
อีกวธีิหนึ่งสํ าหรับการปรับปรุงพันธุพืชจะทํ าใหไดพันธุพืชใหมๆ โดยใชเทคนิคทางดานพันธุ-
วศิวกรรม (genetic engineering) มาประยกุตใชกับโพรโทพลาสตไดอีกดวย เชน การตัดตอยีน การ
น ํายีนที่ตองการใสเขาไปในโพรโทพลาสตโดยวิธีการตางๆ เชน micro injection แลวนํ าโพรโท-
พลาสตไปเพาะเลี้ยง เมื่อไดตนใหมขึ้นมา ตนที่ไดก็จะแสดงลักษณะที่แตกตางไปจากเดิมโดยมี
ลักษณะตามที่ตองการ นอกจากนี้ยังสามารถใชเทคนิคการรวมตัวกันของโพรโทพลาสต (protoplast
fusion) โดยใชสารเคมี เชน PEG (Polyetylene  glycol) หรือใชกระแสไฟฟา (Dixon, 1985)

ดงันัน้การศึกษาการเกิดตนจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสโปยเซียนนับเปนกาวแรกของการนํ า
ความรู ที่ไดไปประยุกตใชในการขยายพันธุ และศึกษาการแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต
โปยเซยีนเพื่อเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุและสรางพันธุโปยเซียนพันธุใหมๆ เพราะคาดวาใน
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อนาคตโปยเซียนจะเปนไมดอกไมประดับที่สํ าคัญอีกชนิดหนึ่ง ซ่ึงสามารถนํ ามาเปนไมตัดดอกขาย
ไดดงัเชนกลวยไม เนื่องจากดอกโปยเซียนมีสีที่สวย สด และบานทน
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การตรวจเอกสาร

ลักษณะทางพฤกษศาสตร

โปยเซียนเปนพืชในวงศ ยูฟอรบิเอซิอี  (Family Euphorbiaceae) ซ่ึงเปนวงศที่ใหญมาก
โดยทัว่ๆไปมีลักษณะเปนไมพุม พบอยูในหลายประเทศในเขตรอน มีไมตํ่ ากวา 300 สกุล  (genus)
แตละสกุล มีราว  6,550-7,650  ชนิด  โปยเซียนจัดอยูในสกุล  ยูฟอรเบีย  (Euphorbia)  มช่ืีอทาง
วิทยาศาสตรวา   Euphorbia  milii   Desmoulin  และมีช่ือสามัญวา  Crown  of  Thorns  ไมที่จัดอยู
ในสกลุเดยีวกันนี้มีประมาณ  2,000  ชนิด  รวมทั้งพวกสลัดได  กระบองเพชร  นํ้ านมราชสีห และ
คริสตมาส  ลักษณะสํ าคัญของพืชในสกุลนี้คือ  ลํ าตนอวบ อมนํ้ า  มียางสีขาวซ่ึงเปนพิษ  หากถูกผิว
หนงัทีเ่ปนแผลหรือเขาตาจะเปนอันตรายได บางชนิดมีหนามแหลมคม เปนพืชที่ทนความแหงแลง
ไดด ี(ประเสริฐ, 2537) โปยเซียน มีช่ือภาษาไทยวา มงกุฎหนาม  และมีช่ือเรียกหลายอยางเชน วาน
เข็มพญาอินทร  พระเจารอบโลก  ระวงิระไว (เชียงใหม)  วานมุงเมือง  ไมรับแขก (ไชยา–ลาวัลย,
2534) โปยเซยีนมถ่ิีนกํ าเนิดในแถบเกาะมาดากัสการ (มาลากาซี) โดยเฉพาะอยางยิ่งทางดานตะวัน
ตกของเกาะมีพันธุแปลกๆ  หลายพันธุ  นอกจากนี้ยังมีในปาแอฟริกาเหนือ เปนไมในเขตรอนแต
สามารถพบไดในแถบอบอุน แถบแอฟรกิานยิมปลูกกันตามบานเรือนทั่วไปและมักปลูกกันใน
กระถาง แมวาโปยเซียนมีถ่ินกํ าเนิดอยูในแอฟริกาก็ตาม   แตโปยเซียนที่ปลูกในเมืองไทยนั้นเชื่อวา
มาจากประเทศจีน  โดยพอคาจีนเปนผูนํ าเขามาปลูกกวา  100  ปแลว ซ่ึงชาวจีนเชื่อกันวา โปยเซียน
หมายถึง ผูวิเศษทั้งแปดของจีน ( อุไร, 2540 )

พันธุโปยเซียน

โปยเซียนที่ปลูกกันอยู ในประเทศไทยในปจจุบัน เปนพันธุ ดั้งเดิมซึ่งมีหลายชนิด  
สวนใหญคือ   Euphorbia  milii  Desmoulin   นอกจากนี้ก็มีชนิดอื่น ๆ อีกคือ   E. decaryi  Quill E. 
didieroides M.Denis E. duranii Ursch et Leandri E. quillanminiaha Boit  E. horombensis  Ursch  
et  Leandri  E. isaloensis  Drake E. leandriana   P.Bolt  และ  E. lophogona  Lam

สํ าหรับ E. milii  Desmoulin  สามารถแบงยอยลงไปไดอีกเปน E. milii var.
bevilanienesis  E. milii  var. bevilaniensis f.  rubrostriata  E. milii  var.  breohi  E. milii  var.
hislopii  E. milii  var. imperatae E. milii  var.  milii  E. milii  var.  splendens  E.milii  var.
splendens  f. platyacantha  E. milii  var. tulearensis  และ  E.  milii  var.  vulcanii ( อุไร, 2540)
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นอกจากนี้ยังมีพืชที่อยูในวงศเดียวกันกับโปยเซียนซึง่จดัเปนพืชสมุนไพรไทยประเภท
ไมพุมยืน เชน ขนัทองพยาบาท (Suregada  multiflorum  Baill.) ล้ินมังกร (Sauropus  changiana
S.Y. Hu)  วานธรณีสาร (Phyllanthus  pulcher Wall.Ex Muell. Arg.) ละหุง (Hura  crepitans Linn.)
มะกา (Bridelia ovata Decne.) สมเชา (Euphorbia ligularia Roxb.) มะขามปอม (Phyllanthus
emblica  Linn.)  ลูกใตใบ (Phyllanthus  caroliniensis Linn.) พญาไรใบ (Euphorbia tirucalli Linn.)
ไครหางนาค (Phyllanthus taxodiifolius Beille.)  และเปลานอย (Croton  sublyratus  Kurz.)  ซ่ึงพบ
วา เปลานอยสามารถนํ ามาสกัดตัวยาเปลาโนทอล มีสรรพคุณรักษาแผลในกระเพาะอาหารและลํ า
ไส นอกจากพืชสมุนไพรแลวยังมีพืชที่มีความสํ าคัญทางเศรษฐกิจที่อยูในวงศเดียวกับโปยเซียน คือ
มันสํ าปะหลัง (Manihot  esculenta Crantz) และยางพารา (Hevea  brasiliensis Muell. Arg.)
เปนตน

การขยายพันธุ

โดยธรรมชาติการขยายพันธุโปยเซียนสามารถทํ าไดดังนี้ คือ  (ไชยา – ลาวัลย, 2534)
1.  การเพาะเมล็ด
เปนการขยายพันธุเมล็ดที่ไดจากตนที่ทํ าการผสมพันธุเพื่อใหไดโปยเซียนตนใหมซ่ึง

เรียกกันวา ลูกไม หรือลูกผสมใหมที่มีลํ าตน ดอก กานสงดอก หนาม ใบ  และลักษณะตางๆ ที่อาจ
จะดกีวาตนเดมิ การเพาะเมล็ดโปยเซียนนี้ควรเพาะในกะบะเพาะโดยใชวัสดุที่เปนดินปนทราย
หยาบปนแกลบดํ าที่จืดแลว หรือทรายผสมขุยมะพราวอยางใดอยางหนึ่งก็เพาะเมล็ดได  เวลาเพาะ
เมลด็ไมควรวางใหลึกจากดินมากนัก ไมเกิน 1 1/2  เซนตเิมตร  รดนํ้ าพอควรแลววางไวในที่มีแสง
แดดสองรํ าไร  ประมาณ  2  อาทิตย  จะมีตนโปยเซียนเล็กๆ  งอกขึ้นมาเมื่อมีใบประมาณ  5 – 7 ใบ
จงึแยกไปปลูกไดโดยใชกระถางเล็กๆ ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4 นิ้ว หรือ 5 นิ้ว สํ าหรับดินปลูกควร
เปนดนิรวนผสมแกลบดิน  เปลือกมะพราวสับและปุยคอกคลุกเคลาใหกระจายตัวเขากันดี   ไมควร
ใชดนิเหนยีวปลกูเพราะดินเหนียวจะระบายนํ้ าไมดีทํ าใหเกิดรากเนาได สวนการใหปุยโปยเซียนใช
ปุยเคมีสูตร 16 – 16 – 16  เดือนละ  1 คร้ังโดยโรยรอบๆ กระถาง อัตราปุย 1 ชอนชา ตอกระถาง
แลวรดนํ้ าตาม หรือ นํ าปุยผสมในอัตรา 1 ชอนแกงตอนํ้ า  1 ปบ  แลวรดก็ได เมื่อปลูกไดประมาณ 5
เดอืน กค็ดัเอาเฉพาะตนโปยเซียนที่มีลํ าตน อวบ ใบใหญ ใบกวาง หนามโต  ไปปลูกในกระถางตาม
ตองการ หรือถาจะใหไดผลจริงๆ จะตองใชเวลาประมาณ 8 เดือน ใหออกดอกเสียกอน จึงทํ าการคัด
แยกเฉพาะตนที่มีสีดอกที่ตองการ
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2. การปกชํ ากิ่ง
การขยายพันธุดวยวิธีนี้จะไดตนโปยเซียนตนใหมที่มีคุณลักษณะเหมือนตนแมเดิมทุก

ประการ ไมควรปกชํ าเมื่ออากาศรอนจัดและมีฝนหนักควรทํ าการปกชํ าในฤดูหนาวประมาณเดือน
ตลุาคมถงึเดือนธันวาคมจะไดผลดีที่สุด สํ าหรับการปกชํ าควรเลือกกิ่งแขนงที่แข็งแรงไมแกหรือ
ออนเกนิไปเพราะถาใชกิ่งแกจะออกรากยากหรือถากิ่งออนจะเนาไดงาย การตัดตองใหชิดลํ าตน
และควรใชมีดคมๆสะอาดเปนพิเศษทํ าการตัด ถาแผลที่ตัดไมเรียบควรใชมีดคมๆปาดใหเรียบ
ปลอยทิง้ไวใหยางแหงเสียกอน  เมื่อยางแหงแลวก็ทารอยแผลที่ตัดดวยปูนแดง หรือจะใชวิธีการลาง
ดวยนํ ้าทีส่ะอาดที่ปลายรอยตัดออกใหหมดก็ได  นํ าดานที่ตัดนี้ไปจุมยาเรงรากอาจจะใชเซราดิก
เบอร  1  หรือจะเปนเบอร  2  ก็ได เมื่อจุมยาแลวทิ้งไวสักครูจึงนํ าไปปกชํ า ซ่ึงวัสดุปกชํ านี้ จะใช
แกลบด ําจดืสนิทผสมกับขุยมะพราว  และทรายหยาบเล็กนอย  หรือใชแกลบดํ าอยางเดียวก็ได   ปก
ชํ าลึกประมาณ 1 – 1 1/2  นิว้ และรดนํ ้าใหชุม  ถาจะปกชํ าจํ านวนมากๆ ควรทํ าเปนกะบะใหญๆ
หรือท ําเปนแปลงในเรือนเพาะชํ า ขอสํ าคัญที่ตั้งกะบะปกชํ าหรือเรือนเพาะชํ าจะตองอยูในที่รํ าไร  มี
แสงแดดสองพอสมควร  และพยายามหลีกเลี่ยงอยาใหถูกฝนได  หลังจากนั้นประมาณ  3 – 4  วัน
ฉดีพนนํ ้าทีใ่บเล็กนอยอยาใหชุมนัก หากที่ปกชํ าแหงก็ใหใชฝกบัวฝอยละเอียดรด โดยผสมยาฆา
เชือ้รากบันํ ้ารดทั้งตนและทํ าเชนนี้ทุกครั้งที่ปกชํ าแหง  ประมาณ  45  วัน  กิ่งที่ปกชํ าจะออกรากและ
แตกใบออน  เมื่อกิ่งชํ าเจริญแข็งแรงดีแลวก็ยายไปปลูกในกระถางได

3. การเสียบยอด
เปนอีกวิธีหนึ่งของการขยายพันธุโดยเลือกกิ่งพันธุโปยเซียนที่จะใชเสียบยอดใหมี

ขนาดเทากนัหรือใกลเคียงกับกิ่งของตนพันธุ ตัดมาแลวบากที่ตนแมใหเปนปากฉลาม นํ ากิ่งที่จะ
เสยีบมาเสีย้มปลายใหแบนเรียวเสียบเขากับตนแม แลวใชเทปปนรอบใหแนน หรืออาจจะใช
สลัดไดเปนตนตอ  แลวนํ ากิ่งโปยเซียนมาเสียบยอด ปรากฏวาไดผลดีเชนกัน

 4.  การขยายพันธุโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
นอกจากการขยายพันธุโปยเซียนโดยวิธีธรรมชาติแลวนั้น อาจจะขยายพันธุดวยวิธี

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต ซ่ึงสามารถเพิ่มจํ านวนพันธุไดอยางรวดเร็ว
และมปีระสิทธภิาพ แตเนื่องจากยังไมมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและโพรโท-
พลาสตของโปยเซียน จะมีการศึกษาอยูบางในพืชที่อยูในวงศเดียวกัน เชน ยางพารา (Hevea
brasiliensis Muell. Arg.) มนัสํ าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) กระบองเพชร  (Euphorbia
esula  L.) Euphorbia  characias  L. subsp.  Characias   เปลานอย (Croton  sublyratus  Kurz.) และ
ลูกใตใบ (Phyllanthus  caroliniensis Linn.)  ซ่ึงมรีายละเอียดของการศึกษาดังนี้
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 สมปอง และ อรุณี (2535) ศกึษาการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตางๆของตนกลายางพารา
(Hevea  brasiliensis ) พนัธุพื้นเมือง พันธุ GT1 และพันธุ PB5/51 บนอาหารสูตร MS รวมดวย
NAA  และ BA หรือ BA เพยีงอยางเดียว ระดับความเขมขนตางๆเพื่อชักนํ ายอดรวม พบวาชิ้นสวน
ปลองใหยอดเพียงยอดเดียวในอาหารที่เติม NAA เขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA เขมขน
0.50 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะที่ปลายยอดของยางทั้ง 3 พันธุ สามารถชักนํ ายอดรวมไดในอาหารที่
เติม BA เขมขน 4.50 - 5.63 มลิลิกรัมตอลิตร สวนขอสามารถชักนํ ายอดรวมจากยางทั้ง  3  พันธุ ได
เชนกัน เมื่อวางเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA เขมขน 3.37 - 4.50 มิลลิกรัมตอลิตร  การชกันํ ารากจาก
ยอดรวมในอาหารสูตร MS ทีเ่ติม IBA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  สามารถชักนํ าใหยอดยาง
ทั้ง  3  พันธุสรางรากได   นอกจากนี้ยังไดศึกษาการตัดสวนยอดมาจุมแชในสารละลายของ NAA
รวมกับ IBA ความเขมขนเทากัน 5 ระดับ เปนเวลาตางๆ แลวยายแตละยอดไปเลี้ยงในอาหารสูตร
MS ทีป่ราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต   พบวาสารละลายที่มี  IBA และ  NAA ความเขมขน 5
มลิลิกรัมตอลิตร เปนเวลา  5 วัน สามารถชักนํ ารากได 100 เปอรเซ็นต  หลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา  3
สัปดาห พันธุยางและระดับความเขมขนของ IBA และ NAA ไมมีผลตอความสามารถในการชักนํ า
ราก แตระยะเวลาการจุมแชยอดเปนระยะเวลานานขึ้นสงผลใหความสามารถในการชักนํ ารากเพิ่ม
ขึ้น

สมปอง และ เมฆา (2536) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดโซมาติคเอ็มบริโอจากการเพาะ
เล้ียงเปลือกหุมเมล็ดออนของยางพาราบนอาหารสูตร MS เติม 2,4-D และ BA ความเขมขนเทากัน 2
มลิลิกรัมตอลิตร พบวามีการเหนี่ยวนํ ากระบวนการเอ็มบริโอเจนีซีส การทวีจํ านวนเอ็มบริโอเจนิค
แคลลัส และพัฒนาการของโซมาติคเอ็มบริโอในระยะตอมาเปนไปไดดี การงอกของเอ็มบริออยด
ท ําไดโดยการยาย เอ็มบริออยดในระยะสรางใบเลี้ยงไปเลี้ยงในอาหาร 2 ช้ัน ช้ันลางเปนอาหารแข็ง
สูตร MS ทีล่ดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหนึ่งเติมผงถาน 0.05 เปอรเซ็นต สวนบนเปน
อาหารเหลวสูตรเดียวกันปราศจากผงถานเติม NAA เขมขน 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร และ KN เขมขน
0.03 มิลลิกรัมตอลิตร

เพชรรัตน และคณะ (2546) ศกึษาการชักนํ าใหเกิดยอดของเปลานอย (Croton
sublyratus  Kurz.) โดยใชช้ินสวนของปลองนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มี BA 1.0
มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา สูตรอาหารดังกลาวสามารถชักนํ าใหเกิดยอดเปลานอย
จ ํานวนมาก

Biesboer และคณะ (1982) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสของ Euphorbia
pulcherrima โดยใชช้ินสวนของลํ าตน ขนาด 1 เซนติเมตร นํ าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS
ที่มี 2iP 1.0 x 10-5 โมลาร NAA 5.0 x 10-7 โมลาร Kinetin 5.1 x 10-6 โมลาร IAA 6.0 x 10-5 โมลาร



7

พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 16 สัปดาหจะมีแคลลัสเกิดขึ้น หลังจากนั้นยายแคลลัสลง
อาหารใหมทุกๆ 28 วัน

Chagvardieff  และคณะ (1988) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยของ Euphorbia
characias L. โดยน ําแคลลัสปริมาณเริ่มตน 3 มิลลิกรัมไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS
ปริมาตร 97 มิลลิลิตร  ซ่ึงมีองคประกอบของอาหารคือ นํ้ าตาลซูโครส 15 กรัมตอลิตร และมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตคือ NAA  1  มิลลิกรัมตอลิตร และ  BAP  1  มลิลิกรัมตอลิตร โดยวางเลี้ยง
บนเครือ่งเขยาความเร็วรอบ 110 รอบตอนาที  ใหแสง  18  ช่ัวโมงตอวัน  พบวาหลังจากการเพาะ
เล้ียงเปนเวลา  5 สัปดาห เซลลแขวนลอยมีอัตราความมีชีวิต  เทากับ  85–90  เปอรเซ็นต และมีนํ้ า
หนกัเซลลแหงเทากับ 6 กรัมตอลิตร  หลังจากนั้นจะทํ าการยายเลี้ยงลงในอาหารใหมทุกๆ  14  วัน

Ferreira และคณะ  (1989) ชักนํ าแคลลัสจากใบของ  Euphorbia  characias  L.
subsp.  Characias โดยเลี้ยงบนอาหารสูตร MS และ B5 ดัดแปลงประกอบดวย เคซิอีนไฮโดรไล
เซต  (casein  hydrolysate)  1 กรัมตอลิตร  กรดแอสคอบิค  (ascorbic  acid)  5.0  มิลลิกรัมตอลิตร
ซูโครส 3  เปอรเซ็นต  benzyladenine (BA)  0.0 – 2.0  มิลลิกรัมตอลิตร  2,4 – D  0.0 – 2.0
มลิลิกรัมตอลิตร  โดยเล้ียงในที่มืด 8 ช่ัวโมง และที่สวาง  16  ช่ัวโมง  อุณหภูมิ  24  องศาเซลเซียส
พบวาหลังจากเพาะเลี้ยง  2 – 3 สัปดาหเกิดแคลลัสสีเขียวในอาหารสูตร  MS  ที่มี  2,4 –D  1.0
มิลลิกรัมตอลิตร และ  BA   0.75   มิลลิกรัมตอลิตร

Souissi และคณะ (1997) ชักนํ าแคลลัสจากใบและลํ าตนของตนกระบองเพชร
(Euphorbia  esula  L.) โดยเลีย้งบนอาหารสูตร B5 ดัดแปลง ประกอบดวย 2, 4 –D 1.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เล้ียงในที่มืด อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส พบวา เกิดแคลลัสและทํ าการยายเลี้ยงลงในอาหาร
ใหมทุก ๆ 3 เดือน

Catapan และคณะ (2000) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของตนลูกใตใบ
(Phyllanthus caroliniensis ) โดยใชขอนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS  ที่มี BA  2iP และ Kinetin  
ในระดบัความเขมขน 0 1.25 2.5  และ 5.0 ไมโครโมล  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง 50 วัน ใน
อาหารสูตรที่มี  Kinetin  5 ไมโครโมล  สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดสูงสุด คือ 5.05 ยอดตอช้ินสวน
พชื  จากนัน้นํ ายอดไปชักนํ าใหเกิดรากบนอาหารสูตร MS ที่มี NAA  IBA  และ IAA ในระดับความ
เขมขน  0 1.25  2.5  และ 5.0 ไมโครโมล  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 วัน ที่ระดับความ
เขมขน  NAA 1.25 ไมโครโมล และ  IAA ที่ระดับความเขมขน 1.25 - 5.0  ไมโครโมล สามารถชัก
น ําใหเกิดรากไดดีที่สุด  คือ  3.0 - 4.0  รากตอช้ินสวนพืช  อัตราการเกิดราก เทากับ 80 - 100 
เปอรเซ็นต  สวนในอาหารที่มี NAA ระดับความเขมขน 1.25 - 5.0 ไมโครโมล สามารถชักนํ า
สามารถชักนํ าใหเกิดรากไดดีที่สุด  คือ  3.0 - 4.0  รากตอช้ินสวนพืช  อัตราการเกิดราก เทากับ 80 - 
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100 เปอรเซ็นต  สวนในอาหารที่มี NAA ระดับความเขมขน 1.25 - 5.0 ไมโครโมล  สามารถชักนํ า
ใหเกดิรากได 2.0-2.6 รากตอช้ินสวนพืช อัตราการเกิดรากเทากับ 72- 100 เปอรเซ็นต นอกจากนี้เมื่อ
นํ าตนลูกใตใบ ไปเพาะเลี้ยงในเรือนอนุบาลตนกลา พบวามีอัตรารอดเทากับ 88 เปอรเซ็นต  และ
หลังจากนั้นประมาณ 3 - 4  สัปดาห จะมีดอกเกิดขึ้น

นอกจากนี้ Catapan และคณะ (2000) ยังไดศึกษาการเกิดแคลลัสของตนลูกใตใบ 
โดยใชขอนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี  NAA  2 ,4 -D  IAA และ IBAในระดับความ
เขมขนตางๆเหลานี้ คือ 0  1.25  2.5  5.0  10  20 และ 40 ไมโครโมล  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง
เปนเวลา 50 วันในสูตรอาหารที่มี NAA และ 2,4 - D สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสได โดยในสูตร
อาหารที่มี 2,4 - D 5.0 ไมโครโมล สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสดีที่สุด มีนํ้ าหนักสดเทากับ 718 
มิลลิกรัม รองลงมาคือ 2,4 -D 2.5 ไมโครโมล และ 1.25 ไมโครโมล (500 มิลลิกรัม และ 300 
มลิลิกรัม ตามลํ าดับ) สวนในสูตรอาหารที่มี  NAA 5 ไมโครโมล สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสดีที่
สุด  มีนํ้ าหนักสดเทากับ  270  มิลลิกรัม รองลงมาคือ  NAA  2.5  ไมโครโมล  และ NAA  1.25     
ไมโครโมล (210  มิลลิกรัม และ 80  มิลลิกรัม ตามลํ าดับ)

       Catapan  และคณะ (2002) ศึกษาผลของออกซิน และ ไซโทไคนิน ตอการชักนํ าให
เกิดแคลลัสของตนลูกใตใบ โดยใชขอนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี BA kinetin 2iP
2,4-D  IBA และ NAA ที่ระดับความเขมขน  0 1.25 2.5 และ 5.0 ไมโครโมล  พบวาหลังจากการ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 50 วัน ในอาหารสูตรที่มี IBA 5.0 ไมโครโมล  เกิดแคลลัสดีที่สุด แคลลัสมีนํ้ า
หนักสดเทากับ 447 มิลลิกรัม รองลงมาคือ ในสูตรอาหารที่มี NAA 5.0  ไมโครโมล (198 มิลลิกรัม)
2iP  2.5 ไมโครโมล (188 มิลลิกรัม)  2,4-D  5.0 ไมโครโมล (147 มิลลิกรัม) ตามลํ าดับ

Te-chato และ Chartikul (1993) ศกึษาปจจัยที่มีผลตอการชักนํ าแคลลัสจากเปลือก
หุมเมลด็ของยางพารา โดยนํ าฝกออนยางพาราอายุตางๆ มาตัดแยกเมล็ดออนภายในออกมาเพาะ
เล้ียงในอาหารสูตร MS  เติม 2,4-D และ BA ความเขมขนเทากัน 2 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากวาง
เล้ียงในที่มืดเปนเวลา 16 สัปดาห พบวา ผลออนอายุ 8 สัปดาห ใหแคลลัสไดดีที่สุด และการเก็บฝก
ออนทุกพันธุแตละอายุในที่เย็นเปนเวลานานมีผลทํ าใหการสรางแคลลัสลดลงตามระยะเวลาที่เพิ่ม
ขึ้น นอกจากนี้ยังไดศึกษาการชกันํ าเซลลซัสเพนชัน และ เอ็มบริโอเจนิคซัสเพนชัน โดยการยาย
แคลลสัที่ชักนํ าจากเปลือกหุมเมล็ดออนไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS เติม 2,4-D เขมขน 0.5
มิลลิกรัมตอลิตร และ BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะที่สูตรอาหาร Nitsch และ Nitsch
(NN) ซ่ึงเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด และความเขมขนเดียวกันสามารถชักนํ าเอ็มบริโอ-
เจนิคซัสเพนชันได แตไมสามารถงอกเปนตนกลาที่สมบูรณได
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  Carron และ Enjalric (1982) ชักนํ าแคลลัสจากขอของลํ าตนออนของยางพารา ที่
เพาะเลีย้งในเรือนอนุบาลตนกลาสายพันธุ GT1 PB5151 และ PRIM 623 โดยเล้ียงบนอาหารสูตร 
MS ทีป่ระกอบดวย β- napthoxyacetic acid (NOA) 2 พพีีเอ็ม และ 6- benezylaminopurine (BAP) 
2  พพีเีอ็มหลังจากนั้นยายแคลลัสไปลงในอาหารที่มี 4- [3-indoly]butyric acid  (IBA)  5  พีพีเอ็ม 
α- napthaleneacetic acid (NAA) 5 พพีเีอม็ และเติมผงถาน 0.5 เปอรเซ็นต  เพื่อชักนํ าใหเกิดตน 
และชกันํ าใหเกิดรากในอาหารสูตร MS ที่ไมมีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต

Ferriere  และ Carron  (1989) ศกึษาการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส โดย
ใชเมล็ดของยางพาราเลี้ยงบนอาหารสูตร MH1 (Medium for Hevea) ดดัแปลง และ สูตร MH3 ซ่ึง
สูตร MH1 ดัดแปลงประกอบดวย  ซูโครส  80  กรัมตอลิตร  3,4- dichlorophenoxyacetic acid (3,4 –
D)  2 มลิลิกรัมตอลิตร และ BAP สวน สูตร MH3 ประกอบดวย ซูโครส 20 กรัมตอลิตร NOA 0.5
มลิลิกรัมตอลิตร และ BAP 5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาหลังจาก 15 วัน ในอาหารสูตร MH3 จะมี
แคลลัสเกิดขึ้น สวนสูตร MH1 ดดัแปลงจะเกิดแคลลัสหลังจาก 40 วัน

Auboiron และคณะ (1990) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสจากเมล็ดของยางพารา
โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH1 และ MH3 ซ่ึง  MH1 ประกอบดวย  ซูโครส  233  มิลลิโมล
2,4 – D  9 ไมโครโมล  และ BAP 9 ไมโครโมล  สวน  MH3  ประกอบดวย  ซูโครส 58 มิลลิโมล
2,4 – D   2  ไมโครโมล  และ BAP 2 ไมโครโมล พบวาหลังจากเพาะเลี้ยง 40 วัน สูตรอาหาร MH1
สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสได 28 เปอรเซ็นต สวนสูตร MH3 สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสได 67
เปอรเซ็นต  แคลลัสที่ได มีสีเหลือง   เรียบ  และเกาะกันหลวมๆ

Ferriere และคณะ (1992)ไดทํ าการศึกษาการเพาะเลี้ยงเมล็ดของยางพาราบนอาหาร
สูตร MS ดัดแปลง ซ่ึงเติม AgNo3  29.4  ไมโครโมล  abscisic acid (ABA) 0.0 – 0.05 ไมโครโมล
3,4 – D  1.35 - 3.0 ไมโครโมล และ BA 1.35 - 3.0 ไมโครโมล โดยเพาะเลี้ยงในที่มืด พบวาหลังจาก
4 สัปดาหจะมีแคลลัสเกิดขึ้นตรงชิ้นสวนของเมล็ดที่โดนตัด และหลังจากนั้นจะทํ าการยายเลี้ยง
ทุกๆ  25  วัน

Montoro และคณะ (1993) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสของยางพารา 5 สายพันธุ
คอื PR107  PRIM600 PB260 PB235 และGT1โดยใชเมล็ดเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MH ซ่ึง
ประกอบดวย  ซูโครส 351ไมโครโมล  แคลเซียม 12 ไมโครโมล  3 ,4 – D 4.5 ไมโครโมล และ
ไคเนติน 0.45  ไมโครโมล  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง เปนเวลา  25 วัน สายพันธุ  PR107  และ
PRIM600 เกดิแคลลสัที่มีลักษณะเกาะกันหลวมๆ   สีขาว   สวนสายพันธุ PB 260  PB 235 และ  GT
1  แคลลสัทีไ่ดจะมีลักษณะแบบ คอมแพค  สีขาว  หลังจากนั้นจะทํ าการยายเลี้ยงลงในอาหารใหม
ทุกๆ  50 วัน
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Arokiaraj และคณะ (1994) สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสของยางพารา โดยใชอับเรณู
(anther) เล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MB ดัดแปลงซึ่งเติม อะดีนีนซัลเฟต (adenine sulphate) 100
ไมโครโมล  และ ไลซีน (lysine)  620 ไมโครโมล  พบวาหลังจาก  4  สัปดาหจะมีแคลลัสเกิดขึ้น

Veisseire และคณะ (1994) ศึกษาการชักนํ าแคลลัสของยางพาราโดยใชเมล็ดพันธุ  
PB235  น ําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MH1 ประกอบดวย  นํ้ าตาลซูโครส  234  มิลลิโมล  BA 
9   มิลลิโมล   และ  3,4 – D 9 ไมโครโมล วุน 6.8 กรัมตอลิตรโดยบมในที่มืด อุณหภูมิ 28  ± 1 
องศาเซลเซียส  พบวาหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห มีแคลลัสเกิดขึ้น ลักษณะของแคลลัสที่
ไดมีสีขาวและเกาะกันหลวมๆ

Blance และคณะ (1999) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสของยางพาราโดยใชเมล็ด
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร  MH  ประกอบดวย  แคลเซียมคลอไรด  6  ไมโครโมล  AgNo3  30          
ไมโครโมล   3,4 – D   1.34   ไมโครโมล  BAP  1.34  ไมโครโมล  ABA  (abscisic acid )  0.5      
ไมโครโมล  ซูโครส   234    ไมโครโมล  และ วุนไฟตาเจล  2.3 กรัมตอลิตร  พีเอช  5.8 โดยเพาะ
เล้ียงในหลอดทดลองขนาด 150 x 25 มิลลิเมตร  พบวาหลังจาก 28 วันจะมีแคลลัสเกิดขึ้น ลักษณะ
ของแคลลัสจะมีสีขาวและเกาะกันหลวมๆ

Martre  และคณะ (2001) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสจากเมล็ดของยางพาราโดย
เพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MH1 ประกอบดวย ซูโครส 234 มิลลิโมล แคลเซียมคลอไรด 9         
มิลลิโมล  AgNO3 30 ไมโครโมล 3, 4 –D 1.34 ไมโครโมล  BA 1.34 ไมโครโมล  abscisic acid  0.5 
ไมโครโมล และวุนไฟตาเจล 2.3 กรัมตอลิตร พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง 20 วัน เกิดแคลลัสที่มี
ลักษณะเกาะกันหลวมๆ จากนั้นจะทํ าการยายแคลลัสลงในอาหารใหมทุกๆ 2 สัปดาห

Biggs และคณะ (1986) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมันสํ าปะหลัง (Manihot
esculenta Crantz) โดยใชเมล็ดนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร ½ MS ทีม่ี IBA 1.23 ไมโครโมล
พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง 2–3 วัน เมล็ดจะเจริญตอไปเปนรากและเมื่อเพาะเลี้ยงตอไปอีก 5-7 วัน
จะมยีอดสีเขยีวเกิดขึ้น หลังจากนั้น 2 สัปดาห ยอดจะมีการขยายขนาดใหยาวขึ้น และมีขอ 2–3 ขอ
เมือ่เพาะเลี้ยงจนครบ 1 เดือน จะยายตนกลาลงปลูกในดินตอไป

Stamp และ Henshaw  (1987) ศกึษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมันสํ าปะหลังโดย
ใชช้ินสวนของใบเลี้ยง นํ าเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี 2, 4 –dichlorophenoxyacetic acid
(2,4 – D) 2-8 มลิลิกรัมตอลิตร พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง 3–4 วัน ใบเลี้ยงจะมีลักษณะ บวม และ
แวววาว และเมื่อเพาะเลี้ยงตอไปอีกเปนเวลา 24–30 วัน พบวาเกิดแคลลัสสีเขียวออน หลังจากนั้น
ยายแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหารใหมที่มี 2,4–D 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร
พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยง 40 วัน แคลลัสจะพัฒนาตอไปเปนยอดและรากที่สมบูรณ  หลังจากนั้น
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น ําตนมันสํ าปะหลังไปอนุบาลในเวอรมิคูไลตเปนเวลา 40 วนั พบวาตนมันสํ าปะหลังมีใบที่
สมบูรณ แข็งแรง และมีอัตรารอด 68 เปอรเซ็นต

Raemakers และคณะ (1993) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมันสํ าปะหลัง 2  สาย
พันธุ  คือ Tjurug  และ M.col 22 โดยใชใบออนนํ ามาพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี  2,4 – D
0.5  1  2  4  และ  6 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาสายพันธุ  Tjurug และ  M.col  22  เกิดแคลลัสดีที่สุดที่
ระดับความเขมขนของ  2,4 – D  1 และ  6 มิลลิกรัมตอลิตร (29 เปอรเซ็นต และ 35 เปอรเซ็นต  ตาม
ลํ าดบั)  จากนั้นชักนํ าใหเกิดเปนตนโดยนํ าแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี 2,4 –D
1.0 และ 4.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BAP 0.1 และ 0.4  มิลลิกรัมตอลิตร  และ zeatin ที่ระดับ
ความเขมขน 0.1  0.4  และ 0.7  มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา  30 วัน  สาย
พันธุ M.col 22  เกดิยอดไดดีที่สุดที่ระดับความเขมขนของ  2,4 –D  4 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย
BAP  0.4  มลิลิกรัมตอลิตร  อัตราการเกิดยอดเทากับ  10.2  ยอดตอแคลลัส  สวนสายพันธุ  Tjurug
พบวาทั้งในอาหารที่มี 2,4-D zeatin และ BAP ในระดับความเขมขนตางๆ มีอัตราการเกิดยอดเทา
กับ 0.1– 0.2  ยอดตอแคลลัส จากนั้นจะนํ ายอดไปชักนํ าใหเกิดเปนรากในอาหารสูตร MS ที่ไมมี
สารควบคุมการเจริญเติบโต

Konan และคณะ (1994) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจนเนซิสของมัน
สํ าปะหลัง 5 สายพันธุ คือ TMS30395 TMS30555 Tiegba84701 และ 85621โดยใบเลี้ยงนํ ามาเพาะ
เล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มีออกซิน 4 ชนิดคือ 2,4–D methyl-chlorophenoxyacetic acid
(MCPA) P-chlorophenoxyacetic acid (PCPA) 2,4,5- trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5 T) ระดับ
ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห บนอาหารสูตรที่มี
2,4 –D สายพันธุ TMS  30395  สามารถชักนํ าใหเกิด  proembryogenic ไดดีที่สุด คือ 44.4
เปอรเซ็นต  หลังจากนั้นจะยายลงอาหารใหมที่มี NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร BA 0.1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ gibberellic acid ( GA3) 0.1  มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนได  25
เปอรเซ็นต

Sofiari และคณะ (1997) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดโซมาติกเอ็มบริโอเจนเนซิสจากใบ
ออนของมันสํ าปะหลังโดยเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร BM (Basal medium) ซ่ึงประกอบดวย 2,4-D
4.5 – 36.2  ไมโครโมล  และ NAA  0.5 – 215.1 ไมโครโมล หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน
จะท ําการยายเลี้ยงไปบนอาหารแข็งสูตรที่มี BA 0.4 ไมโครโมล พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดพืชตน
ใหมไดหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 40 วัน

Mussio และคณะ (1998) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมันสํ าปะหลังโดยใชใบ   
น ํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี  2,4 –D ในระดับความเขมขน 18 27 และ 36 ไมโครโมล  
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พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา  20  วัน ที่ระดับความเขมขน 2,4 – D  18  ไมโครโมล  
สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุด คือ 30.4 เปอรเซ็นต ลักษณะแคลลัสมีสีขาว และเกาะกัน
หลวมๆ  หลังจากนั้นจะยายแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี  2,4 –D  0.045  ไมโคร
โมล  รวมดวย  zeatin  4.5 14 และ 23 ไมโครโมล  พบวาหลังจาก 1 สัปดาห  แคลลัสจะเกิดเปนปุม
สีเขียวรอบๆ แคลลสั  จากนั้นปุมสีเขียวจะพัฒนาตอไปเปนยอดซึ่งที่ระดับความเขมขนของ zeatin 
23 ไมโครโมล  สามารถชักนํ า ใหเกิดเปนยอดไดสูงสุด คือ 4.8 ยอดตอแคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงตอไป
เปนเวลา  6  เดือน พบวาสามารถใหจํ านวนยอดรวมเทากับ 121 ยอด จากนั้นชักนํ ายอดใหเกิดเปน
รากบนอาหารแข็งสูตร MS  ที่มี  NAA  0.54  ไมโครโมล และ ผงถาน  0.2  เปอรเซ็นต

Zok และคณะ (1998) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมันสํ าปะหลังโดยใชตา นํ า
มาฟอกฆาเชื้อดวยแคลเซียมไฮโปคลอไรด 8 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 นาที หลังจากนั้นนํ ามาเพาะ
เล้ียงบนอาหารสูตร MS ที่มี NAA 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาหลัง
จากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 50 วัน สามารถชักนํ าใหเกิดเปนตนมันสํ าปะหลังได 80 เปอรเซ็นต

Fregene  และคณะ (1999) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมันสํ าปะหลังโดยใช
เมล็ดนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี NAA 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร GA3 0.01 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวาหลังจาการเพาะเลี้ยง 30 วัน เมล็ดจะงอกออกมาเปนตน ซ่ึงอัตราการงอกเทากับ 32
เปอรเซ็นต  และมีรากเกิดขึ้น  นอกจากนี้ยังพบวามีแคลลัสเกิดขึ้นดวย

Groll และคณะ (2001) ศึกษาการชักนํ าใหเกิดเปนแคลลัสของมันสํ าปะหลังสาย
พันธุ M.col 22 โดยใชใบนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี 2,4 –D 4 มิลลิกรัมตอลิตร
piclorram  12  มลิลิกรัมตอลิตร  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา  10 วัน เกิดแคลลัสที่มี
ลักษณะสขีาวเหลือง และเกาะกันหลวมๆ  จากนั้นจะยายแคลลัสลงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี BA
0.1  มลิลิกรัมตอลิตร ซ่ึงพบวาแคลลัสจะพัฒนาไปเปนตนและรากที่สมบูรณ

Zhang และคณะ (2001) ศึกษาผลของ AgNO3 ตอการชักนํ าใหเกิดเปนตนของมัน
สํ าปะหลังโดยใชใบเลี้ยงนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี BA 1 มิลลิกรัมตอลิตร IBA 0.5
มิลลิกรัมตอลิตร  และ  AgNO3  ในระดับความเขมขนตางๆ ดังนี้  0  1  2  4  8 และ 12 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  พบวาหลังจาการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห ที่ระดับความเขมขน AgNO3  4-12 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  สามารถชักนํ าใหเกิดตนได  80- 88 เปอรเซ็นต  แตก็พบวาที่ระดับความเขมขนดังกลาวจะ
ยบัยั้งการเกิดแคลลัส

Ma และ Xu (2002) ศกึษาการชักนํ าใหเกิดเปนยอดของมันสํ าปะหลังสายพันธุ
Nanzhi 188 โดยใชช้ินสวนของตาขางนํ ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี 2,4–D 4.0
มลิลิกรัมตอลิตร  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา  8  วัน มีแคลลัสเกิดขึ้น ลักษณะของแคลลัส
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จะเกาะกันหลวมๆ หลังจากนั้นจะยายแคลลัสลงบนอาหาร ใหมที่มี  BA  2  มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงก็
พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา  40  วัน  สามารถชักนํ าใหเกิดยอดรวมได 26.1 ยอดตอแคลลัส

5. การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต
โพรโทพลาสตเปนเซลลพืชที่ไมมีผนังเซลล เนื่องจากผนังเซลลถูกเอาออกโดยวิธีกล

หรือโดยไฮโดรไลติกเอนไซม (hydrolytic enzyme) (Cocking , 1972) และในการแยกและเพาะเลี้ยง
โพรโทพลาสต ตองคํ านึงถึงปจจัยตางๆที่เหมาะสม ไดแก แรงดันออสโมติก  เอนไซมและความ
เขมขน  แหลงโพรโทพลาสต  การทํ าโพรโทพลาสตใหสะอาด วิธีการเพาะเลี้ยง  ความหนาแนน
โพรโทพลาสตที่ใชเพาะเลี้ยง  อาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตและสารควบคุมการเจริญเติบโต  การ
ตรวจสอบความมีชีวิตและการสรางผนังเซลลของโพรโทพลาสต  เปนตน ตัวอยางการแยกโพร-
โทพลาสตในพืชชนิดอื่นๆ   เชน

 Cocking (1972) เปนคนแรกที่คิดหาวิธีการแยกเอาโพรโทพลาสตออกมา โดยการใช
เอนไซมเซลลูเลส มายอยเซลลูโลส ซ่ึงเปนองคประกอบที่สํ าคัญของผนังเซลลพืช โดยยอยรากของ
ตนกลามะเขือเทศ

 Shahin และ Shepard (1980) ทํ าการแยกโพรโทพลาสตจากใบของมันสํ าปะหลัง โดย
ใชเอนไซม มาเซอโรไซม  อารเทน 0.5 เปอรเซ็นต  เซลลูเลส อารเทน 1.0 เปอรเซ็นต และ ซูโครส
0.3 โมลาร   พีเอช 5.7 เปนเวลา  5  ช่ัวโมง  ไดจํ านวนโพรโทพลาสตมากที่สุด เทากับ 5.6 x 106

โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ความมีชีวิตเทากับ 90 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนํ าโพรโทพลาสต
ไปเพะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร  MS  ทีม่ี BAP  0.5 มิลลิกรัมตอลิตร NAA  0.1  มิลลิกรัม
ตอลิตร  ซูโครส  0.25 เปอรเซ็นต และ แมนนิทอล  2.46  เปอรเซ็นต  โดยใชความหนาแนนเริ่มตน
1.0 - 3.0 x105   โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7-12 วัน
โพรโทพลาสตเร่ิมมีการสรางผนังเซลล และมีการแบงเซลลเกิดขึ้น หลังจากนั้น 3 สัปดาหเซลลจะ
เกดิเปนโคโลนี จากนั้นจะทํ าการยายลงอาหารใหมเพื่อชักนํ าใหเกิดแคลลัส ซ่ึงพบวาหลังจาก 2
สัปดาหจะไดแคลลัสที่มีสีเขียว หลังจากนั้นชักนํ าแคลลัสใหเกิดเปนยอดในอาหารสูตร MS ที่มี
BAP  0.045  มิลลิกรัมตอลิตร IAA  0.25  มิลลิกรัมตอลิตร และGA3  0.014  มิลลิกรัมตอลิตร จาก
นัน้น ํายอดไปชักนํ าใหเกิดรากในอาหารสูตร MS ที่มี GA3  0.2 มิลลิกรัมตอลิตร และ NAA  0.05
มิลลิกรัมตอลิตร

  Wilson และ Power (1989) ทํ าการแยกโพรโทพลาสตจากลํ าตนของยางพารา โดย
ใชเอนไซมเซลลูเลส อารเทน 1 เปอรเซ็นต  และ อีสทิดีน (histidine) 0.1  เปอรเซ็นต  ซ่ึงจะใชลํ าตน
ของยางพารา  1 กรัมตอสารละลายเอนไซม  8  มิลลิลิตร หลังจากนั้นบมในที่มืดเปนเวลา 16       
ช่ัวโมง อุณหภูมิ 28  ± 1 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นนํ าโพรโทพลาสตที่มีความหนาแนน 2.0 x  105
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โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร ไปเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวและเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร  K8P  พบ
วาหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน โพรโทพลาสตเร่ิมมีการแบงเซลล ความมีชีวิต 70 – 97
เปอรเซ็นต แตหลังจากวันที่ 8 โพรโทพลาสตเร่ิมตาย และความมีชีวิตเริ่มลดลง เนื่องจาก toxic
compound  ของโพรโทพลาสตเองที่ปลอยออกมา

Cazaux และ Auzac (1995) เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตของยางพารา โดยใชลํ าตนออน
ของยางพารา  มาทํ าการแยกโพรโทพลาสตในเอนไซมเซลลูเลส  อารเทน 1  เปอรเซ็นต และมาเซอ-
โรไซม  อารเทน  0.1 เปอรเซ็นต  MES 3  มลิลิโมล  BSA (bovine serum albumin) 0.5 เปอรเซ็นต
แมนนิทอล 0.7 โมลาร หลังจากนั้นนํ าโพรโทพลาสตไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร WPM
(Woody  Plant  Medium)   พบวา หลังจาก  24  ช่ัวโมง  โพรโทพลาสตเร่ิมสรางผนังเซลล  และ
หลังจากนั้นอีก  1 วัน โพรโทพลาสตเร่ิมแบงเซลล จาก  1  เปน  2  เซลล  แตไมพบการสรางเปน
โคโลนี
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วัตถุประสงค

1. เพือ่ศกึษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน
2. ศกึษาวิธีการแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน
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