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ช่ือวิทยานิพนธ     การเกดิตนจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสและการแยกโพรโทพลาสตโปยเซียน
ผูเขียน นางสาวอุษา    พันฤทธิ์ดํ า
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ
ปการศึกษา 2547

บทคัดยอ

ในการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชักนํ าให ลํ าตน ขอ และใบของ
โปยเซยีนสรางแคลลัส พบวาขอที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุด (1.95 เซนติเมตร) และแคลลัสมีลักษณะเปน
กอนแขง็ เซลลเกาะตัวกันแนน สีเขียว สวนแคลลัสที่มาจากขอในอาหารที่มี Kinetin 2.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอด
ไดสูงสุด (12.10 ยอดตอแคลลสั) ลักษณะยอดเปนยอดเล็กๆ ไมยืดยาว ใบมีสีเขียว การชักนํ ารากจะ
ยายเลีย้งยอดโปยเซียนในอาหารสูตร MS ที่เติม IAA IBA และ NAA ในความเขมขนตางๆ และไม
มกีารเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต พบวาอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเขมขน 3.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร ใหจํ านวนรากไดสูงสุด (15.80 รากตอยอด) ลักษณะราก สีนํ้ าตาล ยาว แตกแขนง และ
แขง็แรง น ําตนโปยเซียนที่ไดไปอนุบาลในเวอรมิคูไลตเปนเวลา 30วัน จากนั้นนํ าไปปลูกในดิน พบ
วาตนโปยเซียนมีอัตรารอด 100 เปอรเซ็นต ลักษณะลํ าตน สมบูรณ แข็งแรง และมีดอกเกิดขึ้น

เมือ่น ําใบของโปยเซียนที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อายุประมาณ 30 วัน โดยใช
ใบที่มีนํ้ าหนักสด 1 กรัมตอสารละลายเอนไซม ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวย เซลลูเลส
โอโนซูกะ อารเทน 1.0 เปอรเซ็นต ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต และมาเซอโรไซม อารเทน 0.5
เปอรเซน็ต นํ้ าตาลแมนนิทอล 0.4 โมลารโดยเก็บใบไวในที่มืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมงกอนนํ ามาทํ าการ
แยกโพรโทพลาสต   นํ าไปอินคูเบทที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด เขยาดวย
ความเร็ว 50 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ช่ัวโมง พบวาไดจํ านวนโพรโทพลาสตเฉลี่ย 4.62 x 105 โพร-
โทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ตรวจสอบความมีชีวิตโดยใช FDA ซ่ึงใหความมีชีวิตสูงสุดเทากับ
84.14 เปอรเซ็นต ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตนั้น พบวาโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงดวยจํ านวน
เร่ิมตน   1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร MS ที่เติม NAA 1.0
มลิลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร และแมนนิทอล 0.4 โมลาร ในที่มืด มีการสราง
ผนงัเซลลใหมไดสูงสุด ภายใน 5-6 วัน (58.30 เปอรเซ็นต) และเริ่มแบงเซลลหลังจากการเพาะเลี้ยง
นาน 7 วัน แตเมื่อเล้ียงตอไปไมพบการเจริญของกลุมเซลล
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Abstract

The optimum culture media for callus induction from stems, nodes and leaves of
Euphorbia milii Desmoulin was studied. It was found that nodes cultured on MS (Murashige and
Skoog) solid medium supplemented with 1.0 mg/l 2,4-D gave the largest size of callus formation
(1.95 cm in diameter) and the calli were compact and green. Node-derived callus initiated on MS
medium containing 2.0 mg/l Kinetin gave the highest number of shoot (12.10 shoots per callus)
when cultured on MS medium supplemented with 3.0 mg/l BA.The obtained shoots were small,
short and green. For root induction, all shoots were transferred to MS medium supplemented with
either IAA IBA NAA or hormone free MS medium. The results revealed that MS medium
containing 3.0 mg/l NAA gave the highest number of roots (15.80 roots per shoot explant). The
obtained roots were brown, long, branch and healthy. Rooted shoots were carefully acclimatized
in sterile vermiculite for 30 days. After acclimatization, complete and healthy plants were
transplanted to pots and grown in the greenhouse with a 100 % survival rate. Normal looking
Euphorbia plants with flowers were obtained.

Protoplasts were isolated from 30 days old leaves collected from aseptically
grown Euphorbia plantlets. One gram fresh weight of leaves was digested with 10 ml of enzyme
solution containing 1 % (w/v) Cellulase  ‘‘Onozuka R-10 ’’, 0.5 %(w/v) Driselase, 0.5%(w/v)
Macerozyme R-10 and 0.4 M mannitol. The leaves were kept in darkness for 24 hours prior to
protoplast isolation. The mixture of leaves and enzyme solution was incubated at 30 ±1 0C under
dark condition for 3 hours on a gyratory shaker with an agitation speed of 50 rpm. The average
yield of isolated protoplasts was 4.62 x 105 protoplasts/g.f.wt and viability as monitored by FDA
was 84.14%. The protoplasts were cultured at a density of 1 x 105 protoplasts/ml in MS semi-
solid medium supplemented with 1.0 mg/l NAA, 1.0 mg/l BA and 0.4 M mannitol under dark
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condition. Within 5-6 days in culture, wall formation was clearly visible (58.30%). After 7 days
in culture, cell division was started; however, cell colony was not evident.


