
บทท่ี 4

บทวิจารณ

ตอนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน

1.1 การชักนํ าแคลลัส

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

ในการชักนํ าใหลํ าตนของโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีสรางแคลลัสโดยการเพาะ
เล้ียงลํ าตนบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม 2,4 - D 2iP และ Kinetin ความเขมขน 0.0 0.5 1.0
1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร จากผลการทดลอง พบวา ช้ินสวนของลํ าตน สามารถชักนํ าใหเกิด
แคลลสัไดในทุกสูตรอาหารที่มี 2,4 - D และ 2iP โดยเมื่อทํ าการเพาะเลี้ยงลํ าตนไดประมาณ 10 – 15
วนั สังเกตเห็นแคลลัสที่เกิดขึ้นตรงบริเวณรอบๆรอยตัดของลํ าตน ลักษณะของแคลลัสที่เกิดขึ้น
เหมอืนกบัผลการทดลองของ Veisseire และคณะ (1994) กับMontoro และคณะ (1993) ที่พบวาการ
เพาะเลี้ยงชิ้นสวนลํ าตนของยางพารา (Hevea brasiliensis) แคลลสัที่เกิดขึ้นจะเปนแบบ คอมแพค
แคลลสัมลัีกษณะเปนกอนแข็ง เซลลเกาะตัวกันแนน ซ่ึงเปนลักษณะของ adventive embryo จาก
แคลลัสมีความสามารถในการเจริญเปนตนได Ferreira และคณะ (1989) รายงานเชนกันวาแคลลัสที่
เจริญมาจาก ลํ าตนของ Euphorbia characias จะมลัีกษณะแบบ คอมแพค  สีเขียว เซลลเกาะตัวกัน
แนน แคลลัสที่มีสีเขียวเกิดขึ้นนี้เพราะมีคลอโรฟลล และปริมาณของคลอโรฟลลขึ้นอยูกับชนิดของ
พชื ธาตอุาหารที่ใชเพาะเลี้ยง  และปจจัยทางสิ่งแวดลอมของการเพาะเลี้ยงโดยเฉพาะปจจัยแสง

จากการเพาะเลี้ยงลํ าตนโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีบนอาหารสูตรตางๆ พบวา
อาหารแตละสูตรสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดแตกตางกันโดยเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุดบน
อาหารสูตรที่มี 2, 4 - D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร (1.87 เซนติเมตร) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก  2,4 - D จัดเปน
สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมออกซินที่เหมาะสมที่สุดตอการชักนํ าใหเนื้อเยื่อพืชในวงศ 
Euphorbiaceae เจรญิเปนแคลลัสแตความเขมขนที่ใชจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชิ้นสวนของเนื้อเยื่อ
และชนิดของพืช  (Sofiari et al., 1997)  เชน ในการเพาะเลี้ยงลํ าตนของ  Euphorbia  characias
บนอาหารแข็งสูตร MS  ที่มี 2,4 –D ระดับความเขมขน  0.0 - 2.0  มิลลิกรัมตอลิตร เหมาะสมตอการ
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ชักน ําใหเกิดแคลลัส (Ferreira et al., 1989) ซ่ึงจากผลการทดลองนี้พบวาในอาหารสูตร MS ที่เติม
2,4 -D  1.0  มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุด แคลลัสสวนใหญเปน
แบบ คอมแพค สอดคลองกับผลการทดลองของ Souissi และคณะ  (1997)  ที่พบวาในการชักนํ า
แคลลัสจากลํ าตนของ Euphorbia  esula นัน้การใช 2 ,4 - D ที่ระดับความเขมขน 1.0  มิลลิกรัมตอ
ลิตร  สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดในอัตราสูงสุดและแคลลัสมีขนาดใหญที่สุด

สวนการชักนํ าแคลลัสจากลํ าตนในอาหารที่มี 2iP พบวาแคลลัสที่ไดจะมี
ลักษณะกอนแข็ง สีเขียวออน เซลลเกาะตัวกันแนน แตขนาดของแคลลัสจะเล็กกวาในอาหารที่มี
2,4-D ทัง้นีเ้นือ่งจาก 2iP เปนสารกลุมไซโทไคนิน ซ่ึงมีบทบาทในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดนอย
กวากลุมออกซิน (Kawiak  et al., 2003) นอกจากนี้ในอาหารที่มี Kinetin และไมมี Kinetin ลํ าตนไม
สามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสได โดยเนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด ซ่ึงสอดคลอง
กบัการทดลองของ Hadrami และ Auzac (1992) ที่รายงานวา Kinetin ทํ าใหเกิดสารสีนํ้ าตาลและไม
เหมาะสมที่จะใชในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสในยางพารา

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

 การชกันํ าแคลลัสจากขอโดยการเพาะเลี้ยงลํ าตนบนอาหารสังเคราะหสูตร MS
ที่เติม 2,4 - D  2iP และ Kinetin ความเขมขน  0.0  0.5  1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร จากผลการ
ทดลอง พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดในทุกสูตรอาหารที่มี 2,4-D  2iP และ Kinetin โดยเมื่อ
ท ําการเพาะเลี้ยงขอได 15 วัน สังเกตเห็นแคลลัสเกิดขึ้นตรงบริเวณรอบๆรอยตัดของขอ ลักษณะ
ของแคลลสัเปนกอนแข็งเซลลเกาะตัวกันแนน สีเขียว และบริเวณรอบๆแคลลัสเกิดปุยสีเขียวออนที่
มลัีกษณะออนนุม โดยที่ความเขมขน 2,4-D 1.0  มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มี
ขนาดใหญที่สุดคือ 1.95 เซนติเมตร ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Catapan และคณะ (2002)
ทีพ่บวาการใช 2,4-D สามารถชักนํ าใหขอของ Phyllanthus  urinaria  เกดิแคลลัสไดดีที่สุดและมี
ขนาดใหญที่สุด สวนในอาหารที่มี 2iP และ Kinetin แคลลัสที่ไดจะมีขนาดเล็กกวา 2,4-D ทั้งนี้เนื่อง
จากวา 2iP และ Kinetin เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโทไคนิน การกระตุนใหเกิด
แคลลสัจะเกิดไดนอยกวา (Catapan et al., 2000) นอกจากนี้จากผลการทดลองยังพบวาอัตราการ
เจรญิเติบโตของแคลลัสลดลงเมื่อจํ านวนครั้งของการยายเลี้ยงเพิ่มขึ้น ผลดังกลาวเปนไปในทํ านอง
เดยีวกนักับการชักนํ าใหเกิดเปนแคลลัสจากขอของยางพารา (Hadrami และ Auzac, 1992)
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1.1.3 การชักนํ าแคลลัสจากใบโปยเซียนในอาหารสูตร MS ท่ีมี 2,4-D 2iP และ
Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆ

ในการชักนํ าใหใบของโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีสรางแคลลัสโดยการเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม  2,4 - D  2iP และ Kinetin ความเขมขน  0.0  0.5  1.0  1.5 และ
2.0   มลิลิกรัมตอลิตร จากผลการทดลอง พบวาในอาหารที่มีและไมมี 2,4-D และ Kinetin ไม
สามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสได เนื้อเยื่อจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลและตายในที่สุด สวนในอาหารที่มี
2iP 2.0 มลิลิกรัมตอลิตร พบวาสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสที่มีขนาดใหญที่สุด คือ 1.16 เซนติเมตร
โดยสวนของโคนใบ (proximal end) จะเกิดการบวมขึ้นมากอนสวนอื่นๆ ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองของ Captan และคณะ (2002) ที่รายงานวาหากตัดสวนโคนใบของตนลูกใตใบออกไม
สามารถชกันํ าใหเกิดแคลลัสไดเลย  และ Zaidi และคณะ (2000) ซ่ึงรายงานวาตํ าแหนงโคนใบเปน
ต ําแหนงที่สรางแคลลัสไดดีที่สุด รองลงมาคือ เสนกลางใบ นอกจากนี้แคลลัสที่สรางจากดานโคน
ใบเปนประเภท  เมอริสเต็มโนดูลแคลลัส สามารถเพิ่มปริมาณไดเมื่อยายไปเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่ม
ปริมาณ

ในการศกึษาการชักนํ าใหเกิดแคลลัสจาก ลํ าตน ขอ และใบของโปยเซียนใน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4 - D 2iP และ Kinetin ความเขมขน  0.0  0.5  1.0  1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวาชิ้นสวนของพืชจะมีผลตอการตอบสนองตอการสรางแคลลัสแตกตางกัน โดยช้ินสวน
ของลํ าตนสรางและเพิ่มปริมาณแคลลัสไดดีที่สุดในอาหารที่เติม 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร

1.2    การชักนํ าแคลลัสใหเจริญเปนยอด

ในการชกันํ าแคลลัสใหพัฒนาเปนยอดโดยใชแคลลัสที่มีลักษณะแบบ คอมแพค ซ่ึงได
จากการเพาะเลี้ยง ลํ าตน ขอ และใบ บนอาหารสูตร MS ที่มี 2,4-D  2iP และ Kinetin  ซ่ึงใหแคลลัส
ทีม่ขีนาดที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางใหญที่สุดจากการทดลองที่ 1.1.1 1.1.2 และ 1.1.3 ไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่มี BA ความเขมขน 0.0 1.0 3.0 5.0 และ 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาในอาหาร
ทกุสตูรที่มี BA สามารถชักนํ าใหแคลลัสโปยเซียนเกิดเปนยอดรวมไดหมด ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองของ Perrin และคณะ (1997) ที่รายงานวาการใช BA สามารถชักนํ าใหยางพาราเกิดยอดได
มาก ทั้งนี้เนื่องจาก BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโทไคนิน ซ่ึงมีคุณสมบัติสงเสริม
การเจรญิและการพัฒนาของเนื้อเยื่อเจริญ (Meristematic region) และจากผลการทดลอง พบวา
แคลลัสที่มาจากขอในอาหารสูตร MS ที่มี Kinetin 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอด
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ไดมากที่สุด โดยพบวาที่ความเขมขน BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดสูงสุด
เทากบั 12.10 ยอดตอแคลลัส ลักษณะยอดจะเปนยอดเล็กๆ ไมยืดยาวมาก ใบมีสีเขียวเขม และมี
ขนาดเลก็ เนื่องจากแคลลัสมีการสะสมของ Kinetin อยูกอนแลว เมื่อนํ ามาชักนํ าใหพัฒนาเปนยอด
ในอาหารที่มี BA จึงสามารถสรางยอดไดหลายๆยอดบนแคลลัสกอนเดียวกันและแคลลัสมีการตอบ
สนองตอ BA ทํ าใหมีประสิทธิภาพสูงในการสรางยอด (Catapan et al., 2002) แตก็พบวาที่ระดับ
ความเขมขน BA 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร การสรางยอดรวมลดลง ยอดที่ไดมีลักษณะผิดปกติ ทั้งนี้
เพราะ BA ที่ระดับความเขมขนสูงเกินไปสงผลใหความสามารถในการสรางยอดลดลงและยอดที่ได
จะมลัีกษณะไมสมบูรณ (Veisseire et al., 1994) นอกจากนี้จากผลการทดลองยังพบวา แคลลัสที่มา
จากใบในอาหารที่มี 2iP 2.0 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดนอยสุด และเพิ่มจํ านวน
ไดชา ซ่ึงสอดคลองกับ Zaidi และคณะ (2000) ที่รายงานวาชิ้นสวนเริ่มตนที่นํ ามาเลี้ยงและสาร
ควบคมุการเจริญเติบโตที่เติมลงไปในอาหารมีผลตอการชักนํ าใหเกิดเปนยอดรวม

สวนแคลลัสที่มาจากในอาหารที่มี 2,4-D เมื่อนํ ามาชักนํ าใหเกิดยอดในอาหารที่มี BA
พบวายอดทีไ่ดจะมีลักษณะยืดยาว ทั้งนี้เนื่องจากผลของ 2,4-D ที่สะสมในแคลลัสมีอยูกอนแลวชวย
สงเสริมการยืดยาวของยอด  นอกจากนี้ยังพบวาแคลลัสที่มาจาก ขอ และลํ าตนในอาหารที่มี 2iP
เมือ่น ํามายายเลี้ยงในอาหารที่มี BA จะแตกตาขางมากเพราะ 2iP ชวยสงเสริมการแตกตาขางไดดี

อยางไรก็ตามการชักนํ ายอดจากแคลลัสทั้ง 6 แหลง พบวามีการตอบสนองตอ BA ที่
คลายกัน โดยในอาหารสูตร MS ที่มี BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดไดดีที่สุด
ลักษณะยอดที่ไดมีความสมบูรณ แข็งแรง

1.3    การชักนํ ายอดใหเจริญเปนราก

ในการชกันํ ายอดใหเจริญเปนราก ไดใชยอดจากการทดลองตอนที่ 1.2 ซ่ึงเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่มี BA 3.0 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดยอดรวมมากที่สุด จากนั้นนํ า
ยอดจากความเขมขนดังกลาวไปชักนํ าใหเจริญเปนราก บนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี IAA IBA และ
NAA  ทีร่ะดับความเขมขน 0.0  1.0  3.0 และ 5.0  มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 30 วัน พบวาอาหาร
สูตรที่ใหจํ านวนรากมากที่สุด คือ อาหารสูตรที่เติม NAA 3.0  มิลลิกรัมตอลิตร รากที่ชักนํ าไดมี
ลักษณะ ยาว สีนํ้ าตาล แตกแขนง และแข็งแรง ใหจํ านวนรากไดสูงสุดคือ 15.80 รากตอยอด ซ่ึง
ดกีวารากที่ชักนํ าไดจากอาหารที่เติม IAA IBA และในอาหารที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต
ของพชื ทั้งนี้เพราะออกซินจะชวยในการเจริญของรากไดดี โดยเฉพาะ NAA ใหผลดีกวาการใชสาร
ตวัอ่ืนๆ ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Catapan และคณะ (2002) ที่พบวาการใช  NAA สามารถ
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ชักน ํารากในตนลูกใตใบเกิดดีกวา IBA และ IAA นอกจากนี้ Carron และ Enjalric (1982) ยังราย
งานวาการใช NAA สามารถชักนํ าใหยอดของยางพาราเกิดรากไดดีกวา IBA นอกจากนี้ Sanya และ
คณะ (1998) ที่ทํ าการชักนํ ารากจากยอดของ Polianthes  tuberosa L. พบวาการเจริญเติบโตของราก
เกดิไดดถีาในอาหารมี NAA อยางไรก็ตามถาอาหารตางสูตรกันมีผลใหการเกิดรากแตกตางกันไป
และเนือ้เยือ่พชืตางชนิดกันจะมีผลตอบสนองตอการกระตุนใหเกิดรากจากออกซินตางกัน ดังนั้นใน
การทดลองจึงเลือกใช NAA ในการชักนํ ารากโปยเซียนเพราะชักนํ ารากไดมากที่สุด ลักษณะรากที่
ไดนั้นแข็งแรง และยาว

1.4   การอนุบาลตนโปยเซียนหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยง

เมื่อนํ าตนโปยเซียนออกจากขวดเพาะเลี้ยงมาลางวุนออกใหหมดซึ่งตองทํ าดวยความ
ระมดัระวงัเพือ่ปองกันความเสียหายที่จะเกิดขึ้น หลังจากนั้นนํ ารากไปแชในนํ้ า เปนเวลา 10 นาที
แลวน ําตนที่ไดไปอนุบาลในเวอรมิคูไลต เปนเวลา 30 วัน โดยรดนํ้ าสัปดาหละ 1 คร้ัง จากนั้นนํ าตน
โปยเซยีนออกจากเวอรมิคูไลตลงปลูกในดินที่เตรียมไวแลวในกระถาง จากนั้นนํ าไปพักไวในรม
รดนํ ้าวันเวนวัน เมื่ออนุบาลจนครบ 60 วัน ตนโปยเซียนมีอัตรารอด 100 เปอรเซ็นต ลํ าตนสมบูรณ
แขง็แรง และมีดอกเกิดขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Stamp และ Henshaw (1987) ที่รายงาน
วาการน ําตนมันสํ าปะหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยงไปอนุบาลในเวอรมิคุไลต เปนเวลา 40 วัน กอน
การนํ าไปลงในดิน สามารถทํ าใหตนมันสํ าปะหลังมีอัตรารอดเทากับ 82 เปอรเซ็นต และสอดคลอง
กบัการทดลองของ Raemakers และคณะ (1993) ซ่ึงรายงานวาการอนุบาลตนกลาของมันสํ าปะหลัง
ในเวอรมิคูไลต กอนนํ าไปลงดิน สามารถชวยเพิ่มอัตราการรอดได 40 เปอรเซ็นต ทั้งนี้เนื่องจากการ
อนบุาลตนพืชในเวอรมิคูไลตกอนนํ าไปลงในดินนั้นเพื่อตองการใหพืชมีการปรับตัว เพราะถายาย
ลงไปในดนิโดยทันทีจะทํ าใหพืชปรับตัวไมทัน ทั้งนี้เนื่องจากความชื้นสัมพัทธภายนอกตํ่ ากวา
ความชืน้ภายในเซลล ทํ าใหเซลลเกิดการคายนํ้ า ปริมาณนํ้ าในเซลลจึงลดลง ทํ าใหพืชเหี่ยวเฉา และ
ตายในที่สุด  (Shimizu et al., 1997)
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ตอนที่ 2 การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน
2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตโปยเซียน

2.1.1  ระดับออสโมลาริตี้

เมื่อตองการแยกโพรโทพลาสตจากเซลลพืช ส่ิงสํ าคัญที่ตองคํ านึงถึงคือระดับ
ความดนัภายนอกและภายในเซลลหรือที่เรียกวา ระดับออสโมลาริตี้ เนื่องจากโพรโทพลาสตที่ถูก
แยกออกมาแลวไมมีผนังเซลลทํ าใหเยื่อหุมเซลลสัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรงทํ าใหนํ้ าหรือสาร
ตางๆผานเขาออกสูโพรโทพลาสตไดงาย ซ่ึงมีผลตอแรงดันออสโมติกภายในโพรโทพลาสต ดังนั้น
แรงดันออสโมซิสของสารละลายเอนไซมที่อยูลอมรอบโพรโทพลาสตจะตองอยูในสภาพสมดุล    
มฉิะนัน้โพรโทพลาสตจะเหี่ยวหรือแตก โดยทั่วไปการปรับแรงดันออสโมซิสของสารละลาย
เอนไซมทํ าไดโดยการเตรียมออสโมติคัม ออสโมติคัมที่นิยมใชมากที่สุด คือ นํ้ าตาลแมนนิทอลและ
ซอรบิทอล เพราะนํ้ าตาล 2 ชนิดนี้ไมมีผลตอเมแทบอลิซึมของเซลล (Street, 1977) นอกจากนี้ยังมี
นํ ้าตาลอยางอื่น เชน กลูโคส หรือ ซูโครส แตก็ไมดีเทาที่ควร เพราะนํ้ าตาลกลูโคส หรือ ซูโครส นั้น
เซลลสามารถดูดไปใชและมีผลตอเมแทบอลิซึม ซ่ึงจะสงผลใหโพรโทพลาสตเกิดความไมคงที่ใน
ระหวางการเพาะเลี้ยง อีกทั้งนํ้ าตาลกลูโคส หรือ ซูโครส ทํ าใหเกิดสารสีนํ้ าตาล (browning)  ซ่ึงจะ
ไปยบัยัง้การแบงเซลลในระหวางการเพาะเลี้ยงได (Xu และ Jia , 1996)

    ในการศึกษาระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกโพรโทพลาสต
โปยเซียนไดเลือกใชนํ้ าตาลแมนนิทอลเปนสารออสโมติคัม เนื่องจากนํ้ าตาลแมนนิทอลเหมาะ
สํ าหรับการแยกโพรโทพลาสตจากเซลลมีโซฟลลของใบ (Mills และ Hammurschlag, 1994) โดยใช
นํ ้าตาลแมนนิทอลที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4  0.5  0.6  และ  0.7 โมลาร  พบวาระดับความเขมขนของ
นํ ้าตาลแมนนิทอล  0.4 โมลาร  ไดจํ านวนโพรโทพลาสตมากที่สุด โพรโทพลาสตมีลักษณะกลม
เตง และมีจํ านวนโพรโทพลาสตที่แตกนอย แสดงวาที่ระดับความเขมขนของนํ้ าตาลแมนนิทอล 0.4
โมลาร เปนระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสม ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับการทดลองของ
เสาวรัตน (2539) ซ่ึงรายงานวาที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4 โมลารของแมนนิทอลเหมาะสมที่สุด
ตอการแยกโพรโทพลาสตจากใบของหวายปอมปาดัวรและใหจํ านวนโพรโทพลาสตตอใบกลวยไม
มากที่สุด ประมาณ 1.98 x 106  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ลักษณะรูปรางของโพรโทพลาสต
กลม ไมบิดเบี้ยว นอกจากนี้กฤษณา (2541) พบวาระดับออสโมลาริตี้ที่เหมาะสมในการแยก
โพรโทพลาสตจากกาบใบของขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 คือ แมนนิทอล 0.4 โมลารเชนกัน

ในขณะที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.5 0.6 และ 0.7 โมลาร ในทุกๆชั่วโมงที่วางยอย
เพือ่แยกโพรโทพาสตใหจํ านวนโพรโทพลาสตนอย ลักษณะรูปรางของโพรโทพลาสตบิดเบี้ยว
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ไมกลม เนื่องจากความเขมขนของสารปรับระดับออสโมลาริตี้สูงเกินไปทํ าใหเกิดการสูญเสียนํ้ า
ออกนอกเซลลจากกระบวนการพลาสโมไลซีส (plasmolysis) โดยนํ้ าภายในโพรโทพลาสตจะ
เคลือ่นผานเยื่อหุมเซลลออกสูภายนอก ทํ าใหโพรโทพลาสตหดตัวลง จึงพบจํ านวนโพรโทพลาสต
ลักษณะ กลม เตง สมบูรณนอยกวาที่ระดับออสโมลาริตี้ 0.4 โมลาร  และมีจํ านวนโพรโทพลาสต
นอยกวาที่ระดับความเขมขนของนํ้ าตาลแมนนิทอล 0.4 โมลาร   แตแตกตางจาก Xu และ Jia (1996)
ทีพ่บวาความเขมขนของแมนนิทอล 0.65 โมลาร เหมาะสมที่สุดตอการแยกโพรโทพลาสตจาก
แคลลัสของ Artemisia sphaeerocephala Krasch ซ่ึงใหจํ านวนโพรโทพลาสตไดสูงสุดถึง1.13 x 106

โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด  ในขณะที่  Cazaux และ Auzac (1995) พบวาความเขมขนของ
แมนนทิอล  0.7  โมลาร เหมาะสมที่สุดตอการแยกโพรโทพลาสตจากลํ าตนของยางพารา ทั้งนี้ความ
เขมขนที่ใชในการรักษาระดับออสโมลาริตี้ที่แตกตางกันอาจเนื่องมาจากชนิดและแหลงของเนื้อเยื่อ
ทีน่ํ ามาแยกโพรโทพลาสต

2.1.2   ชนดิและความเขมขนของเอนไซม

 ในการยอยผนังเซลลพืชนั้น สวนมากมักใชเอนไซมอยู  3  กลุม ดวยกัน คือ
กลุมเซลลูเลส เชน เซลลูเลส ไดรซีเลส และ เซลลูไลซิน (Cellulysin) กลุมเฮมิเซลลูเลส
(Hemicellulase) เชน เฮมิเซลลูเลส และโรไซม (Rhozyme) และกลุมเพคติเนส  เชน มาเซอโรไซม
และ เพคโตไลเอส วาย 23 (Fitzsimons และ Weyers, 1985)  ซ่ึงชนิดของเอนไซม  ความเขมขน
และสดัสวนที่ใหผลของแตละเอนไซมนั้นขึ้นอยูกับ ชนิดของพืช และ เนื้อเยื่อที่นํ ามาแยกโพรโท-
พลาสต เอนไซมที่ใชอาจจะเปนชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวมกันก็ได

จากการทดลองพบวาสารละลายเอนไซมที่มี เซลลูเลส โอโนซูกะ อารเทน 1
เปอรเซ็นต  ไดรซีเลส  0.5  เปอรเซ็นต และ มาเซอโรไซม  อารเทน  0.5  เปอรเซ็นต  ใหจํ านวน
โพรโทพลาสตมากที่สุด คือ 6.85 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ที่เวลา 4 ช่ัวโมง
สอดคลองกับการทดลองของ Dorion และคณะ (1990) พบวาการใชเอนไซมเซลลูเลส รวมกับ
ไดรซีเลส  และมาเซอโรไซม  แยกโพรโทพลาสตจากใบของ  Lycopersicon  cheesmanii  สามารถ
ใหจ ํานวนโพรโทพลาสตมากที่สุดเชนกัน  และสอดคลองกับการทดลองของ Xiu และคณะ (1995)
ทีพ่บวาการเติมไดรซีเลสรวมกับเซลลูเลส และ มาเซอโรไซม ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการแยก
โพรโทพลาสตจากใบเลี้ยงของ Sesbania  bispinosa  ท ําใหไดจํ านวนโพรโทพลาสตมากขึ้น และ
จากผลการทดลองยังพบวาในสารละลายเอนไซมเซลลูเลสโอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต รวม
ดวย ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต  ใหจํ านวนโพรโทพลาสตมากกวาสารละลายเอนไซมเซลลูเลส
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โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต รวมดวย มาเซอโรไซม  อารเทน  0.5 เปอรเซ็นต  ทั้งนี้เนื่องจาก
ไดรซเีลส เปนเอนไซมในกลุมเซลลูเลสที่มีกิจกรรมของเพคทิเนสดวย การมีไดรซีเลสจะชวยเพิ่ม
ประสทิธิภาพในการแยกโพรโทพลาสตไดดียิ่งขึ้น โดยใชรวมกับเซลลูเลส และมาเซอโรไซม ใน
ระดบัความเขมขนตํ่ าๆ และใชไดดีกับเซลลใบ (Koh et  al. , 1988)   สวนสารละลายเอนไซมที่มี
เซลลเูลส โอโนซูกะ อารเทน 1 เปอรเซ็นต พบวาใหจํ านวนโพรโทพลาสตนอยที่สุด ทั้งนี้เปนเพราะ
เซลลของพืชจะมีการสรางสารเพคทินมาพอกไวระหวางเซลลทํ าใหเอนไซมทํ างานไดยากขึ้นเพราะ
ทํ าใหการยอยสารเพคทินเพื่อแยกเซลลใหหลุดออกจากกันนั้นตองใชเวลานานและทํ าใหได       
โพรโทพลาสตจํ านวนนอย  ดังนั้นการเติมเอนไซมมาเซอโรไซม และไดรซีเลส รวมกับเซลลูเลส
ท ําใหไดจํ านวนโพรโทพลาสตเพิ่มขึ้นเปนเพราะเกิดการทํ างานของเอนไซม 2 ขั้นตอน คือ ตอน
แรก  มาเซอโรไซม และไดรซีเลสจะยอยสารเพคทินทํ าใหเซลลหลุดออกจากกัน จากนั้นขั้นตอนที่
สองเอนไซมเซลลูเลสและไดรซีเลสจะยอยผนังเซลลจนไดโพรโทพลาสตหลุดออก(Theodoropolos 
และ Roubelakis, 1990)

นอกจากนี้จะเห็นวาการทํ างานของเอนไซมเซลลูเลสอยางเดียวนั้นยอยโพรโท- 
พลาสตไดจํ านวนนอย ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะความเขมขนที่ตํ่ าเกินไป  แตอยางไรก็ดี Li และ
คณะ (1993) พบวาการใชสารละลายเอนไซมเซลลูเลสอยางเดียวในความเขมขนที่สูงเกินไปก็ไมดี
เชนกัน เพราะจะทํ าใหโครงสรางของเยื่อหุมเซลลโพรโทพลาสตเสียหายได

2.1.3 การเก็บใบไวในที่มืดกอนยอย

           ในการแยกโพรโทพลาสตใหไดจํ านวนมากนั้น พบวาสภาวะของพืชทดลอง
กอนการแยกโพรโพลาสตจะมีผลตอการแยกโพรโทพลาสตเชนกันซึ่งในการทดลองนี้ไดนํ าตน
โปยเซยีนที่เพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงวางไวในตูมืด  24  ช่ัวโมง กอนนํ ามาแยกโพรโทพลาสต พบ
วาใบทีเ่กบ็ไวในที่มืดจะใหโพรโทพลาสตจํ านวนมากกวาใบที่ไมไดเก็บไวในที่มืด โดยใบที่เก็บไว
ในทีม่ืดใหจํ านวนโพรโทพลาสตสูงสุด คือ 6.69 x 105  โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด ที่เวลา 4
ช่ัวโมง ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Theodoropoulos และ Roubelakis (1990) ที่พบวาการเก็บ
ใบของ Vitis  vinifera  L. ไวในทีม่ืดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใหจํ านวนโพรโทพลาสตมากกวาใบที่ไม
ไดเกบ็ไวในที่มืด ทั้งนี้เนื่องจากการเก็บพืชไวในที่มืดกอนนํ ามาแยกโพรโทพลาสตที่มีผลตอแรง
ดนัออสโมติก (osmotic pressure)  ภายในเซลล คือทํ าใหนํ้ าออกจากเซลล เปนผลใหโพรโทพลาสต
หดตวัเล็กนอย เยื่อหุมเซลลที่อยูเกือบชิดหรือชิดกับผนังเซลลเร่ิมแยกออกจากผนังเซลล เมื่อนํ ามา
แยกดวยเอนไซมจึงทํ าใหเอนไซมแทรกเขาไปยอยไดงายขึ้น ซ่ึง Sandberg และ Crozier (1985) พบ
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วายิง่พืชไดรับแสงที่มีความเขมมาก จะทํ าใหพืชมีนํ้ าตาลสะสมในเซลลมากขึ้น มีผลใหนํ้ าเขาสู
เซลล โพรโทพลาสตจะขยายตัว เมื่อนํ ามาแยกดวยเอนไซมทํ าใหเอนไซมแทรกเขาไปยอยยากขึ้น

2.1.4     ระยะเวลาการอินคิวเบทตอความมีชีวิตของโพรโทพลาสต

      ในการแยกโพรโทพลาสต ระยะเวลาการอินคิวเบทก็เปนปจจัยสํ าคัญ ซ่ึงจะ
เหน็ไดจากผลการทดลองที่พบวา เวลา 4 ช่ัวโมง ใหจํ านวนโพรโทพลาสตมากที่สุด คือ 6.51 x 105

โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด แตเมื่อพิจารณาความมีชีวิตพบวา การอินคิวเบทที่เวลาดังกลาว
ใหคาเปอรเซ็นตความมีชีวิตตํ่ าที่สุด คือ 71.73 เปอรเซ็นต ในขณะที่เวลาอินคิวเบท 3 ช่ัวโมง ให
จ ํานวนโพรโทพลาสตมากรองลงมา คือ 4.62 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด แตใหความมี
ชีวติสงูสุด คือ 84.14 เปอรเซ็นต สวนที่ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง แยกโพรโทพลาสตไดจํ านวนนอยที่สุด
คือ 3.11 x 105 โพรโทพลาสตตอกรัมนํ้ าหนักสด เนื่องจากเปนระยะเวลาที่นอยเกินไปจึงทํ าให
โพรโทพลาสตที่ไดมีจํ านวนนอย แตเมื่อพิจารณาความมีชีวิตพบวาที่เวลา 2 ช่ัวโมง ความมีชีวิตยัง
มากกวาที่เวลา 4 ช่ัวโมง คือ 75.09 เปอรเซ็นต ถึงแมวาที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง จะแยกโพรโทพลาสต
ไดจ ํานวนมาก แตเนื่องจากเปนระยะเวลาที่นานเกินไป ทํ าใหเยื่อหุมเซลลของโพรโทพลาสตที่แยก
ออกมาไดมีโอกาสถูกยอยสลายจากเอนไซมเซลลูเลสและมาเซอโรไซมไดนานขึ้น จึงทํ าใหโพร-
โทพลาสตแตกสลายเพิ่มขึ้น (Theodoropoulos และ Angelakis,1990) การทดสอบความมีชีวิตของ
โพรโทพลาสตทํ าไดโดยการนํ าโพรโทพลาสตไปยอมดวยสีฟลูออเรสซีนไดอะซีเตต โมเลกุลของสี
จะผานเยื่อหุมเซลลเขาไปในโพรโทพลาสต ถาเปนโพรโทพลาสตที่มีชีวิตจะมีเอนไซมเอสเทอเรส
(esterase) ไปตดัโมเลกุลของฟลูออเรสซีนไดอะซีเตต ทํ าใหเกิดสีฟลูออเรสซีน (fluorescein) ทํ าให
โพรโทพลาสตเกิดการเรืองแสงสีเหลืองเขียว เมื่อดูภายใตกลองจุลทรรศนระบบฟลูออเรสเซนซ
(Dixon, 1985) ดงันัน้สภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบโปยเซียนจึง
เลือกใชระยะเวลาที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกโพรโทพลาสตที่เวลา 3 ช่ัวโมง เพราะที่เวลาดังกลาว
สามารถใหความมีชีวิตของโพรโทพลาสตสูงสุด เมื่อโพรโทพลาสตที่แยกไดมีเปอรเซ็นตความมี
ชีวติสงู โอกาสที่โพรโทพลาสตจะเจริญแบงเซลลเปนแคลลัสยอมมีสูงเพิ่มขึ้นดวย เมื่อนํ าไปเพาะ
เล้ียงในอาหารภายใตสภาวะที่เหมาะสมตอไป
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2.2  การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน
       2.2.1  วิธีการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตวิธีการเพาะเลี้ยงเพื่อใหไดผลดี และมีประสิทธิ
ภาพจงึมคีวามสํ าคัญอยางยิ่ง เนื่องจากโพรโทพลาสตมีความบอบบางแตกงาย ดังนั้นการดูแลรักษา
นัน้มคีวามจํ าเปนและมากกวาการเลี้ยงเซลล  จากการทดลองเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตทั้ง 4 วิธี พบ
วาการเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยใชวุนอะกาโรสเปนวิธีที่ดีที่สุด เนื่องจากโพรโท-
พลาสตสามารถสรางผนังเซลลใหม และมีชีวิตรอดไดนานที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากวุนอะกาโรสนั้นมี
สารปนเปอนที่เปนพิษนอยกวา นอกจากนี้ยังเพิ่มประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงไดดีกวาการใชวุน
Difco Bacto agar (Folling et al., 1995) ในขณะทีก่ารเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว  บนอาหารแข็ง  และ
วธีิ Nurse  culture โพรโทพลาสตไมมีการสรางผนังเซลลใหม ความมีชีวิตลดลงและตาย หลังจาก
การเพาะเลี้ยงเปนเวลา  1 สัปดาห  ซ่ึงสอดคลองกับ  Webb และคณะ (1994)  พบวาการเพาะเลี้ยง
โพรโทพลาสตในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวโดยใชวุนอะกาโรสเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุดตอการเพาะเลี้ยง
โพรโทพลาสตของ  Lactuca   perennis  ซ่ึงโพรโทพลาสตมีการสรางผนังเซลลใหมไดเร็วข้ึน และ
แบงตวัไดเร็วกวาการเลี้ยงในอาหารเหลว Nakano และคณะ (1995) พบวาการเพาะเลี้ยงโพรโท-
พลาสตของ Gentiana ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โพรโทพลาสตมีการแบงเซลลและเจริญเปนโคโลนี
ไดดกีวาการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารเหลว อีกทั้งยังชวยยับยั้งการรวมตัวกันเปนกลุมของ
โพรโทพลาสต โดยไมทํ าใหโพรโทพลาสตตกตะกอนที่กนจานเพาะเลี้ยง และเซลลไมเปลี่ยนเปนสี
นํ้ าตาล (cell  browning)

ในการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งพบวาโพรโทพลาสตแตกเปนสวนใหญ เนื่องจาก
โพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบนั้นมักมีเยื่อหุมเซลลที่บางและแตกงาย นอกจากนี้โมเลกุลของสาร
อาหารถกูยึดเกาะอยูกับวุนทํ าใหแพรเขาสูโพรโทพลาสตไดยาก โพรโทพลาสตจึงขาดสารอาหาร
และตายได (Reichert  และ  Liu , 1996) สวนการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโดยวิธี  Nurse  culture
เปนการอาศัยเซลลพี่เล้ียงในการทํ าใหโพรโทพลาสตที่ตองการเพาะเลี้ยงมีการเจริญเติบโตได โดย
คาดวามีการสงสารบางชนิดที่จํ าเปนตอการเจริญของเซลล (essential  metabolites) ไปยังเซลลเดี่ยว
ซ่ึงเซลลเดี่ยวในระยะเริ่มแรกยังไมสามารถผลิตเองได (Folling et al., 1995) นอกจากนี้ยังพบวาจะมี
การระเหยของนํ้ าในอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต เมื่อมีการระเหยของนํ้ าในอาหารมากทํ าให
ระดบัออสโมลาริตี้เปลี่ยนไป จึงทํ าใหโพรโทพลาสตเจริญไดไมดี (Kihara และ Funatsuki, 1995)
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2.2.2 ความหนาแนนของโพรโทพลาสตเร่ิมตนท่ีใชเพาะเลี้ยง         

ความหนาแนนของโพรโทพลาสตมีผลตอความสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยงมาก 
เนื่องจากจํ านวนเริ่มตนก็เปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการมีชีวิตรอดและการเจริญเติบโตตอไปของ            
โพรโทพลาสต  ซ่ึงความหนาแนนที่พอเหมาะอยูระหวาง  104  ถึง  105  โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
จากการทดลองพบวาการเพาะเลี้ยงที่ใชจํ านวนเริ่มตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร เหมาะสม
สํ าหรับการเพาะเลี้ยง เพราะโพรโทพลาสตยังคงกลม มีเม็ดคลอโรพลาสตสีเขียว ความมีชีวิตเทากับ
87.42 เปอรเซ็นต และยังพบการสรางผนังเซลลใหมขึ้นมา ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Folling
และคณะ (1995) ที่พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตของ Lolium   perenne  จ ํานวนโพรโทพลาสต
เร่ิมตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร ทํ าใหโพรโทพลาสตสามารถสรางผนังเซลลใหมและมี
การแบงเซลลเปนโคโลนีเล็กๆไดดีกวาการใชจํ านวนเริ่มตน 2 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
นอกจากนี้ Tian และ Meng (1999) กับ Karim และ Adachi (1997) พบวาการใชจํ านวนโพรโท-
พลาสตเร่ิมตน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร ของ Moricandia  nitens และ Allium  cepa  ตาม
ลํ าดับ โพรโทพลาสตสามารถแบงเซลลและเจริญเปนแคลลัสไดดีกวาการใชโพรโทพลาสตจํ านวน
เร่ิมตน 5 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร

ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจํ านวนเริ่มตน 5x104 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร
นัน้ พบวาโพรโทพลาสตไมสามารถเจริญเติบโตและแบงเซลลได ความมีชีวิตเทากับ 68.50
เปอรเซน็ต หลังจากการเพาะเลี้ยงไปแลว 1 สัปดาห เนื่องจากมีจํ านวนนอยเกินไป  ซ่ึง Reichert
และ Liu (1996) ไดรายงานวาโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงแตละโพรโทพลาสตจะปลอยสารพวก
เมแทบอไลตลงในอาหารเพาะเลี้ยงและสารนี้สนับสนุนการเจริญเติบโตของโพรโทพลาสตซ่ึงกัน
และกนั หากมีจํ านวนโพรโทพลาสตนอยเกินไปทํ าใหมีสารเหลานี้นอยไมเพียงพอตอการเจริญ
เตบิโตและการมีชีวิตรอดของโพรโทพลาสต สวนการทดลองที่ใชจํ านวนโพรโทพลาสตเร่ิมตน 5 x
105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตรนั้น โพรโทพลาสตมีความหนาแนนมากทํ าใหเกาะติดกันเปนกลุม
ใหญ หลังจากเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห โพรโทพลาสตจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาล ความมีชีวิตเทากับ 76.64
เปอรเซน็ต อาจเนื่องจากโพรโทพลาสตมีความหนาแนนมากเกินไป ทํ าใหเกิดการแกงแยงอาหารซึ่ง
กนัและกัน (Xu และ Jia , 1996)
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2.2.3  ชนดิของอาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต    
                                                                               

ในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต อาหารเพาะเลี้ยงมีความสํ าคัญตอการเจริญ
เตบิโต ชนิดของอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมขึ้นกับชนิดของโพรโทพลาสต จากการทดลองพบวา
โพรโทพลาสต ที่แยกไดจากใบโปยเซียนเมื่อนํ ามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรตางๆ 16 สูตร โพรโท-
พลาสตสามารถสรางผนังเซลลใหมไดทุกสูตรยกเวนสูตรที่มี  2,4-D 2.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย
BA 2.0 มลิลิกรัมตอลิตร และเจริญแบงเซลลไดในอาหารที่มี NAA รวมกับ BA ที่ระดับความเขม
ขนตางๆ (สูตรที่ 6-สูตรที่ 10) โดยในอาหารสูตรที่มี NAA  1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA 1.0
มลิลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิดการสรางผนังเซลลใหมและการแบงเซลลไดสูงสุด ทั้งนี้อาจ
เนือ่งมาจากสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เชน ออกซิน และ ไซโทไคนิน จํ าเปนตอการเจริญ
ของพืชและมีสวนสํ าคัญในการชักนํ าการสรางผนังเซลลและการแบงเซลล โพรโทพลาสตที่เพาะ
เล้ียงมีการสรางผนังเซลลใหมเกิดขึ้นภายใน 5-6 วัน สอดคลองกับการทดลองของ Shahin และ
Shepard (1980) ทีเ่พาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบของมันสํ าปะหลัง ในอาหารสูตร MS ที่มี NAA
รวมดวย BA พบวาโพรโทพลาสตมีการสรางผนังเซลลภายใน 1 สัปดาห และมีการแบงเซลลเปน
โคโลนี และสอดคลองกับ Kim และ Lee (1996) ที่พบวาโพรโทพลาสตที่แยกไดจากใบของ
Dianthus  superbus เมือ่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่มี NAA รวมดวย BA สามารถสรางผนัง
เซลลใหมและแบงเซลลเกิดเปนแคลลัส นอกจากนี้ Marchant และคณะ (1997) รายงานวา NAA
และ BA เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีประสิทธิภาพมากตอการชักนํ าใหเกิดการแบงเซลล
และการสรางโคโลนี

สวนในสูตรอาหารที่มี 2,4-D พบวามีการสรางผนังเซลลใหมแตไมพบการแบง
เซลลเลย ถึงแมมีการสรางผนังเซลลใหมขึ้นมาแลว ทั้งนี้เนื่องจากอาหารที่ทํ าใหเกิดการสรางผนัง
เซลลใหมอาจไมเหมาะตอการชักนํ าการแบงเซลลและไมเหมาะตอการเจริญในการสรางโคโลนี 
และแคลลัสตอไป ในทางกลับกันอาหารที่เหมาะสมตอการแบงเซลลอาจไมเหมาะตอการชักนํ าการ
สรางผนังเซลลใหม เพราะสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชอาจมีผลตอเซลลเมมเบรนโดยทํ าให
เกดิการขยายตัวจนแตกได (Balestri และ Cinelli , 2001) นอกจากนี้การลดแรงดันออสโมติกอยาง
ชาๆของอาหารมีความจํ าเปนตอการรักษาอัตราการแบงเซลล ไมอยางนั้นโพรโทพลาสตของเซลลที่
เกดิใหมจะเกิดพลาสโมไลซีสขึ้นมาอีกและหดตัวผละจากผนังเซลลที่เกิดใหม การลดแรงดัน
ออสโมติกทํ าไดโดยการเจือจางสารออสโมติคัม ซ่ึงจะเติมอาหารใหมที่มีสารออสโมติคัมอยูนอย
หรือไมมีเลยลงไปในอาหารที่เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต (Katsirdakis และ Roubelakis, 1992) แต
โพรโทพลาสตโปยเซียนที่เพาะเลี้ยงไมสามารถแบงเซลลจนกลายเปนแคลลัสไดอาจเนื่องจากชนิด
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และความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใชยังไมเหมาะตอการเจริญของโพรโทพลาสต 
นอกจากนี้อาจตองยายไปยังอาหารใหมเพื่อใหเกิดการแบงเซลลเปนโคโลนีและสรางเปนแคลลัส
ตอไป
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