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บทท่ี 2
วิธีการทดลอง

วัสดุ
พืชทดลอง

   พชืที่ใชในการทดลอง คือโปยเซียน (Euphorbia  milii  Desmoulin) พนัธุสรอยรัชนี
สารเคมี

  1. สารเคมีที่ใชในการฟอกฆาเชื้อ
     - เอธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต
     - คลอรอกซ และสารจับใบทวีน 20 (tween 20)
 2. สารเคมีที่เปนองคประกอบในสูตรอาหาร Murashige และ Skoog (MS) (ภาคผนวก ข)
 3. สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชไดแก 2,4-D  BA  NAA  IBA  IAA 2iP และ

Kinetin
  4. สารเคมีที่ใชในการแยกโพรโทพลาสต

    เอนไซมไดแก 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. สารเคมีที่ใชปรับแรงดันออสโมติก คือ นํ ้าตาลแมนนิทอล
 6. สารเคมีที่ใชในการเตรียมวอชชิ่งโซลูช่ัน หรือ CPW (cell protoplast washing solution)

(ภาคผนวก ค)
 7. สารเคมีสํ าหรับยอมตรวจสอบความมีชีวิตและการสรางผนังเซลลของโพรโทพลาสต

ไดแก ฟลูออเรสซีนไดอะซีเตด (Fluorescein diacetate, FDA) และสารแคลคอฟลอไวท (Calcoflour
white, CFW) ตามลํ าดับ

 8. เครื่องแกวและพลาสติก ไดแก บกิเกอร ฟลาสก ขวดแกวพรอมฝาปด ขวดพลาสติก
จานเลี้ยงเชื้อ  ตะแกรงกรองขนาด 141 และ 43 ไมโครเมตร  กระบอกตวง  ปเปต  พาสเจอรปเปต
ไมโครปเปต  หลอดเซนตริฟวจ  สไลด  กระจกปดสไลด  และ สไลดนับเม็ดเลือด (Hemacytometer
slide)
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อุปกรณ
1. อุปกรณที่ใชในการเตรียมอาหาร

- เครือ่งชั่งไฟฟาทศนิยม 2 และ 4 ตํ าแหนง (ยี่หอ METTLER รุน PJ 100 และ 400
ตามลํ าดับ)

- เตาแมเหล็กไฟฟา (stirring hot plate) (ยี่หอ Heidolph รุน MR 300)
- เครื่องวัดความเปนดาง (pH meter) (ยี่หอ Horiba รุน pH – METER F-13)
- เตาอบไมโครเวฟ (microwave oven) (ยี่หอ SHARP รุน  R- 245)
- หมอนึ่งอัดไอ (autoclave) (ยี่หอ EYELA รุน MAC-601)

2.  ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow carbinet)
3. เครือ่งมอืที่ใชในการยายเลี้ยงเนื้อเยื่อและโพรโทพลาสส ไดแก ปากคีบ มีดผาตัด จาน

เล้ียงเชื้อ  พาราฟลม  ลูกยาง  หลอดหยด  ตะแกรงวางหลอดทดลอง
4.  เครื่องเขยาที่ปรับอุณหภูมิได (incubator shaker) (ยี่หอ BENCH-TOP ORBITAL รุน 01

2116)
5.  อุปกรณที่ใชในการเตรียมเอนไซม

- เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) (ยี่หอ EC รุน HN-S II)
- เครือ่งกรองจุลินทรีย (Milipore filter set)
- กระดาษกรอง (Millipore paper) ขนาด  0.45  ไมโครเมตร

6.  กลองจุลทรรศแบบอินเวอรเตด (Olympus inverted research microscope model IMT-2)
ทีม่อุีปกรณระบบ fluorescence, phase contrast และ differential interference contrast (DIC) ที่ใช
Mercury lamp OSRAM HBO 100 W เปนแหลงกํ าเนิดแสง
             7.โทรทัศนพรอมเครื่องวีดีโอบันทึกภาพ

8.  เครือ่งพิมพภาพจากวีดีโอ (video printer)
9. กระดาษอัดรูปจาก Sony UPC -1010
10. ฟลมสี Kodak color ASA 200
11.ช้ันส ําหรับวางขวดเพาะเลี้ยงติดหลอดไฟโกรลักซความเขมแสง 1,500-2,000 ลักซ เปน

เวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน ในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส
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วิธีการ
           การทดลองแบงออกเปน 2 ตอน คือ

1. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน
2. การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

ตอนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโปยเซียน

1.1 การชักนํ าแคลลัสจากลํ าตน ขอ และ ใบ โปยเซียน
             - ลํ าตน

        น ําลํ าตนโปยเซียนพันธุสรอยรัชนีโดยวัดจากสวนยอดลงมา 5-6 เซนติเมตร ตัดหนาม
ทิง้ แลวนํ าลํ าตนมาฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกซความเขมขน 25 เปอรเซ็นต ที่ผสม
สารจบัใบทวีน 20 จํ านวน 3-4 หยด นาน 10 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง นํ า ลํ าตนที่
ฟอกฆาเชือ้แลวมาตัดตามขวางใหมีความยาวประมาณ 3-5 มิลลิเมตร หลังจากนั้น นํ าไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็งสูตร MS ที่มี 2,4-D 2iP และ Kinetin ในระดับความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 0.5 1.0 1.5
และ  2.0 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพที่ 1)

     - ขอ
      สวนขอของโปยเซียนจะใชขอที่ 3-5 วัดจากสวนปลายยอดลงมา ตัดหนามทิ้ง และทํ า

การทดลองเชนเดียวกับการเพาะเลี้ยงลํ าตน (ภาพที่ 1)
   -ใบ

      น ําใบมาฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกซความเขมขน 25 เปอรเซ็นต ที่ผสม
สารจบัใบทวีน 20 จํ านวน 3-4 หยด นาน 10 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 3 คร้ัง จากนั้นนํ า
ใบทีฟ่อกฆาเชื้อแลวมาตัดเสนขอบใบออก ตัดใบลักษณะตามขวางใหเปนรูปสี่เหล่ียมจัตุรัส ขนาด
0.5 x 0.5 เซนตเิมตรโดยใหติดเสนกลางใบ จากนั้นนํ าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง เชนเดียวกับการ
เพาะเลี้ยงลํ าตน (ภาพที่ 1)

   บนัทกึผลการทดลอง หลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 60 วัน โดยการนับจํ านวนลํ าตน ขอ
และ ใบ ที่เกิดแคลลัส สังเกตลักษณะ สี และวัดขนาดของแคลลัส
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Stem Node Leaf

ภาพที่ 1 การชักนํ าแคลลัสจาก ลํ าตน ขอ และใบโปยเซียน
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 าใหแคลลัสเจริญเปนยอด

                    น ําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงลํ าตน ขอ และใบ บนอาหารสูตรที่เหมาะสมจากการ
ทดลองที่ 1.1 ตดัใหเปนรูปสีเหล่ียมจตุรัสขนาด 1 x 1 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
ม ีBA ในระดับความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 1.0   3.0  5.0 และ 7.0 มิลลิกรัมตอลิตร

บนัทกึผลการทดลองหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 90 วันโดยนับจํ านวนแคลลัสที่พัฒนาเปน
ยอด สังเกตขนาดและลักษณะของสีใบ และนับจํ านวนยอดที่เกิดขึ้นในแตละแคลลัส

1.3  การชักนํ ายอดใหเจริญเปนราก

                   น ํายอดที่ไดจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตรที่เหมาะจากการทดลองที่ 1.2 มา
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม NAA IBA และ IAA ในระดับความเขมขนตางๆดังนี้ 0.0 1.0
3.0  และ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร

  บนัทกึผลการทดลองหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 30 วัน โดยการสังเกตลักษณะสีและขนาด
ของราก และนับจํ านวนรากที่เกิดตอยอด

สภาวะการเพาะเลี้ยงและการวิเคราะหผลการทดลอง

ทกุการทดลองในหัวขอที่ 1.1 1.2 และ 1.3 เกบ็รักษาขวดเพาะเลี้ยงภายในหอง
เพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่โดยวางเลี้ยงภายใตสภาพแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส
โดยทํ าการทดลองสูตรอาหารละ 3 ซ้ํ า ซ้ํ าละ 10 ขวด และเปรียบเทียบกันโดยใชแผนการทดลอง
แบบ CRD (Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยวิธี
DMRT (Duncan  , s  Multiple  Range  Test) วเิคราะหโดยใชโปรมแกรม IERI  STAT

1.4  การอนุบาลตนโปยเซียนหลังออกจากขวดเพาะเลี้ยง

                    นํ าตนโปยเซยีนมาลางวุนออกใหหมด แชในนํ้ านาน 10 นาที แลวนํ าตนที่ไดไปอนุบาล
ในเวอรมิคูไลตนาน 30 วัน ภายใตอุณหภูมิหอง 25 ± 2 องศาเซลเซียส โดยรดนํ้ าสัปดาหละครั้ง
หลังจากนัน้น ําไปปลูกในดินที่ผสมไวและรดนํ้ าบริเวณโคนตนวันเวนวัน และตองคอยดูแลการให
นํ ้าและแสงใหเพียงพอ หลังจากนั้นประมาณ 30 วัน ใหเร่ิมใสปุยสูตร 15-15-15  จนออกดอก
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บนัทึกผลการทดลอง ลักษณะของลํ าตน ใบ และเปอรเซ็นตการรอดตลอดระยะเวลาที่
อนุบาลจนกระทั่งออกดอก

ตอนท่ี 2 การแยกและเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

ใชใบจากตนโปยเซียนทีเ่พาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อายุประมาณ 30 วัน โดยใชใบนํ้ า
หนัก 1 กรัม ตอสารละลายเอนไซม 10 มิลลิลิตร

วิธีเตรียมสารละลายเอนไซม

1. เตรียมวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1 ลิตร ปรับพีเอช 5.7
2.ละลายเอนไซม และเติมนํ้ าตาลแมนนิทอล ความเขมขน 0.4 โมลาร ตามปริมาตรที่

ตองการในวอชชิ่งโซลูช่ัน
3.นํ าสารละลายเอนไซมไปปนแยกสวนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงโดยใชความเร็วที่ระดับ 

4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เกบ็เอาเฉพาะสวนใสของสารละลายเอนไซม ทิ้งตะกอนไป
4.ทํ าสารละลายเอนไซมใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องกรองจุลินทรียโดยกรองผานกระดาษ

กรองจุลินทรีย ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  เกบ็เอนไซมไวในตูเย็นที่ชองแชแข็ง

วิธีการแยกโพรโทพลาสต

1. น ําใบโปยเซียนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อายุประมาณ 30 วัน ช่ังใบ
หนัก  1 กรัม   หั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ  ตามขวางของใบขนาดประมาณ  0.5 – 2.0  มิลลิเมตร ใสในจาน
เล้ียงเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง  5  เซนติเมตร (ภาพที่ 1)

2. ดดูสารละลายเอนไซมปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อที่มีช้ินสวนของใบอยู
3. น ําไปวางบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 50 รอบตอนาที ในสภาพมืด อุณหภูมิ 30 ± 1   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง
4.เมือ่ครบเวลาที่กํ าหนดใชพาสเจอรปเปตดูดสารละลายเอนไซมซ่ึงมีโพรโทพลาสตอยู นํ า

ไปกรองดวยตะแกรงกรองขนาด 141 ไมโครเมตร และ 43 ไมโครเมตร ตามลํ าดับ
5.น ําสารแขวนลอยของโพรโทพลาสตไปปนแยกสวนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที

เปนเวลา  10   นาที
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             6.ใชพาสเจอรปเปตดูดสารละลายเอนไซมออก นํ าโพรโทพลาสตมาทํ าใหสะอาดโดยวิธี
การลอยตัว (floatation method) ดวยสารละลายซูโครส 0.6 โมลาร โดยดูดสารละลายซูโครส
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอดเซนตริฟวจ แลวใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตซ่ึงแขวนลอย
อยูในวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร คอยๆปลอยโพรโทพลาสตลงบนผิวหนาของสารละลาย
ซูโครส  นํ าไปปนแยกที่ความเร็ว  1000 รอบตอนาที  เปนเวลา  5 นาที
            7.หลังจากปนแยกสารละลายจะแบงเปน 2 ช้ัน โพรโทพลาสตจะแขวนลอยอยูสวนบน
ของสารละลายซูโครส ใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตที่ลอยอยูขางบนมาลางดวยวอชชิ่ง
โซลูช่ัน 1 คร้ัง ปนแยกดวยความเร็ว และเวลาเทาเดิม
          8.แขวนลอยโพรโทพลาสตไวในวอชชิ่งโซลูช่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร

วิธีการเก็บผลการศึกษา

                   ใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตที่แขวนลอยอยูในวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1
มิลลิลิตร มาใสในสไลดสํ าหรับนับเม็ดเลือด ซ่ึงมีปริมาตรขางละ 0.1 ลูกบาศกมิลลิลิตร สุมนับ
จ ํานวนโพรโทพลาสตภายใตกลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย  100  เทา ทํ า  3  ซ้ํ า  แตละซํ้ านับจํ านวน
โพรโทพลาสต   10  คร้ัง  หาคาเฉลี่ย และบันทึกผล
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ภาพที่  2 วธีิแยกโพรโทพลาสต
Figure 2 Protoplast isolation procedure.

2.1   การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตโปยเซียน

        2.1.1   ระดับออสโมลาริตี้

          ใชสารละลายเอนไซมที่ประกอบดวย เซลลูเลส
เปอรเซ็นต  ไดรซีเลส 0.5 เปอรเซ็นต  มาเซอโรไซม อารเทน  0.5 เ
ความเขมขนตางๆ  คือ  0.4  0.5  0.6  และ 0.7  โมลาร  เปนออสโมติคัม

Leaf
Incubate in enzyme solution Cell-protoplast suspension

Crude protoplast suspension

Resuspened i

protoplast

debris

sucrosesucrose solution

protoplast

Supernatant+debris

1000 rpm centrifugation

1000 rpm centrifugation
Pipette suspension and filter through
stainless steel screen
n washing solution
Transfer protoplasts on top sucrose
solution
 โอโนซูกะ อารเทน 1
ปอรเซ็นต และมีแมนนิทอล
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2.1.2   ชนดิและความเขมขนของเอนไซม

            -ทํ าการศึกษาของชนิดและความเขมขนของเอนไซมโดยทดลองในสาร
ละลายเอนไซม 4 ชนิด ทีร่ะดับความเขมขนตางๆกัน (ตารางที่ 1)

            - สารละลายเอนไซมทั้ง 4 ชนิด มี แมนนิทอล  0.4 โมลาร(จากการศึกษาใน
ขอ 2.1.1) เปนออสโมติคัม

ตารางที่  1  ชนดิและความเขมขนของเอนไซม
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   การเก็บใบไวในที่มืด

-น ําใบโปยเซียนเก็บไวในตูมดื เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํ าใบ ไป
แยกโพรโทพลาสตในสารละลายเอนไซม  E4   (จากการศึกษาในขอ 2.1.2)

-ตรวจนับจํ านวนโพรโทพลาสตเปรียบเทียบระหวางตนที่เก็บใบไวในที่มืด
กบัตนที่ไมไดเก็บใบไวในที่มืด

2.1.4   ระยะเวลาการอินคิวเบทตอความมีชีวิตของโพรโทพลาสต
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   -น ําใบโปยเซียนที่เก็บไวในที่มืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง มาแยกโพรโทพลาสต
ในสารละลายเอนไซม E4 โดยบมในสภาวะเดิมเก็บผลการศึกษาที่เวลา  2  3  และ 4  ช่ัวโมง

-นบัจํ านวนโพรโทพลาสต  และตรวจสอบความมีชีวิต

สภาวะการแยกโพรโทพลาสตและการวิเคราะหผลการทดลอง

การทดลองในหัวขอ 2.1.1 2.1.2 2.1.3 และ 2.1.4 การแยกโพรโทพลาสต
วางยอยบนเครื่องเขยาความเร็ว 50 รอบตอนาที ในสภาพมืด อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส เก็บผล
การศกึษาที่เวลา 4 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกันโดยใชแผนการทดลองแบบ CRD ทํ าการทดลอง 3 ซ้ํ า แต
ละซํ้ านับจํ านวนโพรโทพลาสต 10 คร้ัง  และเปรยีบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ยโดยใช  DRMT
วเิคราะหโดยใชโปรแกรม IERI STAT

2.2   การเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

      วิธีเตรียมโพรโทพลาสตสํ าหรับการเพาะเลี้ยง

1.น ําโพรโทพลาสตมาทํ าใหสะอาดโดยวิธีการลอยตัว (floatation method) ดวย
สารละลายซูโครส 0.6 โมลาร โดยดูดสารละลายซูโครสปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอด
เซนตริฟวจ แลวใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตซ่ึงแขวนลอยอยูในวอชชิ่งโซลูช่ัน ปริมาตร 1
มลิลิลิตร คอยๆปลอยโพรโทพลาสตลงบนผิวหนาของสารละลายซูโครส นํ าไปปนแยกที่ความเร็ว
1000  รอบตอนาที   เปนเวลา   5  นาที

2.หลังจากปนแยกสารละลายจะแบงเปน 2 ช้ัน โพรโทพลาสตจะแขวนลอยอยู
สวนบนของวอชชิ่งโซลูช่ันใชพาสเจอรปเปตดูดโพรโทพลาสตที่ลอยอยูขางบนมาลางดวยอาหาร
เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต 1 คร้ัง  ปนแยกดวยความเร็ว และเวลาเทาเดิม

3.ปรับความหนาแนนของโพรโทพลาสตตามตองการในอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 
1 มลิลิลิตร แลวนํ าไปเพาะเลี้ยง
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วิธีตรวจสอบความมีชีวิตของโพรโทพลาสต

1. เตรียมสารละลายสีฟลูออเรสซีนไดอะซีเตตใหมีความเข มข น0.5
เปอรเซ็นต (โดยชั่งฟลูออเรสซีนไดอะซีเตต 0.25 มิลลิกรัม ละลายในอะซีโตนปริมาตร 50
มลิลิลิตร) จากนั้นหยดสารละลายฟลูออเรสซีนไดอะซีเตตลงในแมนนิทอล 0.4 โมลาร ทีละหยดจน
กระทัง่สารละลายเปลี่ยนจากลักษณะใสเปนขุน  และมีความขุนคงที่

2.หยดสารละลาย สีฟลูออเรสซีนไดอะซีเตตจากขอ 1 จํ านวน 1 หยด ลงบน
ตวัอยางโพรโทพลาสตที่อยูบนแผนสไลด  ปดดวยกระจกปดสไลด

3.หลังจากทิ้งไว ประมาณ 2 - 5 นาที นํ าไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน
ระบบอนิเวอรเตด โพรโทพลาสตที่มีชีวิตจะเรืองแสงสีเหลืองเขียว สุมนับจํ านวนโพรโทพลาสตที่มี
ชีวติโดยคิดเปนเปอรเซ็นตดังสูตร

เปอรเซ็นตโพรโทพลาสต ที่มีชีวิต   =    จ ํานวนโพรโทพลาสตที่เรืองแสง   x 100
           จ ํานวนโพรโทพลาสตทั้งหมด

วิธีตรวจสอบการสรางผนังเซลลของโพรโทพลาสต

      1.เตรียมสารละลายสีแคลคอฟลอรไวท ความเขมขน 0.1 ปอรเซ็นต ในสาร
ละลายแมนนิทอล 0.4 โมลาร (โดยชั่งแคลคอฟลอรไวท 0.02 กรัม ละลายในสารละลาย
แมนนิทอล   ปริมาตร 20 มิลลิลิตร)
        2.หยดสารละลายสีแคลคอฟลอรไวท จํ านวน 1 หยด ลงบนตัวอยางโพรโท-
พลาสตที่อยูบนแผนสไลด  ปดดวยกระจกปดสไลด

    3.น ําไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนระบบอินเวอรเตด โพรโทพลาสต
ทีม่ผีนังเซลลจะเห็นการเรืองแสงของผนังเซลลเปนวงรอบนอกเยื่อหุมเซลล
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วิธีการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตโปยเซียน

2.2.1  วิธีการเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

น ําโพรโทพลาสตความหนาแนน 1 x 105 โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร เพาะ
เล้ียงในอาหารสูตร MS เติม NAA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัม
ตอลิตร แมนนิทอลเขมขน 0.4 โมลาร โดยวิธีการตางๆ   ดังนี้คือ

        วิธีท่ี 1 เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารเหลว โดยเล้ียงในจานเลี้ยงเชื้อ
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 เซนติเมตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร พันรอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม นํ าไป
เล้ียง

           วิธีท่ี 2 เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตในอาหารแข็ง โดยการเติมโพรโทพลาสต
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเติมวุนอะกาโรส เขมขน 0.6 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร
นึง่ฆาเชื้อทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลงที่ 26 – 28 องศาเซลเซียส ผสมลงในจานเลี้ยงเชื้อจนเขากันดี พัน
รอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม  นํ าไปเลี้ยง

            วิธีท่ี 3 เพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตแบบวิธี  Nurse  culture โดยการใชแคลลัส
ของโปยเซียนที่มีขนาด 1 เซนติเมตร เปนเนื้อเยื่อพยาบาล วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง หลังจากนั้นนํ า
กระดาษกรอง whatman  filter  paper  No.1 ทีต่ดัใหมีขนาด 1.5 x 1.5 เซนติเมตร ซ่ึงผานการฆาเชื้อ
แลวนํ าไปวางบนกอนแคลลัส ดูดโพรโทพลาสต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมลงไปบนกระดาษกรอง
พนัรอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม  นํ าไปเลี้ยง

       วิธีท่ี 4 เพาะเล้ียงโพรโทพลาสตในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยการเติมโพร-
โทพลาสต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเติมวุนอะกาโรส เขมขน 0.3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2
มลิลิลิตร เขยาเบาๆใหโพรโทพลาสตฝงตัวอยูในอาหารวุน  พันรอบจานเลี้ยงเชื้อดวยพาราฟลม นํ า
ไปเลี้ยง

          น ําโพรโทพลาสตที่เพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 วิธี ไปเลี้ยงในที่มืด ที่
อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของโพรโทพลาสตภายใตกลอง
จุลทรรศนอินเวอรเตต โดยสังเกตลักษณะ และการเจริญของโพรโทพลาสตทุกวันหลังจากการเพาะ
เล้ียง  ตรวจสอบความมีชีวิต และการสรางผนังเซลลใหมของโพรโทพลาสต บันทึกผลแตละวิธีการ
เล้ียงเปรียบเทียบกันหลังจากเพาะเลี้ยง   2   สัปดาห
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2.2.2 ความหนาแนนของโพรโทพลาสต เร่ิมตนท่ีใชเพาะเลี้ยง

                                        นํ าโพรโทพลาสตที่แยกจากใบมาเพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร
MS เติม NAA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมดวย BA เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร แมนนิทอล
0.4 โมลาร วุนอะกาโรส  0.3 เปอรเซ็นต  เพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงฆาเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 5
เซนติเมตร  ความหนาแนนของโพรโทพลาสตเร่ิมตนที่เพาะเลี้ยง  คือ  5 x 104   1 x 105  และ          
5 x 105  โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร นํ าไปเพาะเลี้ยงในที่มืด ทีอุ่ณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโพรโทพลาสตภายใตกลองจุลทรรศนอินเวอรเตด  ตรวจสอบความมี
ชีวติ และการสรางผนังเซลลใหมของโพรโทพลาสต เปรียบเทียบกันในแตละความหนาแนน หลัง
เพาะเลีย้งเปนเวลา 7 วัน โดยใชแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉลี่ย
โดยใชวิธี   DMRT   วเิคราะหโดยใชโปรมแกรม IERI STAT

2.2.3 ชนดิของอาหารเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสต

            นํ าโพรโทพลาสต จํ านวน 1 x 105  โพรโทพลาสตตอมิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยง
ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร MS ที่เติมแมนนิทอล 0.4 โมลาร และมีสารควบคุมการเจริญเติบโต
ตางๆ (ตารางที่ 2)

บันทึกผลโดยเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของโพรโทพลาสตในอาหารแตละสูตร
โดยสังเกตลักษณะของโพรโทพลาสต ตรวจสอบความมีชีวิต การสรางผนังเซลลใหม และการแบง
เซลลของโพรโทพลาสตภายใตกลองจุลทรรศนแบบอินเวอรเตด หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 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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